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caminho tinha uma pedra
tinha uma pedra no melo do caminho
tinha uma pedra

no meio do caminho tinha

Doa e eBguecasre 1

na wida de minhas rotinas
e N £ annah roilhial

1o do caminho

nha ume pedra no
no meic do caminho tinba uma pedra.”

(Andrade, C.D. 1930 )
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I. INTRODUCAO.

A L-glutamato desidrogenase,| L-glutamato NAD{P)
oxi-redutase (desaminante) E.C.1.4.l.2~4j { FPSTEIN,TI. and
GROSSOWICZ,1975 ) & uma enzima gue catalisa a reacao de de-
saminagao owidativa reversivel do L-glutamato a alfa-cetoglu
tarato e ém&nia na presenca de NAD(P)+ ou NAD(P)H, de acor-

do com a seguinte reagao:

. G1DH 4
Glutamato + HNAD (P) {:TWWZTN:T KG + NHB + HWAD(PYH + H
G2DH 7
onde: GIDH = L-glutamato desidrogenase catalisando a forma
gac do glutamato
G2DH = L-glutamato desidrogenase catalisando a desami

nacao do glutamato.

Possui um papel central na regulacao do metabolismo da amd -
nia, do glutamato e do alfa-cetoglutarato { SEYAMA et al.,
1973 ), sendo importante na interrelagao das vias metabOlicas

gque envolvem reagoes de transaminagdes e o ciclo de Krebs

( VERONESE et al., 1975 ; WALTON e COWEY, 1977 ). .



E encontrada em diferentes crganismos, tals co-

mo leveduras ( BROWN et al., 1973 ), Tryvpancsoma cruzi ( CAZ

ZULO et al., 1977 ), Escherichia coli, Neurospora crassa, er

vilha, milho, sementes, ralzes, figado, placenta, cérebro,
rim, baco, misculo ( FRIEDEN, 1963 ; SANWAL e LATA, 1962 5

MALENCIK e ANDERSON, 1872 3, Aspergillus nidulans { KINGHBORN

¢ PATEMAN, 1974 }, ovario ( di MATTEO et al., 1976), Gtero

( LAY et al., 1975 ). Sabe-se gue em E. coli, a glutamato
desidrogenase & estdvel ao calor e relativamente resistente
a desnaturantes ( VERONESE et al., 1575 ¥ Por outro lado,
alguns pesquisadores conseguiram mutantes genéticos vidveis
de microorganismos desprovidos de glutamato desidrogenase

( ROBERTS, 1871 ; ARST e MACDONALD, 1873; GRENSON et al.,
1974 e ARST et al., 1975 ).

Embora a glutamato desidrogenase de mitocdndrias
seja a mais estudada e a gue existe em maior guantidade den-
tro das células, j& foram encontradas formas da enzima no nio
cleo celular ( CAMARDELLA et al., 1970; BROWN et al., 1973 3
CASOLA et al., 1974 ).

KAWAJIRI et al ( 1977 ), demonstraram que o si-
tio de sintese da enzima, em células de figado de rato, es
ta localizado a nivel de ribossomos e gue, apds ser sinteti
zada a enzima & transportada do reticulo endoplasmético rugo
s0 para o reticulo endoplasmitico liso e finalmente para as
mitocdndrias., }

A glutamato desidrogenase de flgado de boi, foi
cristalizada pela primeira vez por OLSON e ANFINSEN ( 1652 ).

A molécula da enzima de figado de boi & um tetrimerc de peso



molecular de 1 milhio, gue por diluigdo se dissocia em sub-

snidades com peso molecular igual a 25 mil { BISENBERG ¢t al.,

1976 ), com seis grupos —5H porsub&nidaﬁ% grupos esses de
grande importdncia para a atividade da enzima { KAPOOR e PAR-
PETT, 1977 ) e 500 residuos de amincacidos, onde se destacam
as lisina-27,126,419 e 422 e a tirosina-406, que sao funda -
mentais para o sitio ativo, sitio regulatdrio e processos de
assockagao ( RASCHED et al., 1974 ).

A enzima de figado de boi & composta de diferen
tes configuracdes moleculares em equlibrio e sua atividade
catalitica depende dos substratos utilizados, sendo malor a
atividade quando usamos © glutamato como substrato, guando
comparado com a alanina ( TALAL e TOMKING, 1064b).

A atividade catalitica da glutamato desidrogena
se de filgado de boi, pode ser afetada por uma série de subs
t3ncias. Algumas dessas Sao inibitorias como o estradiol,
dietilstilbestrol, progesterona | YIELDING et al., 1960 )
dcido c}lutérico , GTP ( PANTALONI e LECUYER, 1973 ; KOBER -
STEIN & SUND, 1973}, altas cancantragéaﬁ de Legiutamato
( SHAFER, 1972 ; KROBERSTEIN e SUND, 1973 ), acido £6lico
( WHITE et al., 1976 ), altas concentragOes de NADH ( KRAU-
SE et al., 1974 ) e reagentes possuldores do grupamento ti-
ol ( KLYUEVA e TITCOVA, 1876 ). Outras como por exemplo, al
tas concentragoes de NAD' ( ANDREE e ZANTEMA, 1978 ), NADP

{ EISENBERG et al., 1973 ) e o ADP { COHEN e BENEDEK, 187¢ )

sumentam a atividade enzimatica.



ouando moléculas efetoras ligam-se a glutamato

desidrogenase, ocorrem duas mudangas conformacionais, uma in
duzida pela coenzima e outra por nucleotidecs da guanina.
Quando a coenzima utilizada & o NADH ocorre uma mudanga cOn
formacional adicional, como conseguéncia o NADH liga-se a ou
tro sitio, provavelmente ndo ativo ( HUANG e FRIEDEN, 1372 ;
FISHER, 1973 ).

A maioria das glutamatos desidrogenases de verte
brados nao mostram especificidade para coenzimas, enguanto
que, as de microorganismos como N. crassa e E. coli e de es
pécies nao animails 14 foram isoladas dols tipos de enzimas,
uma NAD-dependente e outra NADP-dependente { VERONESE et al.,
1975 : EISENBERG et al., 1976 ). Ja& em peixss a enzima e re

- , T - . - +
gulada por nucleotideos purinicos de um modo semslhante a
dos vertebrados, mas exige uma cspecificidade para coenzimas,

% ; + : . =
em presenga do NAD , a glutamato desidrogenase de atum e 15

. . . P " + - -
vezes mais ativa do que guando se wutiliza NADP ( VERONESE
et al., 1976 ), fato também observado em figado de truta |
WALTON e COWEY, 1977 ).

A atividade da glutamato desidvogenase esta re -

lacionada com © seu menor ou malor estado de agregacac e s

-

se estado & dependente da concentragao enzimética, da con-
centragéo de moleculas efetoras ( BITENSKY et al., 1965 ;
FRIFDEN e COLMAN, 19%67; EISENBERG et al., 1876 ; THUSIUS,

1977 ), podendo inibir ou ativar a catalise enzimatica ( THU

SIUS et al., 1975 2 JULLIEN & THUSIUS, 1876 ).
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A glutamate desidrogenase de figado de boi, apre
senta dois niveis de crganizacao: a) unidades ativas, na pre:
senga do glutamato, com arranjos hexaméricos de seis cadeias
idénticas que se associam de manecira linear e com um peso mo

lecular ainda nao definido e que se dissooian por simples

diluigao; b) unidades inativas, na presenga do glutamato,
que também tem a Fforma de heximercs ( JALLON et al., 1970 ;
HUANG e FRIEDEN, 1972 ; THUSIUS, 1975 j.

A polimerizacao da enzima poderia se realizar se
gundo um modelo gue presupde a existéncia de dois tipos de
mondmeros, segundo o esquema abaixo:

‘ I LIX
Polimero 4——— nondmero X o RONOMEY O
ra

onde : I = associacgac desendente da concentragao enzimitica
II = formagao do mondmero "y", favorecido pela adigao
de NADH,GTP e ATP,
11T = formagéo do mondmero " x", favorecido pela adi-
cao de ADP e leucina ( TOMEINS et al., 1965 ;
EISBENBERG et al ., 18976 : THUSTIUS, 1977 3,
JARNSESENS { 1972 )} encontrow wum comportamento ele

troforetico da glutamato desidrogenase de Xenopus laevis di

£

irerente guando comparava a eénzima proveniente do rim e do
figado, sugerindo gue a maior mobilidade da primeira esta-
ria rvelacionada com um mencr grau de polimerizagao e gue es

e fato poderia estar relacionado com a atividade enzimiti

i

)

ipa carvalhoi ,

ca. A glutamatco desidrogenase hepatica de




is, & mais ativa

um outro anfibio aguitico como o ¥, laes

- . 2 - s + -
quando utiliza NADH do gue guando utiliza NAD ( MAGNA et al.

1975 ; MAGNA et al., 1976 ), e ainda parece gue dest

um papel mais significativo na incorporacao da andnia pelo

in
9]

alfa-cetoglutarato em comparacio com enzima btidas de flaga
dos de anfibios de hibitos predominantenente terrestre { TA-
HiN et al., 1978 ).

MEIRELLES e TAHIN { 18275 ), mostraram gue a aspa
ragina na concentracao de 50 mM, ceusa uma aumento marcante
na atividade da glutamato desidrogenase de figado de anfi-
bics anuros, principalmente guando a coenzima utilizada era
o NADH e gue aguele aminoacido parecia favorecer a polime-
rizacado da enzima e anular o efeito dissociador do ATP.
BEZERRA e TAHIN ( 1977 ), demonstraram que o afeito da aspa
ragina @ diretamente proporcional a baixas concentragdes en-
zimadticas, sugerindo gue a asparagina nao atuaria se a cnzi-
ma estivesse previamente em seu estado de agregagao, Tavore
cido por altas concentracoes protéicas.

Nesta Tese procuramos demonstrar se o efeito da

asparagina encontrado em figado de Bufo paracnemis, poderia

ser generalizado para outros Orgacs de anfibios ou de rato,

bem como analisar possiveis alteragles gue a aspara

S0

ina cau
saria sdbre a atividade enzimdtica da glutamato desidroge-
nase. Dessa forma determinamos a concentrac¢ac otima de as-
paragina que atuaria sObre a enzima, seu efeito em diferentes
pis, em diferentes concentragoes enzimdticas e a correlacio

desse efeito com aguele causado pelo ADP.



II. MATERIAIS B METODOS,.

2.1. MATERIAIS -

Tris | hidroximetii } aminpnometano { SIGMA )
Albumina de soro bhovina ( SIGMA )

Brometo de cetiltrimetilamonia ( SIGMA )

Acido alfa-glutarico ( SIGMA )

ADP, NAD' , NADH (SIGMA )
Todos os demals reagentes, eram de grau analitico. As cen-
trifugacoes foram realizadas em centrifuga refrigerada Sor-
vall RC-2B com rotor de raio 4,25; as determinagées da ativi
dade enzimatica foram realizadas em um colorimetro Turner,

modelo 339 a uma A ; as dosagens protéicas foram efetua

340 nm
das em um espectrofotOmetro Zeiss PMQII, modelo 86696 a uma
A?OO e as homogeneizacgles em um homogeneizador Sorvall
{ OMNI-MIXER )}, modelo 7656,

Os anflibios utilizados neste trabalho foram das

seguintes procedéncias: Bufo paracnemis , coletados no muni-~

e adultos), criada no municipio de Jundial ( Sao Paulo ); os
ratos machos foram obtidos no biotério do Departamento de

Bioguimica do Instituto de Biologia da UNTCARMP.



2.2 . MLTODOS

de proteinas

o
o

s dosagens protéicas, foram realizadas S
gundo o wétodo deserito por LOWRY (1951). As leituras eg-

e em cubo-

pectrofotonétricas foram realizadas a A
700 nm

tas de 5 x 1 om.

2.2.2. Obtencao do Uuxtrato Bruto (BB)

ApOs sacrificio dos animais, os drgdos eram re
tirados e picados em solugao de cloreto de sddio 0,155 M
gelada e exaustivamente lavados atd que a solugao de lava
gem se apresentasse limpida. Para cada grama de Srgzo era
adicionada 3ml de uma sclugao de CTA3 0,1%. A seguir era
homogeneizado em OMII-MIXER en rotagao mixima por 1 minu-
to em balxa temperatura. O extrato assim otido era caentri
Tugado a 12100 x g/10'/02C, o sobrenadante obtido dessa
centrifugagac era denonminado de BB, gue era usado imedia-

tanente ou cstocade em "Froezexr”,

2.2.3. Deterpinacac da atividade enzimitica GLDH

seste trabalho chanamos de GIDH, a glutamato

cesidrogenase ativa na presencga de HADH e alfa-cetogluta-



rato para a formacao do L-glutamato.

Para a determinagac cessa atividade enzimitica

foram usadas as seguintes solugles: Solugao T contendo:

5

mMs KG 4 mlf; NADH O,L mM e Tris 100 mld em pH 8,0
ajustado com HCL e a Solugio I~2Asn ¢ontendo: todos 05
reagentes acima descrito adicionado de%ﬁﬁn 50 mM, o piH a=-
ra de 4,5 ajustado com HCl. Quando se fazia necessirio a
dficion&vamos ADP 0,1 mM e Gln 50 mM. As reacoes enzimati-
cas eram senmpre realizadas a 309C

0 nétodo de determinacBo da atividade enz imati

ca Glbi, estd baseado no consumo de rrindnado pelo

-

decréscimo da absorbancia a 340 nm (m34q ;r) por minuto
A

de reagac. A reagio era iniciazda pela adicio de um volume

apropriado do 2B a 3ml de Solugao~I ou Solucio I-Asn e
as leituras eram realizadas em adequados interwalos e

tempo, conforme cada experinento, durante um tempo total
que variava de 1 a 5 minutos. Juando a GLDH estava multo
ativa as leituras da absorbancia foram efetuadas de 5  em
5 segundes. Na maicria das vezes, no entanto, cram feitas
Ge 15 em 15 segundos, & quando a enzima estava pouco ati-
va era realizada de minuto em minuto. ¥m todos os CABOoS
calculava-se a velocidade inicial da reagao enzimdtica pe
la determinagao grafica da tangente 3 curva da dependén--

cia do consunmo de NADH em funcao do tenmno.,



1o

2.2.4. peterninacao da atividade enzind

WHeste trasalho chea

desidrogenase ativa na presenga de

ra a formagac do alfa-cetoglutarato.

Para a Geterminagao dessa atividade
foran usadas as seguintes solugoes: Solugao II contendo:
T r T'?ﬂ“%‘ oy B P g 3 w T < Y
Glu 10 mMf; ADP o,1 wml; WAD O,1 mMe Tris 100 mM pH 8.5
ajustado com HCL e a Solugdo II-Asn contendo: todos 03
zzgentes acina descoritos, adicionado de hsn 50 mM, o o
era de 8,5 ajustade com HCL. As roagdes enzindticas eran
sempre reallizadas a 309C.

O método de cgeterninacao da atividcade enz }Inel

ca da G20 esta basead ge MADH, detervinado

pelo aunento da abgsoroancia a 340 na por minvio de  rea-

cac. & reagao enzimatica érva iniclsua pels sdigao de St

volume apropriade do E3 a 3Iml ¢a Solugao il ou da

IT-Aen & as Jleituras evam redllzadas em um

G
terpo de 15 em 15 secgundcos nunm terpo total 42 5 minutos,
Em todos cos casos calculava-ze a velocidade inicial Ga
reacao enzimética pela determinagdo grafica da tanuente A
rurva da dependéncia da formagao de HWADG em funcao do tec )

0.
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2.2.5. pefinicoes de unidades

2.2.5.1., tmicades arpitrarias da ativida

Define-se nesse trabalho como 1 U.A. ao milési

mo de Al gue diminul ou awsenta em um dado tempo a2
340 nm

reacido nas condigoes experirmentais.

i

da U.a.rinutos,

pond

2.2.5.3. Atividade esnecifica (B.E.)

Uma unidade de A.B. @ agul expréssa como O nl-

estudada.

maro de U.A./minute/mg de proteinas da
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ITI. RESULTADOS.

3.1.  Efeito da Rsn sbbre a atividade da G1DH de figado,

¥rim e cOracdo & R. catesbeiana :

¥

MEIRRELLES e TAHIN { 1975 ) e BEZBERRA e TAHIN
{ 1977 ) demonstraram gue a Asn 50 mM tem a capacidade de
aumentar significativamente a velocidade enzimatica da GlDH
de figade de anfibios.

Estudando o efeito de diferentes concentragoes

( 1,25 a 200 mM } de hsn sBbre a atividade da GIDH de figa

do rim e coracao de R. cate
desde 1.25 mM causam aumentos significantes da atividade
enzimdtica; aumentos progressivos da concentragao de Asn
provocam aumentos nao lineares da atividade enzimatica da
G1lDH, até a concentracgao de 50 mM, sendo gue concentragoes
supericres a essa apresentam praticamente 0 mesmo efeito

( Figura 1 ). Resultadocs semelhantes foram encontrados pa

i

ra GipH de diferentes origens { resultedos nio mostrado
nesse trabalho ). Nesse sentido apresentamos na Tabela 1

cs valores encontrados de A.E, de GIDH de figado, rim & c¢o

-t

enga de Asn

o

racao de diferentes animais, na auséncia e pre

el

50 mM, onde notamos que a GIDH proveniente do coragao das

s sensivel ao efel

}._i.
641

trés espécies estudadas, mostrou sor ma
to da Asn do gue os outros Grgacs. A G1DH hepatica de B.

ol

& mais sensivel gue a renal, enguanto gue o in

@ tamben de rato { Tabela 1 ).

H
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FIGURA 1 - Efeito
figado ( =i ),
Rana catesbelana.
utilizados em, cada

13

da concentracao da Asn sdbre a G1DH de

rim { o0 } e coracadoc ( e—a ) de
Nos ensaics com GIDH de figado foram
experimento, 8 gl do ER

. contendo 0,07

mg de protehas totzis; nos ensaios com GIDH de rim foram

utilizados em;cada euxperimento, 160 ul do EB, contendo

0,25 mg de proteinas totails e nos ensaios com GIDH de co-

ragao foram utilizados em,cada experimento, 10 ul do EB,
- . .
contendo 0,02 mg de protelinas totais. Detalhes sobre as

Cdeigaeg experimentals ver em Materiais

Métodos.
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TABELA 1 - Efeito da Asn 50 mM sOGbre a atividade ﬂ@pﬁcifg

ca da GIDH de varias origens (1)

Atividade especifica (U.A./min/mqg)

Origem da GI1DH sem Asn com Aén R

(2)

Figado Bp . 45,0 952,5 21,7
Rim de Bp 25,8 262,4 10,5
Coragdo de B 52,0 3848,5 74,0
Flgado de ch(3) 18,1 193,0 10,7
Rim de gRC 20,1 64,2 18,1
Coracao de gR 5,9 433,7 82,6
Figado de rato 156,0 1580,0 10,1
Rim de rato 43,1 2150,5 49,49
Coragao de rato 58,3 5524,8 44,7

(1} Os dados mostrados nesta Tabela sao resultados obtddo:
& partir dos valores de pH Otimos expostos nas Figuras 2,4
e 4,

(2} Bp = Bufo paracnemis.

(3) gRC = girino ( pré-metamorfose, estagio XI ) Rana cat.oo-
belana.

(4) = relacao entre a atividade especifica da GIDH com e
sem Asn,

Definigao sdbre a B.E. ¢ ocutros detalhes sObre as condicine.
experimentais estao em Materiais e Mitodos.




g ] . i . - . -
gaos de anfibios e de rato, na auséncia ¢ vpresenca de Asn

A GIDH de filgado, rim e coracio de B. paracnemis

apresenta um pH Stimo em torno de 8,0 - 8,2 na asuséncia de
Asn e de 8,5 - 8,7 na presenca de Asn 50 mM ( Figura 2 }.

A GIDH de rim e coragao de

8,7 na presenga de Asn 50 mM, porém as GDH de figado desses
mesmos animais apresentam um pE Otime de 8,5 ~ 8,7 na auw
séncia de Asn e de §,9 - 9,1 na presenga de Asn 50 mM ( Fi
gura 3 ). A GIDH de rvim, figado e coracado de rato apresen
ta pH Otimo, respectivamente, de 8,4 - 8,6 ; V.4 - 7,6 e 7,8
a 8,1, na auséncia de BAsn, enguanto na vresenga de Asn o pH
otimo da enzima variava entre 8,5 - 9,0 ( Figura 4 ).

Para todas as GIDH das diferentes origens estudadas foi ob
servado que a Asn causa um deslocamento do pH dtimo para o

lado mais alcalino e gue seu efeito pode ser observado em

todos os pH estudados.
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FIGURA 2 -~ Efeito do pH sdbre a atividade da G1DY de fi-
gado { T e II ), rim { ITI e IV ) e coragao (Ve VI ) de
Bufo paracnemis, na auséneia e presenga de Asn 50 mM., Nos
ensaiocs I e 1T foram utilizados, em cada experimento, 20
pl do EB, contendo 0,47 mg de prote
ics IT e IV foram utilizados
do EB, contendo 0,31 mg de proteinas totais e nos ensaios
Ve VI foram utilizados em cada experimento, 20 A1l do ER
contendo 0,12 mg de proteinas totais. Detalhes sObre as

condigSes experimentais ver em Materiais o Métodos.
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FIGURA 3 - Efeito do pH sObre a atividade da GIDH de co -
racho (I e II ), figado ( IIT e IV ) e rim ( V e VI j de
girinos { estidgic XI, pre-metamorfose )de Rana catesbelana,
na auséncia e presenca de Asn 50 mM. Nos ensaios I e IT fo
ram utilizados, em cada experimento, 100 al do EB, conten-
do 0,13 mg de proteinas totals; nos ensaios 11 e IV foram
wtilizados,em cada experimento , 20 ul do EB, contendo
0,31 mg de proteinas totais e nos ensaios V e VI foram uti
lizados, em cada experimento 100 ml do EB, contendo 0,18
mg de proteinas totais. Detalhes slbre as condigoes expe-
rimentais ver em Materiais e Metodos.
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saios I e TI foram utilizados, em cada experimento,
100 pn1  do EB, contendo 0,72 mg de proteinas totais:nos
IIT e IV foram utilizados, em cada experimento, 100 ul
do EB, contendo 0,55 mg de proteinas totais e nos en -

saios V e VI foram utilizados,
Al do EB,

em cada experimento,
contendo 1,01 mg de proteinas totais.

100
Deta~

lhes Hobre as uondzgoes experimentais ver em Materiais

e Metodos.
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3.3. Efeito da variacdo da concentragao de GIDH sOblre a

a velocidade da reacao enzimdtica na guséncia e p

de Asn 50 mM :

As GIDH de fic

-
i
-

ado, rim e coragao de anfibios

bem como as de rato apresentam na auséncia da Asn uma de

(s

pendéncia ndo linear da velocidade da reagao enzimatica em
funcao da variacac da concentragao da enzima, por outro 1a
do, na presenca de Asn 50 mM tal dependéncia passa a sert

linear. Pudemos demonstrar esse fato para rim, figado e

coragio de B. parvacnemis ( Figura 5 ); para rim, figado

e coragae de R. catesbeiana ( Flgura 6 ); para rim ( Figu
ra 7 ) , coragido ( Figura 8 ) e figado ( Figura 9 ) de ra
to. Esses resultados também confirmam observagoes anteri
ores de gue a GIDH de coragao dos animais estudados foil
sempre mais sensivel aoc efeito da Asn do gue as de outros

drgacs do mesmo animal.

1

i

D g

3.4. Dependéncia da atividade da GIDH de coracao de Bufo

paracnemis na auséncia e presenga de Asn 50 mM em fungao

do _tempo de reacao :

variou nao linearmente em fungao do tempo de reagao, obser
vado para diferentes camcantrag@es da enzima ( Figura 10 ).
No entanto, a enzima na presenga de Asn 50 mM, varia line-
armente em funcao do tempo de¢ reagao, observado particular

mente guando usamos baixasg concentragoes da enzima (Figura 11).
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FIGURA 5 - Efeito da concentragao de GIDH
figado { I1 ) e coragao ( ITI } de Bufo pa

bre a velocidade da reagac enzimatica na aus ;
senca de Asn 50 mM. Detalhes sobre as condigoes experi-

mentais ver em Materiais e Métodos.
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FIGURA 10 - Variagao da atividade . da reacio enzimdtica
em fungao do tempo de reagio, da concentracio de G1DH
de coracao de Bufo paracnemis, na auséncia de Asn.

( o=——0 ) com 64 s1g de proteinas totais do EB; ( x—x )
com 128 pg de proteinas totais do EB; (4 ~— &) com 256
Mg de proteinas totais do EB; ( e—e ) con 512 pg de
proteinas totais do EB; (4~ 58) com 1024 ug de protel
nas totais do EB e ( e~~—o ) com 2048 ug de proteinas
totais do EB. Detalhes sdbre as condigoes experimentails
ver em Materiais e Métodos.
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3.5. Efeito do ADP 0,1 mM scbhre a atividade da GIDH de co-

-

racao de B. paracnenis na ausencia e opresenca de Asn
o A ¥ I 5

50 mM_:

Pelo fato de ser o ADP um importante efetor
alostérico da GDH e possivelmente também importante na regu
lacao fisiolbgica da enzima, estudamos o efeito desse nusz
cleotideo sdbre a velocidade da reacdo enzimitica na ausén
cia e presenga da Asn 50 mM. Na figura 12 mostramos que,

mesme na presencga de ADP 0,1 mM, mas na ausencia de Asn,

a dependéncia da atividade da G1DH de coragao de B.

nemis, continua sendo uma fungao linear do tempo de reagao,
observado em diferentes concentragces da enzima. No entan
to, em idénticas condigoes, mas na presenga de Asn, tal fun
gao mostra-se linecar( Figura 13 ). Raseando~se nos resulta
dos expostos nas Figuras 12 e 13, determinamos as velocida
des das’reagaes enzimdticas para cada concentragaoda enzima
estudada ( Tabela 2 ). &As velocidades das reagoes enzimdti
cas na auséncia ou presenca de ADP 0,1 mM e na auséncia e

presenca de Asn 50mM em fungao de diferentes concentragoes

de GIDH de B. paracnemis, também mostram ser uma fungac

linear.

cnemis estudadas, pode-se observar gue o ADP nao favoreceu
a atividade enzimatica na auséncia de Asn, no entanto, na

presenca de Asn 50 mM, parece aumentar mais ainda o efei-

to que a Asn tem sbbre a GiDH ( Figura 14 ).
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FIGURA 12 - Variacao da atividade . da reagac enzimitica
em funcao do tempo de reacgao, da cwnccniragdo de G1DH de
coragao de Bufo paracnemis , na presenga de ADP 0,1 mM

e na ausencia de Asn. {_O“M“G ) ocom 64 ug de pr@ﬁeiﬂas
totaig do EB; ( x—=x )} com 128 mg de proteinas totais do
EB; (# -~ & ) com 256 ag de proteinas totais do EB; (a—a)

com 512 pg de proteinas totais do EB; (& ——& ) com 1024
Mg de proteinas totais do EB e ( o——-0 ) com 2048 mg de -
proteinas totais do EB. Detalhes sObre as condicoes expe

rimentais ver em Materiais e Metodos.
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Bufo paracnemis, sHDhre a atividade enzimdtica, na auséncia
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TABELA 2 - Efeito do ADP 0,1 mM sdbre a atividade da

GIDH de coragaoc de B. paracnemis , na auséncia e presenca

de Asn 50 mM.

Velocidade da reacao

enzimadtica | U.A. /mim,

Conc. da GlDH(l)

ug/ml -ADP~-Asn +ADP-RAsn ~ADP+Asn +ADP+AsD
64 4 4 150 180
120 10 g 360 420
256 12 10 720 800
512 24 24 1500 1800
1024 72 80 2500 3600
2048 120 140 - -
(1) Quantidade de ug de proteina do EB no volume final de in-

Cubagéo.
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Comparando-se os valores da atividade enzimati

ca da GIDH de coragdo de B, paracnemis na auséncia e na pre

senga de ADP 0,1 mM e Asn 50 mM em diferentes concentracgoes
da enzima, observamos gue, guando a Asn nioc estd presente
na reagao o ADP nao estimula a reagao enzimitica, nas con-
centragoes da enzima estudada, no entanto na presenca de Asn

O EDP estimula Cerca de 20% o efeito da Asn{Tabela 3 ).

3.6, Atividade da G2DH de diferentes org3os de anfibios na

auséncia e presenca de Asn 50 mM e

Quando se determinava a atividade da GDH, usan
. +
do-se NAD e glutamato com substrato na presenga de Asn 50
mM, nao pudemos observar nenhum efeito significativo desse
aminocicido sébre a G2DH de rim e coragao de girino de Rana

catesbeiana e figado e coracao de Bufo pParacnemis ( Tabela

4 ), o mesmo acontecia com as GZDH de outras origens ( re-
sultados nao apresentados nesse trabalhe ), em COmparagaoc
com o efeito causado pela Asn sdbre a atividade enzimitica

da GlDH.
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TABELA 3 - Relagao entre as atividades enzimiticas da ClDH
de coragao de B. paracnemis, na ausdncia e praesenca de ADP

0,1 mM e Asn 50 mM, em diferentes chcentragées da enzima.

Concentracao da GIDH ( ug/3ml )

Relacao entre as

atividades 64 128 256 512 1024
+ADP-Asn/~-ADP-Asn 1,0 0,8 0,8 1,0 1,1
—-ADP+Asn/-ADP-Asn 37,5 36,0 50,0 62,5 34,7
+ADP+Ren /~ADP~Asn 45,0 42,0 75,0 75,8 50,0
+ARDP+Asn/+ADP-Asn 45,0 52,5 80,0 75,0 45,0
+ADP+2sn/~ADP+AST 1,2 1,2 1,2 1,2 1,4

Obs: Os valores da atividade enzimitica, utilizados para a
elaboragao dessa tabela foram obtidos a partiv dos resulta
dos expostcos na Tabela 2.




PABELA 4 - Atividade da G2DH de diferentes Srgdos de anfi

bica, na auséncia e presenca de Asn 50 mM.

atividade especifica (U.A./min/mg)

Origem da G2DH sem asparagina com asparagina
Rim de gRC(iJ 3,45 3,26
Coragzao de gR_ 22,50 18,79
Pigado de BP(Z) 1,47 1,33
Coracao de Bp 15,62 11,71

(1) gR,= girino de R. catesbeiana
(2) Bo= B. paracnemis.

Obs:As velocidades das reagOes catalisadas pela G2DH foram

determinadas em pH 8,7; outros detalhes ver em Materiais e
Métodos.




3.7. Efeito da Gln 50 mM, sdbre a atividade da CIDH de cora-

fac de B. paracnemis na auséncia e presenga de Asn 50 mM

A GIn 50 mM nao altera a atividade enzimitica
da GIDH de coracao de B. paracnemis, mas inibe cerca de 20%

o efito da Asn sbbre essa enzima, demonstrado para diferen

tes concentracgoes de GIDH ( Tabela 5 ).

TABELA 5 - Efeito da Gln 50 mM, sObre a atividade de G1lDH

de coragao de B. paracnemis na auséncia e presenga de Asn

50 mM.

Velocidade enzimatica ( U.A./min }(2)

Conc. G1DH

{ ug/3ml)(l> ~Asn~Gln -hsn+Gln ~Bsn~Gln +Asn+Gln
64 4 0 150 20
128 10 0 360 320
256 12 15 720 600
512 24 28 1500 1200
1024 72 80 2500 2000
2048 120 120 - 2500

(1} Quantidade de ug de proteina do EB no volume final da
reacao. ;
(2) Outros detalhes ver em Materiais e Métodos.



iV, DISCUSSAO.

Os resultados apresentados nesta Tese, demons
tram que a Asn tem a capacidade de aumentar significativa-
mente a velocidade da reagao enzimitica catalisada pela
GIDH, enguanto que esse efeito nao foi por nos demonstrado
sobre a atividade enzimitica catalisada pela G2DH.

A velocidade enzimatica da GlDH & alterada por
concentragao de Asn desde 1 até 50 mM, onde o efeito atinge
seu maior valor, visto gue, guando usivamos concentracdes
supericres aquela o sumento da atividade foi praticamente
o mesmo [ Figura 1 ).

Investigando-se o efeito da Asn 50 mM sdObre a
GIDH de diferentes O0rgaos de anfibios e de rato, observa-
mos que a Asn tinha um efeito bem maior sbbre a GIDH de co
ragao em relagao a de figado ou de rim do mesmo animal, tan
to para os anfibios como para rato, o gue sugere gue pro-
~vavelmente estejamos em presenga dé isocenzimas.

A GIDH de coragac de boi apresenta um pH Otimo,
entre 8,1 a 8,5 guando a coenzima utilizada & o NADH ({ OLSON
g ANFINSEN, 1853 ). Nogsos resultados mostram gue o pH
otimo da GIDH de figado, rim e coracio de anfibios e cora-
Gao e rim de rato & tambBm em torno de 8,0 a 8,5 , excep-
cionalmente encontrados para GIDH de figado de rato um pH
otimo em torno de 7,5. Por outro lado, quando ensaiavamos
as mesmas GIDH na presencga de Asn 50 mM observavamos um

deslocamento do pH para o lado mais alcalino, entre 8,5
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a 2,1 ( Figuras 2 a 4 ). ©Esse fato pode indicar uma possi

vel alteragao na constante de dissociacdo de algum grupo
ionizavel da enzima importante para o mecanismo da mesma.

Estudamos o efeito da variagao da concentracao
de enzima nas reacoes catalisadas pela GlDH das varias ori
gens descritas nesse trabalho, na auséncia de Asn, observa
mos que esse efeito & uma fungdo exponencial, isto &, gquan
to maior a concentragao da enzima a atividade da GIDH va-
riava exponencialmente, esses dados cstdao em acordo com oS
descritos por EISENBERG ( 1973 ), THUSIUS et al ( 1975 ) e
THUSIUS{ 1975 ). Esses autores relatam que gquanto maior
& concentragao da enzima maior o estado de agregacido com
consequente aumento da atividade enzimdtica. No entanto, de
monstramos gue aguele efeito era linear, ou seja, a varia-
cao da atividade enzimdtica & diretamente proporcional a va
riagao da-concentracao da enzima.

Da mesma forma observamcs gue a dependéncia da
atividade enzimdtica em fungdo do tempo de reacio & line ~
ar na presenga de Asn e na auséncia de Asn 0 periodo de tem
po no qual a referida dependéncia & linear @ relativamente
muito curto.

Nas nossas condigoes experimentais, em gue tra
balhames com baixas concentragdes de enzima, nao pudemos de

monstrar uwn efeito ativador do ADP, gue e um efetor alosteée

%

rico ( BITENSKY et al., 1965 ; DESSEN e PANTALONI, 1973
JALLON et al., 1975 ), sdbre a atividade da GIDH. A pre-
senga do ADP 0,1 mM nas reagoes catalisadas pela GIDH de
coragao de B. paracnemis, estimula cerca de 20% o efeito

causado pela Asn sObre 2 enzima { Tabela 2 e 3 ).




A glutamina que metabolicamente estd mais rela
cionada com o glutamato e o alfa-cetoglutarato do que a
asparagina, parece nao mostrar nenhum efeito significativo
nogsos dados sugevem gue a Gln parece favorecer uma inibie
cao de cerca de 20% no efeito.da asparagina sobre a ativi

dade da GIDH,
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V. RESUMO,

A Le~glutamatc desidrogenase {(GDH) | L-gluta-
mato NAD(P) oxi-redutase {desaminante) EQCQI‘4.1.2w4i an-
zima chave da regulacic do metabolismo da amdnia, do glu
tamato e do alfa-cetoglutarato, fol preparada a partir

de um extrato brute de bromsto de cetiltrimetilamdnia 0,1%

de figado, rim e ceragéo de Bufo paracnemis,Rana

ana e de rato. Essa enzima catalisa reversivelmente a de
saminagao oxidativa do glutamato dependente de NAD(P).

A asparagina (Asn) nas concentragoes desde 1
a 50 mM mostrou ser capaz de causar um extraordinario efei
to sdbre a atividade da GIDH, isto &, guando a reagao se
processa em presenca de NADH, causando uma aumnento de 10 a
94 vezes- na velocidade da catalise enzimdtica, dependendo

da origem da glutamato desidrogenase e das condigoes expe

Ho)

rimentais,porém nenhum efeito foi observade sObre a GZDH,
C o= - it
isto &, guando a reagao se dava em presenga do NAD .

0 efeito da asparagina nao & idéntico para
enzimas de origens diferentes e mesmo guanto a orgaos di-
ferentes do mesmo animal. A GDH proveniente de coragac de

B. paracnemis e R. catesbelana e de coracao de rato mostrou

ser bem mais sensivel 3 asparagina do gue a enzima de ou-
tros Orgaos do mesme animal.
A Asn causa um deslocamento do pH Otimo da re-

agao enzimitica, asumentando-o de cerca de meia unidade de

pH. Esse fato pode sugerir gue a Asn possa alterar a cons-
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tante de dissociagao de algum grupo ionizavel da enzima lm-
portante para a reagdo enzimatica.

A atividade da GIDH de figado, rim e coragao

de B. paracnemis, R. catesbeiana e de rato, apresenta a -

caracteristica de variar exponencialmente em fungdo da
variagao da concentragao da enzima, essa caracteristica
cstd pelacionada com o aumento do estado de agregagdo cau-
sado pelo aumento da concentragao da enzima. Entretanto ,
na presencga de Asn 50 mM, para todas as GIDH estudadas, a-
gquela funcgdo & linear, ou seja, a atividade enzimatica &
diretamente proporcional a variagao da concentragao da en-
sima.
L ADP 0,1 mM, nao estimula a CGIDH nas nossas

condicoes de baixas concentragoes de enzima e sumenta cer-
ca de 20% o efeito da Asn sbbre a G1DH de coragac de B.

varacnemis . A Gln 50 mM nao causa nenhumn efeito sdbre a

G1DH de coragao de B. paracnemis, semelhante aoc .da Asn 50

mM, todavia inibe cerca de 20% o efeito da RAsn 50 mM sobre

a enzima.



VI, BBETRACT,

The L-glutamate dehydrogenase (GDH) [nglutam@

teNAD(P) oxidoreductase ({ deaminating) E.Cnl.4~§.2w{L

tare metabolism, was extracted with 0,1% cetyltrimethyl am-
monium bromide from liver, kidney and heart of the amphibi-~

ans  Bufo paracnemis and Rana catesbeiana and rat.

This enzyme catalyses the reversible reaction of oxidative
deaminating of the glutamate HADIP) dependent.

Asparagine (Asn) at concentration from 1 to 50
mM cause a dramatic. increase on GIDH activities, i.e., when
the enzyme catalyses the reaction on the presence of NADH
and alfa-ketoglutarate, from 10 to over 90 times, depending
on the enzvyme Driﬁiﬂn However, no effect was observed on

G2DH, i.e., when the enzyme catalyzes the reaction on the

ey}
ot

-5
presence of NAD and glutamate. The <ffect of Asn is
different with respect on animal organs. The B. paracnemisg,

R. categbelana and rat heart GIDH is much more affected by

Asn 50 mM then GIDH from kidney and liver of same animal.

The optimum @H of GIDH reaction is increased
about 0.5 pH wunit by the presence of Asn 50 mM. This fact
may suggest that the Asn could change the dissociation con..
tant  of some don group of the enzyme with importance to
enzymaetic reaction.

is, R. catesbeiana and rat li-

The B. paracn

ver, kidpney and heart GIDH has the characteristic of chan-




ging the enzymatlc activity exponentially by the changing

of the enzyme concentration. This characteristic is related

('3

with the state of protein aggregation that is caused Ey th
increase of enzime concentration. On the other hand, G1DH
has a linear dependence of the enzyme activity in function
of enzyme concentration when Asn 50 mM is present during

the enzymatic reation.

ADP 0.1 mM does not increase the B. paracnemis
heart GIDH, at our experiment conditions of low enzyme con
centrations, but increases about 20% the effect of Asn on
that enzyme. Glutamine 50 mM does shown any effect on B.
paracnemis heart GIDH, but decreases about 20% the effect

of 2sn on that enzyme.
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