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ABSTRACT

Delta-aminolevulinic acid dehydratase (ALA-D, EC 4.2.1.24) is
a sulfhydryl-containing enzyme that asymetrically condenses two molecules
of delta-aminolevulinic acid (ALA), catalyzing the formation of
porphobilinogen, the monopyrrole precursor of all biological tetrapyrroles
(corrins, porphyrins, chlorins). The two ALA molecules have been termed A-
side ALA and P-side ALA in reference to their fates as the acetyl and
propionyl halves of the product. P-side ALA binds first and forms a Schiff-
base with an active-site lysine. ALA-D is a cytosolic enzyme present in
mammals, plants, fungi and bacteria. Bovine enzyme has a molecular mass
of 280 000 Da and is composed of eight similar subunits of 35 000 Da, but
only four of the subunits form a Schiff-base with the substrate (half-site
reactivity). ALA-D from all organisms requires a bivalent metal ion for activity.
Although the considerable sequence conservation among ALA-D enzyme
from various organisms, there are species-dependent differences in metal
ion requirements for enzyme activity. ALA-D is a zinc-dependent enzyme in
animals, yeast and some bacteria. Mammalian enzyme bounds 8 zinc
ions/octamer. Bovine ALA-D contains two types of Zn2+ binding sites (A and
B), each at a stoichiometry of four per octamer. A-metal-ion-binding sites,with
a single cysteine residue among its ligands, bind the four zinc ions essential
for ALA-D activity (catalytic zinc), which plays a role in A-side ALA binding, in
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inter-ALA bond formation and in product binding. B-metal-ion-binding sites,
with four cysteine residues among its ligands, bind zinc ions refered to as
structural, which seems to be involved in the protection of sulfhydryl groups
from oxidation. An A-zinc-ion-binding site has been proposed to be present at
a number of four per octamer on the enzyme from plants, but has not been
demonstrated yet. ALA-D from plants contains two types of magnesium-
binding sites: four B-metal-ion-binding sites (bind magnesium essential for
ALA-D activity) and eight C-metal-ion-binding sites (bind magnesium that
activates the enzyme but is not essential for activity). The cysteine-rich
sequence of mammalian ALA-D that presumably corresponds to the B-metal-
ion-binding site is replaced by an aspartate-rich sequence in plant ALA-D,
probably accounting for the difference on metal-ion requirement (Mg2+ instead
of Zn* on B-metal-ion-binding site from plant ALA-D). E. coli ALA-D binds
eight Zn2+ (presumably four at A-metal-ion-binding site and four at B-metal-
ion-binding site) and eight M92+ (presumably at C-metal-ion-binding site) per
octamer. Due to its sulfhydrilic nature ALA-D is inhibited by heavy metals
such as lead and mercury, serving as a measure of metal intoxication. In
addition the inhibition of this enzyme has been implicated with pathological
changes observed in some types of porphyrias, hepatorenal tyrosinemia and
after lead or mercury exposure. ALA-D inhibition may impair haeme
biosynthesis and leads to ALA accumulation, which besides being a potent

agonist of y-aminobutiric acid autoreceptors may act as a prooxidant.

RESUMO

A delta-aminolevulinato desidratase (ALA-D, E.C. 4.2.1.24) é
uma enzima citosdlica encontrada em bactérias, vegetais e animais. A
reagdo catalisada pela ALA-D faz parte da rota de biossintese dos
compostos tetrapirrdlicos (corrinas, bilinas, clorofilas e hemes). Esta enzima
catalisa a condensacdo assimétrica de duas moléculas de &cido delta-

aminolevulinico (ALA), formando porfobilinogénio. Um grupo e-amino de um
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residuo de lisina presente no sitio ativo da enzima forma uma base de Schiff
com a primeira molécula de substrato, a qual origina a cadeia lateral P (acido
propidnico) da molécula de porfobilinogénio. A segunda molécula de ALA
originara a cadeia lateral A (acido acético). A enzima de figado bovino
apresenta um peso molecular de 280 000 Da, sendo composta por 8
subunidades iguais, de 35 000 Da cada uma, no entanto apenas metade das
subunidades parece estar envolvida na catdlise. Independente da fonte,
todas as enzimas ALA-D isoladas até o momento requerem um ion metélico
divalente para estar ativas. Apesar do grande grau de similaridade existente
entre os genes da ALA-D provenientes de diferentes organismos, a enzima
requer metais diferentes para ativagdo, de acordo com a sua fonte (zinco
para a enzima de animais, leveduras e algumas bactérias, e magnésio para
a enzima de plantas). A enzima de mamiferos liga 8 ions zinco por octamero.
Foi detectada a existéncia de 2 sitios estruturalmente distintos para ligagdo
do zinco na ALA-D bovina (sitios A e B). Os sitios A seriam compostos por 5
ligantes, entre eles um -SH de um residuo de cisteina, e estariam envolvidos
na ligagéo das 4 moléculas de zinco essenciais para a completa ativagéo da
ALA-D (referidas como cataliticas), as quais parecem ser importantes para a
unido da segunda molécula de substrato, formagao da primeira ligagéo entre
as duas moléculas de ALA e unido do produto. Os sitios B seriam compostos
por 4 residuos de cisteina e estariam envolvidos na unido dos 4 ions zinco
ndo essenciais (referidos como estruturais), os quais teriam a fungdo de
manter grupos -SH da enzima no estado reduzido. Tem sido proposto que o
sitio A estaria presente também na ALA-D de vegetais, num nimero de 4 por
octamero, no entanto isto ainda nao foi demonstrado. Cada octamero da
ALA-D de plantas apresentaria, ainda, 4 sitios B para unido de ions
magnésio essenciais e 8 sitios C para unido de ions magnésio nao
essenciais, cuja fungéo é ativar a enzima. Na enzima de plantas a regido que
corresponde ao sitio B de unido do ion metélico parece conter residuos de
aspartato ao invés dos residuos de cisteina presentes na enzima de origem
animal. Isto explicaria porque o sitio B da ALA-D de plantas liga Mg2+ ao
invés de Zn®*. A ALA-D de E. Coli possui, aparentemente, 8 sitios para
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unido de zinco (4 sitios A ou o e 4 sitios B ou B) e 8 sitios para unido de
magnésio (supostamente sitio C) por octamero. Devido a sua natureza
sulfidrilica a ALA-D é inibida por metais pesados, como chumbo e merctrio,
servindo como um indice para avaliar a intoxicagdo pelo metal. Além disso,
as alteragdes patoldgicas observadas em alguns tipos de porfiria, na
tirosinemia hepatorenal e apds exposicdo a chumbo e mercurio parecem
biossintese do heme e paralelamente provoca um acumulo de &cido 5-
aminolevulinico (seu substrato), que pode atuar como um prooxidante, além

ser um potente agonista dos autoreceptores gabaérgicos.

HISTORICO E FUNGCAO

A enzima citosdlica delta-aminolevulinato desidratase (ALA-D,
E.C. 4.2.1.24), também conhecida como porfobilinogénio sintetase ou 5-
aminolevulinato hidroliase foi isolada na década de 50 (DRESEL & FALK,
1953; GIBSON et al., 1955). Esta enzima catalisa a condensagéo assimétrica
de duas moléculas de acido delta-aminolevulinico (écido 5-aminolevulinico,
ALA), com perda de 2 moléculas de agua, para formar o composto
monopirrélico porfobilinogénio (PBG) (Figura 1).

A reacdo catalisada pela ALA-D faz parte da rota biossintética
dos compostos tetrapirrdlicos (corrinas, bilinas, clorofilas e hemes) (Figura
2). A grande importancia destes compostos reside na sua fungdo como
grupos prostéticos de proteinas. O heme (ferroprotoporfirina) faz parte da
estrutura de proteinas que participam do transporte de oxigénio
(hemoglobina e mioglobina), transporte de elétrons (citocromos a, b e c),
reagOes de transformagé@o de xenobidticos (citocromo Paso) e do sistema de
protegéo contra peréxidos (catalases e peroxidases). Existem evidéncias de
que a reagdo catalisada pela ALA-D poderia ser uma das etapas limitantes
na via de biossintese do heme em leveduras (BORRALHO et al., 1989;
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BORRALHO, 1990). A ALA-D também parece estar relacionada com a
regulagéo da

COHCOH
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NH, NH,

Acido 5-aminolevulinico

Figura 1 - Reagao catalisada pela enzima delta-aminolevulinato desidratase (ALA-D).
A: cadeia lateral acido acético (-CH2CO2H) originaria da segunda molécula
de substrato, a qual se liga ao sitio A de unido do substrato. P: cadeia
lateral &cido propidnico (-CH2CH2CO2H), originaria da primeira molécula de

substrato, a qual forma uma base de Schiff com um residuo lisil no sitio P
de unido do substrato.

biossintese do heme em outros organismos, tais como: Propionibacterium
shermanii (MENON & SHEMIN, 1967), Spirillum itersonii (LASCELLES,
1975), Rhodopseudomonas spheroides (YUBISUI & YONEYAMA, 1972;
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NANDI et al., 1968), Neurospora crassa (MUTHUKRISHNAN et al., 1972) e
Chlamydomonas reinhardtii (MATTERS & BEALE, 1995), no entanto néo
existem evidéncias de que esta enzima esteja envolvida na regulagédo da
biossintese do heme em mamiferos. A enzima envolvida na regulagéo da
biossintese do heme em mamiferos é a ALA-sintetase (GRANICK & BEALE,
1978).

A via para biossintese das porfiinas é semelhante em
bactérias, vegetais e animais, encontrando-se portanto, a enzima ALA-D,
amplamente distribuida na natureza (BELLINASO, 1985; AMAZARRAY,
1986; RODRIGUES, 1987, RODRIGUES et al.,, 1989). Em mamiferos, os
tecidos que apresentam maior atividade enzimatica séo hepatico, renal e os
tecidos hematopoiéticos (GIBSON et al, 1955).

Recentemente, GUO et al. (1994) relataram que a enzima
ALA-D é idéntica ao inibidor de proteosoma de 240-kDa (CF-2). Estes
achados conferem a ALA-D uma importancia adicional, uma vez que os
proteosomas atuam na degradagdo de proteinas anormais, fatores de
trancricdo, oncoproteinas, ciclinas, bem como no processamento de

antigenos.

ESTRUTURA E CARACTERISTICAS

Existe uma grande similaridade entre as sequéncias do gene
da ALA-D isolado de diversas fontes (humano, WETMUR et al., 1986;
Escherichia coli, ECHELARD et al., 1988; LI et al., 1989; camundongo,
BISHOP et al., 1989; ervilha, BOESE et al., 1991; espinafre, SCHAUMBURG
et al.,, 1991), sugerindo que a enzima apresenta estrutura e mecanismo de

acdo similares em diferentes organismos.
A ALA-D de figado bovino possui peso molecular de 280 000
Da (TIGIER et al, 1970; WU et al, 1974; SHEMIN, 1976; FUJITA et al, 1981),

sendo composta por 8 subunidades iguais de 35 000 Da cada uma (WILSON

206 Rev. Ciéncia e Natura, Santa Maria, 19: 201 - 224 . 1997



et al, 1972; WU et al, 1974; SHEMIN, 1976;FUJITA et al, 1981), arranjadas
em uma estrutura cubica octamérica, com simetria diédrica (WU et al, 1974).

Todas as enzimas ALA-D isoladas at¢é o momento requerem
um ion metdlico divalente para estarem ativas, sendo em sua maioria
inibidas por EDTA. Apesar do alto grau de similaridade existente entre os
genes da ALA-D provenientes de diversos organismos, a enzima requer
metais diferentes para sua ativagdo, de acordo com a sua fonte. A ALA-D
proveniente de animais, leveduras e de algumas bactérias € uma enzima
zinco dependente (CHEH & NEILANDS, 1973; FINELLI et al., 1974), tendo
sido demonstrado o envolvimento de residuos de cisteina na unido deste
metal (DENT et al., 1990; MITCHELL & JAFFE, 1993; SPENCER & JORDAN,
1994). A enzima proveniente de vegetais, apesar de possuir uma
similaridade de 35-50% (BOESE et al., 1991; SCHAUMBURG et al., 1991)
com a ALA-D de outras fontes, requer magnésio ao invés de zinco (SHIBATA
& OCHIAI, 1977; TAMAI et al., 1979). A regido rica em cisteinas presente na
enzima de origem animal, e que corresponde a regido que supostamente liga
zinco, é substituida na enzima de plantas por uma regido rica em aspartato a
qual supostamente seria o sitio para unido do magnésio (BOESE et al., 1991;
SCHAUMBURG et al., 1991; CHAUHAN & O 'BRIAN, 1995) (Figura 3).

A ALA-D, independente da sua fonte, € uma enzima de
natureza sulfidrilica (SHEMIN, 1976; TSUKAMOTO et al, 1979; BEVAN et al,
1980), sendo, portanto inibida por agentes bloqueadores de grupos tidlicos,
tais como N-etilmaleimida, iodoacetato (BATLLE et al, 1967; CHAUDHRY et
al, 1976; JORDAN et al, 1976; BARNARD et al, 1977),
paracloromercuriobenzoato, monoiodoacetamida e &cido 5-5 ' ditiobis (2-
nitrobenzdico) (DTNB) (BARREIRO, 1967; BATLLE et al, 1967; TIGIER et al.,
1970; WILSON et al, 1972; BARNARD et al, 1977; SHIBATA & OCHIAI,
1977; TAMAI et al.,, 1979; RODRIGUES, 1987);e por metais pesados que
possuem elevada afinidade por grupamentos sulfidrilicos, tais como chumbo,
cobre e merctrio (GIBSON et al, 1955; WILSON et al, 1972; FINELLI et al,
1975; SHIBATA & OCHIAI, 1977; TAMAI et al., 1979; NELSON et al., 1981;
GOERING & FOWLER, 1984, 1985; GOERING et al., 1986; RODRIGUES et
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al., 1989, 1996; BORRALHO et al., 1990; ROCHA et al, 1993; ROCHA et al,
1995; EMANUELLI et al., 1996). A clonagem e sequenciamento do cDNA da
ALA-D de eritrécitos de camundongos revelou a presenga de 8 cisteinas e 9
histidinas por subunidade (BISHOP et al., 1989).

A enzima é facilmente inativada durante a purificagdo e a

perda de atividade estd diretamente relacionada a perda de 2 grupos
sulfidrila/subunidade. Para obtencdo da atividade catalitca méaxima
geralmente é necesséria a adigdo de ativadores tiélicos, como por exemplo:
DL-ditiotreitol (DTT), B-mercaptoetanol, cisteina e glutationa. Entretanto,
quando a enzima é isolada na p’resenga de zinco (TSUKAMOTO et al, 1979)
e de um agente redutor (GIBSON et al, 1955; TSUKAMOTO et al, 1979;
BEVAN et al, 1980), ela apresenta atividade maxima mesmo sem a adigéo
de um ativador tiélico no meio de incubagao (TSUKAMOTO et al, 1979).
O pH 6timo para determinagédo da atividade da ALA-D varia de 6.2 até 9.5,
de acordo com a sua fonte (HODSON et al, 1977; BARREIRO, 1967). A
enzima de origem animal apresenta valores mais baixos de pH étimo
(GRANICK & MAUZERALL, 1958; GIBSON et al, 1955) que a de origem
vegetal (SHIBATA & OCHIAI, 1977; TAMAI et al., 1979). A atividade maxima
da enzima geralmente é observada com temperaturas de incubagéo entre 55
e 65 9C (TIGIER et al, 1968; WILSON et al, 1972; BELLINASO, 1985). Os
valores de Km (constante de Michaelis-Menten) variam de 0,14 mM para a
enzima de figado bovino (GIBSON et al, 1955) a 6.6 mM para folhas de
Ricinus communis ("mamona") (AMAZARRAY, 1986). Recentemente foi
observado que Mg2+ reduz o Km da ALA-D de E. coli (Jaffe et al., 1995).
Assim, ndo se pode descartar a possibilidade de que o alto valor de Km
observado para a enzima de Ricinus communis pode ter sido devido a
auséncia de Mg2+ no meio de incubacéo.

A curva de velocidade da reagdo em fungé@o da concentragédo
de substrato, para a ALA-D de origem animal, apresenta um perfil sigméide,
indicando um carater alostérico da enzima (VERGNANO et al., 1968;
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Figura 2- Via de biossintese dos compostos tetrapirrdlicos. Obs: A
compartimentalizagdo mitocondria e citoplasma referem-se a
biossintese do heme.
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referéncia

humano NLLVACDVCLCPYTSHGHCGLLSEN WETMUR et al,
1986
DENT et al., 1990
rato TLLVACDVCLCPYTSHGHCGLLSEN BISHOP et al,
1986

camundongo SLLVACDVCLCPYTSHGHCGLLSEN BISHOP et al,

1989

E. coli EMIVMSDTCFCEYTSHGHCGVLCEH Lletal, 1989

ervilha DLIIYTDVALDPYSSDGHDGIVRED BOESE et al,
1991

espinafre DLIIYTDVALDPYYYDGHDGIVTQH SCHAUMBURG
etal., 1991

Figura 3 - Comparagéo da sequéncia de aminodcidos da regido proposta como sitio B
para unido de ion metdlico divalente na ALA-D humana, de rato, de
camundongo, de E. coli, de ervilha e de espinafre.

CHINARRO et al. 1983), enquanto que a ALA-D de Saccharomyces
cerevisiae exibe uma cinética tipicamente michaeliana (BORRALHO et al.,
1990).

O gene estrutural para ALA-D humana estd localizado na
regido cromossdmica 9q13--->qter (WETMUR et al., 1986). Até o momento
foram identificadas 3 isoenzimas diferentes em humanos, designadas ALA-D
1-1, ALA-D 1-2 e ALA-D 2-2 (BATTISTUZZI et al., 1981; PETRUCCI et al.;
1982), resultantes da express@o de 2 alelos comuns ALAD! e ALADZ.
Recentemente foi observado que individuos portadores do alelo ALAD?

apresentam um maior contetido de chumbo no organismo e maior risco de
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intoxicagdo por chumbo, possivelmente devido a uma maior afinidade da
enzima pelo chumbo, determinada por este alelo (WETMUR, 1994).

AGAO CATALITICA

O sitio ativo da enzima parece ser composto por residuos de
cisteina, dois atomos de zinco, um residuo de histidina, um residuo de lisina
e residuos de aminoacidos hidrofébicos (TSUKAMOTO et al, 1979;
CHINARRQO et al, 1983; JAFFE et al., 1994).

Estudos utilizando substrato marcado ([5-13CJALA, JORDAN &
SEEHRA, 1980; [5-14C]ALA, JORDAN & GIBBS, 1985) demonstraram que o
grupo g-amino de um residuo de lisina (lisina-252 na ALA-D humana, GIBBS
& JORDAN, 1986) presente no sitio ativo forma uma base de Schiff com o
C4 da primeira molécula de substrato, a qual origina a cadeia lateral P (acido
propidnico) da molécula de porfobilinogénio (figura 1). A unido desta primeira
molécula de substrato ndo requer zinco ou grupamentos sulfidrilicos
reduzidos. No entanto, para a unido da segunda molécula de ALA, a qual
originara a cadeia lateral A (acido acético) do porfobilinogénio (figura 1) sao
necessarios zinco e/ou grupamentos sulfidrilicos (JAFFE & MARKHAM,
1987). As duas moléculas de substrato interagem no sitio ativo da enzima
aparentemente através de uma ligagao carbono-nitrogénio (base de Schiff)
(JAFFE et al.,, 1990). A ALA-D possui 8 subunidades,no entanto, apenas
metade das subunidades parece estar envolvida na catalise (SHEMIN, 1976;
JAFFE & HANES, 1986), ocorrendo o fendmeno de "half-site reactivity"
(SEYDOUX et al, 1974).

Atualmente sabe-se que 3 tipos diferentes de aminoacidos sao
essenciais para a atividade da ALA-D:
a- um residuo de lisina ao qual se liga a primeira molécula de substrato,
através de uma base de Schiff (NANDI, 1978; GIBBS & JORDAN, 1986);
b- um residuo de histidina, o qual pode sofrer fotooxidacao, reduzindo tanto a
atividade enzimatica quanto a ligagéo ao zinco (TSUKAMOTO et al., 1979).
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Este residuo poderia participar no mecanismo de transferéncias de prétons
do meio aquoso ao sitio ativo hidrofébico (BATLLE & STELLA, 1978);

c- dois residuos de cisteina, os quais devem estar reduzidos para que a
enzima apresente atividade (CHEH & NEILANDS, 1976). Estes residuos sédo
altamente reativos (GIBBS et al, 1985), podendo formar uma ponte dissulfeto
em presencga de ar, formar mercaptidios por reagdo com metais pesados ou
ser modificados por agentes quimicos. A oxidagdo desses residuos leva a
inativagdo da enzima com concomitante perda do zinco ligado
(TSUKAMOTO et al., 1979).

O PAPEL DO ZINCO E DO MAGNESIO NA ALA-D

A atividade da ALA-D de mamiferos é inibida por quelantes
como EDTA (&cido etileno-diaminotetracético) e 1,10-fenantrolina (CHEH &
NEILANDS, 1976; SOMMER & BEYERSMANN, 1984). Esta inibicdo pode ser
revertida pela adicdo de zinco (BEVAN et al, 1980), demonstrando que o
zinco faz parte da estrutura da enzima. A ALA-D de mamiferos requer zinco
para estar ativa. Quando isolada, esta enzima liga 8 Zn2*/octamero
(TSUKAMOTO et al, 1979; BEVAN et al, 1980; SOMMER & BEYERSMANN,
1984), no entanto existe controvérsia quanto ao nimero de atomos de zinco
que seria necessario para a atividade maxima da enzima, com este nimero
variando entre 4 e 8 (SHEMIN, 1976; BEVAN et al, 1980; TSUKAMOTO et al,
1980; JAFFE et al, 1984). Aparentemente, quando ensaiada na presencga de
altas concentragdes de um agente redutor, a enzima requer apenas 4 ions
zinco por octamero para apresentar atividade maxima (BEVAN et al., 1980;
JAFFE et al., 1984). Estes quatro ions zinco foram denominados cataliticos.
Os resultados contraditérios de TSUKAMOTO et al. (1979) demonstrando
que o zinco ndo é essencial para a atividade catalitica da enzima, uma vez
que a apoenzima de figado bovino preparada e mantida sob condi¢des
estritamente anaerdbicas apresenta atividade maxima, podem ser devido a
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presenga de uma concentragdo de zinco contaminante (1-2 uM) maior que a
concentracéo da enzima (0,5 pM) no ensaio (SPENCER & JORDAN, 1993).

A ALA-D é uma metaloenzima um pouco atipica, pois o Zn2+
frequentemente é perdido durante a sua purificacdo. Apds a remogao do
zinco por EDTA, os grupos -SH da enzima sdo facilmente oxidados, com
perda da atividade enzimatica. A apoenzima oxidada obtida entdo, nao
incorpora zinco na auséncia de um ativador tiélico (TSUKAMOTO et al, 1979;
BEVAN et al, 1980). Entretanto, isto ndo é obrigatoriamente uma evidéncia
de que o zinco esta ligado a grupamentos sulfidrila, uma vez que a redugéo
de uma ponte dissulfeto poderia estar abrindo um canal através do qual o
Zn2+ poderia entrar e se ligar a outros grupamentos.

O papel do zinco na atividade da ALA-D ainda ndo esta
completamente elucidado. Algumas evidéncias sugerem uma fungéo
catalitica direta, enquanto outras apontam para uma fungéo estrutural do
zinco na ALA-D (BORDER et al., 1976; TSUKAMOTO et al., 1979; BEVAN et
al., 1980; SOMMER & BEYERSMANN, 1984; BEYERSMANN & COX, 1984;
GIBBS et al., 1985; HASNIAN et al., 1985; BLOCK et al, 1990; DENT et al,
1990; SPENCER & JORDAN, 1995).

Em 1990, DENT et al. verificaram a existéncia de 2 sitios
estruturalmente distintos para ligagéo do zinco na ALA-D bovina. Um deles
seria composto por 5 ligantes: 2 ou 3 histidinas, 1 ou nenhum oxigénio de um
grupo como tirosina ou uma molécula de solvente, 1 tirosina ou aspartato e 1
-SH de cisteina. Este tipo de sitio estaria envolvido na ligagdo dos 4 ions
zinco essenciais para a completa ativagdo da ALA-D, os quais tém sido
referidos como cataliticos. O zinco catalitico parece ser importante para a
unido da segunda molécula de substrato, para a formagdo da primeira
ligagado entre as duas moléculas de ALA (ligagdo carbono-nitrogénio) e para
a unido do produto (JAFFE et al., 1992; SPENCER & JORDAN, 1994). O
segundo sitio seria composto por 4 residuos de cisteina e estaria envolvido
na ligagéo dos outros 4 atomos de zinco nédo essenciais, os quais tem sido
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referidos como estruturais. O primeiro sitio tem sido designado sitio A (Znp)
e o0 segundo sitio B (Znpg).

JAFFE et al. (1995) propuseram que o sitio A, responsavel pela unido do
zinco essencial para a atividade catalitica da ALA-D de mamiferos, estaria
presente também na ALA-D de plantas num nimero de 4 por octadmero
(JAFFE et al., 1995). No entanto, até o momento ainda néo foi demonstrada
a existéncia de zinco ligado a enzima de plantas, sugerindo-se que a
afinidade da enzima por este metal seja bastante elevada, o que dificultaria a
sua remogao por quelantes, bem como a sua perda durante a purificagéo da
enzima. Recentemente PETROVICH et al. (1996) demonstraram pela
primeira vez a existéncia de uma enzima ALA-D que nao apresenta zinco
com agdo catalitica (ligado ao sitio A). Esta enzima foi isolada da bactéria
fotossintetizante Bradyrhizobium japonicum, e conforme previsto por JAFFE
et al. (1995), na presenca de altas concentragcdes de zinco (superiores a
faixa de concentragéo fisiolégica) é capaz de unir o metal (Kd=200 pM),
presumivelmente ao sitio A. Além disso, a ALA-D de plantas apresentaria
ainda 4 sitios B para unido de magnésio (os quais corresponderiam aos
sitios B para unido de zinco na ALA-D de mamiferos), possivelmente
essenciais para a atividade da enzima (JAFFE et al., 1994), e 8 sitios C para
unido de ions magnésio (ativam a enzima, mas ndo sdo essenciais para a
atividade) por octamero (MITCHELL & JAFFE, 1993; JAFFE et al., 1995).

A ALA-D de E. coli possui as sequéncias que supostamente correspondem
aos sitios A e B para unido de zinco, encontrados na ALA-D de mamiferos
(JAFFE, 1993). Esta enzima apresenta 2 mol Zn2+/mol de subunidade,
possuindo dois sitios diferentes de ligagdo para o metal, sitios alfa ou A e os
sitios beta ou B (SPENCER & JORDAN, 1995). A presenga de dois sitios
diferentes para ligagdo do metal (Zn2+, na enzima de origem animal e Mg2+
na enzima de origem vegetal) pode indicar mais de uma fungéo para os ions
metdlicos, possivelmente catalitica e estrutural (SPENCER & JORDAN,
1993). Assim como a ALA-D proveniente de plantas, a ALA-D de E. coli é
ativada por magnésio, o qual participa na manutengdo da estrutura
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octamérica da enzima (JAFFE et al., 1995). O magnésio que ativa a enzima
(Mgg) né@o é necessario para a atividade da mesma (MITCHELL & JAFFE,
1993; SPENCER & JORDAN, 1993) e se une a um sitio distinto dos sitios
para Znp e Zng, presentes na ALA-D de E. coli e de mamiferos. A ALA-D de
E. coli aparentemente possui 8 sitios para unido de zinco (4 sitios A e 4 sitios
B) e 8 sitios para unido de magnésio (supostamente sitio C) por octamero. O
zinco parece ser capaz de se ligar ao sitio C de unido para magnésio quando
este ion estd ausente (SPENCER & JORDAN, 1993; MITCHELL & JAFFE,
1993), sem ocorrer, no entanto, uma ativagdo da enzima. JAFFE et al.
(1994) obtiveram evidéncias de que o sitio B para unido de zinco na enzima
de mamiferos e de E. coli estaria localizado no sitio ativo da enzima, mas
néo possuiria fungéo catalitica, tendo sido especulado que o zinco ligado a
este sitio poderia ter a fungdo de manter grupos -SH no estado reduzido.
Recentemente obtivemos evidéncias experimentais, que confirmam a
hipétese de que o zinco ligado ao sitio B na ALA-D de mamiferos possui um
papel antioxidante (EMANUELLI et al., 1997). Observamos que a inibicao da
ALA-D de figado e rim de camundongos por 2,3-dimercaptopropanol (BAL)
até 1mM e por EDTA até 25 uM é completamente revertida pela adigdo de
zinco (25 uM) ou de DTT (10mM), indicando que nestas concentracdes BAL
e EDTA inibem a ALA-D por remover ions zinco envolvidos na manutengéo
de grupos -SH da enzima no seu estado reduzido (provavelmente zinco
unido ao sitio B). Por outro lado, a inibigdo da ALA-D por concentragdes
maiores de EDTA (33-100 uM) nao foi revertida por DTT (10 mM), indicando
que nestas concentragbes o EDTA estaria removendo ions zinco mais
firmemente ligados a enzima. Estes ions zinco ndo parecem estar envolvidos
na estabilizagdo do estado reduzido da enzima, mas s@o essenciais para a
atividade catalitica (provavelmente zinco ligado ao sitio A) (EMANUELLI et
al., 1997). Assim sendo, a presenga de zinco ligado ao sitio B também é
necessaria para a atividade maxima da enzima, isto provavelmente nao
havia sido observado até o momento, pois a maioria dos ensaios para
determinagéo da atividade da ALA-D eram realizados na presenga de altas

Rev. Ciéncia e Natura, Santa Maria, 19: 201 - 224 . 1997 215



concentragdes de agentes redutores, tais como glutationa, ditiotreitol ou B-
mercaptoetanol (BEVAN et al., 1980; JAFFE et al., 1984). Segundo
MITCHELL & JAFFE (1993), a ocupagao dos sitios catalitico e estrutural do
zinco na ALA-D de mamiferos seria mutuamente excludente, o que explicaria
a presenca de 4 sitios A e 4 sitios B para unido de zinco por octamero.

IMPORTANCIA BIOMEDICA DA ALA-D

Devido a sua natureza sulfidrilica, a enzima ALA-D é inibida
por metais pesados, tais como chumbo e mercurio tanto in vivo quanto in
vitro (GOERING & FOWLER, 1984, 1985; GOERING et al., 1986;
RODRIGUES et al., 1989, 1996; ROCHA et al., 1995; EMANUELLI et al.,
1996). Existem evidéncias de que a inibigdo dessa enzima possui um papel
na toxicidade destes metais. A inibicdo da ALA-D pode prejudicar a rota de
biossintese do heme, o que por sua vez pode ter consequéncias patolégicas
(FISCHBEIN et al., 1982; SASSA et al., 1989; GOERING, 1993). O acumulo
do substrato da ALA-D, ALA, pode estar implicado na superprodugdo de
espécies ativas de oxigénio (MONTEIRO et al., 1989; PEREIRA et al, 1992;
BECHARA et al., 1993). Foi demonstrado também, que o ALA é um potente
agonista dos receptores gabaérgicos pré-sinapticos, podendo contribuir para
um efeito neurotdéxico desta substancia (BRENNAN & CANTRILL, 1979;
KAPPAS et al., 1995). Por outro lado, mesmo que a ALA-D nao participe dos
mecanismos primarios de toxicidade de metais pesados a sua avaliagdo
pode servir como parametro para verificar o estado geral de intoxicagdo
(BONSIGNORE, 1966; NAKAO et al., 1968; HERNEBERG et al., 1970;
MITCHELL et al., 1977; MEREDITH et al., 1979).

Além disso, as alteragdes patoldgicas observadas em alguns
tipos de porfiria e na tirosinemia hepatorenal parecem estar relacionadas a
toxicidade do ALA, o qual se acumula devido a inibigdo da ALA-D (KAPPAS
et al.,, 1995; MITCHELL et al., 1995). Recentemente foi demonstrado que a

administragéo sistémica de ALA pode provocar danos oxidativos no sistema
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nervoso central, além de aumentar o K4 para a unido de muscimol (agonista
dos receptores gabaérgicos do tipo A) a sitios de alta afinidade (DEMASI et
al., 1996).
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