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RESUMO

As gliceraldeido-3-fosfato desidrogenases(E.C.1.2.1.12) de fontes
tumorais (células Hela e tecido tumoral de mama) foram isoladas e
purificadas, e suas propriedades cinéticas estudadas comparativamente as
enzimas de outras fontes normais. As propriedades imunoldgicas da GPDH de
células Hela foram também estudadas. A pureza da GPDH de celulas Hela
foi mostrada por eletroforese em gel de poliacrilamida na presenga de SDS,
apresentando uma Unica banda correspondente a subunidade com PM de 36.000.
O pH 6timo encontrado para ambas as enzimas foi de 8,2. Os valores de Km
para a GPDH de célulis HeLa foram determinados para o gliceraldeido-3-
fosfato e para o NAD sendo em torno de 1,0 x 10 M e 3,07 x 10—5M,
respectivamente. Para a GPDH de tecido tumoral de mama, os valores de Km
para o gl{g;raldeido-B-fosfato e o NAD foram de 8,26 x 10 "M e
1,53 x 10 7'M, respeqpivament%: Foi demonstrado que O.ﬂfDH é um inib}gor
competitivo em relagao as NAD , sendo o Ki de 3,25 Xx10 "M e 5,25 x 10 "M,
respectivamente para as GPDHs de células Hela e de tecido tumoral de mama.
0 AFP também foi demonstrado ser_gm inibidor competitivo em relagao ao
NAD, sendo o Ki de 2,61 x 10 "M para a GPDH de células Hela. A
imunoeletroforese do antigeno (GPDH de células Hela) apresentou uma unica
banda de precipitina com sua respectiva imunoglobulina, demonstrando a
pureza de preparacao da GPDH desta fonte. A imunoeletroforese do anticorpo
anti-GPDH de células Hela mostrou 3 bandas de precipitina, com o
respectivo antigeno provavelmente correspondentes aos trés tipos mais
comuns de imunoglobulinas (IgG, IgM, IgA). Quando testada frente aos
anticorpos anti-GPDH de misculo de Anas sp. (pato), a GPDH de células Hela
apresentou determinantes imunologicamente idénticos ao dos antigenos de
misculo de Caiman sp. (jacaré) e tumor de mama humano, mas apenas alguns
determinantes antigénicos imunologicamente idénticos em relacao ao
antigeno de musculo de Anas sp.. Quando testada frente aos anticorpos
anti-GPDH de células Hela, a GPDH destas células apresentou os
determinantes antigénicos imunologicamente idénticos aos antigenos de
Caiman sp. e de tumor de mama humano. Nao houve porém, formagao de banda
de precipitina frente ao antigeno de misculo de Anas sp., indicando que o
grupo determinante correspondente provavelmente foi modificado ou perdido.
As GPDHs de células Hela e de tecido tumoral de mama humano nao
demonstraram diferengas fisico-quimicas significativas em relagao as GPDHs
de outras fontes ja estudadas.
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1 INTRODUCAQ

A D-gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (D=
gliceraldeido-3-fosfato : NAD oxidoredutase), E.C.1.2.1.12 é
uma enzima de via glicolitica que desempenha um papel
essencial no metabolismo de carboidratos. Ela catalisa a
fosforilagao oxidativa do gliceraldeido-3-fosfato (G3P) em 1-
3-difosfoglicerato. Segundo FURFINE & VELICK, 1965, a reacao

ocorre em duas etapas:

0
Vi
CHO
| C-SE
|
a) HCOH - =
12) fo + NAD® + E-SH " HCOH + NADH + H'
= |
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Na primeira etapa da reacao, o) aldeido e o) NAD+

reagem estequiometricamente com a enzima dando como
intermedidrio acil-enzima, que é desacilada na segunda etapa,
pelo arseniato ou fosfato, liberando &cido carboxilico ou
acil fosfato, respectivamente.

A gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GPDH) ja foi
isolada de diferentes fontes como musculo de coelho (CAPUTTO
& DIXON, 1945; CORI et al, 1948), levedura (KREBS et al;
1953), musculo (ELODI & SZORENYI, 1965) e figado (DAGHER &
DEAL, 1977) de porco, musculo humano, de boi, de galinha, de
peru, de faisao, de esturjao, de lagosta (ALLISON & KAPLAN,
1964), bactérias (AMELUXEN, 1967; AMELUXEN et al, 1970;
SUZUKI & HARRIS, 1971; SUZUKI & IMAHORI, 1973; HOCKING &
HARRIS, 1973; D'ALESSIO & JOSSE, 1971; FUJITA et al, 1976;
CRABB et al, 1977), algas (HOOD & CARR, 1967; KRUSTEVA et al.
1981), plantas (SCHULMAN & GIBBS, 1968; MELANDRI et al, 1970;
YONUSCHOT et al, 1970; DUGGLEBBY & DENNIS, 1974; SPERANZA &
GOZZER, 1970), insetos (CARLSON & BROSEMER, 1971), muisculo
de peixe (GREENE & FEENEY, 1970; KOLB & HARRIS, 1971),
protozoarios (GRISSON & KAHN, 1975), misculo de rato
(NAGRADOVA, et al, 1978), eritrdcitos (EBY & KIRTLEY, 1979),
musculo de jacaré (VIEIRA et al, 1983) e de pato (BARBOSA &
NAKANO, 1987).

A GPDH compreende cerca de 20% da proteina total
soluvel em levedura (KREBS et al, 1953) e 10% da proteina
solivel de musculo (CORI et al, 1948) e sua distribuicgao
entre os diferentes drgaos reflete, em geral, a velocidade da
glicdlise (PIECHACZYK, et al, 1984, FORT et al, 1985).

Os métodos para a sua purificagcao sao geralmente
relacionados com sua solubilidade como complexo enzima-NAD"
em altas concentracgoes de sulfato de ambnio. Assim, a GPDH de

musculo de varios animais pode ser obtida, com elevado grau
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de pureza, a partir de extratos de musculo, submetendo-os a
fracionamentos com sulfato de ambénio (ALLISON & KAPLAN,
1664). Entretanto, em outros tecidos, a concentragéo da
enzima é muito mais baixa e sua purificacao requer varios
passos de fracionamento (KOCHMAN & RUTTER, 1968; LAMBERT &
PERHAM, 1974). Procedimentos semelhantes aos utilizados para
tecidos normais foram utilizados na vurificacao da GPDH de
tecidos tumorais (OHKUBO et al. 1986).

Em bactérias (D'ALESSIO & JOSSE, 1971; SUZUKI & HARRIS,
1971) foram desenvolvidos métodos de isolamento da enzima
pelo uso de cromatografia de troca idnica. HOCKING & HARRIS,

em 1973, prepararam a enzima de Thermus aguaticus por

cromatografia de afinidade em NAD" imobilizado. Um método
rdpido e conveniente para isolar a GPDH de eritrdcitos
humanos foi desenvolvido por EBY & KIRTLEY, em 1979. Estes
autores basearam-se no fato que a enzima € retida pela
membrana celular do eritrdcito quando submetida a hemdlise
hipotdnica, podendo ser subsequentemente eluida com altas
forcas idnicas. SALLEMUDDIN & ZIMMERMANN, (1978), utilizando
um método semelhante purificaram as enzimas de misculo,
figado, rim e cérebro de rato que foram eluidas da membrana
celular do eritrdcito com NADH 2mM. O fato de que esta classe
de enzimés apresenta alto grau de homologia (HARRIS & WATERS,
1976), sugere que este procedimento pode ser usado na pu-
rificagao de enzimas de outras fontes. No caso da GPDH de
levedura, a afinidade pela membrana do eritrdcito parece ser
muito fraca para ser utilizada para a sua purificacgao (MC
DANIEL & KIRTLEY, 1974).

As GPDHs de diversas fontes sao relativamente
instdveis em solucao, tendendo a floculagao e desnaturacgao
espontanea em temperatura ambiente, mas podem se conservar por

longo periodo de tempo a baixas temperaturas como suspensao
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de cristais em solugao de sulfato de amdnio. A estabilidade
da enzima pode ser afetada por varios fatores como
estabilidade dos grupos sulfidrilas, presenca ou auséncia de
metais pesados, presenga ou auséncia de coenzima ligado e o
tipo e concentracao do sal (VELICK & FURFINE, 1963).

Virios mecanismos tém sido propostos para a reacao
catalisada pela GPDH. SEGAL & BOYER, em 1953, postularam para
a enzima um mecanismo do tipo ping-pong. Estudos cinéticos
realizados por TRENTHAM et al, com a enzima de porco
(TRENTHAM, 1968, 1971; HARRIGAN & TRENTHAM, 1971) e por
DUGGLEBBY & DENNIS, em 1974, com a enzima de Pisum sativum

dao apoio a este mecanismo.

Segundo ORSI & CLELAND, (1972), o mecanismo cinético
para a GPDH de musculo de coelho é do tipo ordenado,
acrescentando-se em ordem o] NAD+, o aldeido e fosfato ou
arseniato e a liberacao do acido precedendo a liberagao do
NADH. Estudos posteriores, realizados por WANG & ALAUPOVIC,
em 1980, reforgaram o mecanismo proposto por ORSI & CLELAND.

A investigagao da estrutura das proteinas pode fornecer
informagoes acerca da estabilidade destas macromoléculas e as
relagoes evoluciondrias entre elas. A GPDH ¢é um dtimo
instrumento para investigacoes filogenéticas e fisioldgicas
devido ao fato de conservar sua composigao e sequéncia de
aminodcidos por um longo periodo evoluciondrio. As relagoes
filogenéticas entre os seres vivos, interpretados somente a
luz de métodos convencionais, tais como a andlise morfoldgica
das espécies vivas e fésseis podem estar sujeitas a erros.
Como alternativa de estudo destas relagoes filogenéticas, a
andlise estrutural de proteinas de evolugao lenta ou evolugao
rdpida, forneceu valiosos subsidios para novas interpretagoes
e estabelecimento de novas linhas filogenéticas (GOODMAN,

1976). A GPDH pode ser considerada uma proteina de evolugao
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lenta, Jja que apresenta 68% de homologia na sequéncia de
aminodcidos entre seres tao distantes filogeneticamente como
mamifero e levedura (HARRIS & PERHAN, 1968; JONES & HARRIS,
1972), tornando-se excelente instrumento de trabalho para
este tipo de andlise, ja que é relativamente fdcil o seu
isolamento em forma pura e com grande rendimento.

Embora sejam inumeras as informagoes da literatura,
referentes a gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
de varias fontes, sao poucos os dados disponiveis para
a enzima de células tumorais.

Com o objetivo de serem esclarecidas as diferencgas
metabdlicas existentes, os perfis enzimaticos de tecidos
neopldsicos tém sido exaustivamente estudados (GREENSTEIN,
1956; HERSFELD et al, 1978; SUN et al, 1981; SOHRABY et al,
1983).

Em 1986, OHKUBO et al, isolaram uma proteina de peso
molecular 37.000 e ponto isoelétrico 7,6 e observaram gque ela
existia em quantidades relativamente maiores em tecidos
tumorais de pulmao do gque no Orgao normal. Baseados na andlise
.da sequéncia de aminodcidos, mapeamento peptidico e ensaios
imunoldgicos, estes autores concluiram que esta proteina era
muito semelhante a GPDH de musculo de coelho, sugerindo
um possivel envolvimento desta enzima ou de uma
outra proteina relacionada a GPDH no desenvolvimento do tumor
pulmonar. Estes resultados de OHKUBO et al, estao em
concordancia com as demais informagoes da literatura,

relacionadas a enzimologia de células tumorais.

Varios pesquisadores (GREENSTEIN, 1956; SHONK et
al, 1965; KNOX, 1967; SUN et al, 1982), verifica-
ram que no tecido tumoral, a atividade das
enzimas da via glicolitica correspondiam aos maiores va-

lores, e as da respiragao celular aos menores valores,
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guando comparada  ao tecido normal do mesmo  tipo
histoldogico e do mesmo animal.

E relevante mencionar os resultados de WEBER, (1977),
relacionados a atividade das enzimas da glicdlise, em figado
de rato, sujeito a condigoes normais de proliferacao
(regeneracao) e em hepatomas com diferentes velocidades de
crescimento. No primeiro caso, nao foram observadas alteracoes
das enzimas chaves da via glicolitica, enquanto que nas
condigoes de neoplasia, ocorre aumento gradativo (segundo a
velocidade de crescimento dos tumores) da hexoquinase,
fosfofrutoquinase e piruvato quinase, com diminuigao dos
niveis das enzimas determinantes da gluconeogenese.

Assim, o desequilibrio no metabolismo das células
cancerosas caracteriza-se por alteracoes qualitativas e
quantitativas, manifestadas pelo aparecimento de isoenzimas
que favorecem a glicdlise (WEBER, 1977).

O aumento da velocidade de utilizacao da glucose e
producao de &cido 1ldatico pelas células neopldsicas foi
verificado por varios pesquisadores (WARBURG, 1926; SINGH et
al, 1974; BUSTAMANTE & PEDERSEN, 1977; PEDERSEN, 1978;
BUSTAMANTE et al, 1981) e constituem um dos marcadores
fenotipicos mais consistentes das células tumorais. Estas
células tendem a utilizar 5 a 10 vezes mais glucose que Os
tecidos normais, convertendo-a em grande parte em lactato,
mesmo que haja uma respiracao normal (REITZER et al, 1979).

Foi sugerido por EIGENBRODT & GLOSSMAN, em 1980, que a
predomindncia da glicdlise sobre a gluconeogénese ocorre
provavelmente devido ao aumento das necessidades energéticas
da célula e para favorecer a produgao de ribose-5-fosfato,
atendendo a demanda da sintese de DNA. De fato, a alta
concentragao de metabdlitos da via das pentoses-fosfato, de

hexoses-fosfato e de trioses-fosfato nestas células sugere
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um desvio do fluxo metabdlico da via de Embdem-Meyerhof, no
sentido da sintese de ribose (EIGENBRODT & GLOSSMAN, 1980).

Existem evidencias de que a parte oxidativa da via das
pentoses-fosfato, onde ocorre a formagao de 2 NADPH por mol
de glucose, é de menor importancia para a produgéo de ribose
(EIGENBRODT & GLOSSMAN, 1680). Neste tipo de células, existe
ainda a possibilidade de o <ciclo operar pela parte nao
oxidativa, utilizando as reacgoes de transaldolase e
transcetolase, formando grandes quantidades de frutose-6-
fosfato e gliceraldeido-3-fosfato (REITZER et al, 1979) .
Dois moles de frutose-6-fosfato e um mol de gliceraldeido-3-
fosfato sao convertidos em 3 moles de ribose-5-fosfato, sem
producao de NADPH. Nao ha indicagoes para passos limitantes
de velocidade para esta via. Estudos com 1uC marcados en
varias posigoes da glucose indicam que 80% do total das
pentoses-fosfato acumuladas em células tumorais sao formadas
por reacgoes nao oxidativas das pentoses-fosfato (EIGENBRODT &
GLOSSMAN, 1980).

As células Hela sao frequentemente utilizadas como
modelo de célula tumoral. Estas células apresentam um alto
fluxo glicolitico, o qual é responsdvel nao sé por parte da
produgao energética, como também por alimentar a via das
pentoses-fosfato, com intermediarios precursores (REITZER et
al, 1979).

E importante mencionar que no metabolismo de células
Hela, apenas 5% da glucose metabolizada durante seu
crescimento é oxidada pelo ciclo de Krebs (REITZER et al,
1979). Também ha observacgoes de que a glutamina representa o
principal combustivel para as reacgoes deste ciclo (REITZER et
al., 1979), indicando que a funcao primordial de glicdlise,
nestas células, € garantir o suprimento de metabolitos para a

via das pentoses-fosfato. Altas concentragoes de 5-
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fosforibose-1-pirofosfato e outros metabdlitos desta via sao
encontrados em células Hela, indicando a eficiéncia da
conversao de glucose para precursores da biossintese de
dcidos nucleicos.

Muito pouco se sabe sobre as propriedades da GPDH em
células HelLa e estudos cinéticos referentes a enzima de

células cultivadas nao foram encontrados na literatura. Dada
a relevancia desta enzima no metabolismo de carboidratos, tan-
to de células normais gquanto de células tumorais, plane jamos -

seu estudo em células Hela.

Tendo por objeto wum melhor ajuste dos dados ciné
ticos, os valores de Km e Ki foram calculados pelo métg

do da regressao linear.
Sabendo-se que a GPDH pode ser utilizada na analise das

relacoes filogenéticas e devido a sua importdncia no
metabolismo de carboidratos de células normais e de células
tumorais, os objetivos do presente trabalho sao:
1. a obtengcao da GPDH de células Hela em forma
homogénea e pura;
2. o estudo de algumas propriedades cinéticas desta
enzima;
3. a verificacao da identidade imunoldgica entre a GPDH

de células Hela e as GPDHs de outras fontes.



2. MATERIAIS E METODOS

2.1 REAGENTES

Bicarbonato de sddio, cloreto de sdédio, cloreto de
potdassio, cloreto de calcio, fosfato de sddio, tioglicolato
de sdédio e caldo Casoy foram obtidos da Merck.

Meio essencial minimo de Eagle foi obtido dos
laboratérios Flow.

Soro fetal bovino estéril, 1livre de virus e
micoplasna foi obtido da Laborclin.

Tripsina (1:250) e Sabouraud-dextrose foram de
procedéncia Difco.

Foram obtidos da Sigma Chemical Co. G3P, NAD, NADH,
DEAE-Sephadex A-50 e agarose.

Todos os outros produtos utilizados foram de grau analitico.

2.2 FONTES DA ENZIMA

Células das seguintes procedéncias foram utilizadas

como fontes de enzima:
2.2.1 Ceélulas Tumorais

- Células de Linhagem Hela

Estas células sao derivadas de carcinoma de cérvix
humano e apresentém aparéncia epitelial. Sao procedentes da
American Type Colection e foram enviadas para este
laboratdério a passagem n? 30, pela Secao de Cultivo Celular

do Instituto Adolfo Lutz, SP.
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- Tecido tumoral de mama

0O tecido tumoral wusado foi do tipo histoldgico
carcinoma infiltrante, com metastases em linfonodos axilares,
estadio clinico III-A, colhido e gentilmente cedido pelo
Departamento de Cirurgia do Hospital Erasto Gaertner, sendo
transportado em gelo e mantido em nitrogénio liquido até a

hora do uso.

2.2.2 Celulas Normais

- Tecido muscular

Neste trabalho foi utilizado tecido muscular provenien

te de coelho (Oryctolagus sp.). As enzimas de outras fontes

musculares, jacarée (Caiman sp.) e pato (Anas sp.) ja se encon-

travam purificadas no Laboratorio de Enzimologia.

2.2.3 Microrganismos

- Bacteria
Neste trabalho foi utilizada a E. coli, cepa PRK 2013.
- Levedura

A levedura utilizada foi a S. cereviseae, cepa 87L.

2.3 CULTIVO CELULAR
2.3.1 Celulas HeLa

As células HelLa foram cultivadas no laboratdério de
Cultivo Celular do TECPAR-PR, e no laboratdrio de Cultivo
Celular do Departamento de Bioquimica da UFPR. Todas as
operagoes de cultivo foram realizadas em fluxo laminar
horizontal.

a) Materiais de vidro e acessérios:

Todo o material de vidro usado nas culturas foi esterili-
zado a seco, a 1500C, por 6 horas. Rolhas e tampas foram es-

0
terilizadas em autoclave a 120 C e 1 atm
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de pressao por 20 minutos, e depols secas em
estufa a 7OOC por 20 minutos.

Solugoes e meio de cultura:

todas as solugoes envolvidas no cultivo de células
HelLa foram preparadas com dgua bidestilada.

- Solugao de bicarbonato de sddio:

a solucao de bicarbonato de sdédio foi preparada na
concentracao de 7,5% (p/v) e distribuida em tubos,
num volume de 10ml. Apds esterilizagcao em autoclave
a 120°C e 1 atm de pressao por 20 minutos, a solucao
foi mantida a temperatura ambiente.

- Solugao salina tamponada (PBS):

a solucgao salina tamponada pH 7,4 foi preparada
rotineiramente na forma de estoque 5 vezes
concentrado, sendo constituido de Na HPOu anidro

2

40,5 mM, NaCl 680 mM e KH_PO, 7,3mM. Esta solucao

2" 4
foi autoclavada a 1200C, 1 atm de pressao por 20
minutos e mantida a UOC. Na hora do uso, foi feita
diluigao com dgua bidestilada estéril.
- Solucao de tripsina-verseno (STV):
esta solugao, cuja finalidade é descolar as células
do frasco de cultura, é constituida de tripsina
0,05%, verseno 0,46 mM, NaCl 136,9 mM, KCl1 5,36mM,
dextrose 5,55mM, NaHCO3 5,95mM e 0,45 mg% de
vermelho de fenol a 1%.
A solugao de tripsina-verseno pH 7,8 foi
esterilizada por filtragao, sendo usados filtros
marca Millipore e membranas de 0,22pm e guardadas a
~20°c.
- Meio de cultura:

o meio de cultura usado foi o meio essencial minimo

de Eagle (PAUL, 1973). Apds a reconstituigao em agua
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bidestilada, o meio foi esterilizado por filtracao
em membranas de acetato de celulose de 142 mm de
didmetro, com poros de 0,22 um, em aparelho marca
Sartorius (Carl Zeiss do Brasil).

Todas as solugoes estéreis foram submetidas a
testes de esterilidade, colocando-se amostras do
meio a ser usado em estufa a 37OC, por um periodo
minimo de 15 dias, além de testes de esterilidade
em meios tioglicolato Brewer, caldo caseina soja
tripticase (caldo Casoy) e Sabouraud dextrose. Os
testes de esterilidade para micoplasma feitos
segundo o método de Dienes (RIZZO et al s.d.),
foram realizados gentilmente pela Dra. Ema

Chandelier, do TECPAR.

2.3.1.1 Repique e Coleta de Celulas HelLa

As células Hela foram cultivadas em meio essencial
minimo de Eagle, contendo glutamina e suplementado com soro
fetal bovino (10% v/v) e bicarbonato de sddio em quantidade
suficiente para acertar o pH em 7,4. As células Hela
desenvolvem-se em forma de monocamadé, sendo wutilizadas
garrafas de Roux e frascos menores para o.seu crescimento.

0 repique foi feito por tripsinizacao, usando-se a
solucao de STV. Apds o descolamento das monocamadas, as
células foram ressemeadas a uma concentracao aproximada de
2,0 x 106 células por garrafa de Roux, contendo 100 ml de
meio. As culturas foram deixadas crescer a temperatura de
37OC e repicadas semanalmente. As monocamadas foram
observadas em microscdépio invertido, marca Olympus, modelo
CKC, pertencente ao Tecpar.

Estas culturas eram confluentes com 72 a 96 horas de

crescimento. Neste trabalho foram utilizadas culturas de 72 horas-
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A coleta das células foi feita por tripsinizacao com

STV. Apds a tripsinizacgao, as células foram ressuspensas em
solugao de PBS contendo 25 mg% e BSA (soro albumina bovina).
O descolamento das células foi feito com auxilio de pipeta
equipada com pera. A suspensao de células descoladas foi
recolhida e centrifugada em centrifuga clinica a baixa
rotagao por aproximadamente 1 minuto. As células foranm
lavadas por 3 vezes, sendo que apds a ultima centrifugacgao,
foram ressuspensas em pequeno volume de PBS, contendo 1 mM de
mercaptoetanol e 1TmM de EDTA, sendo mantidas em nitrogénio

liquido até o momento do uso.

2.3.1.2 Contagem e Determimacao da Viabilidade Celular

As células foram contadas em camara de Neubauer,
usando-se microscépio Wild Heerbrugg - Switzerland.

A viabilidade celular foi determinada usando-se o
corante vital azul de tripan (PHILLIPS, 1973). A solucao de
azul de tripan foi preparada a 0,4% (p/v) em solugao salina

constituida de KH2PO 5mM, NaCl 140mM e 25 mg% de 4acido

Yy
benzdico como preservativo. O pH foi ajustado para 7,4. Para
cada ml de suspensao celular foi usado 0,1 ml da solugao
corante. A porcentagem de células viaveis foi calculada
usando-se a relacgao:

células nao coradas
células coradas + nao coradas

% células viaveis = x 100

sendo que as preparacgoes apresentaram 95% de viabilidade por

este método.
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2.4 MICRORGANISMOS
2.4.1 Bacteria (E. coli)

0 meio de cultura empregado para o crescimento da
bactéria foi o meio LB, preparado conforme MANIATIS et al,
(1982). 0 pré-inoculo foi obtido adicionando-se a 10 ml do meio
LB, 10 pl de uma suspensao de E. coli PRK 2013 em glicerol a
50%. Este frasco foi mantido sob agitagao em estufa a 28—3OOC
por aproximadamente 12 horas. Apdés o aparecimento de
turvagao, 20 pl deste pré-indculo foram transferidos para
volume adequado (200 ml) de meio LB e mantidos nas mesmas

condigoes anteriores.

2.4.2 Levedura (S. cerevisecae)

O meio de cultura usado para o crescimento de levedura
foi o meio YMM, contendo glucose a 1% e preparado conforme
GANCEDO et al, (1965). O pré-indculo foi obtido adicionando-
se ao meio YMM contendo glucose 1%, 10 ul de uma suspensao de

S. cereviseae 87 L em glicerol a 50%. Este frasco foi mantido

sob agitacao em estufa a 28—3OOC por aproximadamente 2
horas. Apds o aparecimento de turvacao 20 ul deste pré-
indculo foram transferidos para volume adequado (200 ml) do
meio YMM contendo glucose 1% e mantidos nas mesmas condigoes

anteriores.

2.5 PURIFICACAO DA GLICERALDEIDO- 3-FOSFATO DESIDROGENASE
(E.C.1.2.1.12)

As GPDHs de células HelLa e tumor de  mama, fo
ram purificadas até a homogeneidade e as enzi
mas obtidas dos microrganismos foram parcialmente puri

ficadas.



2.5.1 Celulas HeLa
2.5.1.1 Obtencao do Extrato Bruto

Para a obtencao do extrato bruto, 2,0 x 108 células
foram descongeladas a temperatura ambiente e ressuspensas em
13,5 ml de solucgao salina tamponada, pH 7,4, gelada, contendo
2-mercaptoetanol 1mM e entao rompidas em homogeneizador Van
Potter Elvehjem, em banho de gelo. Esta suspensao de células
foi centrifugada a 10 000 x g a MOC por 15 minutos. O extrato

bruto (13,0 ml) assim obtido continha 8,5 mg de proteina/ml.
2.5.1.2 Fracionamento com Sulfato de Amonio

A GPDH de células Hela foi purificada segundo o método
de OHKUBO et al, (1986). Todas as operagoes foram efetuadas
entre 0-4°C. 0 fracionamento foi feito adicionando-se
vagarosamente sulfato de amdonio sdélido ao extrato bruto (13
ml) anteriormente obtido até que fosse obtida uma saturacao
de 60%. Apds 30 minutos em agitacao, o precipitado foi
removido por centrifugacao e desprezado. A solucgao
sobrenadante (12,5 ml) foi tratada com sulfato de amdnio
sdlido até alcancar uma saturacao de 90%. Apds 30 minutos em
agitagao, o material foi centrifugado e o precipitado
ressuspenso em pequena quantidade (1,0 ml) de tampao Tris-HCl
50 mM, pH 8,2 contendo EDTA 1mM e 2-mercaptoetanol 1mM. A
solugao de enzima foi dialisada 12 horas contra o mesmo
tampao. Em todas as etapas foram retiradas aliquotas para

testes enzimdaticos e dosagem de proteinas.
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2.5.1.3 Cromatografia em DEAE-Sephadex A-50

1,25 M1 da fracgao dialisada de GPDH de células Hela com
uma concentragao de proteinas de 65,3 mg/ml foi submetida a uma
cromatografia em DEAE-Sephadex A-50 em coluna de vidro
medindo 2,3cm x 10,0cm.

A coluna foi equilibrada com tampao Tris-HCl 50 mM, pH
8,2 contendo EDTA 1mM e 2-mercaptoetanol 1mM. A enzima foi
eluida com o mesmo tampao e a um fluxo de 30 ml/hora. Fragoes
de 5 ml/tubo foram coletadas em um coletor de fracgoes
refrigerado. Cada fragao foi analisada quanto a atividade
enzimatica (DAGHER & DEAL Jr., 1977) e a concentracao de
proteinas (WARBURG & CHRISTIAN, 1941). A GPDH nao e retida
nesta coluna e foi eluida imediatamente apds o volume morto.
As fragoes de maior atividade foram reunidas e concentradas
por ultrafiltracao sob pressao de argbénio ( 5 kg/cm?) em
células Amicon dotadas de membranas Diaflo PM 10. A GPDH
assim obtida mostrou-se eletroforeticamente homogénea e foi

usada para experimentos cinéticos e imunoldgicos.
2.5.2 Tecido Tumoral de HMama
2.5.2.1 Obtencao do Extrato Bruto

O tumor de mama (10 g de massa tumoral) foi
descongelado a temperatura ambiente, isento de suas 4&reas
necrdoticas, finamente picado com tesoura e passado por 15
vezes no homogeneizador de Van Potter Elvehjem, em banho de
gelo. Essa preparagao foi suspensa em quantidade suficiente
de PBS gelada, pH 7,4, contendo 2-mercaptoetanol 1mM. Em
seguida foi centrifugada a 10 000 x g por 30 minutos e a MOC

e filtrada através de funil e la de vidro visando a retirada
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de gorduras do sobrenadante. O extrato bruto (25,5 ml) assim

obtido continua 3,72 mg de proteinas/ml
2.5.2.2 Fracionamento com Sulfato de Amonio

A GPDH de tecido tumoral de mama foi purificado
segundo o método de OHKUBO et al, (1986). Todas as operacgoes
foram realizadas entre O—MOC. O fracionamento foi feito
adicionando-se sulfato de ambnio sdlido ao extrato bruto
obtido (25,5 ml) vagarosamente e com agitacao constante, até
que fosse alcancgada uma saturagéo de 60%. Apds 30 minutos em
agitacao, o precipitado foi removido por centrifugacao a
10 000 x g por 30 minutos, a 1°C e desprezado. A solucao
sobrenadante (30 ml) foi tratada com sulfato de amdnio até
alcancgar uma saturagao de 90%. Apds 30 minutos em agitacao, o
material foi centrifugado nas mesmas condigoes e o]
precipitado ressuspenso em pequena quantidade (2,0 ml) de
tampao Tris-HCl1 50 mM, pH 8,2 contendo EDTA 1mM e 2-
mercaptoetanol 1mM e dialisado por 12 horas contra o mesmo
tampao. Em todas as' etapas foram retiradas aliquotas para

testes enzimaticos e dosagem de proteinas.
2.5.2.3 Cromatografia em DEAE-Sephadex A-50

A fragao dialisada de tecido tumoral de mama (2,0 ml),
com uma concentracao de proteinas de 6,1 mg/ml foi submetida
a uma cromatografia em DEAE-Sephadex A-50 em coluna de vidro
medindo 2,3 cm x 22,0 cm. A coluna foi equilibrada com tampao
Tris-HC1 50mM, pH 8,2 contendo EDTA 1mM e 2-mercaptoetanol
TmM. A enzima foi eluida com o mesmo tampao e a um fluxo de
30 ml/hora. Frag5es de 6 ml/tubo foram coletadas em coletor

de fragoes refrigerado. As fragoes de maior atividade foram

reunidas e concentradas por ultrafiltracao sob pressao de



18

argbnio (5 kg/cm?) em células Amicon dotadas de membrana
Diaflo PM 10. A GPDH mostrou-se eletroforeticamente homogénea

e foi usada para experimentos cinéticos e imunoldgicos.
2.5.3 Bacteria (E. coli)
2.5.3.1 Obtengao do Extrato Bruto

0O meio cultivo de bactéria foi centrifugado a 7 000 x
g por 15 minutos a MOC. Ao precipitado foi adicionado
quantidade proporcional de alumina, equivalente a duas vezes
o peso do precipitado obtido através da centrifugagao e
triturado vigorosamente em gral previamente gelado. Essa
trituracao foi repetida por 3 vezes e ressuspensa em 4,5 ml
de tampao Tris-HCl1 50mM, pH 8,2, contendo EDTA 1mM e 2-
mercaptoetanol 1mM e centrifugada a 10 000 x g por 15 minutos

a 4°C. 0 extrato bruto (6 ml) assim obtido continha . 8,5 mg

de proteinas/ml.

2.5.3.2 Fraciomamento com Sulfato de Amomio

Todas as operagoes do fracionamento com sulfato de
aménio foram realizadas entre O—HOC. Este sal foi adicionado
vagarosamente ao extrato bruto anteriormente obtido (6 ml)
até que fosse alcancada uma saturacao de 60%. Apds 30 minutos
em agitagéo constante, 0 precipitado foi removido por
centrifugacao e desprezado. A solugao sobrenadante (5,9 ml)
foi tratada com sulfato de amdonio até alcancar uma saturacao
de 90%. Apds 30 minutos em agitagao constante, o material foi
centrifugado e o) precipitado ressuspenso em pequena
quantidade (0,5 ml) de tampao Tris-HCl1l 50mM, pH 8,2, contendo

EDTA TmM e 2-mercaptoetanol 1TmM e dialisado por 12 horas
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contra o mesmo tampao. A preparacgao parcialmente purificada
continha 4,5 mg de proteinas/ml e foi utilizada em testes

imunoldgicos.

2.5.4 Levedura (S. cereviseae)

2.5.4.1 Obtencao do Extrato Bruto

0 meio de cultivo de levedura foi centrifugado a 7 000
x g por 15 minutos a MOC. As células assim obtidas foram
tratadas com quantidade proporcional de alumina, equivalente
a 2 vezes o peso do precipitado obtido através da
centrifugacao e triturado vigorosamente em gral previamente
gelado. Essa trituracao foi repetida por 3 vezes e
ressuspensa em 3,5 ml de tampao Tris-HCl1 50mM, pH 8,2,
contendo EDTA 1mM e 2-mercaptoetanol 1mM e centrifugada a
10 OOO x g por 15 minutos, a HOC. 0 extrato bruto (4 ml)

assim obtido continha 12,0 mg. de proteinas/ml.
2.5.4.2 Fracionamento com Sulfato de Amonio

Todas as operagoes do fracionamento foram realizadas
entre 0-4°C. Ao extrato bruto (4 ml) foi adicionado,
vagarosamente, sulfato de amdénio até que fosse alcangada uma
saturagao de 60%. Apdés 30 minutos em agitacao constante, o
precipitado foi removido por centrifugacao e desprezado. A
solugao sobrenadante (4,0 ml) foi tratada com sulfato de
aménio até alcancar uma saturacao de 90%. Apds 30 minutos sob
agitacao constante, o material foi centrifugado e o)
precipitado ressuspenso em pequena quantidade (0,5 ml) de
tampao Tris-HCl1 50mM, pH 8,2, contendo EDTA 1mM e 2-

mercaptoetanol 1mM e dialisado por 12 horas contra o mesmo
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tampao. A preparacgao parcialmente purificada continha 8,87

mg ce proteinas/ml e foi utilizada em testes imunoldgicos.
2.5.5 Musculo de Coelho
2.5.5.1 Obtencao do Extrato Bruto

Para a obtencao da enzima de misculo de coelho foi
utilizado um macho, com 3 meses de idade. O animal, deixado
em jejum durante a noite, foi morto apds anestesia com
clorofdormio. Em seguida, foi retirado seu pélo, desossado e o
musculo, separado de nervos e gorduras, foi mantido em gelo e
passado por moedor de carne elétrico. A enzima foi extraida
adicionando-se ao musculo moido (720 ml de carne), o dobro do
volume de KOH 0,03N, contendo 2-mercaptoetanol (1440 ml). A
mistura permaneceu em repouso por 25 minutos e em seguida foi
filtrada através de gaze. O volume do extrato bruto assim

obtido foi de 1460 ml e continha 12,8 mg de proteinas/ml.
2.5.5.2 Fraciomamento com Sulfato de Amomio

A GPDH de musculo de coelho foi purificada segundo o
método de Cori modificado (CORI et al, 1948). Todas as
operagoes foram realizadas entre O-MOC. O fracionamento foi
feito adicionando-se vagarosamente sulfato de amdnio sdlido
ao extrato bruto anteriormente obtido (1460 ml), com agitacao
constante, até que uma saturagao de 52% fosse alcancgada. Apds
30 minutos sob agitacao constante, o precipitado foi removido
por centrifugagao a 7 000 x g por 30 minutos e desprezado. A
solugao sobrenadante (1500 ml) foi tratada com sulfato de
amdénio até alcangar a saturagao de T72%. Apdés 30 minutos sob

agitagao constante, o material foi centrifugado nas mesmas
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condigoes e ao sobrenadante (pH 6,5) foi acrescentado NHMOH,
gota a gota, até atingir pH 8,4 e deixado em repouso por 60
horas em camara fria, para a precipitacao da enzima. Apds
este tempo, a solucao foi centrifugada e o precipitado obtido
foi ressuspenso em 40 ml de tampao Tris-HCl1 50mM, pH 8,2,
contendo EDTA 1mM e 2-mercaptoetanol 1mM. A solucgao de enzima
foi dialisada por 12 horas contra o mesmo tampao e em todas
as etapas foram retiradas aliquotas para testes enzimaticos e

dosagem de proteinas.
2.5.5.3 Cromatografia em DEAE-Sephadex A-50

A fragao dialisada de GPDH de coelho (85 ml) com uma
concentracao de proteinas de 13 mg/ml foi submetida a uma
cromatografia em DEAE-Sephadex A-50 em <coluna de vidro
medindo 5,0 cm x 47 cm. A coluna foi equilibrada com tampao
Tris-dCl 50mM, pH 8,2, contendo EDTA 1mM e 2-mercaptoetanol
1mM. A enzima foi eluida com o mesmo tampao a um fluxo de 60
ml/hora. Fragaes de 9,5 ml/tubo foram coletadas em coletor de
fragoes refrigerado. As fragoes mais ativas da preparacao de
musculo de coelho foram reunidas e dialisadas por 72 horas
contra uma solugao saturada de sulfato de amdnio, pH 8,4,
contendo 2-mercaptoetanol 1mM. Na hora do uso, aliquotas
desta bpreparacao eram retiradas e dialisadas contra tampao
Tris-HC1 50mM, pH 8,2, contendo EDTA 1mM 2-mercaptoetanol

TmM.
2.5.6 Musculo de Jacare (Caiman sp.) e Pato (Amas sp.)
As enzimas de Jjacaré (Caiman sp.) e pato (Anas sp.)

encontravam-se disponiveis em nosso laboratdrio em forma

homogénea e pura. A cada experimento as enzimas eram



dialisadas por 12 horas contra tampao Tris-HCl 50mM, pH 8,2,

contendo EDTA TmM e 2-mercaptoetanol 1mM.

2.6 ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA EM PRESENCA DE
SDS

A GPDH de células HelLa foi submetida a eletroforese
em gel de poliacrilamida contendo SDS. Os géis, a 10% em
poliacrilamida contendo 0,1% de SDS, foram polimerizados em
cilindros de vidro (0,6 cm x 9,5 cm), segundo o método
descrito por WEBER & OSBORN, (1969). Foram aplicadas 50 ug da
amostra. A banda de proteina foi localizada mergulhando
o gel por aproximadamente 2 horas numa solugao contendo 475
ml de metanol a 50% (v/v), 46 ml de &cido acético glacial,
1,258 de Comassie Brilliant Blue. A descoloragao foi feita
numa mistura 5% (v/v) de metanol e 7,5% (v/v) acético glacial

para 1 litro de agua.

2.7 DOSAGEM DE PROTEINA

A proteina foi estimada pelo método de WARBURG &
CHRISTIAN, (1941), e também pelo método de Lowry (LOWRY et

al, 1951), usando-se soro albumina bovina como padrao.

2.8 ATIVIDADE ENZIMATICA

2.8.1 Preparo e Determinacao da Concentracao do Substrato

A solugao de D-L gliceraldeido-3-fosfato foi preparada
a partir do sal de bdrio. Este foi dissolvido com vigorosa
agitagcao em agua deionizada contendo uma suspensao de DOWEX

50 W 4 (Sigma), resina catidnica, na proporgao de 1,5 mg de
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DOWEX para 100 mg do substrato. A solucgao foi aquecida em
banho fervente por 3 minutos, resfriada em banho de gelo e
filtrada através de Millipore. Na hora do uso, o pH da
solugao, que era de aproximadamente 2,0 foi acertado para 7,0
com uma solugao de KOH a 15%.

A concentracao do D-gliceraldeido-3-fosfato foi
determinada enzimaticamente em presenca de excesso de NAD+,
arseniato de sdédio e GPDH, de acordo com o método de FURFINE
& VELICK, (1963). A mistura de incubagao continha tampao
Tris-HCl1 50mM, pH 8,2, contendo EDTA 1mM e 2-mercaptoetanol
1mM, arseniato de sdédio 50 mM, NAD+ TmM, enzima em eXcessSo e
3 a 5 pl da solugao de D-L gliceraldeido-3-fosfato a ser
testada, num volume final de 1Tml. O tubo branco continha
todos o0s componentes acima, exceto o G3P, o qual foi
substituido por igual volume de tampao.

Zerado o‘espectrofotémetro, a reacao foi iniciada pela
adigcao de G3P na segunda cubeta. O progresso da reacgao foi
seguido a 340 nm e depois da reacgao ser completada, calculou-
se a variagao da D.0. entre as absorbincias inicial e final.
A concentracao de G3P foi expressa em fungao de seu isomero

ativo e calculado de acordo com a equagéo:

D.O.
340nm X volume total do ensaio

6,22 X volume da amostra

D-G3P mM =

0 calculo da concentracao foi resultante da média

aritmética de duas determinagoes.
2.8.2 Determinagoes da Concentragao de NAD' e NADH

A concentracgao do NAD+ foi determinada

espectrofotometricamente através da absorbancia a 260 nm.



Para o cdlculo da concentracao foi utilizada a média de duas

determinacoes do componente a ser testado. A concentracao do
+ . . L~

NAD foi calculada usando-se o coeficiente de extincao molar

de 17600 m_1cm—1 (Sigmal Chemical Co. s.d.) de acordo com a

seguinte equacgao:

D.O.
260nm : 17,6 X volume total

volume de amostra

NAD mM =

A concentracao de NADH foi determinada
espectrofotometricamente pela medida da absorbdncia a 340 nm,
do mesmo modo que para o NAD, usando-se um coeficiente de

extingao molar de 6220 M—1cm—1(HORECKER & KORNBERG 1948).

2.8.3 Determimagao da Atividade da GPDH

L atividade enzimatica foi medida espectrofo

tometricamente a 250C, segundo método de DAGHER

& DEAL (1977), seguindo-se a redugdo do NAD', a 340 nm,

nos primeiros 15 segundos. 0 espectrofotﬁmetro
usado foi o Varian Techtron modelo 635-D,

sistema de incubagao, em volume final de 1 ml, continha
tampao Tris-HCl1 50 mM, pH 8,2, contendo EDTA 1mM e 2-
mercaptoetanol 1mM, arseniato de sdédio 50 mM, NAD+ TmM,
gliceraldeido-3-fosfato 1mM e quantidades varidveis de
proteina. A reagao foi iniciada pela adigao do substrato, ja
que o gliceraldeido-3-fosfato é instdvel em solugoes aquosas,

decompondo-se com o tempo (DEAL Jr.,1969; DAGHER & DEAL Jr.,

1977) .
Uma wunidade de enzima foil considerada como sendo a

quantidade de enzima capaz de reduzir um pumol de NAD™ por

. o .. . .
minuto, a 25 C. A atividade especifica foi expressa como

unidade de enzima por miligrama de proteina.
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2.9 CARACTERIZACAO IMUNOLOGICA DA GPDH

2.9.1 Obtencao de Anticorpos Anti-GPDH de Celulas HeLa

e de Pato (Amas sp.)

Os anticorpos anti-GPDH de células Hela e de mdsculo
de pato foram preparados através de inoculacgoes via
subcutidnea de emulsoes preparadas com as enzimas purificadas
e o adjuvante completo de Freund, em dois coelhos albinos
machos, da raga New Zealand, com mais ou menos 3 meses de
idade. Cada coelho recebeu 1mg do respectivo antigeno
purificado, subdivididos em 3 doses com intervalo de 15 dias.
Antes de receberem a primeira dose de antigeno, os coelhos
foram submetidos a pungao cardiaca coletando-se 5 mnl de
sangue de cada animal. O sangue foi incubado a 37OC por 30
minutos e em seguida a MOC por 12 horas. O soro foi separado,
centrifugado a 5 000 x g e o sobrenadante aliquotado e
congelado a —ZOOC.

A formagao de anticorpos foi acompanhada semanalmente
apés a segunda dose, pelo método de imunodifusao de
Ouchterlony (OUCHTERLONY & NILSSON 1978), empregando-se
diluigcoes das enzimas purificadas. Os anticorpos foram
retirados através do sangramento da veia marginal da orelha
dos coelhos. Apds coagulagao e retragao do codgulo, o soro
foi separado e utilizado na imunodifusao, sem nenhum
tratamento prévio.

Apés U5 dias da primeira dose, os coelhos foram
submetidos a pungao cardiaca para retirada da maior
quantidade possivel de sangue (em torno de 150 ml), que foi
deixado a 37OC por 30 minutos. Os soros obtidos pela retracgao
dos coagulos foram centrifugados a 5 000 x g por 15 minutos e

mantidos a —2OOC.



26
2.9.2 Purificacao dos Anticorpos Anti-GPDH

Os sobrenadantes dos soros anteriormente obtidos (38
ml e 27 ml de soro, respectivamente para Anas sp. e células
Hela) foram submetidos ao fracionamento com sulfato de
ambnio. As proteinas precipitadas entre 0-45% de saturacao,
ern banho de gelo, foram ressuspensas em pequeno volume de
dgua destilada e dialisadas contra a mesma solugao, a MOC,
por 24 horas, com agitacao. As proteinas precipitadas foram
eliminadas por centrifugacao a 10 000 x g por 10 minutos e os
sobrenadantes foram dialisados contra tampao fosfato 50 mM,
nd 6,8 a MOC, por 48 horas, com agitacao. Com os dialisados
foram feitos "batchs" com DEAE-celulose equilibrada com
tampao fosfato 50 mM pH 6,8, em banho de gelo. Este material
foi filtrado & vacuo e o filtrado coletado e concentrado através da
adigao de sulfato de amdnio 45%. Apds 20 minutos de agitacao,
as preparagoes foram centrifugadas a 10 000 x g por 10
minutos, a 4°¢.

Os precipitados foram ressuspensos em pequenos volumes
de tampao fosfato 50mM, pH 6,8 e dialisados durante a noite
contra o mesmo tampao. Estas solugoes contendo  as
gama-globulinas foram distribuidas em aliquotas de 0,5 ml e
congeladas a —2OOC. A preparagao de anticorpos anti-GPDH de
musculo de pato e de células Hela assim obtidas continham 5,2
mg proteinas/ml (3,8 ml) e 14,9 mg proteinas/ml (3,8 ol),

respectivamente.
2.9.3 Imumodifusao

Para a imunodifusao foram utilizadas placas de vidro
medindo 5,0 cm x 8,0 cm. Sobre elas, foram vertidos em torno
de 15 ml de uma solugao de agarose a 1%, fundida em tampao

barbital/HCl1 25 mM, pH 8,6. Uma vez solidificadas as camadas
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de gel, foram feitos os orificios. A imunodifusao foi
realizada de acordo com o método de OUCHTERLONY & NILSSON
(1978), colocando-se no orificio central da primeira placa,
uma solugao de gama-globulina anti-GPDH de musculo de pato
(Anas sp.). Nos orificios periféricos foram aplicadas

preparagoes enzimaticas de diferentes fontes (S. cereviseae,

E. coli, jacare, pato, tumor da mama, células Hela e coelho).

A placa de imunodifusao foi colocada em cAmara umida
saturada com toluol e mantida a temperatura ambiente por 48
horas. Apds este tempo, a placa foi lavada trés vezes comn
solugao de NaCl 0,9% por 72 horas, com agitacao e em seguida
com dgua destilada, duas vezes, por 48 horas, com agitagao.
Apbés estas lavagens, as bandas de precipitina foram coradas
mersulhando as placas durante aproximadamente 2 horas em uma
solugao contendo 475 ml de metanol a 50% (v/v), 46 ml de
dcido acético glacial, 1,25g de Comassie Brilliant Blue G.
Para a visualizagao das bandas, as placas foram descoradas
através de trocas seguidas do descolorante composto de 5% de
metanol, 7,5% ml de acido acético glacial para 1 litro de

agua.

2.9.4 Imunoeletroforese do Antigemo e do Anticorpo

de Celulas HeLa

Para a 1imunoeletroforese foram utilizadas placas de
vidro medindo 5,0 cm x 10,0 cm. Sobre elas, foram vertidos
volumes de aproximadamente 20 ml de uma solucgao de agarose a
1%, fundida em tampao barbital/HCl1 25 mM, pH 8,6. Uma vez
solidificadas as camadas de gel, foram feitos os orificios.

A imunoeletroforese foi realizada segundo o método de
HUDSON & HAY (1976). No orificio A da primeira placa de

imunoeletroforese foram adicionados 60 pl de uma solugao
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purificada de GPDH de células Hela (5,75 U/ml) e 5 pl de azul
de bromofenol. No orificio A da segunda ©placa foran
adicionados 60 ul uma solugao de gama-globulina purificada
anti-GPDH de células Hela (14,9 mg/ml de proteina) e 5 ul de
azul de bromofenol. Para o) desenvolvimento das
imunoeletroforeses, utilizou-se tampao barbital/HCl 25 mM, pH
8§,6. Cada placa de agar-gel foi submetida a uma intensidade
de corrente elétrica de 15mA por placa, a temperatura
ambiente, por 3 horas e meia, tempo suficiente para a
migracao do azul de bromofenol. Ao fim deste tempo, a
eletroforese foi interrompida, e com auxilio de 1lamina
cortante, preparou-se uma canaleta. A canaleta da primeira
placa foi adicionado 0,6 ml da solucao de gama-globulina
anti-GPDH de células Hela e a canaleta da segunda placa foi
adicionado igual quantidade da preparacao enzimdtica
purificada de GPDH de células Hela e deixadas para difusao
por 48 horas, em camara umida saturada com toluol, a
temperatura ambiente. Apds este tempo, as placas foran
lavadas, coradas e descoradas conforme procedimento descrito

no item 2.9.3 de Materiais e Métodos.



3 RESULTADOS E DISCUSSAD

O 1isolamento e o estudo da gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase de fontes tumorais é importante, uma vez que ha
poucos trabalhos relatados na literatura sobre esta enzima,
gue participa de uma via metabdlica '"chave" para células
tumorais, a via glicolitica.

b atividade enzimdtica da gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase pode ser ensaiada de varias formas. E
necessario a uma enzima de cinética rapida, facilmente
reversivel e que sofre inibigcao pelos produtos (DUGGLEBBY &
DENNIS, 1974), a adogcao de um método que contorne estas
propriedades e que facilite a medida da velocidade inicial. O
método utilizado neste trabalho para a medida da atividade da
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase de todas as fontes foi
o arsenolitico. O uso do arseniato, em lugar do fosfato
(FERDINAND, 1964) resulta na rapida formacao do 1l-arseno-3-
fosfoglicerato, que nao € enzimaticamente hidrolisado a 3-
fosfoglicerato. Este método evita a reversibilidade da reacgao
e a inibigao por 1-3 difosfoglicerato, sendo considerado um
método sensivel para a andlise de estudos cinéticos (DAGHER &
DEAL, 1977; BYERS et al, 1979).

Os experimentos cujos resultados sao descritos a
seguir, foram feitos com a finalidade de purificar e
caracterizar a gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase de
células HelLa, e compard-la com as enzimas isoladas de outras

fontes, normais e tumorais.
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3.1 PURIFICACAO DA GPDH DE CELULAS HeLa

A TABELA I apresenta as etapas de purificagéo da GPDH

de células Hela. A enzima foi purificada por dois
fracionamentos sucessivos com sulfato de amonio. A ultima
etapa, que corresponde a uma saturagéo de 90%, forneceu a

enzima. E importante notar que todas as outras GPDHs
homogéneas relatadas, tém sido purificadas a partir de
precipitados obtidos com uma saturagéo acima de 50% de
sulfato de amonio, algumas, acima de 70%. (VELTRI et al,
1977; VIEIRA et al, 1983; OHKUBO et al, 1986; BARBOSA &
NAKANO, 1987). Esta observagéo sugere similaridades entre as
varias GPDHs estudadas.

A GPDH de células Hela apresentou-se, nos extratos
brutos, com atividade especifica de 0,4 U/mg de proteina.
ApOs a etapa de cromatografia em DEAE-Sephadex A-50, a
atividade especifica era de 32 U/mg, ou seja, uma purificagéo
de 80 vezes. O rendimento alcancado foi de 38,5%.

A FIGURA I, mostra o perfil eletroforetico em presenga
de SDS da preparacao apos a ultima etapa de purificagdo. Foi
observada uma uUnica banda correspondente a subunidades com PM
de 36.000. Por este critério, pode-se observar que a enzima

assim obtida, era homogénea € pura.
3.2 PURIFICAGAO DA GPDH DE TECIDO TUMORAL DE MAMA

As etapas de purificagao da GPDH de células Hela foram
adotadas tambem para a obtengéo da enzima de tecido tumoral

de mama. Os resultados estao apresentados na TABELA II.

Pode-se observar que a enzima, nos extratos brutos,
apresentou-se com atividade especifica de 0,4 U/mg. Apés a
etapa de cromatografia em DEAE-Sephadex A-50, a atividade
especifica foi de 24,0 U/mg, sendo purificada em torno de

60,0 vezes com um rendimento final de 34,7%.



TABELA 1 - PROCESSO DE PURIFICACAO DA GPDH DE CELULAS HelLa

FRACEO VOLUME ATIVIDADE UNIDADE PROTEINA P?ggiSNA ég%gg???gi ;gggg PURIFI
: OTAL 1o
(m1) (U/ml) TOT (mg/ml) (mg) (U/me) (2) CAC
EXTRATO
ARUTO 13,0 3,2 41,6 8,5 110,5 0,4 100 1
(NHH)Z 804
1,25 13,5 16,9 6,3 7,9 2,1 40,6 5,3
pp.90%
CROMATOGRAFIA
DEAE-SEPHADEX 5 3,2 16 0,1 0,5 32 38,5 80
A-50

LE
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FIGURA 1 - ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA EM PRESENGA
DE SDS DA GLICERALDEIDO-3-FOSFATO DESIDROGENASE DE

CELULAS Hela.

A eletroforese em gel, na concentracao de 10% de poliacrilamida, contendo
0,1% de SDS foi realizada de acordo com o método descrito por UEBER &
OSBORN, (1969), sendo aplicada amostra contendo 50ug de proteina.

A. Extrato bruto de células Hela.

B. Fragao purificada de células Hela.

C. GPDH purificada de musculo de pato (Anas sp.) utilizada como padrao.



TABELA 2 - PROCESSO DE PURIFICAGCAO DA GPDH DE TECIDO TUMORAL DE MAMA

RENDI
~ ATIVIDADE .
FRAGEO VOLUME Py UNIDADES PROTEINA PROTEINAS ATIVIDADE wento PURIFI
(m1) (U/ml) TOTAIS (mg/ml) TOTAIS ESPECIFICA () CAGAO
(mg) (U/mg)
EXTRATO .
BRUTO 25,5 1,6 50,3 3,7 94,4 0,U 100 1
(NHM)2 50,
2,0 7,5 15,0 6,1 12,2 1,2 36,8 3,0
ppt - 90%
CROMATOGRAFIA
DEAEj%g?ADEX 6 2,4 14,4 0,1 0,6 24,0 35,3 50,0

€€
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Os valores de atividade especifica da GPDH para
células tumorais (HelLa e mama) sao semelhantes aquele
relatado por OHKUBO et al, (1986) que obteve 31 U/mg para a
enzima purificada de tecido tumoral de pulmao. Entretanto,
estes valores sao relativamente baixos quando comparados com
preparacoes enzimdticas obtidas de musculo e figado normais.
A atividade especifica obtida neste trabalho, para a enzima
de musculo de coelho, purificada segundo o método de Cori
(CORI et al, 1948) foi de 80 U/mg (resultado nao mostrado).

Outros exemplos da 1literatura podem ser <citados: a
enzima isolada de misculo de jacaré, apresentou atividade
especifica de 80 U/mg (VIEIRA et al, 1983); de musculo de
pato, 203 U/mg (BARBOSA & NAKANO, 1987); de figado de porco,
150 U/mg (DAGHER & DEAL Jr., 1977); de musculo de porco, 130
U/mg (HALASZ & POLGAR, 1982); de levedura, 150 U/mg (JAENICKE
et al, 1980), todas ensaiadas pelo método arsenolitico, o
mesmo utilizado neste trabalho. Estes valores podem ser um

reflexo da atividade metabdlica dos diferentes tecidos.

3.3 PROPRIEDADES CINETICAS DA GPDH DE CELULAS HelLa
£ DE TECIDO TUMORAL DE MAMA

3.3.1 Atividade de GPDH de Celulas HelLa em Funcao do pH

A atividade da GPDH de células Hela em fungao do pH ¢é
mostrada na FIGURA 2.0 pH otimo foi estimado em torno de 8,2,
sendo que em pH 7,8 e 8,5 apresentou aproximadamente metade
da atividade. Este valor de pH 46timo se encontra na faixa
geral de valores de pH d6timo relatados para a maioria das
GPDHs (VELICK & FURFINE, 1963; DAGHER & DEAL Jr., 1977;
VIEIRA et al, 1983; BARBOSA & NAKANO, 1967). Deve-se notar
também, que o perfil do grafico no decréscimo da atividade enzimatica

em valores de pH mais altos nao € tao agudo como aquele descrito
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FIGURA 2 - ATIVIDADE DA GPDH DE CELULAS HeLa EM FUNGAO DO pH,

4,0

3,0

U/ml

2,0 o

pH

A mistura de incubagéo continha, em um volume de 1 ml: 7 pg de enzima,
arseniato de sodio 50 mM, NAD 1 mM e G3P 1 mM. Para o ensaio do pH 6t1
no foi utilizado o sistema com tampao Tris-HC1 (pH 7,0 - 9,0). O pH O-
timo foi estimado em torno de 8,2.
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por BONDI, (1969) para a GPDH de musculo de coelho.

3.3.2 Efeito do. Arseniato sobre a Atividade Enzimatica

da GPDH de Celulas Hela

A FIGURA 3 mostra a atividade da enzima frente a
diferentes concentragoes de arseniato. Observa-se que a
concentragao Otima de arseniato foi de 50mM, sendo que
concentracgoes superiores foram inibitdrias. Valores dtimos de
50mM de arseniato foram descritos também para a GPDH de
misculo de jacaré (VIEIRA et al, 1983) e de coelho
(FERDINAND, 1964). Valores inferiores (30mM), foram descritos
nara a enzima de levedura (FOUCAULT et al, 1978) e de
musculo de pato (BARBOSA & NAKANO, 1987). O valor de 10mM foi

encontrado para a enzima do musculo de porco (DAGHER & DEAL Jr., 1977).

3.3.3 Efeito da C@ncentra@é@ de Gliceraldeido-3-fosfato
Sobre a Atividade da GPDH de Celulas HelLa e de Tecido
Tumoral de Mama. Determimacao da Constante de

HNichaelis-Menten

As FIGURAS 4 e 5 apresentam o efeito da concentragao de
G3P sobre a GPDH de células HelLa e de tumor de mama, respecti-
vamente. 0 valor da constante de Mumans—Manen,Km, calculado
segundo o método de Lineweaver-Burk (LINEWEAVER & BURK, 1934) foi
de 1,0 x 10_4M para a enzima isolada de células HelLa e de 8,26 x

5I'I para a enzima obtida a partir de tecido tumoral de mama.Deve-se

10
observar que as enzimas de ambas as fontes foram ensaiadas nas
mesmas condigoes, isto é, em pH 8,2 e a 25°C. 0Os resultados obtidos
neste trabalho para as células tumorais sao comparaveis aos relatados
para esta enzima isolada de uma variedade de fontes normais

(FUJITA et al, 1976; FOUCAULT et al, 1978; DEPARADE & GLOUGGLER,
1981; VIEIRA et al, 1983; BARBOSA & NAKANO, 1987).



FIGURA 3 - EFEITO DO ARSENIATO SOBRE A ATIVIDADE ENZIMATICA DE
GPDH DE CELULAS Hela.
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A mistura de incubaggo continha, em um volume final de 1 ml: 7 pg de

enzima, tampao Tris-HC1 50mM, pH 8,2 contendo EDTA 1mM e 2-mercaptoetanol

1mM, G3P 1mM e quantidades varidveis de arseniato de sddio.
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FIGURA % - EFEITO DA CONCENTRAGAO DE GLICERALDEIDO-3-FOSFATO
SOBRE A ATIVIDADE DA GPDH DE CELULAS Hela.
DETERMINACAO DA CONSTANTE DE MICHAELIS-MENTEN.

o T T
o] 2 4q 6
CG3PImM

CG3P1

A mistura de incubagao continha, em um volume final de 1 ml: 7 ug de
proteina, tampao Tris-HC1 50mM, pH 8,2, contendo EDTA 1M e 2-
mercaptoetanol 1mM, arseniato de sodio 50mM, NAD 1mM e quantidades
varidveis de G3P. O valor da constante de Michaelis-Menten (Km) para o
G3P, calculado segundo o método de LINEWEAVER-BURK, foi de 1,0 x 10-uM, em
pH 8,2 e a 25°C.
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FIGURA 5 - EFEITO DA CONCENTRAGAO DE GLICERALDEIDO-3-FOSFATO
SOBRE A ATIVIDADE DA GPDH DE TECIDO TUMORAL DE
MAMA. DETERMINAGAO NA CONSTANTE DE MICHAELIS-

MENTEN.
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A mistura de incubagéo continha, em um volume final de 1 ml: 10ug de
proteina, tampao Tris-HC1 5O0mM, pH 8,2 contendo EDTA TmM e 2-
mercaptoetanol 1mM, arseniato de sddio 50mM, NAD 1mM e quantidades
variaveis de G3P. O valor da constante de Michaelis-Menten (Km) para o
G3P, calculado segundo o método de LINEWEAVER-BURK, foi de 8,26x10°5M, em
pH 8,2 e a 25°C.
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3.3.4 Efeito da Concentragio de NAD Sobre a Atividade da
GPDH de Celulas HelLa e de Tecido Tumoral de Mama.

Determinacao da Constante de Michaelis-Menten

0 efeito da concentracao do NAD" sobre a velocidade da
reagao € mostrado nas FIGURAS 6 e 7, respectivamente para as
enzimas obtidas de células HelLa e de tumor de mama. O valor

da constante de Michaelis-Menten para o NAD+, calculado

segundo o) metodo de Lineweaver-Burk foi de
3,07 X 107°M para a enzima de celulas Hela e
1,53 x IO_SM para a enzima do tecido tumoral de mama. Neste

aspecto o comportamento das enzimas de celulas tumorais foi também se-
melhante ao de outras, obtidas de células normais, de outras es-
pecies animais (FUJITA et al, 1976 ; FOUCAULT et 21, 1978; DEPARADE
& GLOGGLER , 1981; VIEIRA et al, 1983; BARBOSA & NAXANO, 1987).
Quanto ao conteudo de NAD+ na proteina isolada, as
GPDHs podem ser diferenciadas em dois grupos gerais: o
primeiro grupo contém quantidades substanciais de NAD
ligado, encontrando-se neste grupo a maioria das enzimas
estudadas (SCHEEK & SLATER, 1978; HARRIS et al, 1980; VIEIRA
et al, 1983; BARBOSA & NAKANO, 1987). O segundo grupo possui
pouco ou nenhum coenzima ligadé, como é o caso das enzimas de
levedura (KIRSCHNER, 1971), esturjao, peru, faisao (ALLISON &
KAPLAN, 1964) e E. coli (D'ALESSIO &JOSSE, 1971).
Como a maioria das GPDHs estudadas, a GPDH de ceélulas
Hela apresentam NAD+fortemente ligado. A relacao AZ&fA26Ofbi
de 1,14, indicando, conforme SEYDOUX, (1973), que a enzima possui
3,6 moles de NAD+ por mol de enzima. Observagoes semelhantes
sao validas para a enzima isolada de tecido tumoral de mama.
Deve-se ainda salientar que tanto a GPDH de células

~ <o + g
Hela como a de tumor de mama, sao especificas para o NAD , nao
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FIGURA 6 - EFEITO DA CONCENTRAGCAO DE NAD® SOBRE A ATIVIDADE
DA GPDH DE CELULAS HeLa. DETERMINACAO DA CONSTANTE
DE MICHAELIS-MENTEN.
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A mistura de incubagao continha, em um volume final de 1 ml: 8ug de
proteina, tampao Tris-HCl1 50mM, pH 8,2 contendo EDTA 1mM e 2-
mercaptoetanol 1mM, arseniato de sddio 50mM, G3P 1mM e quantidades
variaveis da NAD+. 0 valor da constante de Michaelis-Menten para o NAD+,
calculado segundo o método de LINEWEAVER & BURK, = 3,07 x 10-5M, em pH
8,2 e a 25°c.
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mm-!



Lo

FIGURA 7 - EFEITO DA CONCENTRAGCAO DO NAD® SOBRE A ATIVIDADE
DA GPDH DE TECIDO TUMORAL DE MAMA. DETERMINACAO DA
CONSTANTE DE MICHAELIS-MENTEN.
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A mistura de incubagéo continha, em um volume final de 1ml: 10 pg de
proteina, tampao Tris-HCl 50mM, contendo EDTA 1mM e 2-mercaptoetanol 1mM,
arseniato de sédio 50mM, G3P 1mM e quantidades variaveis de NAD'. O valor
da constante de Michaelis-Menten para o NAD+, calculado segundo o método

de LINEWEAVER-BURK foi de 1,53 x 10_5["{, em pH 8,2 e a 250C.
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apresentando nenhuma atividade quando este coenzima foi

substituido pela NADP.

3.3.5 Efeito Inibitorio do Produto da Reacao, NADH, e do ATP,
Sobre a Atividade Enzimatica da GPDH de Celulas HeLa e
de Tecido Tumoral de Mama.

A agao inibitdria do NADH e do ATP sobre a GPDH de
diferentes fontes foi descrita por varios autores (OGUCHI et
al, 1973); VIEIRA et al, 1983; BARBOSA & NAKANO, 1987). Estes

pardmetros foram avaliados neste trabalho, para a enzima

obtida de células HelLa. Foi tambem estudada a inibigao da
GPDH de tecide tumoral de mama pelo NADH.

0O efeito 1inibitdério do NADH sobre a GPDH esta
apresentado na FIGURA 8 (células HelLa) e na FIGURA 9 (tumor
de mama). Deve-se salientar que estes experimentos foram
feitos em presenga de concentracao saturante de G3P, em pH
8,2 e a temperatura de 250C. Em ambos os casos, foi observada
uma inibigcao do tipo competitivo em relacgao ao NADT. 0 valor
de K{, calculado da intersecgao com o eixo das abcissas foi
de 3:é5x 10-5M para a GPDH de células HelLa e de 5,35 x 10-5M
para a enzima de tumor de mama.

TUCKER & GRISOLIA, em 1962, mostraram que o NADH em
concentragoes compativeis com as usadas neste trabalho,
promovem a inativacao da GPDH. Nossos experimentos foram
realizados em condigao experimental diferente dos usados
pelos autores, que trabalharam em uma situagao de pré-
incubagao com o coenzima reduzido, nao podendo, portanto, screm.
comparados. Embora nao possa ser descartada a possibilidade
de que o NADH inative a GPDH de células HelLa e de tumor de
mama, os resultados aqui apresentados refletem a inibicao da
enzima e nao a sua inativacgao.

O efeito do ATP sobre a atividade da GPDH de células
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FIGURA 8 - EFEITO INIBITORIO DO PRODUTO DA REAGCAO, NADH,
SOBRE A ATIVIDADE ENZIMATICA DA GPDH DE CELULAS

Hela.

50 uM
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A mistura de incubagao continha, em um volume final de 1 ml: 8ug de
proteina, tampao Tris-HC1 50mM, pH 8,2 contendo EDTA 1tM e 2-
nercaptoetanol 1M, G3P 1mM, arseniato de sddio 50mM, quantidades
varidveis de NAD' e zero (0), 50uM (@) e 100uM (O) de NADH. O valor da
constante de inibigao (Ki), calculado da intersecdao com o eixo das

-5 o
abcissas foi de 3,25 x10 M, em pH 8,2 e a 25 C.
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FIGURA 9 - EFEITO INIBITORIO DO PRODUTO DA REAGCAO, NADH,
SOBRE A ATIVIDADE ENZIMATICA DA GPDH DE TECIDO
TUMORAL DE MAMA. -
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A mistura de incubagao continha, em um volume final de 1 ml: 10ug de
proteina, tampao Tris-HCl1 50mM, pH 8,2 contendo EDTA 1mM e 2-
mercaptoetanol 1mM, G3P 1mM, arseniato de sddio 50mM, quantidades
varidveis de NAD' e zero (0), 50 UM (@) e 100 uM (@) de NADH. O valor da
constante de inibicao (Ki), calculado da intersecao com o eixo das

abeissas foi de 5,35 x 107°M em pH 8,2 e a 25°C.
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HeLa estd apresentado na FIGURA 10. Os experimentos foram
realizados em concentragao saturante de G3P, pH 8,2 e a
ZSOC.Foi demonstrada uma inibigao do tipo competitivo em
relagio ao NAD', e o valor da constante de inibigao, Ki’
calculado da intersecgao com o eixo das abcissas foi de 2,61 x 10—3M.
A andlise dos parametros cinéticos, bem como os
estudos de inibigéo, mostram que as GPDHs de células tumorais
purificadas apresentam propriedades similares as das enzimas

de tecidos normais isoladas de outras fontes.

3.4 ESTABILIDADE DA GPDH DE CELULAS HeLa

A GPDH de células HelLa, purificada até a etapa de
sulfato de ambénio e dialisada em tampao Tris-HCl 50mM, pH
8,2, contendo EDTA 1mM e 2-mercaptoetanol 1mM, foi mantida em
geladeira, a aproximadamente MOC. Nestas condigoes foi
observado que a enzima, diferentemente das GPDHs de outras
fontes, nao apresenta grande estabilidade. Apds uma semana, a

GPDH perdeu em torno de 40% de sua atividade inicial.

3.5 CARACTERIZACAO IMUNOLOGICA DA GPDH DE CELULAS HeLa

Embora na literatura especializada existam estudos
imunoldgicos sofisticados, realizados com preparacgoes
homogéneas de anticorpos que permitiriam caracterizar e/ou
identificar grupos determinantes de antigenicidade de um
antigeno (ROITT, 1983), o presente trabalho se limitou a
andlise comparativa das propriedades antigénicas das GPDHs de
células Hela e de Anas sp (pato).

Assim, os experimentos cujos resultados sao descritos
a seguir, foram feitos com a finalidade de se caracterizar os anticorpos

obtidos contra GPDH purificada de células HelLa e de Anas sp.
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FIGURA 10 - EFEITO INIBITORIO DO ATP SOBRE A ATIVIDADE
ENZIMATICA DA GPDH DE CELULAS HelLa.
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A mistura de incubagao continha, em um volume final de 1 ml: 8ug de
proteina, tampao Tris-HC1 50mM, pH 8,2 contendo EDTA 1mM e 2-
mercaptoetanol 1mM, G3P 1mM, arseniato de sdédio 50mM, quantidades
" varidveis de NAD' e zero (0), 3mM (8) e 6mM (O) de ATP. O valor da
constante de inibicao (Ki), calculado da intersecao com o eixo das

abcissas foi de 2,61 x 10_3M em pH 8,2 e a 25°c.
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3.5.1 Imunoeletroforese da GPDH de Celulas HeLa

A FIGURA 11 mostra o perfil imunoeletroforético da
preparacao utilizada para a obtencgao dos anticorpos anti-GPDH
de células Hela. Pode-se observar a presenca de uma unica
banda de precipitina, demonstrando por mais este critério, a pureza

da preparacao de GPDH empregada para a obtencgao do anticorpo.

3.5.2 Imunoeletroforese do Anticorpo Anti-GPDH de
Celulas HelLa

A  imunoeletroforese da preparacao purificada de
anticorpos anti-GPDH de células Hela estd apresentada na
FIGURA 12. Esta imunoeletroforese mostra trés bandas de
orecipitina, correspondendo a trés fragoes eletroforéticas

das gama-globulinas (IgM, IgG, Igh).

3.5.3 Imunodifusao das GPDHs das Diversas Fontes.

Caracterizacao do Anticorpo Anti-GPDH de Celulas Hela

Com a finalidade de se caracterizar a especificidade
dos anticorpos obtidos contra a GPDH de células HelLa foram
realizados experimentos de imunodifusao, cujos resultados
estao apresentados nas FIGURAS 13 e 14. Em ambos os casos, O
orificio central continha o anticorpo anti-GPDH de células
HelLa. Na FIGURA 13, as GPDH usadas eram das seguintes fontes:

células HelLa (orificios 1 e 2), S. cereviseae (Orificio 3),

E. coli. (orificio 4), Anas sp. (orificios 5 e 6). Na FIGURA

14, as GPDHs usadas eram das seguintes fontes: Oryctolagus sp.

(orificios 1 e 2), Caiman sp. (Orificio 3), Anas sp. (orificio
4) e tecido tumoral de mama (orificios 5 e 6).
Na FIGURA 13, os anticorpos anti-GPDH de células Hela

reagiram com a enzima de células Hela (orificios 1 e 2). Nao
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FIGURA 11 - PERFIL IMUNOELETROFORETICO DA GPDH PURIFICADA DE
CELULAS HeLa (ANTIGENO).

O orificio (A) continha 60ul de uma preparagao purificada de GPDH de
células Hela (5,75 U/ml). Na fenda foi colocado 0,6 ml de preparagao de
anticorpos anti-GPDH de células HeLa (14,9 mg/ml de proteinas). A banda de

precipitina foi corada com Comassie Brilliant Blue G.



FIGURA 12 - PERFIL IMUNOELETROFORETICO DO ANTICORPO ANTI-GPDH
PURIFICADC DE CELULAS Hela.

T
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0 orificio (A) continha 60pl da preparagao de anticorpos anti-GPDH de
células Hela (14,9 mg/ml de proteinas). Na fenda foi colocado 0,6 ml da
preparagao purificada de GPDH de células Hela (5,75 U/ml). As bandas de
precipitina, provavelmente correspondentes a IgM, IgG e IgA, foram coradas

com Comassie Brilliant Blue.
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FIGURA 13 - IMUNODIFUSAO DA GPDH DE DIVERSAS FONTES COM
PREPARACAO DE ANTICORPOS ANTI-GPDH de CELULAS

HelLa.

A FIGURA 13 continha, no orificio central (7), 60ul da preparagao de
anticorpos anti-GPDH de células Hela (14,9 mg/ml de proteinas). Os demais
orificios continham:

1 e 2 - 60pl de GPDH purificada de células HelLa (5,75 U/ml);

45 ul de GPDH de levedura (7,1 U/ml);

60 pul de GPDH de bactéria (5,8 U/ml);

50 pl de GPDH purificada de pato (6,39 U/ml);

oN = w
|

60 pl de GPDH purificada de pato (6,39 U/ml).
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houve formacao de bandas de precipitina quando as GPDHs de
levedura (orificio 3), bactéria (orificio 4) e musculo de
pato (orificios 5 e 6) foram colocadas frente a preparacgao de
gama-globulinas purificadas de células Hela.

Na FIGURA 14, os anticorpos anti-GPDH de células Hela
reagiram com as enzimas de musculo de jacare (orificio 3) e
de tumor de mama (orificios 5 e 6), enquanto que as GPDHs de
nisculo de pato (orificio 4) e de musculo de coelho
(orificios 1 e 2) nao reagiram com a gama-globulina

purificada de células Hela.

3.5.4 Imunodifusao das GPDHs das Diversas Fontes.

Caracterizacao do Anticorpo Anti-GPDH de Pato (Amnas sp)

Os resultados da imunodifusao, feitos com a finalidade
de caracterizar a especificidade dos anticorpos obtidos
contra a GPDH de musculo de pato, estao apresentados nas
FIGURAS 15 e 16. Em ambos os casos, o orificio central
continha o anticorpo anti-GPDH de muisculo de pato. Na FIGURA
15, as GPDHs usadas eram das seguintes fontes: células Hela
(orificios 1 e 4), Anas sp. (orificio 2), Caiman_gp.(orificio

3), S. cereviseae (orificio 5) e E. coli (orificio 6). Na

FIGURA 16, as GPDHs das seguintes fontes: Oryctolagus sp.

(orificios 1 e 2), Caiman sp.(orificio 3) Anas sp. (orificio
4), e tumor de mama (orificios 5 e 6).

A FIGURA 15 mostra que nao houve formacao de bandas de
precipitina quando as GPDHs de bactéria (orificio 6) e
levedura (orificio 5) foram testadas frente a preparacao de
gama-globulina purificada de musculo de pato. As GPDHs de
musculo de jacaré (orificio 3); de células HelLa (orificios 1
e 4) e de pato (orificio 2) apresentaram uma Unica banda de
precipitina frente ao mesmo anticorpo.

A FIGURA 16 mostra que os anticorpos anti-GPDH de
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FIGURA 1% - IMUNODIFUSAO DA GPDH DE DIVERSAS FONTES COM
PREPARACAO DE ANTICORPOS ANTI-GPDH DE CELULAS

HeLa.

A FIGURA 14 continha, no orificio central (7), 50 pl da preparagao de
anticorpos anti-GPDH de células HelLa (14,9 mg/ml de proteinas). Os demais

orificios continhamn:

1

5,0 pul de GPDH purificada de coelho (147,0 U/ml);

10,0 pl de GPDH purificada de coelho (147,0 U/ml);

50 pl de GPDH purificada de jacaré (3,04 U/ml);
25 pl de GPDH purificada de pato (6,17 U/ml);

40 pl de GPDH purificada de tecido tumoral de mama (3,84 U/ml);

2
3
y
-
6

20 pl de GPDH purificada de tecido tumoral de mama (3,84 U/ml).
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FIGURA 15 - IMUNODIFUSAO DA GPDH DE DIVERSAS FONTES COM
PREPARAGCAO DE ANTICORPOS ANTI-GPDH DE PATO

(Anas sp.).

A FIGURA 15 continha, no orificio central (7), 70 pl da preparacgao anti-
GPDH de pato (5,2 mg/ml de proteinas). Os demais orificios continham:

]

70 pl de GPDH purificada de células HelLa (1,8 U/ml);

30 pl de GPDH purificada de pato (18,8 U/ml);
- 70 pl de GPDH purificada de jacaré (7,3 U/ml);
idem ao orificio 1;

30 ul de GPDH de levedura (7,1 U/ml);

2
3
y
5
6

70 pl de GPDH de bactéria (7,0 U/ml).



FIGURA 16 - IMUNODIFUSAO DA GPDH DE DIVERSAS FONTES COM

PREPARACAO DE ANTICORPOS ANTI-GPDH DE PATO

(Anas sp.).

55

A FIGURA 16 continha, no orificio central (7), 50ul da preparagao de

anticorpos anti-GPDH de pato (5,2 mg/ml de proteinas). Os

orificios continham:

1

o N EFEW N

- 10 ul de
- 50 pl de
- 25 pl de
- 40 pl de
- 20 pl de

5 pl de GPDH purificada de coelho (147,0 U/ml);

GPDH purificada de coelho (147,0 U/ml);

GPDH purificada de jacaré (3,04 U/ml);

GPDH purificada de pato (6,17 U/ml);

GPDH nurificada de tecido tumoral de mama (3,84 U/ml);

GPDH de tecido tumoral de mama (3,84 U/ml).

demais



nusculo de pato reagiram com as enzimas de musculo de jacaré
(orificio 3), musculo de pato (orificio 4) e tumor de mama
(orificios 5 e 6), formando uma uUnica banda de precipitina.
Nao houve formagao de bandas de precipitina quando o mesmo
anticorpo foi testado frente a enzima de musculo de coelho
(orificios 1 e 2).

Assim, as FIGURAS 15 e 16 mostram que a GPDH de células
HeLa apresentam determinantes antigénicos imunologicamente
idénticos aos dos antigenos de musculo de réptil e de tumor
de mama, mas apresenta apenas alguns determinantes
antigénicos inunologicamente idénticos em relagao ao

antigeno de musculo de pato.



4 DISCUSSAO FINAL

Neste trabalho, a GPDH de células HelLa foi purificada
até a homogeneidade e as suas propriedade foram estudadas
comparativamente as enzimas isoladas de outras fontes,
normais e tumorais. Considerando que a GPDH ¢é uma proteina
marcadora da evolucao (GOODMAN, 1976), a comparagao entre a
enzima obtida de células que regrediram para um estado
indiferenciado, com outras da escala filogenética, e
relevante e foi feita pela primeira vez, por analise
imunoquimica, neste trabalho.

A GPDH é uma proteina muito abundante no citoplasma das
células (CORI et al, 1948; KREBS et al, 1953), e o ¢é também
em tumores de diferentes tipos histoldgicos, onde aparece com
atividade especifica maior que nos tecidos normais de mesma
origem (OHKUBO et al, 1986). Entretanto, neste trabalho nao
nos foi possivel efetuar um estudo comparativo da atividade
entre células normais e tumorais da mesma origem devido ao
alto grau de comprometimento do tumor de mama.

Os resultados das analises cinéticas obtidos neste
trabalho mostram que as GPDHs de células HelLa e de tecido
tumoral de mana sao semelhantes & enzima proveniente de
outras fontes. Aspecto semelhante, por exemplo, foi o pH
otimo de atividade, bem como o0s valores da atividade
especifica dos extratos brutos, que embora menores que os de
tecido muscular, foram compativeis com os encontrados para
outros tecidos tumorais (OHKUBO et al, 1986).

Estes valores, que também sao encontrados em tecidos
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nornais, sao explicados peloc fato de que em alguns tecidos,
como o muscular, a GPDH constitui até 10% da proteina total
soluvel (CORI et al, 1848). O fato da GPDH apresentar uma
atividade especifica relativamente alta, nao justificaria sua
existéncia em tao altas concentracoes. Entretanto, foi
aenonstrado por CORI et =al, em 1948, cue em pHs baixos
encontrados nas células musculares, a atividade catalitica da
GPDH parece ser somente uma fragao da sua atividade maxima em
pHs altos. Isto poderia explicar a abundancia desta enzima no
musculo (YANG & DEAL, 1969). Considerando as informagoes da
literatura, no que se refere a outros tecidos, pode-se supor
também que a atividade da GPDH esteja regulada pelo pH. Foi
relatado por varios autores que o inicio dos eventos
mitoticos é acompanhado por uma alcalinizacao do citoplasma
(GERSON et al., 1982; BRAVO & MAC DONALD-BRAVO, 1986) seguido
por um estimulo da via glicolitica (ROSENGURT, 1980).
Essas alteracgoes transitorias de pH intracelular
poderiam estar associadas a alteragBes na atividade desta
enzima, cujo pH 6timo é bastante alcalino.

Outro parametro a ser citado € a inibigcao pelo NADH
para a GPDH de células HeLa e de tumor de mama, que foi da
mesma ordem de grandeza (10-5M), quando comparada com as
demais. Entretanto, deve-se considerar que a dindmica do
metabolismo da célula tumoral, particularmente no que se
refere ao fluxo glicolitico, difere da célula normal
(EIGENDROT & GLOSSMAN, 1980). Em células Hela, como em outras
células tumorais, predomina um alto fluxo glicolitico com a
acentuada produgao de lactato, em condigoes aerdbicas
(REITZER et al., 1979). Nestas células, o NADH citossdlico é
removido pela lactato desidrogenase, presente com alta
atividade (OLIVEIRA, 1986), pela lancadeira de equivalentes

redutores do citossol para a mitocdndria, malato-aspartato
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(BASTOS et al, 1990) e pelo sistema redox transmembrana
plasmatica (NAYAS et al, 1986; OLIVEIRA et al, 1989). Tais
atividades juntas, poderiam contribuir para aumentar a razao
NAD/NADH do citossol, tornando sem significado "in vivo" a
inibicao pelo NADH observada "in vitro", na GPDH.

Neste trabalho, foi mostrado que a GPDH de células Hela
foi sensivel a inibicao pelo ATP, a exemplo da enzima obtida
de outras fontes (VIEIRA et al, 1983; BARBOSA & NAKANO,
1987). 0O significado fisioldgico desta inibigcao nas células
normais é tema controverso, porém, segundo STANCEL & DEAL,
(1969), este efeito poderia ser significativo "in vivo".
Enquanto permanece em aberto esta questéo, devemos citar
ainda que a inibigcao da GPDH de células HelLa ocorreu em
concentragoes de ATP compativeis com o nivel deste
metabdlito, determinado em células HeLa por BASTOS (1990).

As andlises imunoquimicas realizadas neste trabalho
revelaram alguns aspectos interessantes da GPDH de células
HeLa. As GPDHs de diferentes espécies de organismos sao
proteinas homdlogas e, como tal, possuem homologia sequencial,
isto é, em certas posicoes estratégicas da cadeia
polipeptidica dessas enzimas, esta presente um  mesmo
aminodcido, independente da espécie da qual foi isolada. Em
outras posigoes dessas proteinas homdlogas podem ocorrer
diferentes aminodcidos (DICKERSON et al, 1971; SALEMME et
al, 1973; LYDDIATT et al, 1978; FERGUSON, 1980; THOMAS et
al, 1980).

O estudo diferencial das estruturas das GPDHs de
diferentes fontes tem sido realizado através da andlise da
sequéncia de aminodcidos da cadeia polipeptidica (DAVIDSON et
al, 1967; HARRIS & PERHAN, 1968; JONES & HARRIS, 1972;
BIESECKER et al, 1977; WALKER et al, 1980), permitindo

assim avaliar o grau de homologia sequencial e
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consequentemente, as provaveis diferengas filogenéticas
existentes entre elas.

Desde que a alta especificidade da resposta imunolodgica
esta diretamente relacionada com o grupo determinante de
antigenicidade e, portanto, com a sequéncia de aminodcidos
nas proteinas, nao ¢ dificil estimar a importdncia desta
técnica nestes tipos de estudos, que pode detectar pequenas
diferencas filogenéticas como as que provavelmente existem
entre as GPDHs de Anas sp e de células Hela, ou de grandes

como as existentes entre as de E. coli, S. cereviseae, figado

de rato e musculo de coelho com as de Anas sp ou de células
Hela.

Vale a pena ressaltar que nestes experimentos as GPDHs
obtidas de figado de rato e misculo de coelho, tomadas como
parametros de comparac¢ao para os mamiferos nao reagiram com
as enzimas de células Hela e de mama humana, ambas tumorais.
Permanece a ser esclarecido se o alto grau de indiferenciacao
das células tumorais utilizadas neste trabalho é o]
responsavel pela falta de reatividade das GPDHs usadas como
padréo para mamiferos.

A GPDH de Anas sp. provavelmente possui grupos
determinantes de antigenicidade idénticos aos da GPDH de
células Hela, uma vez que seus respectivos anticorpos sao
capazes de formar complexos antigeno-anticorpo com seus
respectivos antigenos e com GPDH de Caiman sp, de tumor de
mama humano e de «células Hela. Entretanto, apesar das
similaridades antigénicas existentes entre as GPDHs de Anas
sp. e de células Hela, elas nao sao totalmente idénticas, ja
que a imunoglobulina anti-GPDH de células Hela nao é capaz de
formar complexo com a GPDH de Anas sp. mas a imunoglabulina
anti-GPDH de Anas sp. forma complexo com a GPDH de células

HeLa. Esta aparente discrepancia sugere trés hipdteses:
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1 - A GPDH de Anas sp. tem pelo menos um grupo
determinante de antigenicidade comum as GPDHs de Anas sp,
Caiman sp, tumor de mama humano e de células Hela ou quatro
grupos determinantes de antigenicidade, cada um deles con
capacidade antigénica similar aos grupos determinantes pe-
culiares de cada GPDH.

2 - A GPDH de células HelLa pode possuir apenas um grupo
determinante de antigenicidade. Neste caso, ele provavelmente
sofreu alguma modificagao, uma vez que as imunoglobulinas
induzidas por este antigeno formam complexos com as GPDHs de
células Hela, Caiman sp., tumor de mama humano, mas nao com O
de Anas sp.

3 - A GPDH de células Hela, por algum disturbio na sua
biossintese, teve sua estrutura parcialmente alterada,
conservando trés dos quatro grupos determinantes homdlogos a
GPDH de Anas sp. perdendo Jjustamente o correspondente a este
antigeno.

Nenhuma destas hipoteses pode ser descartada sem
estudos mais aprofundados que provavelmente envolveriam a
utilizacao de anticorpos monoclonais, de técnicas
radioimunoldgicas e digestao parcial das GPDHs com o intuito
de identificar a sequéncia ou os tipos de aminoacidos que
participam na formacao de determinantes antigénicos ou mesmo

verificar o tipo de modificagao sofrido pelo antigeno.



CONCLUSOES

A GPDH de células HelLa foi purificada 80 vezes com um

rendimento de 38,5%.

Apoés uma semana de armazenamento a MOC, a GPDH

purificada até a etapa de sulfato de amdnio, perde em

torno de 40% de sua atividade inicial.
O pH 6timo da enzima foi de 8,2 em tampao Tris-HCl.

A GPDH de células Hela é ativada por arseniato, sendo

50mM a concentracgao otima para a ativacao.

Os valores de Km para GPDH de células HelLa foram de 1,0
- - '

x 10 M para o G3P e 3,07x10 5M para o NAD, em pH 8,2

e a 250C.

O NADH e o ATP sdao inibidores competitivos em relacao
-5
i 2 i 2,61
ao gAD, sendo o KlNADH 3,25x 10 "M e o KlATP X
M para a GPDH de células Hela.

10
A imunoeletroforese do antigeno (GPDH de células Hela)
apresentou uma UuUnica banda de precipitina com sua
respectiva imunoglobulina, demonstrando a pureza da

preparacao de GPDH de células Hela.
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A imunoeletroforese do anticorpo anti-GPDH de células
HeLa purificado mostrou trés bandas de precipitina com
o respectivo antigeno, que provavelmente correspondem
aos trés tipos mais comuns de imunoglobulina (IgG, IgM,

Igh).

Quando testada frente aos anticorpos anti-GPDH de pato
(Anas sp.), a GPDH de células HeLa  apresentou
determinantes antigénicos imunologicamente idénticos
aos dos antigenos de jacaré (Caiman sp.)e de tumor de
mama humana , mas apenas alguns determinantes
antigénicos imunologicamente idénticos em relagdo aos

antigenos de musculo de pato (Anas sp.).

Quando testada frente aos anticorpos anti-GPDH de
células HelLa, a GPDH destas células apresentou os
determinantes antigénicos imunologicamente identicos aos
dos antigenos de musculo de jacaré (Caiman sp.)e de tumor de
mama humano. Nao houve, porém, formacao de banda de
orecipitina frente ao antigeno de musculo de pato (Anas sp:),
indicando que o0 grupo determinante correspondente

provavelménte foi modificado ou perdido.

A GPDH de tecido tumoral de mama humano foi purificado

o0 vezes com um rendimento de cerca de 35,3%.

Os valores de Km para GPDH de tecido tumoral de mama
humano foram de 8,26 x 10-5M para o G3P e de 1,53x10f5M
para o NAD a pH 8,2 e a 250C.



.13

.14

oU

, +
O NADH e um inibidor competitivo em relacgcao ao NAD,

sendo o K.  de 5,35 x 107°M para a GPDH de tecido
1

tumoral de mama humano.

As GPDHs de células HelLa e de tecido tumoral de mama
humano nao demonstraram diferengas fisico-quimicas
significativas em relacao as GPDHs de outras fontes ja

estudadas.
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