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RESUMO

No presente trabalho D-gliceraldeído-3-fosfato desidrogenases ( GPDHs ) 

(E.C.1.2.1.12 ) de origem renal provenientes de rim de hamster e células BHK-21 foram isoladas e 

purificadas. A homogeneidade da GPDH de rim foi demonstrada através de eletroforese em gel de 

poliacrilamida em presença de SDS, a qual apresentou uma única banda correspondente à 

subunidade com peso molecular de 36 Kdaltons. O pH ótimo encontrado para a enzima foi de 8,2. 

Os valores de Km para a GPDH de rim de hamster foram determinados para o gliceraldeído-3- 

fosfato e para o NAD+ sendo 0,12 mM e 0,05 mM, respectivamente. ATP, ADP, AMP, AMPc, 

CDP, CMP, UDP e NADH demonstraram ser inibidores competitivos com relação ao NAD+- Os 

reagentes sulfidrílicos p-CAB, p-CMB, p-HMB, iodoacetamida e N-etilmaleimida inibiram a 

atividade enzimática. As inibições causadas pelo p-CAB, p-CMB e p-HMB foram parcialmente 

revertidas por 2-mercaptoetanol 5 mM, porém as inibições por iodoacetamida e N-etilmaleimida 

foram irreversíveis. A atividade da enzima de rim também sofreu interferência da ação de íons 

metálicos como: MgCl2, MnCl2, CaCl2, CdCl2, CuCl2 e HgCl2. A GPDH de células BHK-21 foi 

purificada parcialmente até a etapa da saturação com sulfato de amónio a 90%. O pH ótimo 

encontrado para a atividade da enzima foi de 8,4. A concentração de arseniato de sódio para a 

ativação da enzima foi de 30mM. Os valores de Km encontrados para a GPDH de células BHK-21 

foram de 0,05 mM para o NAD+ e 0,12 mM para o substrato (G3P), em pH 8,4. As características 

físico-químicas da enzima de rim não diferiram significativamente das GPDHs de outras fontes 

citadas na literatura.
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1. INTRODUÇÃO

A D-gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase (D-gliceraldeído-3-fosfato: NAD

oxiredutase, GPDH, E.C.1.2.1.12) é uma enzima importante para o metabolismo dos carboidratos 

atuando na via glicolítica e na gluconeogênese.

Na via glicolítica, a GPDH catalisa a conversão do gliceraldeido-3-fosfato (G3P) em

1,3-bisfosfoglicerato em presença do fosfato inorgânico (Pi) ou em l-arseno-3-fosfoglicerato 

quando em presença do arseniato (HAsO^). Segundo FURFINE & VELICK, (1965) a reação 

ocorre em duas etapas:

1«) CHO
I

HCOH

CH 20 P 0 “

+ NAD + E-SH

P
C-SEI

HCOH

c h 2o p o j

+NADH + H,+

O
» .

2 - )  C-SE

HCOH HAsCT

COOH

Hj?OH 

CH 2OPO^

P :
C-O-PO 3
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+ E-SH

+ E-SH

c h 2o p o "

Na primeira etapa da reação o aldeído e o NAD+ reagem estequiometricamente com a 

enzima dando uma acil-enzima como intermediário que é desacilada na segunda etapa da reação, 

pelo arseniato ou fosfato, liberando ácido carboxílico ou acil fosfato respectivamente.

A gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase (GPDH) já foi isolada e purificada de diferentes 

fontes, como músculo de coelho (CAPPUTTO & DIXON, 1945; CORI et al, 1945, 1948), 

levedura ( KREBS et al, 1953), músculo de porco (ELODI & SZORENYI, 1965), fígado de porco 

( DAGHER & DEAL Jr., 1977), músculo humano, de boi, de galinha, de peru, de faisão, de



esturjão, de lagosta (ALLISON & KAPLAN, 1964), bactérias (AMELUXEN, 1967; AMELUXEN 

et al, 1970; SUZUKI & HARRIS, 1971; SUZUKI & IMAHORI, 1973; D'ALESSIO & JOSSE, 

1971; FURTA et al, 1976; CRABB et al, 1977), algas (HOOD & CARR, 1967; KRUSTEVA et al, 

1981), plantas (SCHULMAN & GBBS, 1968; MELANDRI et al, 1970; SPERANZA & 

GOZZER, 1978; YONUSCHOT et al, 1970; DUGGLEBBY & DENNIS, 1974), insetos 

(CARLSON & BROSEMER, 1971), músculo de peixe (GREENE & FEENEY, 1970; KOLB & 

HARRIS, 1972), protozoários (GRISSON & KAHN, 1975), músculo de rato (NAGRADOVA et 

al, 1978), eritrócitos (EBY & KIRTLEY, 1979), músculo de jacaré (VIEIRA et al, 1983) e de pato 

(BARBOSA & NAKANO, 1987), células HeLa (NAKANO et al, 1992).

A GPDH compreende cerca de 20% da proteína total solúvel em levedura (KREBS et 

al, 1953) e de 5 a 10% da proteína solúvel em músculo (CORI et al, 1948), e sua distribuição entre 

os diferentes tecidos reflete, em geral, a velocidade da glicólise.(PIECHACZYK et al, 1984; FORT 

et al, 1985).

Os métodos utilizados na purificação da GPDH estão normalmente relacionados à 

solubilidade da enzima como um complexo enzima-NAD+ em altas concentrações de sulfato de 

amónio. A enzima de músculo por exemplo, pode ser obtida à partir do extrato bruto, por 

cristalização direta através do fracionamento com sulfato de amónio (ALLISON & KAPLAN, 

1964). No entanto, a purificação da enzima requer vários passos de fracionamento em outros 

tecidos onde a sua concentração é mais baixa (KOCHMAN & RUTTER, 1968; LAMBERT & 

PERHAM, 1974).

Para organismos inferiores como bactérias (D'ALESSIO & JOSSE, 1971; SUZUKI & 

HARRIS, 1971) foram desenvolvidos métodos de isolamento da GPDH usando-se a cromatografia 

de troca iônica. A enzima de Thermus aquaticus foi purificada por HOCKING & HARRIS, (1973) 

por intermédio de uma cromatografia de afinidade em NAD+ imobilizado. Com eritrócitos humanos 

foram desenvolvidos métodos de purificação da enzima, tanto em relação ao isolamento a partir do 

eritrócito (EBY & KIRTLEY, 1979), quanto em relação ao uso do eritrócito hemolisado por 

hipotonicidade como meio de purificação da GPDH de músculo, fígado, rim e cérebro de rato. Isto 

é possível devido à conhecida interação da enzima com a membrana celular destas células e a 

facilidade de eluição com NADH 2 mM. Devido ao alto grau de homologia apresentado pelas 

GPDHs, este método pode ser utilizado na purificação de enzimas de outras fontes (HARRIS &
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WATERS, 1976; SALLEMUDDIN & ZIMMERMANN, 1978).

Investigações de GPDHs de diversas fontes demonstram que elas são relativamente 

instáveis em solução, tendendo à desnaturação e floculação espontânea à temperatura ambiente. À 

baixas temperaturas, porém, conservam-se por períodos mais longos e variáveis de acordo com a 

fonte da enzima, como suspensão de cristais em solução de sulfato de amónio. A estabilidade da 

enzima pode ser afetada por vários fatores como: estabilidade dos grupos sulfidrilas, presença ou 

não de metais pesados, presença ou ausência de coenzima ligado e o tipo e concentração de sal 

(VELICK & FURFINE, 1963).

A investigação da estrutura das proteínas pode fornecer informações sobre a estabilidade 

destas macromoléculas e as relações evolucionárias entre elas. A GPDH, semelhante ao citocromo c 

(FERGUSON, 1980), é considerada uma proteína de evolução lenta por apresentar 68% de 

homologia entre seres filogeneticamente distantes (HARRIS & PERHAM, 1968; JONES & 

HARR1S, 1972). Constitui portanto, um ótimo instrumento para investigações filogenéticas, já que é 

relativamente fácil sua obtenção na forma pura e com bom rendimento.

Através de métodos químicos envolvendo marcação específica dos resíduos de cisteína 

cataliticamente ativos e caracterização de fragmentos de peptídeos produzidos por clivagem 

enzimática, HARRIS et al, (1963) e HARRIS & PERHAM, (1965) concluíram que a GPDH é 

composta de 4 subunidades, compreendendo cada uma aproximadamente 330 resíduos de 

aminoácidos correspondendo a um peso molecular de 36 Kdaltons. Os resíduos de aminoácidos 1 a 

149 estão relacionados à ligação do coenzima (BUEHNER et al, 1973) e os resíduos de número 150 

a 334 são responsáveis pela ligação do substrato, especificidade, catálise e cooperatividade. A 

estrutura contém em sua formação 39% de folha pregueada e 35% de alfa-hélice (BUEHNER et al, 

1974).

Para definir a estrutura da GPDH tem sido usado um sistema de coordenadas de eixos 

P,Q,R (ROSSMAN et al, 1973) (FIG. A), similar ao descrito para a desidrogenase lática (ADAMS 

et al, 1970).

O sítio de ligação do NAD+ consiste de uma folha em conformação beta formada por 

seis cadeias paralelas ladeadas por hélices (FIG. B). O sítio catalítico consiste de uma folha formada 

por nove cadeias antiparalelas (FIG. B) ocorrendo três hélices que compreendem os resíduos 147 a 

166, 201 a 216 e 215 a 267 respectivamente. A cadeia polipeptídica termina numa longa hélice

3



FIGURA A - DIAGRAMA REPRESENTANDO A ASSOCIAÇÃO DAS SUB UNIDADES NA 

GLICERALDEÍDO-3-FOSF AT O DESIDROGENASE. (BUEHNER et al, 1974)
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FIGURA B - REPRESENTAÇÃO DIAGRAMÁTICA DO DOMÍNIO CATALÍTICO E DO 

SÍTIO DE LIGAÇÃO DO NAD+ NA GPDH. (WALKER et al, 1980).

5
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(resíduos 313 a 334) que está associada com o sítio do NAD+.

Para a reação catalisada pela GPDH têm sido propostos vários mecanismos. SEGAL & 

BOYER (1953) postularam para a GPDH um mecanismo do tipo ping-pong para o qual tiveram 

apoio os estudos de TRENTHAM, (1968, 1971), HARRIGAN & TRENTHAM, (1971, 1973) e 

DUGGLEBY & DENNIS, (1974) com as enzimas de músculos de porco e de Pisum sativum. 

respectivamente. Nesse mecanismo um dos substratos deve estar ligado e um dos produtos liberado 

antes da entrada do segundo substrato e a liberação do segundo produto.

ORSI & CLELAND, (1972) sugeriram que o mecanismo cinético para a GPDH de 

músculo de coelho é do tipo ordenado, com o NAD+, aldeído e fosfato ou arseniato entrando nesta 

ordem e com a liberação de ácido precedendo à do NADH. Estudos com a GPDH de eritrócitos 

humanos realizados por WANG & ALAUPOVIC, (1980) reforçam o mecanismo proposto por 

ORSI & CLELAND, (1972).

CARDON & BOYER, (1982) estudando a reação catalisada pela GPDH de músculo de 

coelho propuseram um modelo simples com alternância de sítios. Neste caso são considerados dois 

sitios catalíticos interconversíveis.

Embora sejam disponíveis um grande número de informações sobre a GPDH de 

diferentes fontes, há pouco relato sobre a enzima de tecido renal. O rim desempenha um papel 

importante na homeostase e é um órgão onde ocorrem importantes processos metabólicos. Numa 

visão mais ampla, o rim divide-se em duas partes a saber: córtex e medula, que apresentam 

diferentes características metabólicas (LEE et al, 1962). A especialização metabólica dos 

compartimentos renais foi demonstrada pelos trabalhos de WALDMAN & BURCH, (1963). Estes 

autores, trabalhando com enzimas de rim de ratos de diferentes grupos etários, mostraram que a 

ghicose-6-fosfatase era mais ativa no córtex que na papila em todos os grupos, enquanto que a 

atividade da hexoquinase era maior na papila que no córtex extemo, reforçando os relatos de maior 

taxa de gücólise na região medular (RENAL, 1973; COHEN, 1979) e maior taxa de gluconeogênese 

na região cortical do rim (KREBS, 1963). No mesmo estudo, os autores descreveram outras 

especificidades metabólicas, conforme a região, particularmente relacionada com atividades de 

aminoácido oxidases.

KREBS & LUND, (1966) trabalhando com fatias de córtex renal, mostraram que os 

principais substratos formadores de glucose (pmoles/g peso seco) eram D-frutose, dihidroxiacetona

6



O produto final da degradação da glucose sob condições anaeróbicas que parecem ser as 

existentes nos rins de animais saudáveis, é o lactato. Na presença de oxigênio entretanto, o piruvato 

entra na mitocôndria onde é convertido a acetil-CoA que é metabolizado até dióxido de carbono 

pelo ciclo de Krebs, podendo a glucose ser também parcialmente oxidada pela via das pentoses 

fosfato.

As atividades glicolíticas como também as de gluconeogênese pelo tecido renal 

envolvem a participação da gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase. Considerando o desconhecimento 

quase total sobre a GPDH de origem renal, este trabalho tem por objetivo geral contribuir para o 

conhecimento desta importante enzima obtida de células renais de hamsters jovens e de células da 

linhagem BHK-21, também provenientes de hamster. Este paralelo é importante porque sendo as 

células BHK-21 uma linhagem estabelecida, sofreu a transformação que imortaliza as células em 

cultura (FRESHNEY, 1987). Assim, a comparação entre as enzimas das duas fontes, dará 

informações relevantes relacionadas às alterações metabólicas da célula cultivada em relação ao 

tecido de origem.

São, portanto, objetivos específicos deste trabalho:

1- a obtenção da GPDH de rim de hamster em forma pura e homogênea;

2- a obtenção da GPDH de células da linhagem BHK-21;

3- o estudo de algumas propriedades cinéticas das enzimas;

4- o estudo comparativo dos parâmetros cinéticos obtidos para as enzimas 

destas fontes renais em relação às GPDHs das outras fontes já descritas na 

literatura.
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e D-gliceraldeído e propuseram um esquema (ESQUEMA 1) com vários precursores levando à

formação da glucose.



ESQUEMA 1- Vias que levam vários precursores como polióis (sorbitofxilitol), hexoses (galactose, manose, frutose), pentoses (xilose, 
ribose, xilulose), trioses (dihidroxiacetona, gliceraldeído) e mio-inositol a formarem glucose no rim (KREBS & LUND, 1966). *
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2 - MATERIAIS E MÉTODOS

2.1. REAGENTES

Bicarbonato de sódio, cloreto de sódio, cloreto de potássio, cloreto de cálcio, cloreto de 

magnésio, cloreto de manganês, cloreto de mercúrio, p-cloro-mercuribenzoato, iodoacetamida, N- 

etilmaleimida e 2-cloro-4-aminobenzoato foram obtidos da MERCK.

Meio essencial mínimo de EAGLE e meio GLASGOW foram obtidos do INTERLAB. 

Soro fetal bovino estéril, livre de vírus e micoplasma foi obtido do LABORCLIN. 

Tripsina (1:250) e Sabouraud-dextrose foram de procedência DIFCO.

G3P, NAD+, NADH, ATP, ADP, AMP, AMPc, CDP, CMP, UDP, DEAE-Sephadex 

A-50 e 2-mercaptoetanol foram obtidos da SIGMA CHEMICAL Co.

Os demais reagentes foram de grau analítico e todas as soluções foram preparadas com 

água bidestilada e deionizada.

2.2. FONTES DA ENZIMA

Como fontes da enzima foram utilizados:

2.2.1. Tecido renal

Foram utilizados hamsters com 20 dias de vida. Após decapitação do animal, os rins 

foram retirados e congelados a -18°C até o momento de uso.

2.2.2. Células BHK-21

Células da linhagem BHK-clone 21 (Baby Hamster Kidney).

As células BHK-21 apresentam uma aparência de fibroblastos quando em monocamada

aderida à garrafas de Roux (MAC PHERSON, 1963; STARGER & GOLDMAN et al, 1977;

TUSZYNSKI et al. 1979; STEINERT et al, 1980; FRANK et al, 1982; ABSHER et al, 1989;



FAGER et al, 1989). São procedentes do Centro Panamericano de Febre Aftosa e foram 

gentilmente cedidas ao laboratório de Cultivo celular do Departamento de Bioquimica da TJFPR à 

passagem n° 44, pela Assessoria Especial de Desenvolvimento Científico do Instituto de Tecnologia 

do Paraná (TECPAR).

2.3. CULTIVO CELULAR

O cultivo das células BHK foi efetuado no laboratório de Cultivo celular do 

Departamento de Bioquímica da UFPR. Todas as operações de cultivo foram realizadas em capela 

de fluxo laminar horizontal.

a- Materiais de vidro e acessórios:

Toda a vidraria utilizada no cultivo de células foi esterilizada à seco, a 180°C, por 4h. 

Rolhas, tampas, pipetas e equipamento de filtração, foram esterilizados em autoclave a 

120°C, 1 atm de pressão, por 30 minutos e a seguir secas em estufa a 70°C pelo 

período necessário à secagem adequada.

b- Soluções e meio de cultura:

Todas as soluções envolvidas no cultivo de células BHK foram preparadas com água 

bidestilada.

- Solução de bicarbonato de sódio:

A solução de bicarbonato de sódio foi preparada na concentração 7,5% ( p/v ) e 

distribuída em tubos, em volumes de 10 mL. Após esterilização em autoclave (FANEM) 

a 120°C e 1 atm de pressão por 20 minutos, a solução foi mantida à temperatura 

ambiente. Esta solução foi usada para ajustar o pH do meio de crescimento das células.

- Solução salina fosfato tamponada (PBS):

A solução salina tamponada, pH 7, 4, foi preparada rotineiramente na forma de estoque, 

sendo constituída de Na2HPC>4 40,5 mM, NaCl 680 mM e KH2PO4 7,3 mM. Quando 

havia necessidade de utilizá-la em coleta estéril, esta solução foi autoclavada a 120°C, 1 

atm de pressão por 20 minutos. Após resfriamento, foi armazenada a 4°C. No momento
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de uso, foi feita diluição 1:5 com água bidestilada deionizada estéril e sua temperatura 

foi levada à 37°C.

- Solução tripsina-verseno (STV):

A finalidade desta solução é descolar as monocamadas das garrafas de 

cultura. A solução é constituída de tripsina 0,05%, verseno 0,46 mM, NaCl 136,9 mM, 

KC1 5,36 mM, dextrose 5,55 mM, NaHC03 5,95 mM e 0,45mg% de vermelho 

de fenol preparada a 1%. O pH final desta solução deve ser acertado para 7,8. Quando 

usada em repiques ou em coletas estéreis a solução STV foi esterilizada por 

filtração, sendo usados filtros marca Millipore e membranas de 0,22 jum. A solução 

foi mantida a -18°C, ou a 4°C, para armazenamento por períodos curtos de tempo. 

Para utilização no repique e coleta de células a solução STV foi pré-aquecida 

a 37°C.

- Meio de cultura:

Para o crescimento das células BHK foram usados o meio essencial de 

EAGLE( PAUL, 1973) ou alternadamente, o meio GLASGOW ( MAC PHERSON; 

1962 ). Após a reconstituição em água bidestilada estéril, o meio foi 

esterilizado por filtração em membranas de acetato de celulose de 142 mm de 

diâmetro, com poros de 0,22/um, em aparelho marca Sartorius( Cari Zeiss do 

Brasil).

Todas as soluções estéreis foram submetidas a testes para verificar a 

eficácia do procedimento de filtração esterilizante, colocando-se amostras dos 

meios em estufa a37°Cporum período mínimo de 15 dias, antes do uso. 

Quando necessário, foram utilizados meios especiais como tioglicolato Brewer, 

caldo caseína tripticase ( caldo Casoy ) e Sabouraud dextrose, para comprovação 

de eventuais contaminações.
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2.3.1. Repique e coleta de células BHK-21.

As células BHK foram cultivadas em meio Glasgow, (MAC PHERSON; 1962), 

suplementado com soro fetal bovino (10% v/v), adicionado antes do uso. O pH foi ajustado para

7,4, com quantidades adequadas de bicarbonato de sódio. As células desenvolvem-se em fornia de 

monocamada, sendo utilizadas garrafas de Roux, com capacidade de 100 mL de meio.

O repique foi feito por tripsinização, usando-se solução STV. Resumidamente, o 

procedimento de tripsinização consistiu na remoção do meio de cultura seguida da adição de 

pequena quantidade de PBS estéril ou de STV, para remoção do meio residual. Este primeiro 

lavado foi imediatamente descartado. Adicionou-se então solução STV, em quantidade suficiente 

para cobrir a monocamada (lOmL) ficando esta solução, em contato com as células por 3 a 5 

minutos. Aos primeiros sinais de descolamento da monocamada a solução de STV foi 

cuidadosamente desprezada e as células foram então suspensas em meio de crescimento, com pipeta 

equipada com pera. Esta suspensão foi então dividida em novas garrafas de cultivo a uma 

concentração de 2 x 10  ̂células por garrafa, contendo 100 mL de meio. As culturas foram deixadas 

em crescimento por cerca de 5 dias à temperatura de 37°C e repicadas ou coletadas ao final deste 

período. O crescimento e a adesão celular das monocamadas foram observadas em microscópio 

ótico invertido (E. Leitz Wetzlar).

As culturas tomavam-se confluentes com cerca de 120 h. de crescimento em meio 

Glasglow e de 72 a 96 h. em meio EAGLE.

Nesta tese foram utilizadas culturas crescidas em meio Glasgow para fins de purificação 

e estudos cinéticos da enzima e células crescidas em meio EAGLE para fins de elaboração da curva 

de crescimento celular.

A coleta das células foi feita por tripsinização com STV. O procedimento é semelhante 

ao de repique, porém, após a tripsinização, as células foram ressuspensas em solução PBS. O 

descolamento das células foi efetuado com o auxílio de pipeta equipada com pera. A suspensão de 

células descoladas foi recolhida e centrifugada em centrífuga clínica a 4.000 rpm por cerca de 1 

minuto. As células foram lavadas com PBS contendo 25mg de BSA para remoção da tripsina 

residual e mais uma vez com PBS sem BSA. Após a última centrifugação, foram ressuspensas num 

pequeno volume de tampão Tris-HCl 50 mM, pH 8,2, contendo EDTA 1 mM e 2-mercaptoetano 1 

niM, sendo mantidas congeladas a -80°C até o momento de uso.



2.3.2. Contagem e determinação da viabilidade celular

13

As células foram contadas em câmara de Neubauer, usando-se microscópio Jenaval 

modelo 30-G0020a - Carl Zeiss - Alemanha Oriental.

A viabilidade celular foi determinada usando-se o corante vital azul de tripan 

(PHILLIPS, 1973). Esta solução foi preparada a 0,4% (p/v) em solução salina constituída de 

KH2PO4 5 mM, NaCl 140 mM, pH 7,4. Para 1 mL de suspensão celular foi utilizado 0,1 mL de 

solução corante. O percentual de células viáveis foi calculado pela seguinte relação:

células não coradas x 100
% células viáveis = ---------------------------------------

células coradas + não coradas

sendo somente utilizadas as preparações que apresentavam 95% de viabilidade por este método.

2.4. PREPARO E DETERMINAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO DO GLICERALDEÍDO-3- 

FOSFATO.

Para o preparo da solução do substrato, foi utilizado D-L-gliceraldeído-3-fosfato na 

forma de sal de bário. Este foi dissolvido com vigorosa agitação em água bidestilada e deionizada 

contendo DOWEX 50W (Sigma), resina catiônica, em suspensão na proporção de 1,5 g de 

DOWEX para 100 mg do substrato. Após centrifugação, a solução resultante foi aquecida em 

banho fervente por 3 minutos e em seguida resfriada em banho de gelo. Ao ser utilizado nos testes 

cinéticos, o pH da solução foi acertado para 7,0 com uma solução de KOH a 15%.

A concentração do D-gliceraldeído-3-fosfato foi determinada enzimaticamente em 

presença de excesso de NAD+ , arseniato de sódio e GPDH, de acordo com o método de 

DAGHER & DEAL Jr., (1977). A mistura de incubação continha tampão Tris-HCl 50 mM, pH

8,2, contendo EDTA 1 mM e 2-mercaptoetanol 1 mM, arseniato de sódio 40 mM, NAD+ 1 mM, 

enzima em excesso e 5 /dL da solução de D-L-gliceraldeído-3-fosfato a ser testada, num volume 

final de 1 mL. A cubeta contendo o branco continha todos os componentes acima, exceto o G3P, o 

qual foi substituído por igual volume de tampão. A reação foi iniciada pela adição de G3P na



D-G3P mM = ^  ^  (340 nm) x volume total do ensaio 
6̂ 22 x volume da amostra

O cálculo da concentração foi resultante da média aritmética de duas determinações.

2.5. DETERMINAÇÕES DAS CONCENTRAÇÕES DE NAD+ E NADH

A concentração do NAD+ foi determinada espectrofotometricamente através da 

absorbância a 260 nm. Para o cálculo da concentração foi utilizada a média aritmética de duas 

determinações. Sua concentração foi calculada usando-se o coeficiente de extinção molar de 17.600 

M"lcm‘l (SIGMA CHEMICAL Co) de acordo com a seguinte equação:

NAD+mM = ^ (260nm) x volume total
17,6 x volume da amostra

A concentração de NADH foi determinada espectrofotometricamente pela medida da

absorbância a 340 nm do mesmo modo que para o NAD+, usando-se o coeficiente de extinção

molar de 6.220 M 'W 1 (HORECKER & KORNBERG, 1948).

2.6. ISOLAMENTO E PURIFICAÇÃO DAS D-GUCERALDEÍDO-3-FOSFATO 

DESIDROGENASES.

As GPDHs de rim de hamster e de células BHK foram isoladas e purificadas segundo 

descrito por OHKUBO et al, (1986). Todas as etapas do processo de isolamento e purificação 

foram realizadas à temperatura de 4°C.

segunda cubeta. O progresso da reação, foi monitorado a 340 n m ea o  ser completada a reação,

calculou-se a diferença entre as D. O. final e inicial. A concentração do G3P foi expressa em função

de seu isômero ativo (D) e calculada de acordo com a equação:



2.6.1 Rim de Hamster.

2.6.1.1. Obtenção do extrato bruto

Os hamsters foram decapitados e seus rins rapidamente retirados e armazenados a 

-18°C até o momento de serem utilizados no processo de purificação da GPDH. Para obtenção do 

extrato bruto, 28 rins correspondendo a cerca de 16g, foram descongelados, finamente picados em 

presença de 15 mL de tampão Tris-HCl 50 mM, pH 8,2, contendo EDTA 1 mM e 2- 

mercaptoetanol 1 mM previamente gelados e então passados por 15 vêzes em homogeneizador Van 

Potter Elvehjem. Este homogenato foi centrifugado a 10.000 x g a 4°C por 15 minutos. O 

sobrenadante foi então separado e deixado em banho de gelo. Ao precipitado foram adicionados 15 

mL do tampão acima descrito e o processo de extração novamente repetido até que o precipitado 

não apresentasse mais indícios de atividade da enzima. Os sobrenadantes (30 ml) reunidos 

continham 37 mg de proteína/ml e a fração foi denominada extrato bruto.

2.6.1.2. Fracionamento com sulfato de amónio

Ao extrato bruto (30,0 mL)foi acrescentado lentamente sulfato de amónio sólido, com 

agitação leve e constante, até que uma saturação de 60% fosse alcançada. Após 30 minutos sem 

agitação, o precipitado foi removido por centrifugação a 10.000 x g por 30 minutos, a 4°C e 

desprezado. O sobrenadante foi tratado com sulfato de amónio sólido acrescentado como 

anteriormente, até alcançar uma saturação de 90%. Após 30 minutos de repouso, o material foi 

centrifugado e o precipitado ressuspenso em pequena quantidade (2,1 mL) de tampão Tris-HCl 50 

mM, pH 8,2 contendo EDTA 1 mM e 2-mercaptoetanol 1 mM. A solução de enzima foi dialisada 

por 12 h contra o mesmo tampão. Em todas as etapas foram retiradas alíquotas de 0,5 mL para 

testes enzimáticos e dosagem de proteínas.

2.6.1.3. Cromatografia em DEAE-Sephadex A-50

2,1 ML da fração dialisada de GPDH de rim com uma concentração de proteínas de 20 

mg/mL foram submetidos a uma cromatografia em DEAE-Sephadex A-50 em coluna de vidro 

medindo 1,5 cm por 20,0 cm. A coluna foi equilibrada com tampão Tris-HCl 50 mM, pH 8,2,
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contendo EDTA 1 mM e 2-mercaptoetanol 1 mM. Como a GPDH não é retida nesta coluna, ela é 

eluída no volume morto. A enzima foi eluída com o mesmo tampão, a um fluxo de 21 mlVhora. 

Frações de 3,1 mL / tubo foram coletadas em um coletor de frações refrigerado. Cada fração foi 

analisada quando à atividade enzimática (DAGHER & DEAL Jr., 1977) e à concentração de 

proteínas (WARBURG & CHRISTIAN, 1941). As frações de maior atividade foram reunidas e 

dialisadas contra solução saturada de sulfato de amónio, pH 8,2 contendo 2-mercaptoetanol 1 mM 

A GPDH assim obtida mostrou-se homogênea em eletroforese em gel de poliacrilamida 

em presença de SDS e foi então usada para os estudos cinéticos.

2.6.2. Células BHK-21

2 6.2.1. Obtenção do extrato bruto

Para a obtenção do extrato bruto, um total de 1,0 x 10  ̂ células foram descongeladas e 

ressuspensas em 2,0 mL de tampão Tris-HCl 50 mM, pH 8,2, contendo EDTA 1 mM e 2- 

mercaptoetanol 1 mM gelado e então rompidas em homogeneizador Van Potter Elvehjem. Esta 

suspensão de células foi centrifugada a 10.000 x g a 4°C, por 15 minutos. O extrato bruto (13,0 

mL) assim obtido continha 5,0 mg de proteína / mL.

2.6.2.2. Fracionamento com sulfato de amónio

Ao extrato bruto (13,0 mL) foi adicionado sulfato de amónio sólido lentamente, com 

agitação leve, até que fosse obtida uma saturação de 60%. Após 30 minutos em repouso, o 

precipitado foi removido por centrifugação e desprezado. A solução sobrenadante (12,0 mL) foi 

tratada com sulfato de amónio sólido até atingir saturação de 90%. Após 30 minutos em repouso, o 

material foi centrifugado e o precipitado ressuspenso em 1 mL de tampão Tris-HCl 50 mM, pH 8,2, 

contendo EDTA 1 mM e 2-mercaptoetanol 1 mM. A solução de enzima foi dialisada por 12 h. 

contra o mesmo tampão e utilizada nos experimentos cinéticos. Em todas as etapas, foram retiradas 

alíquotas de 0,5 mL para o teste de atividade enzimática e dosagem de proteínas.
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2.7. ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA EM PRESENÇA DE SDS

17

A GPDH de rim de hamster purificada foi submetida à eletroforese em gel de 

poliacrilamida contendo SDS. Os géis, a 10% em poliacrilamida contendo 0,1% de SDS, foram 

polimerizados em cilindros de vidro (0,6cm x 9,5 cm), segundo e método descrito por WEBER & 

OSBORN, (1969). Foram aplicadas 50 jug de proteína da amostra. A banda de proteína foi 

localizada mergulhando o gel por aproximadamente 2 h. numa solução contendo 475 mL de 

metanol a 50% (v/v), 46 mL de ácido acético glacial, 1,25 g de Comassie Brilliant Blue. A 

descoloração foi feita numa mistura 5% (v/v) de metanol e 7,5% (v/v) de ácido acético glacial para 1 

litro de água.

2.8. DETERMINAÇÃO DA PROTEÍNA

A concentração de proteína foi estimada pelos métodos de WARBURG & 

CHRISTIAN, (1941) e de LOWRY et al, (1951), usando-se albumina de soro bovino (BSA) como 

padrão.

2.9. ATIVIDADE ENZIMÁTICA

A atividade enzimática foi medida espectrofotometricamente a 25°C, segundo o método 

de DAGHER & DEAL Jr., (1977), acompanhando-se a formação de NADH a 340 nm, em 

espectrofotômetro VARIAN TECHTRON modelo 635-D. O sistema de incubação continha em um 

volume final de 1 mL, tampão Tris-HCl 50 mM, pH 8,2 contendo EDTA 1 mM e 2-mercaptoetanol 

1 mM, arseniato de sódio 40 mM, NAD+ 1 mM, gliceraldeído-3-fosfato 1 mM e quantidades 

variáveis de proteína. A reação foi iniciada pela adição do substrato, já que este é instável em 

soluções aquosas, decompondo-se com o tempo (DEAL Jr., 1969; DAGHER & DEAL Jr., 1977).

Uma unidade de enzima foi considerada como a quantidade de enzima qua catalisa a 

redução de um /umol de NAD+ por minuto nas condições de ensaio a 25°C. A atividade específica 

foi expressa como unidade de enzima por miligrama de proteína.

Tendo por objeto um melhor ajuste aos dados cinéticos, os valores de Km e Ki foram 

calculados pelo método de regressão linear.
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO

A atividade da GPDH pode ser medida de várias maneiras. Sendo uma enzima de 

cinética rápida, facilmente reversível e que sofre inibição pelos produtos (DUGGLEBY & DENNIS, 

1974) foi escolhido, na presente tese, um método que contorna estas dificuldades assim como 

facilita a medida da velocidade inicial. O método utilizado neste trabalho para a medida da atividade 

da enzima foi o arsenolítico onde o uso do arseniato, em lugar do fosfato (FERDINAND, 1964) 

resulta na rápida formação de 1 -arseno-3-fosfoglicerato, que não é enzimaticamente hidrolisado a 3- 

fosfoglicerato, este método evita a reversibilidade da reação e a inibição por 1-3-bisfosfoglicerato, 

sendo considerado um método sensível para a análise de estudos cinéticos (DAGHER & DEAL Jr., 

1977; BYERS et al, 1979).

3.1. PURIFICAÇÃO DA GPDH DE RIM DE HAMSTER

As etapas da purificação bem como os rendimentos estão apresentados na TABELA I. 

A enzima foi purificada por dois fracionamentos sucessivos com sulfato de amónio; a 60% numa 

primeira etapa e até 90% numa segunda etapa. GPDHs de outras fontes têm sido obtidas de uma 

maneira homogênea após purificação com sulfato de amónio a partir de precipitados obtidos com 

saturações acima de 70%, (VELTRI et al, (1977); VIEIRA et al, (1983); OHKUBO et al, (1986); 

BARBOSA & NAKANO, (1987); NAKANO et al, (1992)), o que sugere similaridade entre as 

várias GPDHs estudadas e a GPDH de rim de hamster.

No extrato bruto, a GPDH de rim apresentou atividade específica de 0,9 U/mg de 

proteína. Vale a pena mencionar que esta atividade específica foi semelhante tanto para a porção 

cortical como para a porção medular do óigão, razão pela qual optamos por trabalhar com o órgão 

inteiro. Após cromatografia em DEAE-Sephadex A-50, a atividade específica passou a 140 U/mg 

significando uma purificação de 155 vêzes com um rendimento de 17% (TABELA I).

Para fins de comparação relatamos valores encontrados na literatura para as atividades 

específicas das GPDHs purificadas de diversas fontes como: de células HeLa e tumor de mama, 32 

U/mg e 24 LJ/mg respectivamente ( NAKANO et af 1992); tecido tumoral de pulmão, 31 U/mg 

( OHKUBO et al, 1986 ); músculo de jacaré, 80 U/mg (VIEIRA et al, 1983); músculo de pato, 

203 U/mg ( BARBOSA & NAKANO, 1987 ); fígado suíno, 150 U/mg



(DAGHER & DEAL Jr., 1977); músculo de suíno, 130 U/mg (HALÁSZ & POLGAR, 1982); 

levedura, 150 U/mg (JAENICKE et al, 1980) todas ensaiadas pelo método arsenolítico. O número 

de vêzes de purificação (155), ficou bastante próximo ao valor encontrado por SALEEMUDDIN & 

ZIMMERMANN, (1978) para a GPDH de rim de rato, (150 vêzes) purificada pelo método do 

eritrócito hemolisado.

A FIGURA 1 mostra o perfil eletroforético em presença de SDS da preparação após a 

última etapa de purificação. A banda única observada foi consistente a uma subnidade com peso 

molecular de 36 Kdaltons e comprovou a homogeneidade da enzima obtida.

3.2. PROPRIEDADES CINÉTICAS DA GPDH DE RIM DE HAMSTER

3.2.1. EFEITO DO pH SOBRE A ATIVIDADE DA GPDH DE RIM

A FIGURA 2 mostra o efeito do pH sobre a atividade da GPDH de tecido renal O pH 

ótimo para a atividade da GPDH de rim de hamster foi estimado em tomo de 8,2. Em pH 7,8 a 

atividade foi cerca de 60% da encontrada para pH 8,2. O valor de pH ótimo encontrado foi 

compatível com os pHs ótimos relatados para a maioria das GPDHs (VELICK & FURFTNE, 1963; 

DAGHER & DEAL Jr., 1977; VIEIRA et al, 1983; BARBOSA & NAKANO, 1987; NAKANO et 

al, 1992).

3.2.2. ATIVIDADE DA GPDH DE RIM EM FUNÇÃO DA CONCENTRAÇÃO DO 

ARSENIATO

O efeito da concentração do arseniato sobre a atividade da GPDH de rim está mostrado 

na FIGURA 3. A concentração ótima de arseniato encontrada foi de 40mM, sendo que 

concentrações acima de 50mM tiveram efeito inibitório sobre a atividade da enzima. Valores 

descritos na literatura para concentrações ótimas do arseniato são similares aos aqui encontrados 

FERDINAND, (1964); VIEIRA et al, (1983) e NAKANO et al, (1992) encontraram uma 

concentração ótima de 50 mM de arseniato de sódio para a atividade das GPDHs de músculo de 

coelho, músculo de jacaré e células HeLa, respectivamente. A concentração ótima de 30 mM de

1 9



TABELA I - PROCESSO DE PURIFICAÇÃO DA GPDH DE RIM DE HAMSTER

___________________ PROCESSO PURIFICAÇÃO DA GPDH DE RIM DE HAMSTER_________________________
FRAÇAO VOL. ATTV. UNID. PROT. PROT. AHV. REND. PURIF.

(m L ) ( U/mL) TOTAL ( mg/mL) TOTAL ESP (% )
 (mg) ( U/m g)___________________________
EXTRATO 30,0 34,0 1020 37,0 1110,0 0,9 100,0 1,0

BRUTO

SULFATO DE
AMÓNIO 2,1 126,0 264,6 20,0 42,0 6,3 26,0 7,0
p.p.90%

CROMAT OGRAFIA
DEAE-SEPHADEX 3,1 56,0 173,6 0,4 1,24 140 17,0 155

A-50



FIGURA 1 - ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA EM PRESENÇA DE SDS.

36 Kd

B

A eletroforese em gel na concentração de 10 % de poliacrilamida, contendo 0,1% de SDS foi 

realizada de acordo com o método descrito por WEBER & OSBORN, (1969), sendo aplicada 

amostra contendo 50 >ug de proteína. Demais condições como descrito em materiais e métodos 

A- Fração purificada de rim.

B- GPDH purificada de músculo de coelho (SIGMA) utilizada como padrão.
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FIGURA 2 - EFEITO DO pH NA ATIVIDADE DA GPDH DE RIM HAMSTER

PH

0  sistema de incubação continha, em volume final de 1 mL: 13/ig de enzima, NAD+ 1 mM, G3P

1 mM, arseniato de sódio 40 mM, EDTA lmM e 2-mercaptoetanol 1 mM. Os tampões (50 mM) 

utilizados foram: Tris-HCl (pH 7,0 - 9,0) e Bicarbonato de sódio (pH 9,2 -10,0).



FIGURA 3 - EFEITO DA CONCENTRAÇÃO DE ARSENIATO DE SÓDIO SOBRE A

ATIVIDADE DA GPDH DE RIM DE HAMSTER

[ ARSENIATO DE SODIO ] mM

O sistema de incubação continha, em um volume final de 1 mL: 12/ug de enzima, tampão Tris-HCl

50 mM, pH 8,2, contendo EDTA 1 mM e 2-mercaptoetanol 1 mM, NAD+ 1 mM G3P 1 mM e

quantidades variáveis de arseniato de sódio.



arseniato de sódio para a atividade da GPDH foi encontrada por FOUCAULT et al, (1978) e 

BARBOSA & NAKANO, (1987) para as GPDHs de levedura e de músculo de pato respectiva

mente. Valor mais baixo (lOmM) foi encontrado por DAGHER & DEAL Jr., (1977) para a enzima 

de músculo de suino.

3.2.3. EFEITO DA CONCENTRAÇÃO DO 2-MERCAPTOETANOL SOBRE A ATIVIDADE 

DA GPDH DE RIM

A FIGURA 4 mostra o efeito da ativação da enzima quando incubada em presença de 

baixas concentrações de 2-mercaptoetanol. A concentração ótima para a ativação da enzima foi de 1 

mM, semelhante ao encontrado por NAKANO et al, (1991) para a GPDH de músculo de Anas sp. 

Na ausência de 2-mercaptoetanol, a atividade da GPDH de rim é cerca de 25% do valor encontrado 

para lmM do agente redutor.

3.2.4. ESTABILIDADE DA GPDH DE RIM

A atividade (U/mL) da GPDH de rim de hamster purificada até a etapa de 

cromatografia em DEAE-Sephadex A-50 e mantida a 4°C foi medida, diariamente, no período de 

15 dias sendo observada uma perda de cerca de 50% da mesma em aproximadamente 7 dias e de 

90% ao final deste período.

3.2.5 EFEITO DA DILUIÇÃO DA GPDH SOBRE SUA ATIVIDADE CATALÍTICA

A GPDH de rim purificada e dialisada contra tampão Tris-HCl mM, pH 8,2, contendo 

EDTA 1 mM e 2-mercaptoetanol 1 mM foi diluída 1:1 no mesmo tampão e sua atividade foi 

testada nos tempos descritos na FIGURA 5. Foi observado um curioso aumento de cerca de 110% 

na atividade da GPDH no período de 48h, sendo que somente 104 h. após a diluição, a atividade da 

enzima se igualava a do tempo normal. Este fato, embora repetitivo, não tem ainda uma explicação 

plausível, exigindo estudos posteriores mais aprofundados. Efeito semelhante foi observado por 

FERDINAND, ( 1964 ) com a GPDH de músculo de coelho, em que a enzima diluída 100 

vezes

24
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FIGURA 4 - EFEITO DA CONCENTRAÇÃO DE MERCAPTOETANOL NA ATIVIDADE

DA GPDH DE RIM DE HAMSTER

[ MERCAPTOETANOL ] mM

O sistema de incubação continha em um volume final dei mL: lljug de enzima, tampão Tris-HCl

50 mM, pH 8,2, contendo EDTA 1 mM, NAD+ 1 mM, G3P 1 mM, arseniato de sódio 40 mM e

quantidades variáveis de 2-mercaptoetanol conforme indicado na figura.
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FIGURA 5 - EFEITO DA DILUIÇÃO SOBRE A ATIVIDADE DA GPDH DE RIM DE 

HAMSTER

26

O sistema de incubação continha em um volume final de 1 mL: tampão Tris-HCl 50 mM (pH 8,2) 

contendo EDTA 1 mM e 2-mercaptoetanol 1 mM, arseniato de sódio 40 mM, NAD+ lmM, G3P 1 

mM e 18 /ug de enzima diluída 1:1 no mesmo tampão no tempo zero.



apresentava o dobro da atividade específica após 10 minutos da diluição. Após este período, o 

aumento na atividade específica estacionava e se mantinha estável. A explicação dada por 

FERDINAND, (1964) foi que há inicialmente uma imediata diminuição na atividade específica da 

enzima causada pela diluição. Com o tempo, um rearranjo molecular promoveria o aumento gradual 

da atividade específica, até a sua estabilização.

3.2.6 EFEITO DA CONCENTRAÇÃO DO SUBSTRATO SOBRE A ATIVIDADE DA GPDH 

DE RIM. DETERMINAÇÃO DA CONSTANTE DE MICHAELIS-MENTEN (Km)

A FIGURA 6 apresenta o efeito da concentração do gliceraldeído-3-fosfato (G3P) 

sobre a atividade da GPDH de rim. O valor da constante de Michaelis-Menten calculado segundo o 

método de Lineweaver-Burk (LINEWEAVER & BURK, 1934) foi de 0,12 mM. O resultado 

obtido para a GPDH de rim foi comparável aos relatados para esta enzima isolada de outras fontes 

(FUJITA et al, 1976; FOUCAULT et al, 1978; DEPARADE et al, 1981; VIEIRA et al, 1983; 

BARBOSA & NAKANO, 1987; NAKANO et al, 1992).

3.2.7 EFEITO DA CONCENTRAÇÃO DO NAD+ SOBRE A ATIVIDADE DA GPDH DE RIM. 

DETERMINAÇÃO DA CONSTANTE DE MICHAELIS-MENTEN (Km).

O efeito da concentração do coenzima (NAD+) sobre a velocidade da reação é 

mostrado na FIGURA 7. O valor de Km encontrado para o NAD+ calculado segundo o método de 

Lineweaver-Burk foi de 0,05 mM. Este valor de Km encontrado para o NAD+ é comparável aos 

valores encontrados para os das GPDHs de outras fontes citadas na literatura (FUJITA et al, 1976; 

FOUCAULT et al, 1978; DEPARADE et al, 1981; VIEIRA et al, 1983; BARBOSA & NAKANO, 

1987; NAKANO et al, 1992).

3.2.8. EFEITO INIBITÓRIO DO PRODUTO DA REACÃO. NADH, SOBRE A ATIVIDADE 

ENZIMÁTICA

27

A FIGURA 8 mostra o efeito inibitório do NADH sobre a GPDH de rim de hamster. A
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FIGURA 6 - EFEITO DA CONCENTRAÇÃO DO GLICERALDEÍDO-3- FOSFATO SOBRE A

ATIVIDADE DA GPDH DE RIM DE HAMSTER

O sistema de incubação continha, em um volume final de 1 mL: 12/ug de enzima, tampão Tris-HCl

50 mM (pH 8,2) contendo EDTA 1 mM e 2-mercaptoetanol 1 mM, NAD+1 mM, arseniato de

sódio 40 mM e quantidades variáveis de G3P. Km encontrado para o G3P, 0,12 mM.
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FIGURA 7 - EFEITO DA CONCENTRAÇÃO DE NAD+ SOBRE A ATIVIDADE DA GPDH 

DE RIM DE HAMSTER.
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O sistema de incubação continha, em um volume final de lmL: 18>ug de enzima, tampão Tris-HCl

50 mM, pH 8,2, contendo EDTA 1 mM e 2-mercaptoetanol 1 mM, G3P 1 mM, arseniato de sódio

40 mM e quantidades variáveis de NAD+. Km para o NAD+: 0,05 mM.



FIGURA 8 - EFEITO DA CONCENTRAÇÃO DE NADH NA ATIVIDADE DA GPDH DE RIM

DE HAMSTER

11 [NAD+] mM"1

■  NAD+ *  NADH 50 uM 0 NADH 100 uM

O sistema de incubação continha, em um volume final de 1 mL: 12 fig de enzima, tampão Tris-HCl 

50 mM (pH 8,2), contendo EDTA 1 mM e 2-mercaptoetanol 1 mM, G3P 1 mM, arseniato de sódio 

40 mM e quantidades variáveis de NAD+ e zero (■), 50 /líM (*) e 100 //M (b ) de NADH. O valor 

da constante de inibição ( K j), calculado pela relação de MASSEY ( MASSEY, 1953) foi de 0,02 

mM para o NADH.



inibição observada foi do tipo competitivo em relação ao NAD+ e o valor da constante de inibição 

( K j), calculado pela interseção com o eixo das abcissas foi de 0,02 mM semelhante ao encontrado 

por BARBOSA & NAKANO, (1987) para a enzima de Anas sp ( pato).

Valores semelhantes para a inibição causada pelo NADH sobre a GPDH de diferentes 

fontes, foram descritos por vários autores (TUCKER & GRISOLLA, 1962; OGUCHI et al, 1973; 

VIEIRA et al, 1983; AITHAL et al, 1985; BARBOSA & NAKANO, 1987; NAKANO et al, 

1992).

3.2.9. EFEITO INIBITÓRIO DE NUCLEOTÍDEOS SOBRE A GPDH DE RIM

As FIGURAS 9, 10, 11, 12, 13 e 14 e TABELA D, mostram o efeito inibitório dos 

nucleotídeos sobre a atividade da GPDH de rim. A inibição demonstrada foi do tipo competitivo e 

os valores de Kj calculados foram de 1,20 mM para o ATP, 0,65 mM para o ADP, 0,50 mM para 

o AMP e 0,21 mM para o AMPc. Estes valores foram semelhantes em ordem de grandeza aos 

valores encontrados para as GPDHs de músculo de coelho (YANG & DE AL Jr., 1969), músculo de 

jacaré ( VIEIRA et al, 1983), músculo de pato (BARBOSA & NAKANO, 1987).

Concentrações de 20 mM dos inibidores (FIGURA 13) conduziram à perdas 

percentuais de 38% (ATP), 69% (ADP), 74% (AMP) e 78% (AMPc) na atividade da GPDH de 

rim, sendo estes valores mais baixos do que os encontrados para músculo de jacaré (VIEIRA et al, 

1983) e músculo de pato (BARBOSA & NAKANO, 1987). Uma constante de inibição para o 

AMPc (0,11 mM) ainda um pouco mais baixa do que a encontrada para a GPDH de rim, foi 

relatada por YANG & DEAL Jr., (1969) para a enzima de levedura.

As atividades relativas percentuais da GPDH de rim em presença de concentrações 

crescente dos nucleotídeos CDP, CMP e UDP estão mostradas na FIGURA 14. Os valores 

percentuais de inibição encontrados para CDP, CMP e UDP à concentração 25 mM foram de 25%, 

50% e 30% respectivamente. Estes nucleotídeos demonstraram ser inibidores fracos da atividade da 

GPDH de rim conforme classificação de YANG & DEAL Jr., (1969).
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FIGURA 9 - EFEITO DA CONCENTRAÇÃO DE ATP SOBRE A ATIVIDADE DA GPDH DE

RIM DE HAMSTER

■ NAD+ *  ATP 2,5 mM ® ATP 5,0 mM

O sistema de incubação continha, em um volume final de 1 mL: 18^g de enzima, tampão Tris-HCl 

50 mM (pH 8,2), contendo EDTA 1 mM e 2-mercaptoetanol 1 mM, G3P 1 mM, arseniato de sódio 

40 mM, quantidades variáveis de NAD+ e ATP nas concentrações indicadas no gráfico. O valor da 

constante de inibição ( Kj ) calculada pela relação de MASSEY (MASSEY, 1953) foi de 1,20 

mM.
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FIGURA 10 - EFEITO DA CONCENTRAÇÃO DE ADP SOBRE A ATIVIDADE DA GPDH

DE RIM DE HAMSTER

■ N AD + *  ADP 2,5 mM h ADP 5,0 mM

O sistema de incubação continha, em um volume final de 1 mL: 18/ig de enzima, tampão Tris-HCl 

50 mM (pH 8,2), contendo EDTA 1 mM e 2-mercaptoetanol 1 mM, G3P 1 mM, arseniato de sódio 

40 mM, quantidades variáveis de NAD+ e ADP nas concentrações indicadas no gráfico. O valor da 

constante de inibição (Kj) calculada pela relação de MASSEY (MASSEY, 1953) de 0,65 mM.



FIGURA 11 - EFEITO DA CONCENTRAÇÃO DE AMP SOBRE A ATIVIDADE DA GPDH

DE RIM DE HAMSTER

■ NAD+ *  AMP 1,5 mM A AMP 3,0 mM

O sistema de incubação continha, em um volume final de 1 mL: 18 fig de enzima, tampão Tris-HCl 

50 mM, pH 8,2, contendo EDTA 1 mM e 2-mercaptoetanol 1 mM, G3P 1 mM, arseniato de sódio 

40 mM, quantidades variáveis de NAD+ e AMP nas concentrações indicadas no gráfico. O valor da 

constante de inibição (Kj) calculada pela relação de MASSEY (MASSEY, 1953) foi de: 0,50 mM.
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FIGURA 12 - EFEITO DA CONCENTRAÇÃO DE AMP£ SOBRE A ATIVIDADE DA GPDH

DE RIM DE HAMSTER

* NAD + d AMPc1,5mM

O sistema de incubação continha, em um volume final de 1 mL: 18/xg da enzima, tampão Tris-HCl 

mM (pH 8,2), contendo EDTA 1 mM e 2-mercaptoetanol 1 mM, G3P 1 mM, arseniato de sódio 40 

mM, quantidades variáveis de NAD+ e AMPC na concentração indicada no gráfico. O valor da 

constante de inibição (Kj) calculada pela relação de MASSEY (MASSEY, 1953) foi de: 0,21 mM.
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FIGURA 13 - EFEITO DA CONCENTRAÇÃO DOS NUCLEOTÍDEOS DE ADENINA SOBRE

A ATIVIDADE DA GPDH DE RIM DE HAMSTER

* ATP «a ADP a AMP A AMPc

O sistema de incubação continha, em um volume final de 1 mL: 18/zg de proteína, tampão Tris- 

HC1 50 mM (pH 8,2), contendo EDTA 1 mM e 2-mercaptoetanol 1 mM, G3P 1 mM, arseniato de 

sódio 40 mM, NAD+ 1 mM e quantidades variáveis de nucleotídeos de adenina nas concentrações 

indicadas no gráfico.
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FIGURA 14 - EFEITO DA CONCENTRAÇÃO DE CDP. UDP e CMP SOBRE A ATIVIDADE

DA GPDH DE RIM DE HAMSTER

[INIBIDORJmM

X CDP I UDP X CMP

O sistema de incubação continha em um volume final de 1 mL: 18 /ig de proteína, tampão Tris- 

HC1 50 mM (pH 8,2), contendoEDTA 1 mM e 2-mercaptoetanol 1 mM, NAD+ 1 mM, G3P 1 

mM, arseniato de sódio 40 mM e quantidades variáveis do inibidor conforme demonstrado no 

gráfico
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TABELA H - EFEITO DA CONCENTRAÇÃO DE NUCLEOTÍDEO NA ATIVIDADE DA

GPDH DE RIM NORMAL DE HAMSTER

NUCLEOTIDEOS
INIBIDOR CDP UDP ATP CMP ADP AMP AMPc

mM ATIVIDADE RESIDUAL ( % )

0,0 100 100 100 100 100 100 100
0,5 94 93 90 98 88 * *
2,5 88 85 86 82 83 60 45
5.0 * 78 82 67 79 56 25

10,0 * * 74 57 71 40 22
15,0 88 74 66 * 56 30 22
20.0 83 * 62 50 31 26 22
25,0 73 67 53 47 30 25 19

O sistema de incubação continha em um volume final de 1 mL: 18 /ig de proteína, tampão Tris-

HC1 50 mM, pH 8,2, contendo EDTA 1 mM e 2-mercaptoetanol 1 mM, NAD+ 1 mM, G3P 1

mM, arseniato de sódio 40 mM e quantidades variáveis do inibidor conforme indicado na tabela.



3.2.10 EFEITO DE ÍONS METÁLICOS DIVALENTES SOBRE A ATIVIDADE DA GPDH DE 

RIM

Foi estudado o efeito de alguns íons metálicos (na concentração 1 mM) sobre a 

atividade da GPDH de rim. Os resultados apresentados na TABELA BI mostram um leve aumento 

na atividade da enzima na presença dos íons Mg++ e Mn++. Todavia a adição de MgCl2 à enzima 

após uma semana de processo de purificação e mantida em geladeira, não melhorou a sua atividade, 

nem impediu a sua inativação que ocorreu após 15 dias da purificação. O mesmo sal foi também 

adicionado à GPDH de rim após 104 h. da diluição (FIGURA 5) e não houve reversão da atividade 

da enzima. Foi também mostrado um descréscimo acentuado (superior a 60%) da atividade na 

presença dos íons Ca+ + e Cd+ + e a inativação da GPDH de rim em presença dos íons Hg++ e 

Cu++. A ação de íons de metais pesados como o Cu++ e Hg++ ocorre através de uma reação 

com os grupos tiólicos da GPDH que estão envolvidos em sua atividade enzimática, bastando 

apenas traços destes metais para uma total inibição da atividade enzimática (FERDINAND, 1964).

Resultados semelhantes foram encontrados por VIEIRA et al, (1983) para músculo de 

jacaré e BARBOSA & NAKANO, (1987) para músculo de pato.

3.2.11 EFEITO DE REAGENTES SULFIDRÍLICOS SOBRE A ATIVIDADE DA GPDH DE 

RIM

A TABELA IV mostra o efeito dos reagentes sulfidrílicos sobre a atividade da enzima e 

o efeito de 2-mercaptoetanol na reversão desta inibição.

Os inibidores p-cloromercuribenzoato e p-hidroximercuribenzoato causaram uma perda 

total da atividade, ocorrendo recuperação parcial da atividade em presença de 2-mercaptoetanol 5 

mM. Embora a inibição pelo 2-cloro-4-aminobenzoato tenha sido um pouco menos intensa, a 

reativação da enzima pelo 2- mercaptoetanol foi menor com esse reagente.

A inibição por alquilação na presença de iodoacetamida e N-etilmaleimida foi total e não 

foi revertida em presença do agente redutor na mesma concentração. VIEIRA et al, (1983) 

trabalhando com a GPDH de Caiman sg encontraram os mesmos resultados com inibição total da 

atividade enzimática e irreversibilidade da mesma. RAPKINE, ( 1938 ) trabalhando com agentes 

oxidantes, concluiu que é necessário um estado de oxidação e redução para as atividades das 

desidrogenases que fica altamente prejudicado quando agentes oxidantes ou alquilantes reagem com 

seus grupamentos tiólicos.
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TABELA ffl - EFEITO DE ÍONS METÁLICOS DIVALENTES SOBRE A ATIVIDADE DA

GPDH DE RIM DE HAMSTER

SAL

lmM

ATIVIDADE RELATIVA %

NENHUM 100

MgCl? 119

MnCl? 108

CaCl7 36

CdCb 26

CuCl? 0

HgCb 0

A enzima foi pré-incubada em presença do íon metálico, por 10 minutos, a 25®C na ausência de 

G3P e a seguir a atividade enzimática foi determinada em um sistema de incubação contendo em um 

volume final de 1 mL: tampão Tris-HCl 50 mM, pH 8,2 contendo EDTA 1 mM e 2- 

mercaptoetanol 1 mM, NAD+ 1 mM, G3P 1 mM, arseniato de sódio 40 mM e 18 ng de enzima.
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TABELA IV - EFEITO DOS REAGENTES SULFIDRÍLICOS SOBRE A ATIVIDADE DA

GPDH DE RIM DE HAMSTER.

REAGENTE 
0,10 Mm

ATIVIDADE 
RELATIVA %

a

ATIVIDADE RELATIVA % 
EM PRESENÇA DE 

MERCAPTOETANOL 
(5mM) b

NENHUM 100 100
2-CLORO 4-AMJNO- 11 33

BENZOATO
IODO ACET AMID A 0 0
N-ETILMALEMIDA 0 0

REAGENTE 0,01 mM

p-CLOROMERCU- 0 56
RIBENZOATO

p-HEDROXIMERCU- 0 45
RIBENZOATO

a- A enzima foi pré-incubada em presença do inibidor por 10 minutos, a 25°C, na ausência de G3P 

e a seguir a atividade enzimática foi determinada em um sistema de incubação contendo em um 

volume final de 1 mL: tampão Tris-HCl 50 mM, pH 8,2, contendo EDTA 1 mM, arseniato de sódio 

40 mM, NAD+ 1 mM, G3P 1 mM e 18 (xg de proteína.

b- A mistura de incubação foi a mesma que em a, porém 2-mercaptoetanol na concentração 5 mM 

foi adicionado ao sistema imediatamente antes do ensaio da atividade enzimática.



3.3. PURIFICAÇÃO DA GPDH DE CÉLULAS BHK-21

Na purificação da GPDH de células BHK-21 foram utilizadas células coletadas quando 

as culturas encontravan-se confluentes (FIGURA 15). Para a purificação da GPDH de células 

BHK-21 foram adotados os mesmos procedimentos descritos parã as enzimas de células HeLa 

(NAKANO et aL, 1992). Estas metodologias foram escolhidas porque as células BHK são derivadas 

de rim, e por outro lado, à semelhança de células HeLa, são cultivadas "in vitro". Devido à baixa 

quantidade de proteína já no extrato bruto de células BHK-21 e do alto custo da produção das 

células, além do tempo de obtenção das mesmas, a GPDH foi purificada até a etapa de saturação de 

90% com sulfato de amónio, para alguns estudos de caracterização da enzima. Na TABELA V 

estão descritas as etapas de purificação da GPDH obtida das células BHK, onde se observa uma 

purificação de 21 vêzes com um rendimento de 17%.

3.4. PROPRIEDADES CINÉTICAS DA GPDH DE CÉLULAS BHK-21

3.4.1 EFEITO DO pH SOBRE A ATIVIDADE DA GPDH DE CÉLULAS BHK-21

A FIGURA 15 mostra o efeito do pH sobre a atividade da GPDH de células BHK-21. 

O pH ótimo encontrado para a atividade da enzima foi de 8,4 sendo um pouco mais elevado do que 

o encontrado para a GPDH de rim (pH 8,2). Ambas as enzimas demonstraram atividades bem mais 

baixas em valores de pH próximos ao fisiológico. Estes valores são semelhantes aos citados para 

as GPDHs de outras fontes (VELICK & FURFINE, 1963; DAGHER & DEAL Jr., 1973; VIEIRA 

et 4  1983; BARBOSA & NAKANO, 1987; NAKANO et al, 1992).



TABELA V - PROCESSO DE PURIFICAÇÃO DA GPDH DE CÉLULAS BHK-21

FRAÇAO VOLUME
(mL)

ATIVIDADE
(U/mL)

UNIDADE
TOTAL

PROTEÍNA
(mg/mL)

PROTEÍNA
TOTAL

(mg)

ATTV.
ESP.

(U/mg)

RENDIMENTO
(% )

PURIFICAÇÃO

EXTRATO
BRUTO

13,0 1,1 14,3 5,0 65,0 0,2 100,0 1,0

SULFATO
DE

AMÓNIO
pp.6CL90%

1,0 2,5 2,5 0,6 0,6 4,2 17,5 21
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FIGURA 15 - CURVA DE CRESCIMENTO DE CÉLULAS BHK-21 EM MEIO DE EAGLE

T E M P O  (h)
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FIGURA 16 - EFEITO DO pH SOBRE A ATIVIDADE DA GPDH DE CÉLULAS BHK-21

1,2

0,6

0
7,2 7,6 8 8,4 8,8 9,2

PH

O sistema de incubação continha, em um volume final de 1 mL: 13 de enzima, NAD+ 1 mM,

G3P 1 mM, arseniato de sódio 30 mM, EDTA 1 mM e 2-mercaptoetanol 1 mM. O tampão (50

mM) utilizado foi Tris-HCl (pH 7,4 - 9,0).



A influência da concentração do arseniato de sódio sobre a atividade da GPDH de 

células BHK-21 está mostrada na FIGURA 16. Pode-se observar um perfil diferente daquele 

encontrado para a GPDH de rim de hamster demonstrando uma queda de 27% na atividade da 

enzima na concentração de arseniato subsequente àquela encontrada como ótima para a atividade da 

enzima (30 mM). O valor encontrado para a GPDH de células BHK, foi idêntico ao encontrado por 

FOUCAULT et al, (1978) e BARBOSA & NAKANO, (1987) para as GPDHs de levedura e de 

músculo de pato, respectivamente.

3.4.3 EFEITO DA CONCENTRAÇÃO DO COENZIMA SOBRE A ATIVIDADE DA GPDH 

DE CÉLULAS BHK-21. DETERMINAÇÃO DA CONSTANTE DE MICHAELIS

MENTEN (Km)

A FIGURA 17 mostra o efeito da concentração do NAD+ sobre a atividade da GPDH 

de células BHK-21. O valor de Km encontrado foi calculado pelo método de Lineweaver-Burk. 

Valores semelhantes são descritos para GPDHs de outras fontes ( FUJITA et al, 1976; 

FOUCAULT et al, 1978; DEPARADE et al, 1981; VIEIRA et al, 1983; NAKANO et al, 1992). 

Foi estimado um Km de 0,05 mM sendo este valor, idêntico ao encontrado para a enzima de rim.

3.4.4 EFEITO DA CONCENTRAÇÃO DO SUBSTRATO SOBRE A ATIVIDADE DA GPDH 

DE CÉLULAS BHK-21. DETERMINAÇÃO DA CONSTANTE DE MICHAELIS

MENTEN (Km)

A FIGURA 18 mostra o efeito da concentração do G3P sobre a atividade da enzima de 

células BHK-21. O valor de Km calculado pelo método de Lineweaver-Burk foi de 0,12 mM valor 

este, idêntico ao encontrado para a GPDH de rim. Valores semelhantes foram relatados para 

enzimas isoladas de outras fontes (FUJITA et al, 1976; FOUCAULT et al, 1978; DEPARADE et 

al, 1981; VIEIRA et al, 1983; NAKANO et al, 1992).

46

3.4.2. EFEITO DA CONCENTRAÇÃO DO ARSENIATO DE SÓDIO SOBRE A ATIVIDADE

DA GPDH DE CÉLULAS BHK-21



FIGURA 17 EFEITO DA CONCENTRAÇÃO DE ARSENIATO DE SÓDIO SOBRE A

ATIVIDADE DA GPDH DE CÉLULAS BHK-21

3*....

'"Xí-

20 40 60 80
[ ARSENIATO DE SODIO ] mM

O sistema de incubação continha em um volume final de 1 mL: 13 (xg de enzima, tampão Tris-HCl

(pH 8,4), contendo EDTA 1 mM e 2-mercaptoetanol 1 mM, NAD+ 1 mM, G3P 1 mM e

quantidades variáveis de arseniato de sódio.
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FIGURA 18 - EFEITO DA CONCENTRAÇÃO DO NAD+ SOBRE A ATIVIDADE DA GPDH

DE CÉLULAS BHK-21.

O sistema de incubação continha em um volume final de 1 mL: 13 /ig de proteína, tampão Tris-

HC1 50 mM (pH 8,4) contendo EDTA 1 mM e 2-mercaptoetanol 1 mM, G3P, arseniato de sódio

30 mM e quantidades variáveis de NAD+. Km para o NAD+ 0,05 mM.



í —11II 
/

r\ 
\

FIGURA 19 - EFEITO DA CONCENTRAÇÃO DO SUBSTRATO IG3P1 SOBRE A

ATIVIDADE DA GPDH DE CÉLULAS BHK-21.
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O sistema de incubação continha, em um volume final de 1 mL: 13 /ig de enzima, tampão Tris-HCl

50 mM (pH 8,4), contendo EDTA 1 mM e 2-mercaptoetanol 1 mM, NAD+ 1 mM, arseniato de

sódio 30 mM e quantidades variáveis de G3P. Km para o G3P 0,12 mM.
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4- DISCUSSÃO FINAL

Neste trabalho, as GPDHs de origem renal (rim de hamster e células BHK-21) foram 

purificadas e algumas de suas propriedades cinéticas estudadas, comparativamente às enzimas 

isoladas de outras fontes. As GPDHs foram purificadas por dois fracionamentos sucessivos com 

sulfato de amónio. A última etapa, que corresponde a 90% fornece a enzima. É interessante notar 

que todas as GPDHs citadas na literatura têm comportamento semelhante, o que sugere similaridade 

na estrutura geral destas enzimas. Embora o crescimento de células BHK tivesse sido feito em 

grande escala (5,5L) a quantidade de proteínas obtidas no extrato bruto (65mg) não permitiu 

prosseguimento no processo de purificação, sendo portanto os estudos cinéticos básicos realizados 

com a fração de sulfato de amónio. A GPDH de rim foi submetida à posterior passagem pela coluna 

de DEAE-Sephadex A-50.

A baixa concentração de proteínas no extrato bruto de rim de hamster, pode ter sido, 

um dos fatores responsáveis pela baixa estabilidade da enzima que, quando purificada à 

homogeneidade, perdeu 90% de sua atividade após 15 dias. Outro fator supostamente possível, seria 

um baixo conteúdo em NAD+ ligado à GPDH de tecido renal, como sugerido por DEAL Jr., 

(1969) e KREBS et al, (1979) para a enzima de levedura. Segundo os autores, além da sequência de 

aminoácidos seria necessário o coenzima ligado para o correto dobramento dos polipeptídeos. Por 

outro lado, GANTER & PLÜKTHUN, (1990), mostraram que a troca de uma glicina por uma 

alanina na região central de uma subunidade da GPDH de músculo de galinha, aumentou 

fortemente e estabilidade da enzima, fato este que pode sugerir uma possível diferença em um ou 

mais aminoácidos na GPDH de rim em trechos importantes da enzima conduzindo a este 

comportamento.

Os resultados das análises cinéticas obtidos neste trabalho mostram que as GPDHs de 

origem renal são semelhantes à enzima proveniente de outras fontes. Aspectos semelhantes por 

exemplo, são os valores de Km para o G3P e o NAD+, bem como valores de pH ótimo e 

concentração de arseniato para a atividade das enzimas.

O valor da atividade específica obtido para o extrato bruto de rim de hamster (0,9) foi 

semelhante ao encontrado para as enzimas de outras fontes (1,0) (VIEIRA et ai, 1983; BARBOSA 

& NAKANO, 1987). Já o valor da atividade específica encontrado para o extrato bruto de células



BHK-21 (0,2) foi mais compatível com o descrito para células HeLa (0,4) por NAKANO et al, 

(1992), talvez devido às alterações metabólicas das células cultivadas em relação aos tecidos de 

origem. A alta atividade específica encontrada no extrato bruto de tecidos normais, é explicada pelo 

fato de que em alguns tecidos, como o muscular, a GPDH constitui até 10% da proteína total 

solúvel (CORI et al, 1948). O fato da GPDH apresentar atividade específica relativamente alta não 

justificaria, portanto, sua existência em tão altas concentrações. Entretanto, foi demonstrado por 

CORI et al, (1948) que em pHs baixos encontrados nas células musculares, a atividade catalítica da 

GPDH é somente uma fração de sua atividade máxima em pHs altos. Isto poderia explicar a 

abundância desta enzima no músculo (YANG & DE AL Jr., 1969). Considerando as informações da 

literatura, pode-se sugerir que a atividade da GPDH esteja regulada pelo pH. Alterações transitórias 

do pH intracelular poderiam estar associadas às alterações na atividade desta enzima, cujo pH ótimo 

é bastante alcalino.

RAPKINE, (1938) relatou pela primeira vez a importância dos grupos -SH da GPDH 

de músculo de coelho em estudos de inibição por ácido iodoacético e CuÜ2 e posterior reversão da 

atividade com H2S, cisteina e glutation reduzido. O ácido iodoacético reage com outros grupos 

além do -SH, mas a velocidade de sua reação é muito maior, com os grupos tiólicos conferindo a 

especificidade. O mesmo acontece em relação ao CuC>2, sendo que a única diferença resulta em que 

a enzima completamente inativada pelo reagente pode ser totalmente reativada pelo H2S enquanto 

que a inativação pelo ácido iodoacético é irreversível. A GPDH de rim de hamster semelhante às 

enzimas das demais fontes foi totalmente inibida pelos íons Cu++, Hg++ e Cd++. Segundo WEBB, 

(1966) a inibição por íons metálicos ocorreria devido à formação de mercaptídeos.

No presente trabalho entre os inibidores de grupos -SH foram utilizados três classes de 

reagentes: os alquilantes, iodoacetamida e N-etilmaleimida; o oxidante, 2-cloro-4-aminobenzoato e 

os formadores de mercaptídeos, p-cloromercuribenzoato e p-hidroximercuribenzoato. Os resultados 

mostraram que os alquilantes inibiram totalmente a atividade da enzima que não foi revertida em 

presença do agente redutor em excesso (5 mM). O mecanismo dessa reação irreversível envolve a 

formação de uma ligação covalente com os grupos -SH da enzima, não quebrada pelo agente 

redutor.

O agente oxidante 2-cloro-4-aminobenzoato inibiu 90% da atividade da GPDH de rim 

de hamster, mas a adição do agente redutor reverteu parcialmente a inibição. O mecanismo de
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reação seria a formação de pontes dissulfeto intramolecular que poderiam ser quebradas em 

presença do agente redutor desde que não houvesse muita demora na sua adição (VELICK, 1953).

Os reagentes formadores de mercaptídeos como o p-CMB e p-HMB inibiram 

totalmente a atividade enzimática, mas com recuperação parcial após adição do agente redutor. 

Recuperação total da atividade foi relatada na literatura para as GPDHs de músculo de coelho 

(VELICK, 1953) levedura (KREBS et ai 1953), Caiman sg ( VIEIRA et al, 1983). Embora os 

resultados na recuperação da atividade não tenham sido iguais não há reflexo de que o mecanismo 

de ação dos agentes inibidores tenha sido diferente. É possível que além dos grupos -SH importantes 

para a atividade da enzima os reagentes tenham também modificado outros grupos fimcionais 

importantes na manutenção da conformação tridimensional da proteína (VELICK, 1953).

Outro parâmetro estudado com a GPDH de rim de hamster foi a inibição pelo NADH, 

produto da reação, inibidor competitivo em relação ao NAD+. O Kj determinado (0,02 mM) foi da 

mesma ordem da grandeza que os relatados para as demais fontes da enzima. Segundo CARR et al, 

(1965) o NADH formado modifica a conformação da GPDH, expondo os grupos -SH que ficam 

suscetíveis à oxidação pelo oxigênio molecular.

No presente trabalho foi estudada a inibição da enzima de rim por nucleotídeos. O 

significado fisiológico dessas inibições é ainda controverso. Embora in vitro, nucleotídeos como 

ADP, AMP e AMPc sejam inibidores, sua significância biológica é menor uma vez que os níveis 

celulares destes inibidores não são suficientes para causar inibições. Somente o ATP estaria em 

concentração celular suficiente para causar alguma inibição (YANG & DEAL Jr., 1969; HARRIS & 

WATERS, 1976). Em relação à GPDH de rim, o ATP mostrou ser inibidor competitivo com 

relação ao NAD+. O mecanismo de reação desta inibição seria uma repulsão eletrostática entre os 

grupos fosfato carregados negativamente e os grupos carregados negativamente do sítio ativo da 

enzima, que ocasionariam mudanças na conformação da proteína-enzima com conseqüente 

dissociação. A inibição causada pelo ATP em concentrações fisiológicas é dependente de pH, sendo 

87% em pH 6,8, 67% em pH 7,4 e 20% em pH 8,1. Explicaria em parte os altos níveis da GPDH 

no músculo, protegeria contra a acidez excessiva pela produção de ácido lático, limitaria o fluxo 

glicolítico máximo e modificaria o turnover da enzima. CONSTANTINEDES & DEAL Jr., (1969) e 

YANG & DEAL Jr. (1969) relataram que os nucleotídeos de adenina inibem a desidrogenase 

competindo com o NAD+ ou dissociando as subunidades do tetrâmero. O mecanismo de inibição
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foi depois elucidado por FRANCIS et al, (1971) que examinaram os efeitos de adenina nucleotídeos 

nas etapas individuais na catálise e em outras funções da enzima como atividades de esterase e 

fosfatase. Foi relatado que ATP e ADP não só inibem a ligação ao [^C ] NAD+ como também 

bloqueia a formação do complexo enzima-substrato e do produto fosforilado de alta energia.

No presente trabalho, em presença de concentrações crescentes dos nucleotídeos o 

AMPc mostrou ser o mais potente inibidor da atividade enzimática.

Experimentos de YANG & DEAL Jr., (1969) com a GPDH de levedura e compostos 

de adenina como ATP, ADP, AMP e adenosina mostraram que a ligação 5' da adenosina não 

apresenta efeito na ligação do sítio do NAD+. Pelos dados de inibição obtidos com UDP, CDP e 

CMP sobre a GPDH de rim de hamster nossos resultados concordam com os de YANG & DEAL 

Jr., (1969) quando sugeriram que a especificidade era maior pela base adenina.

Alguns estudos de sequenciamento de aminoácidos além de outras análises da estrutura 

química da enzima seriam dados importantes para o esclarecimento do comportamento da GPDH de 

rim e de células renais cultivadas.
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5- CONCLUSÕES

5.1 A GPDH de rim hamster foi purificada 155 vezes com um rendimento de 17% e 

mostrou ser homogênea por eletroforese em gel de poliaciilanida.

5.2 A enzima purificada de rim apresentou perda de cerca de 90% de atividade no período 

de duas semanas quando armazenada a 4^C.

5.3. O pH ótimo encontrado para a atividade da enzima de rim em tampão Tris-HCl foi 8,2.

5.4. A GPDH de rim é ativada pelo arseniato, sendo 40 mM a concentração ótima para a 

ativação.

5.5. A concentração ideal de 2-mercaptoetanol para a atividade enzimática da GPDH 

de rim foi dei mM.

5.6. Os valores de Km para a GPDH de rim foram de 0,05 mM para o NAD+ e 0,12 

mM para o G3P em pH 8,2 e a 25°C.

5.7. O NADH é inibidor competitivo em relação ao NAD+ sendo encontrado um valor 

de Ki de 0,02 mM para a GPDH de rim.

5.8. ATP, ADP, AMP e AMPc são inibidores competitivos com relação ao NAD+ 

sendo encontrados Kis de 1,20 mM; 0,65 mM; 0,50 mM e 0,21 mM respectivamente, 

para a GPDH de rim.

5.9. Nucleotídeos outros como CDP, CMP e UDP inibiram a atividade da GPDH de rim, 

levando à perda de 25, 30 e 50% da atividade enzimática respectivamente.



5.10

5.11

5.12

5.13

5.14

5.15

5.16

5.17

Dentre os nucleotídeos, os de adenina se comportaram como inibidores mais potentes 

levando à perdas de atividade maiores conforme o aumento de suas concentrações 

no sistema de incubação.

Entre os nucleotídeos ensaiados, o CDP foi o inibidor menos potente e o AMPc o que 

levou à inibição mais acentuada.

Os sais cloreto de cálcio e cloreto de cádmio 1 mM inibiram aproximadamente 60 

e 70% respectivamente a atividade da GPDH de rim.

Os sais cloreto de magnésio e cloreto de manganês 1 mM causaram um leve aumento 

na atividade da GPDH de rim.

O cloreto de cobre e cloreto de mercúrio 1 mM inibiram totalmente a enzima.

2-Cloro-4-aminobenzoato 0,10 mM, iodoacetamida 0,10 mM, N-etilmaleimida0,10 

mM, p-cloromercuribenzoato 0,01 mM e p-hidroximercuribenzoato 0,01 mM 

reagiram com os grupamentos sullidrila da enzima reduzindo 90% de sua atividade 

no caso do primeiro e inibindo totalmente a enzima no caso dos demais.

Após adição de 2-mercaptoetanoi 5 mM ao sistema contendo os reagentes sulfidrflicos, 

ocorreu recuperação parcial da atividade enzimática no caso de três reagentes: 2-cloro-

4-aminobenzoato, p-cloromercuribenzoato e p-hidroximercuribenzoato; com os demais 

a GPDH de rim permaneceu inativa.

A diluição da enzima (1:1 ) em tampão Tris-HCl, produz um aumento superior 

a 100% na atividade da GPDH de rim de hamster num período de 48h.
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5.18 A GPDH de células BHK-21 foi purificada 21 vêzes com um rendimento de 17,5%.



5.19

5.20

5.21

5.22

5.23

Após etapa de saturação até 90% com sulfato de amónio, a enzima perdeu 65% da 

atividade quando dialisada por 12 h. contra tampão Tris-HCl.

O pH ótimo encontrado para a atividade da GPDH de células BHK-21 foi de 8,4.

A GPDH de células BHK-21 é ativada pelo arseniato de sódio sendo 30 mM a 

concentração ótima para a sua ativação.

Os valores de Km encontrados para a GPDH de células BHK-21 foram de 0,05 mM 

para o NAD+ e 0,12 mM para o G3P em pH 8,4.

As GPDHs de célula BHK-21 e de rim de hamster mostraram semelhanças em suas 

propriedades íisico-químicas e não demonstraram diferenças significativas em 

relação às de outras fontes já descritas.
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