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RESUMO

Pela importancia da GPDH no metabolismo de carboidratos de células
normais e tumorais e pelos poucos relatos na literatura sobre estudos cinéticos da
enzima de fonte tumoral, foram realizados no presente trabalho alguns estudos ci-
néticos com a GPDH de células HelLa comparando os resultados com as de fontes
normais ja estudadas. A GPDH de células Hela apresentou maxima ativagéo em
presenca de 2-mercaptoetanol ou ditioeritritol na concentragdo de 1 mM. A enzima
foi totalmente inibida em presenca de fons metélicos pesados como HgCl,, CuCl,
e CdCl, na concentragéo de 1 e 2 mM. Em relag3o aos inibidores de grupos-SH, a
GPDH de células Hel.a apresentou 100% de inibig&o na presenca do p-CMB e do p
-HMB [0,01 mM], e 80% de inibicdo na presenga de iodoacetamida, N-etilmaleimida
e 2-cloro 4-aminobenzoato [0,1 mM). As inibicdes causadas pelo p-CMB e pelo p-
HMB foram parcialmente revertidas por excesso de 2-mercaptoetanol (5 mM),
porém as inibicdes por iodoacetamida e N-etilmaleimida foram irreversiveis. Os
nucleotideos ADP, 5'-AMP e 3'-5'AMPc inibem competitivamente a enzima em
relag&o ao NAD*. Os Ki calculados pela relagdo de MASSEY, (1953) foram de 2,1 ,
1,0 e 0,6 mM para o ADP, 5-AMP e 3'-5'AMPc, respectivamente. Dos nucleoti-
deos testados (ATP, ADP, 5'-AMP, 3'-5'’AMPc, UPD, CDP e CMP) o mais potente
inibidor da enzima foi o0 3'-5’AMPc. A enzima [2,5 uM] foi inativada quando incu-
bada na presenga de NADH ou G3P (0,05 e 0,5 mM), a 37°C. O 2-mercaptoetanol
1 mM protege a enzima da inativagdo pelo NADH e pelo G3P. O EDTA nao afeta a
estabilidade da enzima em relagdo a inativag&o pelo NADH. Em todos os estudos
cinéticos realizados a GPDH de células Hela apresentou comportamento seme-
Ihante ao das GPDHSs de outras fontes j& estudadas.



1. INTRODUCAO

A D-gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, (D-gliceraldeido-3-fosfato:NAD*
oxidoredutase), (E.C.1.2.1.12)), patticipa da via glicolitica e da gluconeogénese e
catalisa reversivelmente a fosforilagdo oxidativa do D-gliceraldeido-3-fosfato (G3P)

em 1,3-bisfosfoglicerato (1,3-BPG), como mostrado abaixo:

I i

(r—n C-SE
HCOH + HNAD + E-8H === HCOH + NADH+H"
" l .
CHLOP Oy CHLOPOg
{G3P) {acil-enzimn)

o
Il

N
,&u T' a-p0,*

HCOH +E-8H

' ®
OH ; OPOg
(1,3-BPG)

Segundo FURFINE & VELICK, (1965), esta reagdo ocorre em duas etapas.
Primeiramente, a enzima forma um complexo binario com o substrato (aldeido)
formando a acil-enzima, com simultanea redugso do NAD* . Na segunda etapa, a

enzima é desacilada pelo fosfato, liberando o acil-fosfato.



Em estudos com a GPDH in vitro, o fosfato é freqlientemente substituido por
seu analogo, o arseniato. A vantagem do método arsenolitico (FERDINAND, 1964)
¢ que ele evita a inibicdo da GPDH pelo 1,3-bisfosfoglicerato (DUGGLEBY &
DENNIS, 1982). A reagdo torna-se irreversivel e o 1-arseno-3-fosfoglicerato ¢ ra-
pida e espontaneamente hidrolisado a 3-fosfoglicerato (3-PG), como mostra o es-

quema abaixo:

D

0
g-sx Nadu0," 0-0-As0, " CoOH

HYOH m==zzzzmz===s HCOH + BE-fH === HCOH + RE-SH
CHLOPO, " CHL0PO, " CHgOPO "

( ncil-enzima) (1-arseano3-PQ) (3-PG)

A GPDH é uma enzima tetramérica, com peso molecular aproximado de 144
kdaltons. Cada subunidade, com 36 kdaltons, possui cerca de 330 residuos de
aminoacidos. Uma molécula de NAD* estad ligada a cada um dos mondémeros
(HARRIS & WATERS, 1976).

Foi isolada e cristalizada pela primeira vez por WARBURG & CHRISTIAN,
(1939), a partir de levedura.

Esta presente em abundéncia em muitos organismos (HARRIS & WATERS,
1976). Na Tabela | estdo mostradas as varias fontes das quais a enzima ja foi
isolada. Segundo CORI et al, (1948), em musculo de coelho a GPDH constitui
cerca de 10% do total de proteina soltivel e segundo KREBS et al, (1953), em le-
vedura a GPDH constitui cerca de 5% do peso de células secas e 20% do total de

proteina soluvel.



TABELA | : FONTES DE GPDHs

FONTES

REFERENCIAS

BACTERIAS

B. stearothermophilus

Escherichia coli
Thermus aquaticus
B.cereus

Thermus thermophilus

AMELUNXEN, (1967)
SUZUKI & HARRIS, (1971)
D'ALESSIO & JOSSE, (1971)
HOCKING & HARRIS, (1973)
SUZUKI & IMAHORI, (1973)
FUJITA et al, (1976)

LEVEDURA

KREBS et al, (1953)

ALGAS

Anabaena variabilis

HOOD & CARR, (1967)

PLANTAS SCHULMAN & GIBBS, (1968)
MELANDRI et al, (1970)
SPERANZA & GOZZER, (1978)
DUGGLEBY & DENNIS, (1974)
PROTOZOARIOS

Euglena gracilis

GRISSON & KAHN, (1975)

PLATYHELMINTES

Ascaris suun KOCHMAN et al, (1975)

INSETOS CARLSON & BROSEMER, (1971)
CRUSTACEOS

musculo de lagosta

ALLISON & KAPLAN, (1964)




PEIXES

esturjdo ALLISON & KAPLAN, (1964)
peixe da Antartida GREENE & FEENEY, (1970)
celacanto KOLB & HARRIS, (1972)
REPTEIS

Caiman sp VIEIRA et al, (1983)

AVES

galinha, peru e faisdo

Anas sp

ALLISON & KAPLAN, (1964)
BARBOSA & NAKANQ, (1987)

MAMIFEROS

musculo de coelho

porco, gato e cachorro
musculo de boi

figado de porco
musculo de rato

eritrécitos

CORI et al, (1945)
CAPUTTO & DIXON, (1945)
ELOIDI & SZORENYI, (1965)
ALLISON & KAPLAN, (1964)
DAGHER & DEAL Jr., (1977)
NAGRADOVA et al, (1978)
EBY & KIRTLEY, (1979)




Devido a sequéncia de aminoacidos da GPDH ser altamente conservada,
ela é considerada uma proteina de evolugao lenta (GOODMAN, 1976), podendo,
portanto ser usada como instrumento para estudos filogenéticos. Comparando-se a
sequéncia de aminoacidos das GPDHs que ja foram sequenciadas, como a de la-
gosta (DAVIDSON et al, 1967), de levedura (JONES & HARRIS, 1972) e de mus-
culo de porco (HARRIS & PERHAM, 1968), observa-se que 60% dos residuos de
aminoacidos ocorrem em posigdes idénticas entre as trés espécies estudadas.
Outro exemplo, que constata a conservagéo da estrutura primaria da GPDH entre
dois organismos filogeneticamente distantes como a lagosta e a bactéria Thermus
aquaticus é a observagao que 50% das sequéncias de aminoacidos s&o idénticas
sendo que os residuos que estio envolvidos na catilise e nos contatos inter-
subunidades s&o mais conservados que os demais (HARRIS & WATERS, 1976).

Embora as subunidades da GPDH sejam quimicamente idénticas a afini-
dade pelo NAD* difere entre as subunidades. Nas GPDHs de musculo (CONWAY
& KOSHLAND, 1968; SEYDOUX et al, 1973) foi demostrado que a afinidade de li-
gagdo do NAD* diminui com o numero de moléculas ligadas, fenémeno denomi-
nado cooperatividade negativa, sendo proposto o modelo de ajuste induzido postu-
lado por KOSHLAND e colaboradores. Em contraste, a enzima de levedura apre-
senta cooperatividade positiva com relagéo a ligagdo do NAD* (KIRSCHNER et al,
1966; COOK & KOSHLAND, 1970; KIRSCHNER et al, 1971; KIRSCHNER, 1971;
ELLENRIEDER et al, 1972) podendo ser descrita pelo modelo combinado de
MONOD et al, (1965).

O mecanismo de agdo do tipo ping-pong originalmente proposto por SEGAL
& BOYER, (1953) para a GPDH foi também descrito por TRENTHAM &
HARRIGAN para a enzima de porco (TRENTHAM, 1968, 1971; HARRIGAN &
TRENTHAM, 1971) e por DUGGLEBY & DENNIS, (1974) para a enzima de Pisum
sativum. Diferentemente, para a enzima de coelho ORSI & CLELAND, (1972) pro-
puseram o mecanismo do tipo ordenado, caracterizado pela adigdo sequencial de
NAD*, aldeido e fosfato ou arseniato e a liberagado do acido precedendo a liberagao

do NADH. Estudos posteriores realizados por WANG & ALAUPQVIC, (1980) com a



GPDH de eritrocitos humanos reforgaram o mecanismo proposto por ORSI &
CLELAND, (1972).

Apesar da GPDH ter sido isolada de vérias fontes ( Tabela | ), até a década
de 80 pouco se conhecia sobre a enzima de fonte tumoral.

OHKUBO et al, (1986a), estudando tecidos tumorais humanos, mostraram a
presenga abundante de uma proteina de 37 kdaltons quando comparado com te-
cidos normais. Através de posteriores estudos bioquimicos e imunolégicos
(OHKUBO et al, 1986b) foi constatada a similaridade desta proteina com a GPDH
de coelho.

Utilizando células Hel.a como modelo experimental de tumor in vitro,
NAKANO et al, (1992), isolaram e purificaram a GPDH e ainda estudaram algumas
propriedades cinéticas basicas da enzima. Considerando a GPDH como uma pro-
teina marcadora de evolugdo, os autores acima citados fizeram, pela primeira vez,
estudos imunolégicos comparativos da enzima de fonte tumoral com as outras da
escala filogenética (GOMES et al, 1992).

Trabalhos realizados por WEBER, (1977a,b), sobre hepatoma humano e de
rato mostraram vérias alteragdes metaboélicas, como o aumento na sintese protei-
ca, o aumento na velocidade da via glicolitica e o decréscimo na velocidade da via
gluconeogénica. A via glicolitica apresentou um aumento nos seus intermediarios,
como a glucose-6-fosfato, a frutose-6-fosfato e o gliceraldeido-3-fosfato, que seriam
desviados para a via das pentoses-fosfato, na formagado da ribose-5-fosfato, o
principal precursor para a biossintese de DNA e RNA. A ribose-5-fosfato pode ser
formada pelas partes oxidativa ou ndo-oxidativa da via das pentoses-fosfato
(EIGENBRODT & GLOSSMAN, 1980). A parte oxidativa envolve a enzima glucose-
6-fosfato desidrogenase, com concomitante produgdo de NADPH. A reoxidagéo do
NADPH ¢ um fator limitante para esta parte da via. Comparando as concentragdes
da relagdo NADPH/NADP entre células tumorais e ndo tumorais (EIGENBRODT &
GLOSSMAN, 1980), observa-se que esta relagédo estda muito diminuida nas células
tumorais, e isto sugere que a redugdo do NADP é menor do que o consumo do

NADPH. A parte ndo-oxidativa envolve as enzimas transcetolase e transaldolase.



Para a produgo de 3 moles de R5P s&o necesséarios 2 moles de F6P e 1 mol de
G3P néo havendo produgdo de NADPH.

EIGENBRODT & GLOSSMAN, (1980), trabalhando com células tumorais
incubadas com [14C]-glucose marcada mostraram que 80% das R5P eram forma-
das pela parte ndo-oxidativa da via das pentoses-fosfato.

Estudos de REITZER et al, (1979), em culturas de células Hel.a incubadas
com glucose 1 mM, mostraram que 80% da glucose era metabolizada pela via gli-
colitica até lactato e que apenas 4 a 5% entrava pelo ciclo de Krebs. Isto evidencia
que o metabolismo da glucose esta direcionado para produgdo da RSP e n&o es-
sencialmente para a produgdo de ATP. Mostraram também que a glutamina é o
principal combustivel, fornecendo energia através do ciclo de Krebs. Quando a
glucose esté presente em altas concentragdes, a glutamina fornece mais da metade
da energia para a célula e quando a fonte de carboidrato é a frutose ou a galactose,
este aminoacido fornece 98% da energia.

Pela importancia da GPDH no metabolismo de carboidratos em células tu-
morais e pelos poucos dados sobre estudos cinéticos descritos na literatura, os
objetivos da presente tese sdo:

1. Estudos cinéticos da GPDH de células Hel.a.

Estudos cinéticos dao informagdes quantitativas sobre a velocidade das re-
agbes catalisadas por enzimas. Além disso, a cinética descreve a influéncia de fa-
tores como pH, temperatura e inibidores sobre a velocidade da reagéo enzimatica.
Em relagdo aos estudos cinéticos com inibidores, ¢ importante a utilizagao de di-
versas representagdes graficas para ser mais preciso nas determinagdes de Ki e na
caracterizagao do tipo de inibigao.

2. Comparago dos resultados obtidos com a GPDH de células Hel.a com os

de outras enzimas da escala filogenética.



2. MATERIAIS E METODOS

2.1. REAGENTES

G3P, NAD* , NADH, ATP, ADP, 5-AMP, 3'-5'AMPc, UDP, CDP, CMP, io-
doacetamida, N-etilmaleimida, 2-cloro 4- aminobenzoato, p-cloromercuriben-
zoato, p-hidroximercuribenzoato, DTE, Trizma base, EDTA e DEAE Sephadex A-
50 foram obtidos da Sigma Chemical Co..

Arseniato de sédio, bicarbonato de sédio, e lons metalicos divalentes,
como MnCl,, MgCl,, CaCl,, CdCl,, CuCl,, HgCl, foram oitidos da Merck.

Meio escencial minimo de Eagle foi obtido dos Laboratérios Flow.

Soro fetal bovino estéril, livre de virus e micoplasma, foi obtido da Laborclin.

Tripsina (1:250) foi de procedéncia da Difco.

Os outros reagentes utilizados foram de grau analitico.
2.2 CULTIVO CELULAR

2.2.1. Células

Neste trabalho foram utilizadas as células da linhagem Hela. Estas células
sdo derivadas de carcinoma de cérvix humano e crescem em monocamadas
com aspecto epitelial. Foram cultivadas no laboratério de Cultivo Celular do
Departamento de Bioquimica da UFPr. As linhagens das células HelLa foram ob-

tidas do laboratério citado e do Tecpar.
2.2.2. Procedimentos de esterilizagéo

2.2.2.a. Material de vidro e acessorios

Todos os materiais de vidro utilizados no cultivo celular, como as garrafas
de Roux, vidros para armazenamento de meio de cultura e tripsina, frascos de

despejo, etc., foram esterilizados a seco, em estufa Pasteur (FANEM), a 160°C,
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por 6 horas. As rolhas, roscas e pipetas, devidamente embaladas, foram

esterilizadas em autoclave (FANEM), a 120°C, por 30 minutos.

2.2.2.b. Solugdes e meio de cultura

Todas as solugdes e o meio de cultura foram preparados com agua deio-
nizada e bidestilada.

A solugao de bicarbonato de sodio 7,5 mg% (p/v), usada para acertar o
pH do meio de cultura, foi esterilizada em autoclave (FANEM), a 120°C, por 30
minutos, em tubos com 10 mL de solugdo e mantidos a temperatura ambiente.

A solugéo salina tamponada (PBS) pH 7,4 foi preparada como solugdo
estoque, sendo constituida de Na,HPO4 anidro 40,5 mM, NaCl 680 mM e KH,PO,
7,3 mM. Esta solugéo foi esterilizada em autoclave (FANEM), a 120°C, por 30 mi-
nutos e mantida a 4°C. Para o uso, a diluigdo era feita em adgua bidestilada estéril.

O soro fetal bovino era inativado antes do uso em banho-maria, a 56°C, por
30 minutos.

A solugédo de tripsina-verseno (STV) usada nos processos de repique e
coleta para o descolamento das células, era constituida de tripsina 0,05%, verseno
0,46 mM, NaCl 136,9 mM, KCI 5,36 mM, dextrose 5,55 mM, NaHCO5 5,95 mM e
0,45 mg% de vermelho de fenol 1 g% (p/v). Esta solugdo foi esterilizada por
filtragdo sob pressdo em aparelho da marca Sartorio com membranas de
acetato de celulose, com poros de 0,22 um da marca Millipore ou Zeiss. A so-
lugdo foi armazenada em freezer a -20°C.

O meio de cultura utilizado foi o meio minimo de Eagle (PAUL, 1973), e
apds a reconstituicdo em agua bidestilada, foi esterilizado do mesmo modo que a
STV. O meio de cultura foi armazenado a 4°C.

Tanto para a STV como para o meio de cultura foram feitos testes de esteri-

lidade para verificar a eficacia do procedimento de filtragao esterilizante.
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2.2.3. Procedimentos de cultivo celular

Nos procedimentos de cultivo celular foram utilizadas técnicas para células
que se desenvolvem em monocamadas.

O cultivo celular foi realizado segundo o método de OLIVEIRA et al, (1989).

2.2.3.a. Repique e coleta das células Hel.a

As células Hela foram cultivadas em meio mfnimo de Eagle (PAUL, 1973)
enriquecido com 10% (v/v) de soro fetal bovino, adicionado na hora do uso. A
solugdo de bicarbonato de sédio foi adicionada em quantidade suficiente para
ajustar o pH para 7,4. Nao foram utilizados antibi6éticos no meio de cultura.

Os repiques foram realizados em fluxo laminar horizontal, apés a tripsiniza-
¢ao, utilizando a STV que provoca o descolamento das células aderidas & parede
da garrafa de cultivo. As células foram ressemeadas a uma concentragdo
aproximada de 2 x 106 células por garrafa de Roux, contendo 100 mL de meio,
crescidas em estufa a 37°C e repicadas em intervalos de 72 em 72 horas.

A coleta das células Hel a foi feita apés a tripsinizagdo e de maneira nao
estéril. Apos o descolamento das células, estas foram lavadas 3 vezes com PBS e
centrifugadas em centrifuga clinica a 2000 x g, por 1 minuto. As células foram
ressuspensas em volume adequado de PBS e acondicionados em tubos
plasticos tipo eppendorf, devidamente identificados e armazenadas a -70°C até o

uso.

2.2.3.b Contagem e determinag&o da viabilidade celular

As células foram contadas em camara de Neubauer, usando microscopio
otico (Olympus). A viabilidade celular foi determinada usando-se o corante vital azul
de tripan (PHILLIPS, 1973). Para o ca1culo de células viaveis foi usada a seguinte

formula:
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células ndo coradas

% células viaveis = x 100

células coradas + nao coradas

Foram usadas as preparagdes que apresentaram 95% de viabilidade.

23 PURIFICAQAO DA D-GLICERALDEIDO-3-FOSFATO DESIDROGENASE DE
CELULAS Hel.a

A purificagdo da GPDH de células Hel a foi realizada segundo NAKANO et
al, (1992), como mostrado no Esquema 1. Todas as manipulagdes feitas com a

enzima foram realizadas em banho de gelo ou na camara fria a 4°C.
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ESQUEMA 1
PURIFICAGAO DA GPDH DE CELULAS Hela

Células Hela
4

-Homogeneizagado das células em homogeneizador Van Poter Elvehjem

-Centrifugagao a £°C, 10.000 x g, por 15 minutos: extrato bruto
¥

Fracionamento com sulfato de aménio (sélido)

Extrato bruto
- Saturagdo com (NH,),SO,4 0-60%
- Centrifugagao a 4°C, 10.000 x g, por 30 minutos: [sobrenadante e precipitado]
Sobrenadante 0-60%
- Saturagdo com (NH4),SO, 60-90%
- Centrifugagdo a 4°C, 10.000 x g, por 30 minutos: [sobrenadante e precipitado]
\:
Cromatografia em DEAE Sephadex A-50

- Amostra: precipitado 60-90%

- Nas fragdes coletadas foram feitos testes de atividade (DAGHER & DEAL Jr.,
1977) e dosagens de proteinas (WARBURG & CHRISTIAN, 1941).

- As fragbes mais ativas e com maior concentrag@o de proteina foram reunidas e
dialisadas contra solug&o saturada de (NH,4),50,4, pH 8,4 contendo 2-mercaptoe-

tanol 1 mM, para redugao do volume.
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2.4, MANUTENGAO DA ENZIMA

A GPDH pura e homogénea de células Hela foi mantida em solugéo
saturada de (NH,4),SO,, pH 8,4, contendo 2-mercaptoetanol 1mM, a 4°C.
Para os experimentos cinéticos, a enzima era dialisada 12 a 15 horas contra

tamp&o Tris-HCI 50 mM pH 8,2, contendo EDTA 1 mM e 2-mercaptoetanol 1 mM.

2.5. PREPAROE DETERMINACAO DA CONCENTRAGAO DO
GLICERALDEIDO-3-FOSFATO

O substrato livre foi obtido a partir de uma solugdo de DL-gliceraldeido-3-
fosfato (sal de bario) dissolvido em é&gua deionizada com a resina catidnica
Dowex S0 W4 (Sigma), na proporgdo de 1,5 g da resina para 100 mg de G3P. A
solugdo foi aquecida a 100°C por 3 minutos com agitagdo intermitente e
resfriada em banho de gelo. Para o uso, o pH da solugdo do substrato foi
acertado para 7,0, adicionando uma solug&o de KOH a 15%.

A concentragdo do substrato foi determinada enzimaticamente em presenca
de excesso de NAD?, arseniato de s6dio e GPDH, de acordo com o método de
DAGHER & DEAL Jr., (1977). O sistema de incubagao, com um volume final de
1 mL continha, tampdo Tris-HCI 50 mM pH 8,2, contendo EDTA 1 mM e 2-
mercaptoetanol 1 mM, arseniato de sédio 50 mM, NAD* 1 mM, enzima em ex-
cesso e 3 a 5 ul de G3P. O tubo Branco continha todos os componentes acima
exceto o G3P, o qual foi substituido por igual volume de tampao. Zerado o espec-
trofotdmetro, a reagéo foi iniciada pela adigdo de G3P. A reagéo foi acompa-
nhadaa 340 nm e ap6és atingir o "plateau”, foi calculada diferenga entre as ab-
sorbancias final e inicial. O calculo da concentragéo do D-G3P foi feito segundo

a seguinte equagao:
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D.0.(340 nm) x volume total do ensaio

G3P mM =

6,22 X volume da amostra

Para o calculo da concentragdo do G3P utilizou-se a média aritmética

de duas leituras.

2.6. DETERMINAGAO DAS CONCENTRAGOES DE NAD* e NADH

A concentragao do NAD? foi determinada espectrofotometricamente através
da absorbancia a 260 nm, utilizando-se a média de duas leituras . O coeficiente
de extingdo molar de 17600 M-! cm~! (Sigma Chemical Co. sd) foi usado para o

célculo da concentragio do NAD*,

D.0. (260 nm) x volume total do ensaio

NADY mM =

17,6 x volume da amostra

A concentragdo do NADH foi determinada espectrofotometricamente a 340
nm, utilizando-se a média de duas leituras e o coeficiente de extingdo molar de

6220 M-1 cm~! (HORECKER & KORNBERG, 1948).

2.7. DOSAGEM DE PROTEINA

As dosagens de proteina foram feitas pelo método de WARBURG &
CHRISTIAN, (1941) e pelo método de LOWRY et al, (1951), utilizando a soro al-

bumina bovina como padrao.
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2.8. DETERMINAGAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA DA GPDH

A atividade da GPDH foi determinada espectrofotometricamente, a 25°C,
acompanhando a redugdo do NAD* a 340 nm, segundo o método de DAGHER &
DEAL Jr., (1977). As leituras foram feitas em intervalos de 15 segundos, utilizando
o espectrofotdmetro Varian Techtron modelo 635-D. O sistema de incubagao, com
um volume final de 1 mL continha, tampao Tris-HCI 50 mM pH 8,2, contendo EDTA
1 mM e 2-mercaptoetanol 1 mM, G3P 1 mM, arseniato de sédio 50 mM, NAD?* 1
mM, quantidades variaveis de enzima. A reagdo foi iniciada pela adigdo do G3P
devido a sua instabilidade em solugdes alcalinas (DEAL Jr., 1969; DAGHER &
DEAL Jr., 1977).

2.9. UNIDADE DE ENZIMA

Uma unidade de enzima foi considerada como a quantidade de enzima ne-
cesséria para reduzir 1 umol de NAD* por minuto, nas condigdes experimentais.
A atividade especifica foi expressa como a razdo entre unidade de enzima e mili-

grama de proteina.

2.10. ESTUDOS CINETICOS

2.10.1. Efeito do 2-mercaptoetanol e do ditioeritritol sobre a atividade da
GPDH de células Hela

O estudo sobre o efeito de agentes redutores como o 2-mercaptoetanol
e o ditioeritritol na atividade da GPDH de células Hel.a foi realizado segundo
VIEIRA et al, (1984).

A enzima (1,32 mg/mL) foi dialisada como descrito no item 2.4., na au-
séncia de 2-mercaptoetanol. O sistema de incubagéo, com um volume final de 1

mL continha, tampao Tris-HCI 50 mM pH 8,2, contendo EDTA 1 mM, enzima 6,6
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ug, arseniato de s6dio 50 mM, NAD* 1 mM, G3P 1 mM e quantidades variaveis do

agente redutor.

2.10.2. Efeito dos ions metalicos divalentes sobre a atividade da GPDH de células
Hela

O estudo do efeito de varios fons metdlicos divalentes na atividade da
GPDH de células Hela foi realizado segundo FUJITA et al, (1976). A enzima (13,2
ug) foi incubada na presenga do fon metalico divalente, nas concentragbes de
1 e 2 mM e na auséncia de G3P, a 25°C, por 10 minutos e a atividade enzimatica

testada.

2.10.3. Efeito de inibidores de grupos-SH sobre a atividade da GPDH de células
HelLa

O experimento sobre o efeito de inibidores de grupos-SH na atividade da
GPDH de células Hel.a foi realizado segundo FUJITA et al, (1976).

A enzima foi dialisada como citado no item 2.4., na auséncia de 2-mercap-
toetanol. A GPDH (6,6 ug) foi incubada em tampéo Tris-HCI 50 mM pH 8,2,
contendo EDTA 1 mM, na presenga dos inibidores de grupos-SH nas concen-
tragdes de 0,01 e 0,1 mM, a 25°C, por 10 minutos. A atividade enzimatica foi medi-
da adicionando-se a mistura, arseniato de s6dio 50 mM, NAD* 1 mM, G3P 1 mM.
Para o teste da reverséo das inibigdes causadas pelos reagentes de grupos-SH,
foi utilizada a mesma mistura descrita acima com adicdo de 2-mercaptoetanol 5

mM, antes da medida da atividade da enzima.

2.10.4. Inibigdo da GPDH de células Hel.a pelo p-hidroximercuribenzoato

O estudo de inibigdo da GPDH pelo p-hidroximercuribenzoato foi feito do
mesmo modo que descrito acima, porém a enzima (9,6 ug) foi incubada em tam-
p&o Tris-HCI 50 mM pH 8,2, contendo EDTA 1 mM, com concentragdes variaveis
de p-HMB, de 0,005 a 50 pM.
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2.10.5. Inibigdo da GPDH de células Hela por nucleotideos

Os experimentos sobre a inibigdo da GPDH por nucleotideos foram feitos
segundo YANG & DEAL Jr., (1969a).

Os nucleotideos utilizados foram ATP, ADP, 5'-AMP, 3'-5'AMPc, UDP, CDP,
e CMP. A concentragdo dos nucleotideos foi determinada espectrofotometrica-
mente através da absorbancia a 260 nm, do mesmo modo que para o NAD*,
utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de 15400 M-1 cm-1 para os nucleoti-
deos de adenina, de 10000 M- cm~" para o UDP e 7400 M-1 cm~* para o CDP e
CMP (DAWSON et al, 1986).

Para serem mais precisas as determinagdes do tipo de inibigéo e dos valores
das constantes de inibigao, foram utilizadas as representagdes graficas de
LINEWEAVER-BURK, (1934) e de HANES, (1932). Para a andlise de regressao
nao-linear utilizou-se o método de Gauss e o programa estatistico para microcom-

putador, SEAG.

2.10.6. Efeito do NADH e do G3P na estabilidade da GPDH de células Hela, a
37°C

Os estudos sobre o efeito do NADH e do G3P na estabilidade da GPDH de
células HeLa foram realizados utilizando as condigdes descritas por TUCKER &
GRISOLIA, (1962).

A enzima foi dialisada como descrito no item 2.4., na auséncia de 2-
mercaptoetanol. A GPDH [2,5 uM] foi incubada em um sistema (0,3 mL) conten-
do tampao Tris-HCI 50 mM pH 8,2, contendo EDTA 1 mM e NADH (0,05 e 0,5 mM)
ou G3P (0,05 e 0,5 mM), a 37°C, por 6 horas. As incubagdes acima foram adicio-
nados NAD* (0,05e 0,5 mM) elou 2-mercaptoetanol 1 mM, afim de verificar seus
efeitos junto ao NADH e ao G3P. Em intervalos de tempo de 1 em 1 hora, fo-

ram retiradas aliquotas (5 ou 10 pL) das incubagdes para o teste de atividade.
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2.10.7. Efeito do EDTA sobre a inativagéo da GPDH de células Hela pelo NADH

O efeito do EDTA sobre a inativagdo da GPDH pelo NADH foi determinado
como descrito por TUCKER & GRISOLIA, (1962).

A enzima foi dialisada como citado no item 2.4., na auséncia de 2-mercap-
toetanol e de EDTA. A GPDH [2,5 uM] foi incubada em um sistema (0,3 mL) com
tampao Tris-HCI 50 mM pH 8,2, com e sem EDTA 1 mM, na presenga de NADH
0,5 mM, a 37°C, por 6 horas. Também foram feitas incubagdes contendo NAD*

(0,5 mM) e/ou 2-mercaptoetanol 1 mM. Nos tempos de 1, 3 e 6 horas de incubagéo

foram retiradas aliquotas (10 a 25 pL) para o teste de atividade.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A GPDH de células Hel.a apresentou nos extratos brutos uma atividade es-
pecifica de 0,4 U/mg de proteina. Apés a etapa da cromatografia em DEAE
Sephadex A-50, a atividade especifica foi para 32 U/mg, correspondendo a uma
purificagdo de 80 vezes e com um rendimento de 38,5%. Estes resultados foram
idénticos aos relatados por NAKANO et al, (1992).

A homogeneidade e a pureza da enzima foram verificadas por eletroforese
em gel de poliacrilamida em SDS, podendo portanto ser utilizada para os estudos
cinéticos.

As propriedades cinéticas basicas da GPDH de células Hela relatadas por
NAKANO et al, (1992) foram: pH 6timo 8,2; concentragado 6tima de arseniato 50
mM; Km para o NAD* 0,03 mM; Km para o G3P 0,1 mM; Ki para o NADH 0,03 mM
e Ki para o ATP 2,65 mM.
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3.1. ESTABILIDADE DA GPDH DE CELULAS Hel.a

Foi verificado que ap6s a cromatografia em DEAE Sephadex A-SO ocorre
um aumento na estabilidade da GPDH de células HelLa. As fragbes com maior
atividade enzimatica quando em suspensdo em solugio saturada de (NH4),SO4
pH 8,4 contendo 2-mercaptoetanol apresentaram em torno de 40% de sua ativi-
dade inicial apés 7 meses de armazenamento a 4°C. A mesma enzima purificada
somente até a etapa de (NH4),SO, perdia em torno de 40% de sua atividade inicial
ap6s uma semana de armazenamento ( NAKANO et al, 1992).

As GPDHs de diversas fontes, em solugdes, tendem a desnaturagéo e a
floculagdo a temperatura ambiente, porém podem ser conservadas por longos pe-
riodos em suspensio de (NH,),SO,4 em baixas temperaturas (4°C). A estabilidade
da GPDH pode ser afetada por diversos fatores como estabilidade dos grupos-SH,
presenga ou auséncia do coenzima ligado, presenga ou auséncia de metais
pesados, tipo e concentragdo de sal (VELICK & FURFINE, 1963 ; KREBS et al,
1979).
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3.2. EFEITO DO 2-MERCAPTOETANOL E DO DITICERITRITOL SOBRE A
ATIVIDADE DA GPDH DE CELULAS Hela

A GPDH de células Hela é ativada em presenga de baixas concentragbes
de 2-mercaptoetanol e ditioeritritol. A Figura 1 mostra que a ativagdo maxima ¢é
obtida na concentragdo de 1 mM tanto para o 2-mercaptoetanol como para o
DTE. Observa-se também que na auséncia do 2-mercaptoetanol ou do DTE a
GPDH apresenta, aproximadamente 60% de sua atividade maxima. Em concen-
tragBes superiores a 1 mM observa-se uma ligeira diminui¢do da atividade enzima-
tica. Segundo DEAL Jr., (1969) concentragdes altas de agente redutor (100 mM)
pode provocar modificagdes na estrutura da proteina-enzima com perda da ativi-
dade enzimatica. A GPDH de células Hela apresentou o mesmo comportamento
frente aos agentes redutores que as enzimas de Caiman sp (VIEIRA et al, 1984) e

Anas sp (NAKANO et al, 1991).
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FIGURA 1 : EFEITO DO 2-MERCAPTOETANOL E DO DITIOERITRITOL
SOBRE A ATIVIDADE DA GPDH DE CELULAS Hela
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O sistema de incubagéo continha em um volume final de 1 mL: 6,6 ug de enzima,
tampéo Tris-HCI 50 mM pH 8,2 contendo EDTA 1 mM, G3P 1 mM, arseniato de
s6dio 50 mM, NAD* 1 mM e quantidades variaveis do agente redutor.
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3.3. EFEITO DOS {ONS METALICOS DIVALENTES SOBRE A ATIVIDADE DA
GPDH DE CELULAS Hela

A Tabela Il mostra o efeito dos ions metalicos divalentes nas concentragdes
de 1 e 2 mM, sobre a atividade da GPDH de células Hel.a.

Semelhante as GPDHs de musculo de coelho e levedura (VELICK &
FURFINE, 1963) Thermus thermophilus (FUJITA et al, 1976), Caiman sp (VIEIRA
et al, 1983), e Anas sp (BARBOSA & NAKANO, 1987), a GPDH de células Hel.a
foi completamente inibida pelos fons cobre e mercurio, o que sugere a presenga de
grupos-SH no sitio ativo da enzima. O fon cadmio na concentragdo 1 mM inibiu
75% da atividade enzimatica, enquanto que a 2 mM inibiu totalmente a enzima. A
GPDH do T. thermophilus (FUJITA et al, 1976) foi totalmente inibida pelo cadmio
na concentragéo 1 mM.

Os ions MnCl, e MgCl,, na concentragdo 1 mM né&o afetaram a atividade
da enzima, comportamento semelhante ao das outras GPDHs acima citadas.

Segundo WEBB, (1966a), a inibigdo por ions metalicos pesados como,
Hg**, Cu**, e Cd** | ocorre pela formagdo de mercaptideos, como mostra o es-

quema abaixo:

R-SH+ X = R-S-X

X = Ion metalico pesado
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TABELA i : EFEITO DOS iONS METALICOS DIVALENTES SOBRE A ATIVIDADE
DA GPDH DE CELULAS Hela

SAL ATIVIDADE RELATIVA %
[] 1 mM 2 mM
NENHUM 100 100
MnCl, 100 88
MgCl, 95 67
CaCl, 71 61
CdCl, 24 0
CuCl, 0 0
HgCl, 0 0

A enzima foi incubada a 25°C, por 10 minutos, em presenga do ion metalico e na
auséncia de G3P. A atividade enzimatica foi medida em um sistema de incubagdo
com um volume final de 1 mL que continha: tampédo Tris-HCI 50 mM pH 8,2 com
EDTA 1 mM e 2-mercaptoetanol 1 mM, G3P 1 mM, arseniato de sédio 50 mM,
NAD* 1mM e 13,2 ug de enzima.
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3.4. EFEITO DOS INIBIDORES DE GRUPOS-SH SOBRE A ATIVIDADE DA
GPDH DE CELULAS Hela

A Tabela lll mostra o comportamento da GPDH de células Hela frente aos
diferentes tipos de inibidores de grupos-SH.

A GPDH de células Hel.a foi inibida cerca de 80%, na preseng¢a de reagen-
tes alquilantes como iodoacetamida e N-etilmaleimida sendo a inibigéo irreversivel.
A reagdo (Figura 2a) é considerada irreversivel por que os reagentes formam uma
ligagdo covalente com os grupos-SH da enzima e ndo sdo deslocados pelo agente
redutor.

A enzima apresentou em torno de 80% de inibigdo frente ao agente oxidante
2-cloro 4-aminobenzoato. A presenga de 2-mercaptoetanol em excesso (5 mM) n&o
foi suficiente para reverter a inibi¢éo.

No mecanismo de inibigdo por agentes oxidantes, (Figura 2b), ocorre a for-
magéo de pontes dissulfeto intramoleculares e em presenga do agente redutor ha
possibilidade da quebra destas pontes. Porém, segundo VELICK, (1953), podem
ocorrer alguns tipos de inibi¢c&o envolvendo a formag&o de ligagdes dissulfeto que
n&o sdo revertidas instantaneamente pela adigdo do agente redutor, sendo neces-
sario incubagdes por longos periodos de tempo.

Resultados semelhantes foram obtidos com as enzimas de musculo de coe-
lho (VELICK, 1953), T. thermophilus ( FUJITA et al, 1976), Caiman sp (VIEIRA et
al, 1983) e Anas sp (BARBOSA & NAKANO, 1987) tanto para os reagentes alqui-
lantes como para os agentes oxidantes.

A GPDH de células Hel.a foi totalmente inibida por p-cloro e p-hidroximercu-
ribenzoato, mas a inibigéo foi parcialmente (50%) revertida em presenca de agente
redutor em excesso (5 mM). Os reagentes formadores de mercaptideos, p-CMB e p
-HMB, reagem com a enzima como mostra a Figura 2¢. Segundo VELICK, (1953), a
atividade da enzima é completamente restaurada pela adigdo do agente redutor,
porém podera ocotrer modificagbes da estrutura proteina-enzima principalmente se

houver demora na adi¢do do agente redutor. As GPDHs de musculo de coelho
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(VELICK, 1953), Caiman sp (VIEIRA et al, 1983), e Anas sp (BARBOSA &
NAKANO, 1987) apresentaram reversdo total da inibigdo causada pelo p-CMB e
pelo p-HMB na presenga de mercaptoetanol 5 mM, enquanto que a GPDH de célu-
las Hel.a apresentou reversao parcial nas mesmas condigdes. Este comportamento
diferente n&o reflete necessariamente algum mecanismo de inibi¢éo diferente. Pode
ser que os reagentes p-CMB e p-HMB além de atingir os grupos-SH importantes
para a atividade da enzima, poderiam estar reagindo com outros grupos funcionais
que seriam importantes para a manutengdo da conformagdo tridimensional da

enzima.
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TABELA lil : EFEITO DOS INIBIDORES DE GRUPQOS-SH SOBRE A ATIVIDADE

DA GPDH DE CELULAS Hela

INIBIDOR ATIVIDADE  ATIVIDADE RELATIVAbL %

0,1 mM RELATIVA2  EM PRESENCA DE 2-MSH*
% 5 mM

NENHUM 100 100

IODOACETAMIDA 20 23

N-ETILMALEIMIDA 11 19

2-CLORO 4-AMINOBENZOATO 22 44

0,01 mM

p~-CLOROMERCURIBENZOATO 0 50

p-HIDROXIMERCURIBENZOATO 0 50

*2-MSH - 2-mercaptoetanol

a) A enzima (6,6 pg) foi incubada a 25° C, por 10 minutos, na presencga do inibidor

de grupo-SH em tampao Tris-Hcl 50 mM, pH 8,2 contendo EDTA 1 mM. A ativi-

dade enzimatica foi medida adicionando ao sistema G3P 1 mM, arseniato de sédio

50 mM e NAD* 1 mM.

b) O sistema de incubagéo foi o mesmo que (a), exceto que foi adicionado 2-mer-

captoetanol 5 mM imediatamente antes da medida da atividade enzimética.
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FIGURA 2a - Mecanismo de reagéo por reagentes alquilantes
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FIGURA 2b - Mecanismo de reagdo por reagentes oxidantes

IODOSOBEINZOATO

2R-5H + 1-@-(:0«)‘;::*1{-5—83 + Hp0 + 1--630"

FIGURA 2c - Mecanismo de reagao por reagentes formadores de mercaptideos

»-CNB

E-8H + cm.g—-cooma;:_—_——_._-——hn-s-ng© COONa + HOL

»-HIIB

EB-8H + H0}1g~@ -BOOHaxx-S-EgQGDDHa + HpQ
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3.5. INIBICAO DA GPDH DE CELULAS Hela PELO p-HIDROXIMERCURI-
BENZOATO

A Figura 3a mostra a inibicdo da GPDH de células Hel a pelo p-HMB.
A enzima foi totalmente inibida pelo p-HMB nas concentragdes de 10 e 50 uM. Nas
concentragdes de 0,005 e 5 uM do inibidor a GPDH apresentou 53 ¢ 2% de
atividade enzimatica, respectivamente. Na presenga de excesso de 2-mercaptoe-
tanol (5 mM) ocorreu reversao parcial da atividade da enzima (50%) em todas as
concentragdes testadas, exceto na concentragéo 0,005 uM onde a reverséo foi de
73% da atividade enzimatica.

Trabalhando com GPDH de misculo de coelho, VELICK (1953), relatou que
o bloqueio da cys-149 pelo p-HMB era seguido pela liberagdo do coenzima (NAD*)
ligado.

O mecanismo dessa reagao foi estudado na GPDH de musculo de porco por
BATKE et al, (1974). Segundo os autores tanto a formagéo da ligagdo-mercaptideo
como a liberag@o do coenzima demonstraram uma cinética de primeira ordem bi-
fasica, indicando que existem diferengas na reatividade dos residuos de cys-149 e
entre os sitios de ligagdo do NAD* dentro das subunidades da GPDH. O esquema
da reagdo (Figura 3b), mostra que ha formagao de um complexo ternario seguida

da formagao da ligac@o-mercaptideo e a liberagéo do NAD™.

FIGURA 3b- Mecanismo de reagao da cys-149 da GPDH de porco com o
p-HMB

E-NAD + p-HMB ¥ p-HMB-E-NAD < E-S-p-HMB + NAD*

| | N2

SH SH
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FIGURA 3a: INIBICAO DA GPDH DE CELULAS Hela
HIDROXIMERCURIBENZOATO
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O procedimento experimental esta descrito na legenda da Tabela lil.
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3.6. INIBICAO DA GPDH DE CELULAS Hela PELO ADP, 5'-AMP e 3'-5'AMPc

Os efeitos do ADP, 5'-AMP e do 3'-5'AMPc sobre a atividade da GPDH de
células Hel.a foram examinados devido as caracteristicas estruturais comuns ao
NAD*.

As Figuras 4a, 5a e 6a mostram os gréaficos de inibigdo da GPDH pelo ADP,
5-AMP e o 3'-5'AMPc, respectivamente, em duas concentragdes diferentes para
cada nucleotideo, segundo o método de LINEWEAVER-BURK (1934). Os valores
de Ki calculados a partir da relagdo de MASSEY (1953) foram de 2,1 mM, 1,0 mM
e 0,6 mM para o ADP, 5-AMP e 3'-5'AMPc, respectivamente. No Anexo estdo os
graficos segundo o método de HANES (HANES, 1932) para os trés nucleotideos
testados com seus respectivos Ki (Figuras 4b, S5b e 6b). A andlise desses graficos
ratifica o tipo de inibicdo e os valores de Ki determinados pelo método de
LINEWEAVER & BURK (1934). Do mesmo modo que para o ATP verificou-se que
em todos os casos a inibigéo foi do tipo competitivo em relagéo ao NAD* (NAKANO
et al, 1992). O 3'-5'’AMPc mostrou-se o mais potente inibidor da GPDH de células
HeLa, quando comparado com os outros nucleotideos testados. Este
comportamento é semelhante aos descritos para as GPDHs de levedura (YANG &
DEAL Jr., 1969a), Caiman sp (VIEIRA et al, 1983) e Anas sp (NAKANO et al,
1991).
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FIGURA 4a : INIBICAO DA GPDH DE CELULAS Hela PELO ADP
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O sistema de incubag#o continha em um volume final de 1 mL.: 6,6 ug de enzima,
tampao Tris-HCI 50 mM pH 8,2, contendo EDTA 1 mM e 2-mercaptoetanol 1 mM,
G3P 1 mM, arseniato de sédio 50 mM, quantidades variaveis de NAD* e ADP nas
concentrag¢des indicadas no gréfico.
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FIGURA 5a : INIBICAO DA GPDH DE CELULAS Hela PELO 5'AMP

1,2
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O sistema de incubagao continha em um volume final de 1 mL: 6,6 ug de enzima,
tamp#&o Tris-HCI 50 mM pH 8,2, contendo EDTA 1 mM e 2- mercaptoetanol 1 mM,
G3P 1 mM, arseniato de sodio 50 mM, quantidades variaveis de NAD* e 5-AMP

nas concentra¢des indicadas no gréfico.
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FIGURA 6a : INIBICAO DA GPDH DE CELULAS HelLa PELO 3'-5'AMPc
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O sistema de incubagéo continha em um volume final de 1 mL: 6,6 ug de enzima,
tampao Tris-HCI 50 mM pH 8,2, contendo EDTA 1 mM e 2-mercaptoetanol 1 mM,
G3P 1 mM, arseniato de sédio 50 mM, quanti-dades variaveis de NAD* e 3'-

S5AMPc nas concentragdes indicadas no grafico.
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3.7. COMPARAQAO DO EFEITO DOS NUCLEOTIDEOS (ATP, ADP, 5'-AMP, 3'-
5'AMPc, UDP, CDP E CMP) SOBRE A ATIVIDADE DA GPDH DE CELULAS
Hela

A Figura 7 mostra o efeito dos nucleotideos de adenina sobre a atividade da
GPDH de células Hel.a. Observa-se novamente que o 3'-5'AMPc foi o mais potente
inibidor. Comparando o ATP com o 3'-5'AMPc, na concentragdo de 10 mM, o
primeiro inibiu 21% enquanto que o segundo inibiu 71% da atividade da enzima.

YANG & DEAL Jr., (1969a), realizaram experimentos com GPDH de levedu-
ra e varios compostos de adenina como ATP, ADP, 5'-AMP e adenosina, e compa-
rando os valores de Ki obtidos sugeriram que a ligagdo do monofosfato, do difosfato
e do trifosfato na posigao 5' da adenosina ndo apresentava pronunciado efeito na
ligagdo no sitio do NAD*.

A Figura 8 mostra o efeito dos nucleosideos difosfato como ADP, UDP e
CDP sobre a atividade da GPDH de células HeLa. Os dados do 3'-5’AMPc, o mais
potente inibidor da enzima, foram incluidos para comparagdo. O ADP inibiu mais a
enzima quando comparado com os outros nucleotideos. Na concentragdo de 30
mM o ADP inibiu 52%, enquanto que o UDP e o CDP inibiram 27 e 28%, respecti-
vamente.

A Figura 9 mostra o efeito dos nucleosideos monofosfato (5'-AMP , 3'-
5'AMPc e CMP), sobre a atividade da enzima. Observa-se que o 5-AMP na con-
centragdo 30 mM inibiu 56% da atividade enzimética enquanto que o CMP inibiu
39%, na mesma concentragdo. O 3'-5AMPc tanto em relagdo aos nucleosideos
monofosfato como aos outros nucleotideos testados foi o que apresentou maior
efeito inibitério sobre a GPDH de células Hela.

YANG & DEAL Jr., (1969a) em estudos realizados com GPDH de levedura,
mostraram que a enzima era pouco inibida por UTP e CTP gquando comparado ao
ATP e sugeriram que existe uma pronunciada especificidade pela base adenina do
que por outras bases. Portanto, sugere-se que a GPDH de células Hela, seme-
Ihante & de levedura apresentaria especificidade por nucleotideos de adenina uma

vez que estes inibiram mais a enzima do que os nucleotideos de outras bases.
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A Tabela IV mostra o efeito de todos os nucleotideos testados na atividade
da GPDH de células Hela, e suas constantes de inibi¢g&o. De acordo com a por-
centagem de inibigao, estes nucleotideos foram divididos em 3 classes (YANG &
DEAL Jr., 1969a):

a) Classe dos inibidores fortes, que produzem mais de 50% de inibigao na con-
centragdo de 10 mM;

b) Classe dos inibidores moderados, que produzem de 21 a 50% de inibigdo na
concentragéo de 10 mM;

c) Classe dos inibidores fracos, que produzem 20% ou menos de inibigao na
concentragdo de 10 mM.

De acordo com este critério, o 3'-5' AMPc foi considerado como um inibidor
forte uma vez que produziu 71% de inibigdo. O ATP, CMP, ADP e o 5-AMP foram
considerados como inibidores moderados pois inibiram de 21 a 33% da atividade
enzimatica. O UDP e o CDP foram considerados fracos pois inibiram 20% da ativi-
dade da enzima. Em virtude da porcentagem de inibicdo do ATP, UDP e CDP se-
rem muito préximas, o ATP poderia ser considerado como um inibidor fraco ou o
UDP e o CDP considerados como inibidores moderados. Estes resultados foram

semelhantes aos descritos para a GPDH de levedura (YANG & DEAL Jr., 1969a).
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FIGURA 7: EFEITO DO ATP, ADP, 5'-AMP E 3'-5'AMPc SOBRE A ATIVIDADE DA
GPDH DE CELULAS Hela

10-

T T

0 5 10 15 20 25 30
NUCLEOTIDEO [mM]

ATP (m) ADP (+) 5-AMP(*) 3-5'AMPc (0

O sistema de incubag&o continha em um volume final de 1 mL: 6,6 ng de enzima,
tampao Tris-HC! mM pH 8,2, contendo EDTA 1 mM e 2-mercaptoetanol 1 mM, G3P
1 mM, arseniato de sédio 50 mM, NAD* 1 mM e quantidades variaveis do
nucleotideo.
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FIGURA 8 : COMPARAGAO DO EFEITO DOS NUCLEOSIDEOS DIFOSFATO
SOBRE A ATIVIDADE DA GPDH DE CELULAS Hela
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O procedimento experimental estd descrito na legenda da Figura 7. Os dados do 3'-
S5'AMPc foram incluidos para comparagao.

[
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FIGURA 9 : COMPARAGAO DO EFEITO DOS NUCLEOSIDEOS MONOFOSFATO

SOBRE A ATIVIDADE DA GPDH DE CELULAS Hela
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O procedimento experimental esta descrito na legenda da Figura 7.

3l
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TABELA IV : COMPARA(;AO' DO EFEITO DOS NUCLEOTIDEOS SOBRE A
ATIVIDADE DA GPDH DE CELULAS Hela

NUCLEQTIDEOS Ki (mM) INIBICAO %

classe dos inibidores 1 mM 10 mM 30 mM
fortes

3'-5'AMPc 0,6 36 71 78
moderados

ATP 2,652 1 21 31
CMP -—— 12 28 39
ADP 2,1 13,5 29 52
AMP 1,0 16 33 56
fracos

ubP — 8 20 27
CDP e 10 20 28

O procedimento experimental estd descrito na legenda da figura 7.

a) NAKANO et al, (1992)
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3.8. EFEITO DO NADH SOBRE A ATIVIDADE DA GPDH DE CELULAS HelLa, A
37°C,EM FUNCAO DO TEMPO

As Figuras 10a e 10b mostram o efeito do NADH sobre a atividade da
GPDH de células HelLa, a 37°C. Observa-se que a GPDH [2,5 uM] de células
HeLa é inativada na presenga de NADH, nas concentragdes de 0,05 e 0,5 mM, a
37°C. A Figura 10a mostra o efeito protetor do NAD* 0,05 mM na inativagao pelo
NADH, em concentragdo equimolar, o que nado é observado na concentragdo de
NADH 0,5 mM (Figura 10b). As Figuras mostram também o efeito protetor do 2-
mercaptoetanol 1 mM. A maior protegéo é verificada quando a enzima foi incubada
na presenga tanto do NAD* como do 2-mercaptoetanol.

A GPDH de células Hel.a apresentou cerca de 95% de inativagdo apés 6
horas de incubagdo com NADH, enquanto que as enzimas de musculo de coelho
(TUCKER & GRISOLIA, 1962), Caiman sp (VIEIRA et al, 1984) e Anas sp
(NAKANO et al, 1991) apresentaram uma inativagéo em torno de 80% nas mesmas
condigdes.

De acordo com CARR et al, (1965), o NADH modifica a conformagdo da
enzima e os grupos-SH ficam suscetiveis a oxidagdo pelo oxigénio molecular. O
mecanismo de inativagdo da GPDH pelo NADH (AMELUNXEN & GRISOLIA, 1962)
(CARR et al, 1965) pode ocorrer pelos seguintes passos:

-Troca do NAD* ligado pelo NADH;
-Exposigéo e oxidagdo dos grupos-SH com a formagéo do H,O,;
-Destruigdo da atividade da enzima.

Segundo os autores citados anteriormente, a perda de grupos -SH titulaveis
pode ser impedida se for adicionado & mistura de incubagao ditioeritritol ou cistei-
na. Em experimentos realizados em condigdes anaerébicas ou em presenga de

nitrogénio (CARR et al, 1965) a enzima n&o apresentou inativagdo.
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FIGURA 10a : EFEITO DO NADH ( 0,05 mM) SOBRE A ATIVIDADE DA
GPDH DE CELULAS Hela, A 37°C, EM FUNGAO DO TEMPO.
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CONTROLE (m) NADH 0,05 mM (X) NADH 0,05 mM + NAD* 0,05 mM (+)
NADH 0,05 mM + 2-MERCAPTOETANOL 1 mM (%)
NADH 0,05 mM + NAD* 0,05 mM + 2-MERCAPTOETANOL 1 mM (OJ)

A enzima [2,5 uM] foi incubada a 37°C em um sistema (0,3 mL) com tampao Tris-
HCI 50 mM pH 8,2 e EDTA 1 mM na presenga de NADH 0,05 mM. A atividade en-
zimética foi medida em um sistema de incubagdo com um volume final de 1 mL:
tamp&o Tris-HCI 50 mM pH 8,2 contendo EDTA 1 mM e 2-mercaptoetanol 1 mM,
G3P 1 mM, arseniato de s6dio 50 mM, NAD* 1 mM e 0,04 umol de enzima.
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FIGURA 10b : EFEITO DO NADH (0,5 mM) SOBRE A ATIVIDADE DA GPDH DE
CELULAS Hela, A 37° C, EM FUNGAO DO TEMPO
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NADH 0,5 mM + 2-MERCAPTOETANOL 1 mM (*)
NADH 0,5 mM + NAD 0,5 mM + 2-MERCAPTOETANOL 1 Mm ( O)

A enzima [2,5 uM] foi incubada a 37°C em um sistema (0,3 mL) com tampéo Tris-
HCI 50 mM pH 8,2 e EDTA 1 mM na presenga de NADH 0,5 mM. A atividade en-
zimatica foi medida como descrito na Figura 10a.
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3.9. EFEITO DO EDTA SOBRE A INATIVAGAO DA GPDH DE CELULAS Hela
PELO NADH, A 37°C

A Tabela V mostra o efeito do EDTA sobre a inativagdo da enzima pelo
NADH, a 37°C, apés 6 horas de incubag&o. Verifica-se que a GPDH [ 2,5 uM ] na
presenga de NADH 0,5 mM apresenta cerca de 95% de inativagdo tanto na pre-
seng¢a quanto na auséncia de EDTA 1 mM. Este resultado sugere que nao hé rela-
¢do entre a inativagdo por NADH e a presenga de metais pesados. Os metais pe-
sados presentes na solugdo tamp&o nao estariam envolvidos desde que séo sujei-
tos a controle, mas a possibilidade de que o NADH contivesse metais pesados nédo
poderia ser excluida. As GPDHs de musculo de coelho (TUCKER & GRISOLIA,
1962) e de Caiman sp (VIEIRA et al, 1984) também apresentaram resultados se-
melhantes pois o EDTA néo influenciou na inativagdo enzimatica induzida pelo
NADH.

De acordo com VELICK, (1958), o EDTA estabiliza a enzima durante o pro-
cesso de purificagdo e também protege a sua atividade dos efeitos de fons metali-

cos pesados.



TABELA V: EFEITO DO EDTA SOBRE A INATIVACAO DA GPDH DE CELULAS Hela PELO NADH A 37°C,
APOS 6 HORAS DE INCUBAGCAQO

% INATIVACAO ( ™)

CONTROLE | NADH 0,5 mM NADH 0,5 mM+ NAD™ 0,5 mM NADH 0,5 mM + 2-MSH* 1mM
ABC
TRATAMENTO 1 7 24 - 95 90 30
TRATAMENTO 2 - - 22 96 93 27

* 2-MSH: 2-mercaptoetanol

CONTROLE A: enzima [2,5 uM] + tampao Tris-HCI 50 mM pH 8,2 contendo EDTA 1 mM e 2-mercaptoetanol 1mM.

CONTROLE B: enzima [2,5 uM] + tampao Tris-HCI 50 mM pH 8,2 contendo EDTA 1mM.

CONTROLE C: enzima [2,5 uM] + tampao Tris-HCI 50 mM pH 8,2.

TRATAMENTO 1: A enzima [ 2,5 uM ] foi incubada em um sistema (0,3 mL) contendo tampao Tris-HCI 50 mM pH 8,2, com EDTA 1 mM

e as adigdes indicadas acima.

TRATAMENTO 2: O sistema de incubagao foi o mesmo do TRATAMENTO 1, porém o EDTA foi omitido.

(* ) A porcentagem de inativagao foi determinada em relagdo ao tempo zero de incubagao. A atividade enzimatica foi determinada

segundo DAGHER & DEAL Jr., (1977).

Sy
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3.10. EFEITO DO G3P SOBRE A ATIVIDADE DA GPDH DE CELULAS Hela, A37
-°C, EM FUNGCAO DO TEMPO

As Figuras 11a e 11b mostram o efeito do G3P sobre a atividade da GPDH
de células Hela, a 37°C. A enzima [2,5 uM] foi inativada na presenga de G3P (0,05
e 0,5 mM). Ao contrario da inativagdo pelo NADH, o NAD* nao apresentou efeito
protetor contra a inativagdo pelo G3P, porém, o 2-mercaptoetanol 1 mM mostrou
protecdo contra a inativagao pelo G3P principalmente na concentragéo 0,05 mM. A
GPDH de células HelLa mostrou-se mais labil quando incubada com o G3P em
comparagé&o com as enzimas de musculo de coelho (TUCKER & GRISOLIA,
1962), Caiman sp (VIEIRA et al, 1984) e Anas sp (NAKANO et al, 1991).

Segundo CARR et al, (1964), o mecanismo de inativagdo da GPDH pelo
G3P nZo € o mesmo gue o do NADH. Os experimentos dos autores mostraram que
a enzima era inativada pelo G3P porém né&o foi verificado perda dos grupos-SH.
Em outros experimentos (CARR et al, 1964) incubando a enzima na presenga de

G3P e NADH, mostraram que o G3P diminui a estabilidade da enzima e po-

tencializa o efeito do NADH.
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FIGURA 11a : EFEITO DO G3P (0,05 mM) SOBRE A ATIVIDADE DA GPDH DE
CELULAS Hela A 37°C, EM FUNGAO DO TEMPO
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G3P 0,05 mM + NAD 0,05 mM + 2-MERCAPTOETANOL 1 mM (0J)

A enzima [ 2,5 uM] foi incubada a 37°C em um sistema (0,3 mL) com tampao Tris-
HCI S0 mM, pH 8,2 com EDTA 1 mM em presenga de G3P 0,05 mM. A atividade
enzimatica foi medida em um sistema de incubagdo com um volume final de 1 mL:
tamp&o Tris-HCI 50 mM pH 8,2 contendo EDTA 1 mM e 2-mercaptoetanol 1 mM,
G3P 1 mM, arseniato de s6dio 50 mM, NAD* 1 mM e 0,04 umol de enzima.
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FIGURA 11b : EFEITO DO G3P (0,5 mM) SOBRE A ATIVIDADE DA GPDH DE
CELULAS Hela A 37°C, EM FUNCAO DO TEMPO.
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CONTROLE (E)} G3P 0,5mM (+) G3P 0,5 mM + NAD 0,5 mM (%)
G3P 0,5 mM + NAD 0,5 mM + 2-MERCAPTOETANOL 1 mM ([0)

A enzima {2,5 uM] foi incubada a 37°C em um sistema (0,3 mL) com tampé&o Tris-
HCI 50 mM, pH 8,2 com EDTA 1 mM em presenga de G3P 0,5 mM. A atividade
enzimatica foi medida como descrito na Figura 11a.
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4. DISCUSSAO FINAL

Em virtude dos poucos relatos na literatura sobre estudos cinéticos de
GPDH de fonte tumoral e considerando a importancia desta enzima no metabo-
lismo de carboidratos, foram realizadas no presente trabalho algumas anélises ci-
néticas sobre a enzima de células Hela. Os resultados dessas analises foram
comparados com os das outras GPDHs relatadas na literatura.

Para verificar a importancia dos grupes-SH na atividade da GPDH de células
HelLa foram realizados estudos cinéticos utilizando agentes redutores, ions
metalicos divalentes e inibidores de grupos-SH. A presenga de grupos-SH na ativi-
dade da GPDH foi primeiramente descrito por RAPKINE, (1938), que mostrou a
sensibilidade da enzima pela inibigao por iodoacetato e metais pesados.

CORI et ai, (1948), relataram que a enzima de musculo de coelho era ati-
vada por cisteina. KREBS et al, (1953), mostraram que a GPDH de levedura
apresentava atividade méxima somente em presenga de agente redutor, o que
também foi observado para a GPDH de células Hel a.

SEGAL & BOYER em 1953, estabeleceram a importancia dos grupos-SH
na atividade da GPDH, demonstrando a formagao do intermediario acil-enzima na
catalise. Os experimentos foram realizados incubando a enzima com iodoacetato na
presenga e auséncia do substrato (G3P). Foi verificado que o G3P protegia a
enzima contra a inibigao pelo iodoacetato e concluiram que a combinagéo do grupo
aldeido do G3P com o grupo-SH da enzima formava o acil-enzima.

Comparando os resultados obtidos com a enzima de células Hela e as ou-
tras GPDHs observa-se um comportamento semelhante frente aos agentes redu-
tores, aos fons metalicos divalentes e aos inibidores de grupos-SH. Devido ao fato
da GPDH manter sua estrutura priméaria, principalmente os aminoécidos do sitio
catalitico em especial a cys-149, nos estudos cinéticos que envolveram este ami-
noécido esperava-se que mesmo a enzima originada de uma fonte que regrediu

para um estado indiferenciado apresentaria um comportamento semelhante a de
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outras enzimas. A manuteng&o da estrutura da GPDH possivelmente esta relacio-
nada com sua grande importancia no metabolismo de carboidratos.

No presente trabalho foi verificada a inibicdo da GPDH de células Hel.a por
nucleotideos como ATP, ADP, 5'AMP, 3'-5'AMPc, UDP, CDP e CMP. O significado
fisiolégico da inibicdo causada pelos nucleotideos & tema controverso. Muitos auto-
res (YANG & DEAL Jr, 1969a) (HARRIS & WATERS, 1976) (VIEIRA et al, 1984)
{(NAKANO et al, 1991) mostraram que o ADP, S'AMP e o 3'-5'AMPc¢ s&o inibidores
da GPDH in vitro, porém com pequena significancia fisiolégica ja que os niveis
celulares destes nucleotideos ndo sdo suficientes para causar inibigdes. Somente o
ATP apresentaria concentragdes altas suficientes para causar alguma inibigédo
(YANG & DEAL Jr, 1969a) (HARRIS & WATERS, 1976). As concentragdes fisio-
légicas de ATP variam de 1 a 8 mM dependendo da fonte (YANG & DEAL Jr,
1969a).

FRANCIS et al, (1971) elucidaram o mecanismo de inibigdo dos nucleoti-
deos de adenina examinando o efeito dos mesmos em cada passo da catélise da
enzima, e também nas atividades de esterase e fosfatase da GPDH. Os autores
demonstraram que o ATP e o ADP nado somente competiam com o sitic de ligagéo
do NAD* , mas também bloqueavam a formagéo dos intermediarios enzima-subs-
trato e a fosforilagéo do complexo acil-enzima.

Segundo STANCEL & DEAL Jr., (1969), a inibicdo pelo ATP é tempo de-
pendente e causa a dissociag&o da enzima em mondmeros. Os autores sugerem
que a repulsao eletrostatica entre as cargas negativas do fosfato e os grupos car-
regados negativamente do centro ativo da enzima causam as mudangas confor-
macionais que ocasionam a dissociagéo de enzima.

YANG & DEAL Jr., (1969b), mostraram que quando a GPDH de levedura era
incubada com ATP, aumentava a sua suscetibilidade por enzimas proteoliticas.
Tanto a dissociagdo como a suscetibilidade causadas pelo ATP s&o processos
inibidos por NAD (STANCEL & DEAL Jr., 1968), o que sugere o papel deste coen-

zima no aumento da velocidade da sintese da enzima (DEAL Jr., 1969).



De acordo com OGUCHI et al, (1973), a inibigdo causada pelo ATP & ex-
tremamente dependente de pH. Foram feitos experimentos em concentragdes fisio-
l6gicas de ATP, NAD* e ortofosfato; e a reagdo da desidrogenase foi inibida 87%
empH 6,8 ,67% em pH 7,4 e somente 20% em pH 8,1.

YANG & DEAL Jr., (1969a), demonstraram que a GPDH de levedura era
inibida por varios nucleotideos e os resultados levaram & elucidac&o de algumas
caracteristicas principais no mecanismo de ligagdo do coenzima NAD*. Segundo
os autores, as duas metades da nicotinamida-adenina tem fungdes separadas, a
metade nucleotideo-adenina estd principalmente envolvida na ligagdo engquanto
que a metade nucleotideo-nicotinamida estaria envolvida na catélise. O grupo 6-
amino da metade nucleotideo-adenina e o grupo hidroxila-2' da ribose sdo essen-
ciais para a ligagdo. A importancia do anel adenina na ligagdo do NAD™* foi de-
monstrada para outras desidrogenases, como a élcool desidrogenase de levedura
(HOCH et al, 1960; ANDERSON et al, 1965) e de figado (THEORELL &
YONETANI, 1964).

A GPDH de células Hel.a, semelhante as outras enzimas descritas na litera-
tura foi inativada por NADH e G3P, a 37° C. Nos experimentos foram utilizadas as
concentragdes fisiolégicas de NADH [0,1 a 0,56 mM] encontradas em musculo (
GLOCK & McLEAN, 1955 ). Segundo TUCKER & GRISOLIA, (1962) o aumento da
instabilidade das enzimas na presenga dos substratos ou coenzimas em condigdes
in vitro poderia ter significado fisiol6gico. Porém deve-se considerar que a dindmica
do metabolismo da célula tumoral difere das células normais principalmente na via
glicolitica. Uma das caracteristicas importantes das células tumorais, como as
células Hela, é o aumento da capacidade glicolitica e o aumento na formagéo de
lactato pela glucose na presenga de oxigénio (EIGENBRODT & GLOSSMANN,
1980). O NADH citossélico formado é removido pela lactato desidrogenase presen-
te em alta atividade (OLIVEIRA, 1986), pela langadeira de equivalentes redutores
no citossol para a mitocéndria, malato-aspartato (BASTOS et al, 1990) e pelo sis-
tema redox transmembrana plasmatica (NAVAS et al, 1986; OLIVEIRA et al, 1989).

Tais atividades juntas poderiam aumentar a razdo NAD* /NADH do citossol, tor-



nando sem significado jn vivo a inativagdo pelo NADH observada in vitro, na
GPDH.

O controle do nivel e da atividade da GPDH s&o questdes relevantes que
podem ser analisadas. A GPDH esté presente em abundéancia em muitos tecidos
como musculo de coelho ( CORI et al, 1948) constituindo 10% da proteina soltvel
e em levedura (KREBS et al, 1953) constituindo 20% do total de proteina soluvel.
Entretanto foi demonstrado por COR!I et al, em 1948 que em pHs baixos encontra-
dos nas células musculares, a atividade catalitica da GPDH parece ser somente
uma fragdo da sua atividade méaxima em pHs alcalinos. Isto poderia explicar a
abundancia desta enzima no musculo ( YANG & DEAL Jr., 1969a). Outros autores
(GERSON et al, 1982; BRAVO & MAC DONALD-BRAVO, 1986) relataram que no
inicio dos eventos mitéticos ocorre alcalinizagéo do citoplasma que é seguido por
um estimulo da via glicolitica (ROSENGURT, 1980), e essas mudangas de pH po-
deriam alterar a atividade da GPDH.

Informagdes recentes encontradas na literatura, mostram que os grupos-SH
da GPDH, essenciais para a atividade enzimética, estdo também envolvidos na re-
gulagdo desta atividade. STAMLER e colaboradores mostraram que a S-nitrosila-
¢&o de grupos tidis livres pode modular a atividade de certas enzimas (STAMLER
et al, 1992) (STAMLER et al, 1992) (STAMLER et al, 1992). Outros autores
(MOLINA Y VEDIA et al, 1992) sugeriram que uma nova e importante ag&o do 6xido
nitrico (NO), in vivo, seria a S-nitrosilagdo da GPDH, a qual produziria a inibigéo da
sua atividade enzimatica. O nitresil tem também sido implicado na inibigdo de
outras enzimas SH-dependente (DEMASTER et al, 1984).

Os resultados dos estudos cinéticos realizados neste trabalho mostraram

que a GPDH de células Hela apresentou comportamento semelhante &s outras

GPDHs estudadas.
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5. CONCLUSOES

5.1. Com relagdo aos estudos cinéticos que envolvem grupos-SH da enzima p6de-
se concluir que a GPDH de células Hela, semelhante as outras ja estudadas, €
uma enzima SH-dependente em virtude de

a) apresentar ativagdo maxima somente em presenga de 2-mercap-toetanol ou di-
tioeritritol [1 mM];

b) ser totalmente inibida por ions metalicos divalentes HgCl, , CuCl, e CdCl[1 e
2 mMj;

c¢) apresentar inibigao total na presenga de p-CMB e p-HMB [0,01 mM],

d) e apresentar cerca de 80% de inibigdo frente a outros inibidores de grupos-SH

(iodoacetamida, N-etilmaleimida e 2-cloro 4-aminobenzoato) [0,1 mM].

5.2. Os nucleotideos ADP, 5'-AMP e 3'-5'AMPc inibem competitivamente a enzima
em relag@o ao NAD* e os valores de Ki encontrados para estes nucleotideos foram

21,10 e 0,6 mM, respectivamente.

5.3. Comparando o efeito dos nucleotideos testados (ATP ADP, 5'-AMP, 3'-5'AMPc,
UDP, CDP e CMP) sobre a atividade da GPDH de células Hel a, pode-se concluir:
a) que o 3'-5'AMPc é o mais potente inibidor da enzima, in vitro ;

b) que a GPDH apresenta uma pronunciada especificidade por bases adenina, ja

gue estas inibiram mais a enzima do que os nucleotideos de outras bases.

5.4. A GPDH de células Hela [2,5 uM] foi inativada quando incubada com NADH
ou G3P (0,05 e 0,5 mM), a 37°C, em condigdes aerébicas. O 2-mercaptoetanol (1

mM) protegeu a enzima contra a inativagao pelo NADH e pelo G3P.

5.5. O EDTA nao afeta a estabilidade da enzima em relagdo & inativagao pelo
NADH, mostrando que nao ha relagdo entre a inativagéo pelo NADH e a presenga

de metais pesados.
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5.6. Em relag&o aos estudos cinéticos realizados, a GPDH de células Hela (fonte
tumoral) apresentou um comportamento semelhante ao das outras GPDHs de

fonte normais ja estudadas.
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6. ANEXO
FIGURA 4b : INIBICAO DA GPDH DE CELULAS Hel.a PELO ADP
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O procedimento experimental estd descrito na legenda da Figura 4a.
O valor da constante de inibigdo (Ki) calculado a partir da relagdo de MASSEY
(1953) é de 2,1 mM.
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FIGIRA 5b : INIBICAO DA GPDH DE CELULAS Hela PELO 5'-AMP
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O procedimento experimental esté descrito na legenda da Figura 5a.
O valor da constante de inibigao calculado a partir da relagéo de MASSEY (1953) ¢

de 0,9 mM.
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FIGURA 6b : INIBICAO DA GPDH DE CELULAS Hela PELO 3'-5AMPc
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O procedimento experimental esta descrito na legenda da Figura 6a.
O valor da constante de inibigdo (Ki) calculado a partir da relagdo de MASSEY
(1953) é de 0,6 mM.
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