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RESUMO

A gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase ( EC 1.2.
1.12 ) de musculo de Anas sp (pato) foi purificada pelo
método de Cori et al (15), com algumas modificagOes.A enzima
foi demonstrada ser pura por eletroforese em gel de polia -
crilamida na presenca e ausencia de SDS e por eletroforese
de zona em fitas de poliacetato de celulose. O peso molecu
lar foi estimado em 140.000 para a enzima nativa e 36.000
para os monomeros. O pH otimo encontrado foi de 8,2. Os va-
lores de Km foram determinados para o gliceraldeido-3-fosfa
to e para o NAD sendo em torno de 240 uM e 80 uM, respecti-
vamente. Foi demonstrado que o NADH € um inibidor competiti

vo em relacdo ao NAD, sendo o Ki del7 uM. A adicao de metais
3

++

[ 2.10°°M 1 como Mg++, Mn e Ca++ nao alteraram significa-

tivamente a atividade de GPDH, enquanto Hg++, Cu++ e Zn++
inibiram totalmente a enzima. A titulagao de grupos-SH com
Nbs2 indicou 12,7 grupos -SH por mol de enzima mas apenas 4
sao essencialmente\reaiivos por tetramero de enzima. Dos
reagentes sulfidrilas testados, o p-hidroxi-mercuribenzoa-
to e o p-cloromercuribenzoato demonstraram ser potentes ini
bidores, mas a inibicao foi totalmente revertida com a adi-
cao subsequente de excesso de 2-mercaptoetanol . A validade

dos dados cinéticos foi analisada através de programas em

linguagem BASIC.

xX1i



INTRODUGAO

A gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (D-glice-
raldefdo-3-fosfato: NAD oxidoredutase, E.C.1.2.1.12) €& uma
das enzimas chaves da - via glicolitica e desempe -
nha um papel essencial no metabolismo de carboidratos. Seu
papel € a fosforilagao oxidativa do gliceraldeido—S-fosfa—-
to em 1-3-difosfoglicerato (Fig. A).

A sequéncia de aminoacidos da GPDH ja foi determi

nada para algumas especies como B. stearothermophilus (55),

Thermus aquaticus (34), levedura (36), musculo de lagosta

(18) ,e misculo de porco (32)-. Atraves destes estudos conclu
iu-se que a GPDH, de modo geral, € uma proteina composta
de quatro subunidades. Cada mondmero compreende 330 residu
os de aminoacidos correspondendo a um peso molecular de
36..000, sendo a cisteina-149 sempre envolvida diretamente
na atividade catalitica. Estudos cristalograficos (11, 44])
tém demonstrado que a estrutura da subunidade consiste de
dois dominios. O primeiro dominio compreende os residuosde
1 a 149 e & sobretudo o dominio de ligagao do coenzima. O
segundo, envolve os residuos de 149 a 334, e correspondeao
dominio catalitico, que prové residuos para catalise, espe
cificidade e cooperatividade entre as subunidades. .Segundo
Olsen et al (44) a sequencia de aminoacidos da GPDH e
mais altamente conservada na regido do dominio catalitico.
Dados de difracdo de raios-x mostram que OS Cris
tais da holoenzima exibem uma cor amarela caracteristica,

sio ortorrdmbicos (P 222) com o tetramero como unidade as-



EHO C-S-E
HCOH HCOH +
- = + NAD" + E-SH — I -+ NADH+H
CH20PO3 D CHp0PO3
P
C-S-E
) H¢OH + E-SH
CHp0PO3
+ E-SH
Fig. A - Esquema da reacdo da gliceraldeido-3-fosfato

desidrogenase. (53)



3.
simétrica. Assumindo que as quatro subunidades sao
quimicamqnte equivalentes, mas cristalograficamente dife -
rentes e com a ajuda da sequéncia de aminoacidos, pode- se
fazer um mapa esquematico da GPDH (Fig. B).

Para definir a estrutura da GPDH tem sido wusado
um sistema de coordenadas de eixos P, Q e R similar ao uti
lizado para desidrogenase latica (1), (Fig. C).0 traco mais
marcante na estrutura € que embora exibindo aparente sime-
tria 222, o tetramero consiste funcionalmente de um dimero
de dimero relacionados através do eixo Q. A regiao de mai-
or interagéoientre as subunidades € atraves do eixo P. Os
contatos relacionados ao eixo Q sao relativamente poucos e
nio tao conservados, enquanto os contatos relativos ao ei-
x0 R s3o mais numerosos e mais conservados (%11).

A GPDH & a unica das desidrogenases na qual a pre
paragao cristalina originaria de misculo possui NAD® fir-
memente ligado. H3a aproximadamente 3 a 4 moles de NAD® 1i-
gados por mol de enzima. Para a enzima de musculo, foi mos
trado que a afinidade pelo NAD® decresce com o aumento do
niimero de moléculas ligadas,apresentando o que se chama
cooperatividade negativa (9, 14). Em contraste, a enzima de
levedura exibe cooperatividade positiva e € cristalizada
como apoenzima (37,38).

0 sitio ativo da GPDH envolve o residuo de cistel
na-149 o qual em presenca de NAD® e de G3P forma um inter-
mediario tio-éster acil-enzima (Fig. A). A GPDH € especifi
ca para o NAD; este coenzima nio pode ser substituido pelo

NADP que & incapaz de se ligar a enzima. Alguns analogos
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Fig. B - Mapa esquematico de uma subunidade da GPDH (55).



Figo C -

Diagrama da associagdo das subunidades na GPDH.

(11)



sintéticos do NAD como a tionicotinamida adenina dinucleo-
tideo, sio reduzidos pela enzima mas n3o de forma tao efeti
va como 6 NAD. Segundo Duggleby & Dennis (21) os substratos
fisiologicos da GPDH (G3P, NAD, fosfato inorgdnico), exer .-
cem algum grau de inibigdo assim como os produtos da reagao
DPGA e principalmente o NADH.

Para explicar a acao da GPDH tem sido proposto o
mecanismo do tipo ping-pong, inicialmente sugerido por Se-
gal § Boyer (48). Este mecanismo, esquematizado na Fig. D ,
foi revisto e confirmado por outros autores como Harrigan e
Trentham (SOje Duggleby -§ Dennis (21). Recente trabalho de
Cardon § Boyer (13) di apoio a uma proposta que & compati -
vel com o modelo que sugere a alternancia de sitios catali-
ticos como esquematizado na Fig. E.

Geralmente, o isolamento da GPDH tem como etapa de
terminante o fracionamento com sulfato de amonio (15,17,25
33,47), ja que o NAD ligado & enzima & altamente solivel em
elevadas concentracoes desse sal. Extracao por cromatogra -
fia de afinidade em NAD imobilizado foi utilizada para GPDH
de bactérias com bastante €xito (31).

Nestes Gltimos anos, estudos comparativos tém sido
feitos isolando-se a GPDH de varios tecidos de numerosas
espécies. Devido ao fato dela conservar sua composigao e
sequéncia de aminoicidos por um longo periodo evolucionario
esta enzima pode ser um otimo instrumento para investiga -
cBes filogendticas e fisioldgicas. As relacbes filogenéti -
cas entre os seres vivos, interpretados somente a luz de
métodos convencionais, tais como, analise morfoldgica de

esp8cies vivas e fosseis, podem estar sujeitas a erros. Co
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Fig. D - Mecanismo catalitico da GPDH esquematizado em

forma ciclica (21).
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Fig. E -

sidrogenase com cooperatividade catalitica

E -SH-

.NADY

0 v . -
Lib NADH
R&S— E —sH ‘1 eracao do NA
e limitante da ve-
NADH. .NAD' locidade.
NADHZ/://RCHO
0 : OH
I v ]
RC-S- E -S-CHR
+
+NAD
Q A OH  Troca rapida de con
RC-S- E -S-CHR ~ -
formacao.
+
-NAD
+
Pi, NAD :>
RC-OPO
\ OH
HS- E -S-CHR ]
NAD' ~ -NAD'

as subunidades (13).

Esquema de catalise da gliceraldeido-3-fosfato de-

entre
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mo alternativa de estudos destas relagdes filogenéticas, a
anialise estrutural de proteinas, de evolugao lenta ou deevo
lucao rapida,fornece valiosos subsidios para novas interpre
tagoes e estabelecimento de novas linhas filogenéticas (29).

A gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase ja foi iso
lada e estudada em aves. Alisson § Kaplan (2) isolaram a
GPDH de misculo de faisdo, peru e galinha e realizaram estu
dos sobre constantes de sedimentacgdao, composigdo de aminoa-
cidos, reatividade dos grupos sulfidrilas e reatividade com
os analogos do coenzima NAD'. Todos os parametros estudados
mostraram ser semelhantes para as trés aves. Petell et al
(45) relataram um processo de separacao de sete principais
enzimas da via glicolitica, incluindo a GPDH, que podem ser
simultaneamente extraidas de uma mesma amostra de miusculo
esquelético de galinha. As enzimas foram julgadas puras atra
ves. da analise de eletroforese em gel de poliacrilamida em
presenca de SDS.

Estudos cineticos referentes a GPDH de aves foram

encontrados na literatura. Visando ampliar o estudo da GPDH
em aves nosso trabalho se propos, a purificacao da enzima
de Anas sp (pato) e ao estudo de algumas de suas proprieda-
des fisico-quimicas. Tendo por objeto um melhor-ajuste dos
dados.cinéticos foi elaborada também, uma anialise estatisti

ca dos resultados.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1, MATERIAIS

G3P, NAD, NADH, Nbsz, acrilamida, hemoglobina'' cross-
linked", catalase, aldolase, citocromo c e soro de albumina
bovina foram obtidos da Sigma Chemical Co. DEAE- Sephadex
A-50, Sephadex G-150 eram produtos da Pharmacia Fine Chemi-
cals e as fitas de poliacetato de celulose da Chemetron.

Todos os outros produtos utilizados foram de grau ana-

1itico.

2.2, METODOS
2.2.1, DETERMINACAO DA PROTEINA

A proteina foi determinada pelo método de Warburg &
Christian (56) e também segundo Lowry et al (41), usando so

ro .albumina como padrao.

2.2.2. ATIVIDADE ENZIMATICA

A atividade da gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
foi medida espectrofotometricamente a 25°C segundo o método
de Dagher § Deal (17) com algumas modificacoes. A mistura
de ensaio em um volume final de 1 ml continha: tampao Tris-
HC1 0,05 M, pH 8,2,EDTA 1 mM, 2-mercaptoetanol 1 mM, NAD
1,5 mM, gliceraldeido-S—fosfato 1,5 mM, arseniato de sodio
30 mM e 0,1 a 0,5 ug de proteina. A reagao era iniciada pe-
la adicdo de D-gliceraldeido-3-fosfato devido a sua instabi

lidade em solucoes aquosas (17,52).
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As velocidades de redugio do NAD foram determina-
das na velocidade inicial em intervalos de 10 a 30 segun -
dos a 340 nm.

Durante o processo de purificacgdo foi utilizado o
espectrofotometro Beckman DB. As propriedades fisicas e
cinéticas da enzima foram determinadas no espectrofotdometro
Perkin-Elmer digital X 1 (u.v.-visivel) com sensibilidade

de resposta de um segundo.

2,2.3. UNIDADE DE ENZIMA

Uma unidade de enzima foi definida como a quantida-
de de enzima que catalisa a redugao de 1 uymol de NAD por
minuto nas condicoes de ensaio, a 25°C.

A atividade especifica foi expressa como unidades

de enzima por miligrama de proteina.

2.2.4. PRBPARACKO B ENSAIO DO GLICERALDEIDO-3-FOSFATO

A solucdo de DL-gliceraldeido-3-fosfato foi prepara
da a partir do DL-gliceraldeido-3-fosfato dietilacetal sal
de bario. O.sal era dissolvido com vigorosa agitacdo em a-
gua deionisada contendo uma suspensao de Dowex 50 W X 4,re
sina catidnica (15 g resina/ g de sal, forma H+). A solu -
cdo era aquecida em banho fervente por 3 minutos, resfria-
da em banho de gelo e filtrada através de Millipore para a se

paracdo da resina. A concentracdo do gliceraldeido-3-fosfato era de -
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terminada enzimaticamente em presenca de excesso de NAD, .arseniato de
sodio e GPDH, de acordo com o método de Dagher § Deal (17).
A concentragio de G3P era expressa em funcao do isomero ati
vo calculada pela seguinte equagao:

D.O. . volume sistema
G3P mM = 340 nm

6,22 . volume amostra
Na hora do uso o pH era acertado para 7.0 com uma so

lucao de KOH 15%.

2.2.5. DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DO NAD E DO NADH

A determinacao do NAD era feita espectrofotometrica-
mente a 260 nm, usando-se o coeficiente de extingao molar
17.600 ML cn™l. Uma aliquota de NAD era diluida em tampao
Tris-HC1 0,05 M, pH 8,2 e a operacgao repetida pelo menos du

as vezes.

. volume sistema
D.O. 260 nm

NAD mM =

17,6 . volume amostra

A concentracao de NADH foi determinada espectrofoto
metricamente da mesma maneira que para o NAD, usando-se o

coeficiente de extincao molar 6.220 M_1 cm“1 (35).

2.2.6. PROCESSO DE PURIFICACAO

A GPDH de Anas sp foi purificada segundo o método

de Cori et al (15) com algumas modificagoes. Todas as ope
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ra¢oes foram efetuadas entre 0-4°C. 0 fracionamento com sul-
fato de amdnio foi feito com adicOes vagarosas do sal soli -
do sob agitagdao suave. Em todas as etapas houve controle do
pH e aliquotas foram retiradas para testes enzimaticos e do

g
sagem de proteinas.

2.2.6.1. EXTRAGKO

A ave foi morta por decapitacao, rapidamente depe-
nada e seu miusculo picado e separado de nervos e gorduras. O
miusculo foi passado por um moedor de carne elétrico e a pro
tefna foi extrafda adicionando-se ao misculo moido (450 ml)o
dobro do volume de KOH (900 ml) 0,03 N, contendo 2-mercaptoe
tanol 1 mM. A mistura permaneceu em repouso por 20 minutos e

em seguida foi filtrada atraves de gaze.

2.2.6.2. FRACIONAMENTO COM SULFATO DE AMONIO

Ao Filtrado (750 ml) foi adicionado lentamente sul
fato de amdnio solido de modo a ser obtida uma saturagao de
aproximadamente 52%. A mistura permaneceu em repouso durante
30 minutos e o precipitado foi removido por centrifugacao a
7.800 g durante 30 minutos. Ao sobrenadante (740 ml) resul -
tante foi adicionado sulfato de amonio solido, visando -uma
saturacdo de 72%. A mistura foi centrifugada a 7.800 g duran
te 30 minutos e o precipitado desprezado por conter baixa a-
tividade especifica. O pH da fracdao sobrenadante (765 ml)foi
ajustado para 8,4 com NH4OH e deixado em repouso na camara
fria por aproximadamente 70 horas, na tentativa de cristali-

zagao da enzima. Nao tendo sido obtido os cristais e, sim,um
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precipitado amorfo, a solugdo foi centrifugada a 7.800 g du
rante 30 minutos. A solugdao sobrenadante foi desprezada e o
precipitado foi suspenso em EDTA 5 mM, pH 7,6 e colocado pa
ra dialisar contra uma solucdo saturada de sulfato de amd -
nio pH 8,4, contendo 2-mercaptoetanol 1 mM, com o objetivo

de concentrar o material proteéico para etapa seguinte de pu

- - L
rificagao.

2.2.6.3. CROMATOGRAFIA EM DEAE-SEPHADEX A-50

A solucao de enzima da etapa anterior (50 ml) foi
dialisada contra 500 volumes de tampao Tris-HC1 0,05 pH 8,0,
contendo EDTA 1 mM e 2-mercaptoetanol 1 mM por 24 h e cuida-
dosamente colocada numa coluna de DEAE-Sephadex A-50 (2,1 x
38 cm) equilibrada com tampdo Tris-HCl1 0,05 M, pH 8,0, con -
tendo EDTA 1 mM e 2-mercaotoetanol 1 mM, sendo a enzima eluil
da com o mesmo tampao. O fluxo da coluna era de 0,3 ml/min e
fracdes de 3 ml foram coletadas. A absorbancia foi medida a
280 € 260 nm. A enzima nao foi retida nesta coluna (49) e

saiu imediatamente apos o volume morto (39 ml).

2.2.6.4. MANUTENCAO DA ENZIMA

As fracdes de maior atividade especifica (26 ml) fo-
ram reunidas e dialisadas contra uma solucdo de sulfato de amo-
nio saturada, pH 8,4 contendo EDTA 1 mM e 2-mercaptoeta -

nol 1 mM. A solucao de GPDH foi entao, mantida a 4°Cc  sem
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perda sensivel de atividade por varios meses. Mensalmente, O
pH da solugdo enzimdtica era verificado e eram acrescentadas
quantidades de 2-mercaptoetanol (1mM) e, de NAD (1mM) (3) para
a protegdao da atividade da enzima.

A cada experimento a enzima era dialisada contra
tampao Tris HC1 0,05 M, pH 8,2, contendo EDTA 1 mM e 2-mer-=
captoetanol 1 mM num volume de 1:500, sendo a concentragao
de proteina determinada espectrofotométricamente a 280 nm u-

sando coeficiente de extingdo igual a 1,0 ml mg_1 em” ! (47).

2.2.7. ELBTROFORESB DE ZONA EM FITAS DE POLIACETATO DE CE-
LULOSE

A eletroforese de zona em fitas de poliacetato de
celulose foi efetuada em tampao acetato de amonio 0,025 M,
pH 5,8. As fitas foram mergulhadas no tampao antes da apli
caééo da proteina (15-50 ug) sendo o ponto de aplicacao da
amostra equidistante dos eletrodos. A eletroforese foi cor-
rida a 250 V, 2,5 mA por fita, durante 5 horas a 4°C. A ban-
da de proteina foi fixada com dcido tricloroacético 10% e
corada com azul de comassie brilhante R (6,25 mg do corante
+ 228 ml de metanol 50% v/v + 23 ml de acido acético glaci -
al). A mistura descolorante continha metanol, agua e acido

acético (9,5:9,5: 1).

2.2.8. ELETROFORESE EM GEL DE POLTACRILAMIDA EM PRESENCA DE
SDS

0 peso molecular das subunidades assim como a homoge
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neidade da enzima foram Verificados atraves de eletroforese
em gel de poliacrilamida em SDS(58). Os g€is a 10% em polia
crilamida, contendo 0,1% de SDS foram polimerizados eh ci -
lindros de vidro (0,6 x 9,5 cm). Para a calibragao do gel
foi utilizada a "hemoglobina cross-linked" como proteina
marcadora, considerando pesos moleculares aproximados de
16.000, 32.000, 48.000 e 64.000, correspondendo respectiva-
mente ao monomero, dimero, trimero e tetramero, de acordo
com o boletim técnico n® MWS-877 da Sigma Chemical Co. A
quantidade de GPDH utilizada variou de 10-a 40 ug.As bandas
de protéinaé foram localizadas imergindo o gel por aproxima
damente 3 horas numa solucao contendo 227 ml de azul de co-
massie brilhante R. A descoloragao foi feita numa solugao
de 25 ml de metanol, 37,5 ml de acido acético glacial para

500 ml1 de agua destilada.

2.2.9. ELETROFORESE DE DISCO EM GEL DE POLIACRILAMIDA

A eletroforese da GPDH nativa de musculo de pato
foi efetuada pelo método de Kuchler (39) com algumas modifi
cacoes, apbs inimeras tentativas infrutiferas de utiliza -
cio de métodos mais conhecidos (19,26,39).0s géis foram po-
limerizados em cilindros de vidro (0,6 x 9,5 cm). O gel se-
parador era 2,5% em acrilamida (pH 5,9), enquanto o gel de
corrida continha 6% de acrilamida. A riboflavina a 4% foi
utilizada como catalisador na polimerizacao de ambos os
géis. A eletroforese foi efetuada em tampao acido acético-

KOH 0,03 N, pH 4,3 com o qual tambem fora preparado o gel
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de corrida. A quantidade de p;oteina aplicada variou de 20
a 100 ug. A separacao foi feita usando uma corrente de 2 mA
por tubo durante 4 horas em média. A proteina foi corada
com azul de comassie brilhante G (8), sendo os géis manti-
dos nesta solucdo durante 48 horas e entao conservados em
HZO destilada.

2.2.10. CROMATOGRAFIA EM GEL SEPHADEX G- 150

0 gel Sephadex G- 150 fing foi preparado de acordo
com AndreWS>(5) e Curling (16) e foi utilizado com o objeti
vo de estimar o peso molecular da GPDH nativa., Uma coluna
de 2,2 x 68 cm com um fluxo de 0,36 ml/min foi empacotada a
10°C em camara fria onde também ocorreu o experimento, com
uma pressao de operacdao de 10 cm em agua. A coluna foi equi
librada e eluida com tampao Tris-HC1 0,05 M, pH 8,0 ,conten
do EDTA 1 mM e 2-mercaptoetanol 1 mM. As proteinas usadas
como padrao foram identificadas ou atravées da absorbancia
ou através de ensaios enzimiaticos. As proteinas foram dilui
das em 2 ml no tampao de eluigao. A amostra era constituida
de azul de dextrana 2.000 (P.M. 2. 107%. A max 625 nm) cata
lase (P.M. 240.000, A max 405 nm), aldolase (P.M. 158.000 ,
ensaio enzimatico (50), A max 340 nm),albumina (P.M. 67.000
2 max 280 nm) e a gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase en-
saio enzimatico, como descrito em Materiais e Métodos. Fra-
coes de 3 ml foram separadas usando o coletor automatico
LKB 7000. O volume morto da coluna foi de 85 ml. 0

peso molecular da GPDH de Anas sp foi calculado de
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acordo com o método de Andrews (5).

2.2.11. DOSAGEM DOS GRUPOS -SH

A titulacdo dos grupos -SH foi feita segundo o me-
todo de Ellman (23). O Nbs2 reage especificamente com 0s
tiois a pH 8,0 dando um mol de tionitrobenzoato (TNB") por

mol de tiol, segundo a reacao

CO0O™
| NO2 coo”
s -
-G — NOs + S
S coo”
NOs TNB
Nbs2

0 Nbs2 absorve a 330 nm e o produto, o TNB , colo-

rido, apresenta um maximo de absorgao a 412 nm.

2.2.11.1. DOSAGEM DOS GRUPOS -SH''RAPIDOS"

Para a dosagem de grupos -SH''rapidos’, a enzima
foi dialisada contra tampao Tris- HC1 0,05 M, pH 8,2, EDTA
1 mM, em auséncia de 2-mercaptoetanol por aproximadamente 16 horas.

O sistema de incubacao (1 ml) era constituido
de enzima (5,2 uM), em presencga de Nbs2 0,6 mM e tampao Tris

HC1 0,05 M, pH 8,2. A reacao foi completada em menos de um
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minuto. Para o calculo dos grupos -SH foi utilizado o coefi

ciente de extingdo de 13.600 ML oen! para o TNB , a 412 nn.

2.2.11.2 DOSAGEM DOS GRUPOS -SH''TOTAIS"

O sistema de incubacdo (1 ml) para a determinacao
dos grupos -SH totais da GPDH era constituido de enzima(Z,1
uM), uréia 8M, tampao Tris-HC1l 0,05 M, pH 8,2. Essa mistura
foi incubada por um minuto, a temperatura ambiente. A rea -
cao foi iniciada pela adigao de Nbs, 0,6 mM e a titulagdo
foi feita como na etapa 2.2.11.1. A absorbancia foi lida a-

pos cinco minutos.
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3. RESULTADOS

3.1, PURIFICACAO DA GLICERALDEIDO-3-FOSFATO DESIDROGENASE

A GPDH de Anas sp foi purificada segundo o método de
Cori et al (15) seguida apenas de uma cromatografia em DEAE
Sephadex A-50. Os resultados de uma purificagao tipica es-
tio resumidos na Tabela I. Foram obtidos 190 mg de enzima
pura com alta atividade especifica (203 U/mg). Embora a en
zima nao tenha sido cristalizada ela pode ser considerada

homogénea por eletroforese em gel de poliacrilamida.
3.2. ESTABILIDADE DA ENZIMA

A enzima purificada pelo método descrito demonstrou
ser muito estavel em solucdo saturada de sulfato de amonio,
pH 8,4, contendo EDTA 1.mM e 2-mercaptoetanol 1 mM a tempe
ratura de 4°C. Apos 9 meses de sua purificacao a GPDH de
musculo de Anas sp ainda apresentava 90% da atividade ini-

cial.
3.3. CRITERIOS DE PUREZA

Na eletroforese de zona em fitas de poliacetato de
celulose em pH 5,8, a revelacao registrou uma ﬁnica banda,
4,1 cm distante da origem em direcao ao catodo, demonstran
do ser a GPDH de misculo de pato uma enzima basica.

A pureza e a homogeneidade da enzima foi também veri
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ficada por eletroforese em gel de poliacrilamida na ausencia
de SDS em pH 4,3 (Fig. 1) e na presenga de SDS (Fig. 2). Em
ambas foi revelada uma Unica banda. Em pH 9,0 (19) a protei-
na-enzima nao migrou, provavelmente devido ao seu alto ponto
isoeletrico. Também em pH 7,5 (26) a GPDH praticamente nao
migrou, aparecendo uma Unica banda de proteina muito proxima
a origem, coincidente com a banda detectada pelo teste de

atividade da enzima.
3.4. DETERMINAQKO DC PESO MOLECULAR

O peso molecular da GPDH de Anas sp foi determinado
por filtracao em Sephadex G- 150 e por eletroforese em gel
de poliacrilamida em presenca de SDS. A enzima foi eluida em
coluna de geél Sephadex G-150, sendo estimado para a mesma um
peso molecular aparente de 140.00@ daltons (Fig. 3).

O peso molecular das subunidades foi estimado por ele-
troforese em gel de poliacrilamida em presenca de SDS, indi-
cando um valor de 36.000 (Fig. 4), sugerindo que a enzima de
musculo de pato assim como verificado na maioria das outras

espécies tem estrutura quaternaria, tetramérica.
3.5. PROPRIEDADES OTICAS E CONTEUODO DE NAD

A holoenzima purificada apresenta um valor maximo de
absorcao a 278 nm (Fig. 5). A razao Arg0: Aygp encontrada pa
ra a GPDH de musculo de pato foi 1,16 e segundo Seydoux et
al (49) sugere que esta holoenzima possul aproximadamente

3,7 moles de NAD ligados por mol de enzima.
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3.6. EFEITO DO pH SOBRE A ATIVIDADE ENZIMATICA

0 perfil da atividade da GPDH em funcdo do pH € mos-
trado na Fig. 6. O pH otimo foi estimado ser em torno de
8,2, usando-se um sistema com tampao Tris-HC1l. Durante o
processo de purificagdo da enzima os testes enzimaticos fo-

ram realizados em pH 8,0.
3.7. DETERMINACAO DA CONCENTRACAO OTIMA DO "ARSENIATO

A concentracgdo otima de arseniato foi verificada no
sistema de ensaio ja descrito, variando apenas a concentra-
cao de arseniato. Como mostrado na Fig. 7, a concentragao

otima ‘do arseniato € de 30 mM.

3.8. EFEITO DA CONCENTRACAO DO GLICERALDEIDO-3-FOSFATO. DE

TERMINACAO DA CONSTANTE DE MICHAELIS-MENTEN

Para o estudo do efeito do G3P foi construido um gra-
fico, cuja variavel era a concentracdo deste substrato (Fié.
8). O Xm obtido pelo método de Lineweaver-Burk (40), usando
regressao linear foi de 218 uM e por regressao nao linear

(28) de 240 uM, em pH 8,2 e a 25°C.

3.9. EFEITO DA CONCENTRACAO DO NAD. DETERMINACAO DA CONS -
TANTE DE MICHAELIS-MENTEN

Para o estudo do efeito da concentracao do NAD sobre
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a velocidade da reagdo foi construido um grafico cuja varia
vel era a concentracao de NAD (Fig. 9).0s dados experimentais-
fdram~ayaliados pelo método de Lineweaver-Burk(40), fornecendo Lnﬁ Km
de 85 uM por regressio linear € de 80uMpor regressdao nao line

ar (28). em pH 8,2 e a 25°C.

3.10. EFEITO INIBITORIO DO PRODUTO DA REACAO, NADH, SOBRE

" A ATIVIDADE ENZIMATICA

Os resultados mostraram que o NADH & um inibidor com -
petitivo emvrelagéo ao NAD como substrato variavel (Fig. 10)
em presenga de G3P em concentragao saturante. Os graficos de
inibic@o foram analisados por regressao linear e nao linear
fornecendo um Valor_da constante de inibicao (Ki) de 30 uM

e 17 uM, respectivamente.

3.11. EFEITO DE TONS METALICOS DIVALENTES SOBRE A ATIVIDADE

DA GPDH DE MUSCULO DE ANAS SP.

0 efeito de varios ions metalicos, na concentragib
2 mM, sobre a atividade da enzima foi estudado. Para os en -
saios, a enzima foi preé-incubada por 10 minutos em presenga
do respectivo ion metilico, na auséncia de G3P. Como mostra
a Tabela II a GPDH foi totalmente inibida pelos Ions mercu -
rio, cuprico e zinco. A atividade enzimatica nao foi signi-

++ ++ e g -
, Ca e Mn . A inibi -

. ++
ficantemente afetada pelos ions Mg
cao por ions clprico e mercurio sugerem a presenca de grupos

sulfidrilas no sitio ativo da enzima.



24,

3.12. TITULACAO DOS GRUPOS -SH

A titulacgao dos grupos -SH com Nbsz, relo método de
Ellman (23) indicou que ha gquatro grupos -SH especialmente
reativos por tetramero de enzima, correspondendo, provavel -
mente, aos quatro grupos sulfidrilas do sitio ativo da enzi-
ma. A titulacgdo feita apos desnaturagao da enzima com uréia

8 M mostrou que a enzima possui um total de 12,7 grupos -SH

por mol de enzima.

3.13. EFEITO DE REAGENTES SULFIDRILAS NA ATIVIDADE DA GPDH
DE MUSCULO DE ANAS SP

Para o estudo do efeito de reagentes sulfidrilas na
atividade da GPDH de Anas sp, a enzima foi dialisada por 18
horas contra tampao Tris-HC1 0,05 M, pH 8,2, contendo EDTA
1 mM, na auséncia de 2-mercaptoetanol. A enzima foi incubada
por 10 minutos no citado tampao e na presencga dos respecti -
vos reagentes sulfidrilas. A enzima fol totalmente inibida
pelos acidos p-cloro mercuribenzoéico e p- hidroxi mercuriben
z0ico e parcialmente inibida pelos acidos o- iodosobenzoico
2-cloro-4-amino-benzoico e pela iodoacetamida (Tabela III),
mas a inibigdo foi totalmente revertida pela adigao de 2-mer
captoetanol 5 mM, sendo excegao, o caso da inibigao por iodo
acetamida. Isto & esperado, uma vez que o mecanismo de inibi
cdao por iodoacetamida & diferente das anteriores, ligando -
se o reagente covalentemente aos grupos -SH da enzima e, por

tanto, nao sendo deslocado pelo agente redutor.



*1

*2

Volume Unidades Proteina Atividade Rendi Purifica-
_ (m1) Totais (mg/ml) especifica mento cae
Fragao U/mg %
Cxtracao KOH 750 120.750 20 8 100 1
0,03 N
(NH4)ZSO4 740 142.080 7,0 27 118 3,4
52%
(NH,) 580, 50 41.800 15 56 35 7,0
72%
Cromatografia
DEAE-Sephadex
A B0 26 38.610 7,3 203 32 25

*]1 sobrenadante
*2 precipitado

*ds: seuy OPp
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TABELA II - Efeito de ions metalicos divalentes sobre

atividade da GPDH de musculo de Amas sp.

SAL ATIVIDADE RELATIVA
(2 =M.) . %
- 100,0
MgC1, 110,0
MnC1, 90,0
CaCl, 82,5
CuCl, 0
ZnCl, 0
HgCl, 0

A enzima foi pré-incubada em presenca do Ion metalico
por 10 minutos a 25°C, na auséncia de G3P e a seguir a
atividade enzimitica foi determinada em um sistema de in-
cubacdo contendo em 1 ml: tampao Tris-HC1 0,05 M pH 8,2 ,
EDTA 1mM e 2-mercaptoetanol 1 mM, arseniato de
sddio 30 mM, NAD' 1,5 mM, G3P 1,5 mM e 0,2 ng de proteina.
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TABELA III - EFEITO DE REAGENTES SULFIDRILICOS NA ATIVIDA-
DE DA GPDH DE MOSCULO. DE ANAS sp.

REAGENTES a) ATIVIDADE b) ATIVIDADE RELATIVA
0,1 mM RELATIVA APOS ADICAO DE MER
% CAPTOETANOL %

- 100 100
orto-iodosobenzoato 52 » 100
iodoacetamida 62 62
2—cloro-4;aminobenzoato 84 100
p-hidroxi-mercuribenzoato 0 100
p-cloro-mercuribenzoato 0 100

a- A enzima (0,2 mg) foi incubada por 10 mMinutos a 25°¢
em\presenga dos reagentes em tampao Tris- HC1, 0,05 M pH 8,2,
contendo EDTA 1 mM. A atividade remanescente foi determinada
pela adicdao de NAD 1,5 mM, arseniato de so6dio 30 mM e G3P 1,5
mM.

b- A mistura de incubacdo foi a mesma que em a, porém
2-mercaptoetanol na concentragao 5 mM foi adicionado imediata
mente antes do ensaio da atividade enzimatica.
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Fig- 1

ELETROFORESE DE DISCO EM GEL DE POLIACRILAMIDA DA GLICERAL-
DEIDO-3-FOSFATO DESIDROGENASE DE MUSCULO DE ANAS SP.

A eletroforese foi desenvolvida em gel de poliacri_
lamida na concentracao de 6,0% ,pH 4,3, sendo de 30 yg a aws_
tra de proteina. Foi usado um sistema para proteina béasicas
como descrito em Materiais e Métodos.
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Fig. =

ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA EM PRESENCA DE SDS DA
GLICERALDEIDO-3-FOSFATO DESIDROGENASE DE MUSCULO DE ANAS sp.

A eletroforese em gel, na concentracdo de 10% de po
liacrilamida, contendo 0,1% de SDS foi realizada de acordo

com o0 método descrito por Weber 5 Osborn (58) sendo de 10 pg
a amostra de proteina.
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PESO MOLECULAR

Fig. 3

DETERMINACAO DO PESO MOLECULAR APARENTE DA GPDH DE MUOSCULO
DE ANAS sp POR FILTRACAO EM GEL SEPHADEX-150.

A cromatografia em gel sephadex G-150 foi efe
tuada conforme descrito em Materiais e Métodos. Os padroes < de re
fereéncia foram: citocromo ¢ (P.M. 12.500), soro albumina bo
vina (P.M. 67.000), aldolase (P.M. 158.000) e catalase
(240.000). O volume morto da coluna foi estimado atraves
de azul de dextrana em 85 ml.

v
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DETERMINAGAO DO PESO MOLECULAR DA SUBUNIDADE DA GPDH DE MUS-
CULO DE ANAS sp POR ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA EM
PRESENCA DE SDS.

Apos eletroforese a 230 V e 8mA/gel durante 5 horas,
as proteinas foram reveladas com azul de comassie brilhante
R como descrito em Materiais e Métodos. Como proteina marca-
dora foi utilizada a hemoglobina'Eross-linked" sendo consi-
derado os pesos moleculares dos monomeros: 16.000, 32.000,
48.000 e 64.000.
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Fig. 5

ESPECTRO DE ABSORCAO ULTRAVIOLETA DA GLICERALDEIDO-3-FOSFATO
DESIDROGENASE DE MUSCULO DE ANAS sp.

No sistema de ensaio (1 ml) foi utilizada 180u g de
enzima, tampao Tris-HC1 pH 8,2 EDTA 1 mM, a 25°¢C.
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Fig. 6

0 PERFIL DA INFLUENCIA DO jpH NA ATIVIDADE DA GPDH DE MOUSCULO
DE ANAS sp.

No sistema de ensaio (1 ml) foi utilizado 0,4 ug de
proteina, NAD 1,5 mM, G3P 1,5 mM, arseniato de sodio 30 mM,
EDTA 1 mM e 2-mercaptoetanol 1 mM. Os tampdes |50 mM| utiliza
dos foram: Tris-maleato (A) (pH 5,2-7,3), Tris-HCl1 (o) (pH
7,3-8,5), glicina NaOH (O ) e carbonato-bicarbonato de sodio
(e) (pH 9,0-10,0).
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Fig. -7

EFEITO DA CONCENTRACAO DE ARSENIATO DE SODIO SOBRE A ATIVIDADE
DA GPDH DE MUSCULO DE ANAS sp. DETERMINACAO DA CONCENTRACAO O-
TIMA DE ARSENIATO.

A mistura de incubacdao continha, em volume final de 1
ml; 0,5 pg de enzima; tampao Tris-HC1 50 mM pH 8,2, contendo
EDTA 1 mM e 2-mercaptoetanol 1 mM , NAD 1,5 mM, G3P 1,5 mM e
quantidades variiveis de arseniato de soddio.
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EFEITO DA CONCENTRAGAO DE GLICERALDETDO-3-FOSFATO SOBRE A
ATIVIDADE DA GPDH DE MUSCULO DE ANAS sp. DETERMINACAO DA
CONSTANTE DE MICHAELIS-MENTEN.

A mistura de incubagdao continha, em um volume final
de 1 ml; 0,5 ug de proteina, tampdo Tris-HC1 50 mM pH 8,2 ,
EDTA 1 mM e 2 mercaptoetanol 1 mM, arseniato de sdédio 30 mM,
NAD 1,5 mM e quantidades variaveis de G3P.

O erro padrdo foi de 3,05.10_4 e o coeficiente de
correlacao de 1,13 calculados de acordo com Toledo (51).
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EFEITO DA CONCENTRACAO DO NAD® SOBRE A ATIVIDADE DA GPDH DE

MOSCULO DE ANAS sp. DETERMINACAO DA CONSTANTE DE MICHAELIS-
MENTEN.

A mistura de incubacdo continha, em volume final de
1 ml: 0,5 pg de proteina, tampao Tris-HC1l 50 mM pH 8,2,
EDTA 1 mM, 2-mercaptoetanol 1 mM , arseniato de sodio
30 mM, G3P 1,5 mM e quantidades variaveis de NAD.

0 erro padrdo foi de 1,5.10_4 e o coeficiente de
correlacio de 1,04 calculados de acordo com Toledo (51).
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INIBIGAO DA GLICERALDEIDO-3-FOSFATO DESIDROGENASE DE ANAS sp
POR NADH.

A mistura de incubacao continha, em volume final de
1 ml: 0,5 ug de proteina, tampao Tris-HC1 50 mM, pH 8,2 ,
EDTA 1 mM, 2-mercaptoetanol 1 mM, G3P 1,5 mM, arsenia
to de sodio 30 mM e quantidades variaveis de NAD. As concen-
tracoes de NADH foram: zero(o), 0,24 mM (A) e 0,72 mM (o)
sendo obtidos os valores de erro padrao de 1,5.10 7 S,O7.lb—
e 1,28.10—3 e os de coeficiente de correlacao 1,04; 1,03 e

0,99, respectivamente (51).

4
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4. DISCUSSAO

A GPDH & uma enzima relativamente facil de ser obti-
da na forma pura e com bom rendimento (2,4,15,33,47). Em nos
so trabalho a enzima foi purificada a homogeneidade e algu -
mas de suas propriedades foram estudadas. A GPDH de musculo
de pato nao apresentou diferenga consideravel quando compara
da as GPDHs de outras fontes nos estudos realizados.

A GPDH de misculo de Anas sp foi purificada por fra-
cionamento com sulfato de amdnio . Semelhaﬁte as enzimas de

Thermus thermophilus (25), jacaré (54) e misculo de coelho

(47) dentre outras, ela precipitou.a uma saturacao em torno
de 70% em sulfato de amdonio. Uma cromatografia em coluna de
DEAE-Sephadex A-50 ‘foi suficiente para que a enzima demons -
trasse ser pura por eletroforese em gel de poliacrilamida
(Fig. 1)tanto para a enzima nativa como para a enzima disso-
ciada em seus monomeros (Fig. 2).

A atividade enzimatica da GPDH pode ser ensaiada de
varias formas. Sendo uma enzima de cinética rapida, facilmen
te reversivel e que sofre inibigdo pelos produtos (21) deve-
se procurar um método que contorne estas propriedades e faci
l1ite a medida da velocidade inicial de tal maneira que os da
dos sejam fidedignos. O método utilizado neste trabalho foi
o arsenolitico. O uso do arseniato em lugar do fosfato (24)
possui efeito semelhante, e resulta na formacao do l-arseno-3-fos-

foglicerato, que & rapido e nao enzimaticamente hidrolisado
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a 3-fosfoglicerato. Este método evita a reversibilidade da
reacglo é a inibic3o por 1-3-difosfoglicerato, sendo conside
rado um método sensivel pafa a andlise de estudos cinéticos
(12,17). A GPDH exibe outras atiVidades, embora nao fisiolé
gicas e que contribuem para elucidar o mecanismo de acao da
atividade fisioldgica. Segundo Duggleby e Dennis (21) O me-
lhor método & aquele no qual se emprega fosfato inorganico
e fosfogliceratoquinase que da continuidade a reacao,consu-
mindo o acido 1-3- difosfoglicérico. Neste caso, a lineari-
dade & mantida por um periodo de tempo maior do que quando
se emprega o método arsenolitico. De acordo com Byers et al
(12) a estreita faixa linear no método arsenolitico e devi-
do 3 contaminacdo por fosfato, podendo o nivel de contamina
cao menor que 25% ser tolerado. Para amenizar a possivel
contaminagao por fosfato foram sempre utilizadas solucoes de
G3P recentes e este era colocado por ultimo no sistema de
ensaio, pois como ji mencionado, este substrato sofre hidrd
lise em curto espaco de tempo (17,52). Em nossas condicoes
de trabalho, a concentracao otima para o arseniato foi de
30 mM (Fig. 7), sendo que, para a GPDH de misculo de jacaré
(54) e musculo de coelho (24) foi encontrado o valor de 50
mM para a concentragao otima de arseniato e de 10 mM para
a enzima de figado de porco (17).

Nio foi conseguida a cristalizagao da enzima; esta
fo} obtida como um precipitado amorfo em solucao de sulfato
de amdnio. A enzima foi purificada 25 vezes com um rendimen
to de 32%, isto &, aproximadamente um terco da atividade 1i-

nicial foi recuperada. A preparacao enzimatica foi obtida
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com uma atividade especifica relativamente alta de 203 uni-
dades por miligrama de protefna. Allison e Kaplan (2) obti-
veram uma atividade especifica de aproximadamente 25 U/mgde
proteina para a GPDH de misculo de faisdo, peru e galinha ;
provavelmente as condicdes de ensaio empregadas nao eram as
ideais. Duggleby e Dennis (22), obtiveram uma atividade es

pecifica de 200 U/mg de proteina para a GPDH de Pisum sati-

vum (ervilha). Usando refinada técnica de purificacao e sis
tema de ensaio enzimatico de Ferdinand (24), Bloch et al(9)
obtiveram 194 U/mg de proteina para a enzima de misculo de
coelho. Para-as GPDHs de muSculo de jacaré (54) e figado
de porco (17) foram obtidas 80 U/mg de proteina e 150 U/mg
de proteina respectivamente, pelo método arsenolitico. Os
resultados da atividade especifica obtidos para a GPDH de
musculo de pato (203 U/mg prot.), usando o método arsenoli-
tico € relativamente alto, sugerindo que houve boa purifica
cao da enzima. Apds 9 meses a enzima purificada mantinha
ainda 90% da atividade inicial.

A GPDH de misculo de Anas sp purificada tem o nico
miaximo de absorcdo a 278 nm, apresentando NAD fortemente 11
gado, assemelhando-se a maioria das GPDHs estudadas. A rela
cao A280nm: A260nm foi de 1,16 e de acordo com Seydoux etal
(49) indica que a enzima possui 3,7 moles de NAD por mol de
enzima. Normalmente a maioria das GPDHs isoladas possuem de
3 a 4 moles de NAD fortemente ligados como relatado paramis

culo de coelho (47), musculo de jacaré (54) e Bacillus stea

rothermophilus (31). A enzima de levedura (37) difere das

GPDHs anteriormente citadas, nao apresentando NAD ligado , sendo
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a razao A280: A26O de 2.1.

0 peso molecular da enzima nativa foi estimado em
torno de 140.000 e os mondomeros 36.000, o que indica ser a
GPDH um tetramero de unidades se n3o idénticas, bastante si
milares. Valores semelhantes foram encontrados para a maio-
ria das GPDHs estudadas. Para a enzima de miasculo de coelho
o peso molecular foi de 145.000 (47), para o misculo de rép
til de 140.000 (54), sendo em torno de 142.000 para musculo
de galinha, faisao e peru (2) e de 144.000 para B. stearo-

thermophilus (31); todas demonstraram ser tetraméricas.

O pH 6timo encontrado para a maxima atividade catali
tica foi de 8,2 com aproximadamente metade da atividade pa-
ra os pH 7,6 e 8,5. O decréscimo da atividade para uma fai-
xa de pH mais elevada ndo € tao acentuada quanto aquela des
crita por Bondi et al (10) para diversos tecidos de coelho.
Nossos resultados se assemelham aos resultados obtidos para
misculo de réptil (54j e figado de porco (17).

O0s amlores de Km e Ki foram obtidos através do méto
do de Lineweaver § Burk (40), cuja linearidade dos graficos
foi avaliada pelo método dos minimos quadrados. O método de
Lineweaver-Burk. muito utilizado pelos bioquimicos, vem so-
frendo criticas devido ao fato da inversdo das variaveis
distorcer a estrutura dos erros (28). E sabido que as con -
centracdes de substrato para construir o grafico reciproco
devem ser proximas ao valor de Km. Se estas concentracoes
forem muito maiores que o valor de Km a curva se tornara ho
rizontal; o valor de Vm podera ser determinado mas a incli-

nagciao se aproximara de zero. Se as concentracoes forem mui-
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to menores que o valor de Km a curya interceptara ambos os
eixos em pontos muito prSximos & origem, nZo podendo ser de
terminados nem Vmax nem Km, Face a esta discussao os dados
foram também analisados através de regressao nao linear,on-
de o modelo matematico Michaelis-Menten (42) foi usado sem
prévia manipulacgao.

Segundo Oestreicher § Pinto (43) a analise grafica
dos dados pode dar resposta adequada para alguns proposi-
tos. Para uma andlise mais segura dos resultados & hecessﬁ—
rio lembrar que as cinéticas enzimaticas envolvem certo ni-
mero de paraﬁetros como pH, temperatura, inibidor, ativador
jons metalicos e €& essencial que estas estejam livres de
tendéncias subjetivas, para que a estimacao dos dados seja
seguramente avaliada e isto sé se alcanga atraves de um mé-
todo estatistico.

Os valores de Km encontrados para a GPDH de Anas sp
foram altos tanto para o NAD como para o G3P e assemelham -
se aos encontrados para a enzima de misculo de esturjao(20)

e Thermus thermophilus (25).

Os resultados mostraram que o NADH &€ um poderoso ini
bidor competitivo com relagdo ao NAD como substrato varia -
vel (Fig. 10). Isto pode ser devido a formacao de um comple
xo0, com o NADH combinando com © sitio de NAD na enzima (21).

A GPDH de misculo de pato demonstrou ser similar as
demais enzimas de outras fontes quanto ao numero de grupos
-SH por sitio ativo, estimado em quatro, assim como para
misculo de jacaré (54), misculo de rato (27), coelho (47).0

nimero de grupos -SH totais, 12,7 para a GPDH de Anas sb,
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também ficou dentro da faixa normalmente encontrada. Por e-
xempld, foi encontrado o valor de 11,8 grupos -SH totais pa
ra a enzima de esturjao (49), 16 para a GPDH de jacarée (54),
utilizando-se o mesmo método. Gafni (27) também wutilizou
Nbs2 para determinar -SH totais, mas nio utilizou uré€ia e
encontrou um valor entre 9,3 e 10 grupos -SH para musculo
de rago. Posteriormente fazendo uma analise de aminoacidos ,
foi detectado um valor de 20 grupos -SH por tetramero.

A inibic3o por iodoacetamida e também por fors merch
rio e cuiprico indica a presenga de grupos}sulfidrilas es-
senciais no sitio catalitico da enzima (46), como em todas
as outras GPDHs. A inibicdo por iodoacetamida, como era de
se esperar, nao foi revertida por excesso de mercaptoetanol
pois o mecanismo de inibicdo & por alquilacao (57). A ini-
bigao por 2-cloro-4-aﬁinobenzoato e ortoiodosobenzoato foi
parcial mas totalmente revertida por redugao subsequente
com 2-mercaptoetanol. A inibigcao por estes agentes oxidan -
tes & devido 3 formacdo de pontes dissulfeto intramolecular
(18). Segundo Batke et al (6) a inibicdao total da GPDH de
misculo de porco por mercuriak como p-hidroximercuri-ben -
soato & devido ao bloqueio dos grupos -SH da cisteina-149
com a formacdo de mercaptideos. A formagao do mercaptideo &
seguida da liberagdao do NAD, cujo mecanismo segue uma reacgao
de 1° ordem com a formaao de um complexo ternario. A inibi
cio, entretanto, €& totalmente revertida pela agao de Z2-mer-

captoetanol.
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5. CONCLUSOES

A GPDH de Anas sp ~foi  purificada 25 vezes
com um rendimento de 32% e com alta atividade especi

fica (203 U/mg proteina).

Apos 9 meses de armazenamento a GPDH de Anas sp man-

tinha 90% de atividade inicial.

O pH 6timo da enzima € 8,2. A atividade enzimatica
diminui notadamente quando o pH € deslocado do pH 0-

timo.

A GPDH € uma enzima tetrameérica com peso molecular
de 140.000 para a enzima nativa e 36.000 para as sub

unidades.

Quatro moles de NAD sao ligados por mol de enzima. O

pico de absorcdo maxima da GPDH &€ em 278 nm.

A GPDH possui 4 grupos -SH altamente reativos e 12,7
grupos -SH totais.

A GPDH foi totalmente inibida por Iomns Hg++ e Cu++,e
pelos reagentes sulfidrilas p- cloromercuribenzoato

e p-hidroxi-mercuribenzoato confirmando a dependéncia

de grupos -SH para a atividade enzimatica.
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5.8. 0Os valores de Km foram de 24Q uyM para o G3P e 80 uM

para o NAD a pH 8,2 e a 25°cC.

5.9. O NADH € um potente inibidor competitivo com o NAD

sendo o Ki igual a 17 uM.

5.10. Nao houve diferenca significativa para os valores de
Km e Ki, quando calculados pelos métodos de regres ~
sao linear e regressao nao linear o que atesta a con

fiabilidade dos dados experimentais.

5.11. A GPDH de Anas sp mostrou ser semelhante as GPDHs de
outras fontes em relacao aos experimentos efetuados

neste trabalho.
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6. ANEXO

Método de regressio nao linear aplicado ao modelo matemati

co de Michaelis-Menten.

Os valores de Vm e Km da fungdo, V= Vm.|S|(Km + |S|)_1

que melhor se ajustam aos dados experimentais foram calcula-
dos através de regressao nao linear. Assim, foram calculados

os valores de Vm e Km que minimizam a fungao

2
n Vm. Si
f (Vm,Km) = I Vi - i
: i=1 Km + Si
a qual representa a soma dos quadrados dos erros, e onde

Vi e Si correspondem aos valores experimentais. Para tanto
foi desenvolvido um programa em linguagem 'basic".

0 programa & baseado no método das coordenadas cicli-
cas (7); € um método iterativo, comumente chamado "método de
busca'" (28).

0 processo de busca desenvolve-se matematicamente de
maneira nao trivial; tentaremos entretanto introduzi-1lo de
forma simplificada (Fig. 1).

Toma-se um sistema de coordenadas cartesianas e inici

. ] 1
almente parte-se de um par ordenado (Vm ,Km ), arbitrarios.
Di-se entdo, um passo na horizontal para obter o ponto
(Km' + H, Km'), que pode ser tanto para a direita como para
a esquerda. Se neste ponto o valor da funcao for menor do

1] 1
que f(Vm , Km ), da-se mais um passo nessa direcao. Se se en-

contrar um valor maior, fica-se entao com O penﬁltimo ponto
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(Vmp, Km') que & (Vm' + p.H, Km') onde p representa o numero
de passos dados. A seguir da-se um passo na vertical obten -
do-se o ponto (Vmp, Km' + H)