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INTRODUGKO -1l

A via de Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) € a princie
pal via oxidativa em fungos, como na maioria de outros organis
mos., Ela & usualmente, reSponsgvel por, nosznimo, 50 % do mew
tabolismo da glucose; sendo que, em alguns fungos, ela & res-
pons5v¢l por todo metabolismo da mesma. Entretanto, a via EMP
pode ser de importidncia secundaria em relac@o as vias Hexose =
Monofosfato (HMP) e Entner-Doudoroff (ED) e= alguns fungos, ou

totalmente carente como no caso de Caldaricmyces fumago (RAMA-

CHANDRAN, 1963; BLUMENTHAL, 1965).

A literatura bioquimica sobre fungos contém muitos
exemplos de metabolizagﬁo de carboidratos gque enyolvem a via
EMP e HMPolEmbora o desenvolvimento dos seres vives seja dis
tinto, as vias metabdlicas s3o bastante comunis a todos os orga
nismos. A seguéncia inicial de reagbes que dégradam carboidra-
tos para fornecer energia é muito semelhante dagquelas que lew
vam a formagdo de outros compostos biologicamente importantes.

| Alguns fungos apodrecedores de madeira aéumulam 5;
cool, acetaldefdo, dcido acético e tragos de dcido succfnico
como produtos de degradagao de carboidratos (NORD & SCIARINI,

1946). GIBBS & GASTEL (1953) apresentaram evidéncias de formaw

”~ [ 4 . L4 . - : .

¢ao de acido latico por Rhizopus oryzae meitzholizando glucose,
A formagao desses produtos a partir de glucese sugere uma via
EMP operativa,

Diversos trabalhos evidenciam a wcorréncia dasS Vie
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as de degradaggo da glucose em fungos utilizando tragadores ra

dioativos e pesquisando a existéncia das enzimas que as consti
. -

tuem em extratos livre de celulase

DeFIEBRE & KNIGHT (1953) utilizando glucose-l-lu

Co
demonstraram que 30 % da radioatividade total adicionada apare

cia como COp em Penicillium chrysogenum NRRL 1951 B25. Detecta

ram radioatividade em compostos que tinham valores de Rf cor -
respondentes 4 glucose-b6.fosfato e 6-fosfogluconato, SIH &
KNIGHT (1956) investigaram os sistemas enzimaticos envolvidos
na degradagio da glucose neste mesmo fungo e demonstraram a pre
senga.das enzimas da via EMP, excefo da fosfohexogquinase e isg.
laram hexose, pentose e heptose fosfatos em coluna trocadora

de fons, analisando os ésteres fosrato cromatograficamente ou
através do espectro de absorgio dos mosmos em reacdes caracte.
risticas.

NEWBURGH et alii (1955) demonstraram que Tilletia
caries, wa fungo manchador d§ trigo, possui todas as enzimas
necessdrias & operagdo das vias HMP ¢ EMP. Os estudos radiores
pirométricos (NEWBURGH, 1958) demonstraram, ainda, cue existe
uma diferenga nas vias de degradacao da glucosc em esporo ¢ mi
célio de Tocaries.,

COCHRANE (1955) evidenciou todas-asvenzimas NnecesSa—

& vs ~ e -
sarias a degradagao da glucose atraves da via EMP em Strepto -

3 » >
myces coclicolor. Entretanto, nem as celulos intactas, nem o

extrato possuem a capacidade de metabolizar glucose sob condia
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¢oos de anaexrobiose. Foi sugerido que esta aerobiose obrigatg.
ria resulta da incapacidade da célula ou do sistema livre de
células em reoxidar a difosfopiridina nucleotfideo,

HEATH & KOFFLER (1956) utilizando células de Peni-

. o A
cillium chryscgenum em crescimento, cencluiram que cerca de

2/3 da glucose era metabolizada oxidativamente, presumivelmene
te via HMP. Demonstraram, também, que havia desaparecimento da
pentose quando da incubagdo do extrato livre de células de Po

chrysogenum Q176 com ribose-5=fosfato.

REED et alii (1957) realizaram estudos quantitati-
vos das vias de degradagab da glucose empregando o método radi
orespirométrico de WANG et al (1958) e detectaram a via P e

. ° . . P
EMP acoplada ao ciclo dos acidos tricarboxilicos em Penicillium

digitatum,
' CLARK & WALLACE (1958) determinaram gque o extrato

livre de células de Pullularia pullulans apresenta atividade

fosfoglucomutase, glucose-G-fosfato desidrogenase e frutosewl,
6~difosfato aldolase e oxida ribose-5ufosfato,'téndo, portanto,
algumas das enzimas que degradam a glucose atrxravés da via EMP,
assim como através da HMP., Os estudos radiorcspirométricos in-
dicaram que as células colocadas em Jejum Gegradavam a glucose
de maneira que a.maioria do CO, radioativo criginava.se do Cel
da glucose,

McDOKOUGH & MARTIN.(1958) demonstraram a prescnga

de enzimas da-via HMP em preparacoes de extrato livre de célu-
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las de Aspergillus niger, verificando que incubando-cse o extra

to com ribose~5-fosfato, esta decrescia acompanhada por um au-
mento e decrgscimo sequencial de cctopentose, Observaram, aine
da, que ocorria um acréscimo na concentraggo de heptulose e
triose quando cem presenga de hidrazinae

McDONALD et alii (1960) estudaram o mecanismo da

degradagao da glucose em Clavicens purpurea e evidenciaram ati

vidade hexoquinase, fosfohexoisomerase, glucose-6-fosfato e 6.
fosfogluconato desidrogenase, fosforiboisbmerase, ribulose fos
fato epimerase, transcetoclase e transaldolase no extrato livre
de células, Utilizando experi'éncias‘radiorespiromé’tricas9 esti
maram que 90 % da degradacgio da gluéose ocorre através da via
EMP e 10 % pela via IRIP. Quando utilizaram células celocadas
em jejum obtiveram um decrdscimo razodvel na contribuiclo rela
tiva desta dltima via.

MARGULIES &VISHNIAC (1961) investigaram a degradae
cdo da glucose em Rhizopus HMX evidcnciando atividade hexoquina
se, fosfohexoisomerase, a2ldolase-triose fosfato desirdrogenase,
fosfoglicerato quin#so e désidrogenase latica e apresentando
dados de que estc microrganismo forma acido 13tico e etanél De
la via EMP.

CLELAND & COE (1968) determinaram a atividadé eSpg

P : 1 ;
cifica de todas as enzimas da via EMP em cxtratos de Dictvosto.
! ste

1ium discoidcum em diferentes fases de desenvolvimento, As ats

vidades, em termos de micromoles de substrato ou produto/ininu-
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to por 100 mg de protefna soluvel a 22°C, variou de 0,4 para
hexoquinase a 49 para fosfoglicerato quinase, nos primeiros es
tggios de desenvolvimento,

CARTER ¢ BULL (1969) estudaram o efeito da propore

. . . : i
950 do crescimento de Aspergillus nidulans, em cultura continua,

sobre as atividades esPecficas de algumas enzimas associadas ao
ciclo dos acidos tricarboxilicos (Tca), as vias EMP e HMP.

NG et alii (1972) mediram a atividade das enzimas
chave da via EMP e HMP em extrato livre de células de Aspergil
lus niger. Realizaram, também, estudos radioresSpiromeétricos u-

lus niger

tilizando glucosemlwlhc e glucosen6~1uc. As atividades enzimi-
ticas e os dados dos estudos radioresPiromgtricos denons traram.
que ambas as vias estavam presentes e eram operativas em todos
oS'cstggios do desenvolvimento, embora a bontribuiqﬁo relativa
das mesmas diferissen.

NG et alii (1974) estudaram a influ®ncia da propor

o R F N . . .
¢ao de diluigao na sintese cnzimatica em Aspergillus niger,quan

do este microrganismo era crescido em culturavcontfnua sob con
.dig0es de "steady.state®, 0 trabalho relata a influéncia da di
lui¢ao sobre o nivel de algumas enzimas do TCA, EMP e IMP em
A.niger crescido em meio contendo citrato de sodio ou glucose,
em concentragoes limitantes, como fonte de c;rbono.

Estes {rabalhos demonstram que & via da Héxose-Mon
nofosfato pode ser uma via oxidativa alternativa @ de Embden -

Meyerhof<Parnas em fungos, Ambas produzem gliccraldefdo-j-fos~
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fato e frutose-6.fosfato como intermedidrios comuns, que serao -
posteriormente oiidadoso

A via IDIP é comum em plantas e animais. As enzimas
pertencentes a este sistema multicnzimatico sfo amplamente dis
tribufdas em'fungosg A presenca dessas enzimas, entretanto,nao
constitui prova da ocorréncia da viaf Esta, como~exemplificada,
ocorre em numerosos fungos, sendo responsivel DOT IMenos d? 40%
da metabolizag¢ao da glucose. O nfvel relativamente baixo de re
acoes desta via talvez seja devido a quantidades limitantes de
NADP* (EAGOW, 1963). Microrganismos que utilizam a via HMP ou
ED, exclusiva ou predominantemente, adquiriram sistemas enzimé
ticos adicionais ou modificados que sobrepgemusevaos efeitos
limitantes do suprimento de NADPH, A via HM?'constiﬁui via oxi
dativa principal numa propor¢ao de 5 para 15 fungos pesquisa =
dos (BLUMENTHAL, 1965).

Uma evid@ncia ilustrativa da ocorréncia desta via

& . . . . .
em fungos ¢ fornecida por Penicillium chrvsogenum, que oxida o

C.1 da glucose mais rapidamentc do que os ocutros carbonos.Tais
dados indicam a conversao inicial da glucose em glucose-5-f05S-
fato, 6-fosfogluconolactona, 6-fosfogluconato seguido da des =
carboxilgg&o & CO, e ribulose-5.fosfato (DeFIEBRE, 1953). ES -
tes resultados form confirmados por HIEATH & XOFFLER (1956) que
demonstraram a participac¢ao do- "Zwischenfcrinent" e NADPY. Apaw

rentemente, todos os membros do género Aspar—illus degradam a

glucosec oxidando, principalmente, o C~l (ARNSTEIN, 1953).
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A via Entner~Doudoroff é, comparative aente, rara na
natureza e foi detectada somente em bactérias Grzn_negatifas e
em dois fungos (NEWSBURGH, 1958; RAMACHANDRAN, 1963).

Uma via ED modificada € a principal via exidativa

em Caldariomyces fumago, sendo HMP a de menor importincia, Nes

te fungo, a oxidagio da glucose a acido 6-.fosfoglucdnico via

um intermediario fosforilado (glucose=b6.fosfato) 130 & seguido,
mas ocorre uma via alternada de glucose para acido 2mcetog1uc§
nico ¢, entdo, para acido 6-fosfoglucdnico através das enzimas
adaptativas 2ecetoglucOnico quinase e.2~ceto_6nfosfogluc3nico

~ redutase (RAMACHANDRAN, 1963). O metabolismo do 6-fosfoglucona
to prossegue para formar piruvato cecm o auxilio de pafte das

trés vias normais., Portanto, Caldariomyces fumago n3o possui

todas as enzimas de quaisquer das trés vias de catabolismo da
. 3 . . @ >
glucose, mas utiliza parte dos sistemas enzimaticos das mesmas
na completa oxidagao da glucose.
d

A unica via oxidativa em esporos de Tilletia caries

(NEWBURGH, 1955) é a via Entner~Doudoroff, embora ela seja subs
titufda‘pelas vias Hexose=Monofosfato e Embden-Meyorhof-Parnas
no micélio.

Das consideragSes tragadas, podemos verificar que-
tr8s s3o as principais vias oxidativas conhecidas como operan.
tes em fungo, as vias EMP, HMP e ED.

Como na maioria das célulaé, quando a Via_EMP e IRP

o . . &
estao presentes simultancamente, a via EMP e, usualmente, a
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principal. Quando ocorre da via HMP ser a via principal, avvia
S . : .

EMP constitui a via alternativa secundaria, demonstrando a ima

portincia da mesma na metabolizagdo de carboidralos em fungos.

Somente Tilletia caries, entre os fungos, parece ter a capacie

Leqs . . @ s s

dade de utilizar as trés vias. Contudo, como ja foi citado , a
* o - 3 3 d 3

via ED e encontrada como a unica via operante no estagio de es

poro. A presenga da via ED em esSporos hao parece Ser -uma 0COXe

réncia comum desde que os esporos de Tilletia contraversa nao

a utilizam (NEWBURGH, 1959). Em todas as outras circunsfancias,
aparentemente, a atuagdo simultinea das vias ED e .EMP ¢ income
pat{vel, embora as razoes deste evento sejam ainda desconheci=
das,

As enzimas que_compgem as vias de metabolizacgao de
‘carboidratos foram, desta maneira, demonstradas em fungos im =
perfeitos, ascomicetos e ficomicetos, Entretanto, em contraste
ao metabolismo de carboidratos em,célﬁlas animais, leveduras e
bactérias, que tem sido consideravelmente estudado, o metabo -
lismo de carboidratos em'fungos tem, comparativamente,merecido
pouquissima atencio,

Uma consideragio das atividades metabdlicas de Baw
sidiomicetos superiores demohstra a versatilidade desses orgae
nismos, Embora a madeira secja destrufdﬁ‘qﬁéndo atacada peclos
fungos deste tipo; ¢ interessante notar que o metaLolismo de
um membro desta cl#sse difere de outros, apesar do processo to

’ > ~ .
tal, a destrui¢ao da madeira, ser o mesmo, Por exemplo, embora
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Coniophora cerebella (BIRKINSHAW, 1940) , Merulius niveus ,

Merulius tremecllosus, Merulius confluens, FomesS annosus (NORD,

1946) e Lentinus iepideus (NORD, 1947) sejam conhecidos como
fungos capazes de causar o apodrecimento da madeira, existe al
guma diferenga nas atividades enzimaticas. Os produtos de de =
gradagao da glucose podem ser compostos simples como dlcool,

Id & . @, . . .
acetaldeido e acido acetico em Coniophora cerebella, M.niveus,

M.tremellosus e Fomes annosus. Entretanto, estes produtos acuw

mulam-se em concentragoes diferentes e, alguns como Lentinus
. . . @ . o~ .
lepideus produzem substincias aromaticas. A formagao de metilw

p-metoxicinnamato pela ag¢do de Lentinus lepideus sobre a gluco

se, xilose e a madeira corroboram com o conceito de que a des
‘truicdo da madeira & causada por uma hidrélise inicial da celu
lose pelo microrganismo,

FALCK (1927) postulou trds tipos de putrefagldo no
processo de destruig¢ao da madeira por fungos, salientando dois
sub.grupos no terceiro tipo - um, no qual ocorre destruigao da
celulose prefercncialmente & lignina; outro, no qual ambas sdo
destrufdas,

As atividade; bioquﬁnicas de fungos inferiores tém
sido bastante estudadas, em comparagao aos estudos realizados
com Basidiomicetos superiores. Desde que a destruigdo da madei
ra e a sua prevengao sao assuntos de importincia econbmica, a
decomposigdo da madeira deveria ser investigada em detalhes.Pa

se estudar o mecanismo de agao desses Basidiomicetos, faz.se
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necessario estudar o metabolismo de carboidratos e as substina
cias elaboradas pelo fungo, que decompoem a madei "a.

Excetuando-se os trabalhos ja citados, raros sdo
os que abordam os a3péctos bioqu{micos em fungos que destroem
a madeira (BIRKINSHIW, 1948; STEVENS, 1951; DeBAUN, 1951).

DOWLER et alii (1963) demonstraram atividade cito=
cromo ¢ redutase e NADH oxidase em extratos livr. de células
de dez fungos representando basidiomicetos, ascor.icctos, ficow
micetos e fungos imperfeitos. Determinaram, ainda, atividade
desidrogenisica das trés principais vias metabdlicas e EMP,HMP
e TCA - nos extratos livre de células.

NIEDERPRUEM (1964) estudou o metabolismo aerdobico

em basidiosporo de Schizophyllum commune utilizando tgcnicas:mg

nométricas e inibidores réSpiratJrios. Verificou que o consuho
de oxigénio era aumentado por sacarose, algumas hexoses, D-xi-
lose, acetato e etanol, demonstrando que os basidiosporos desa
té fungo sao capazes de uma vhriedade de reagdoes aerdbicas,
NIEDERPRUEM et alii (1965) verificaram que a pro -
porgio de glucose~6-fosfato desidrogenase para 6-fosfogluconaa
to desidrogenase varia consideravelmente durante a diferenciaw
¢ao celular de S.commune. Além disso, determinaram que a ativi
dade da fosfoglucose isomerase era inibida pela 6-fosfog1ucon§
to. 0s autorces sdgeriram que esta combinac¢do de eventos contro
lariam, possivelmehte, as vias alternadas de utilizagdo de glu

cosc durante a morfogéncse., Estes mesmos autores (1965a) inves
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tigaram o metabolismo de poligis em celulas intactas e em exe
trato livre de celulas deste mesmo microrganismce, durante seu
desenvolvimento, Este trabalho evidenciou atividade xilose re=
dutase e diversas outras enzimas do metabolismo de poliSis em
células intactas crescidas em glucose. Atividades enzimaticas
para oxidagiao do manitol e xilitol, assim como para a reducgao
da frutose, galactose e xilose foram demonstrada em micélios

crescidos em glucose,

RAO et al, (1969) estudaram a ocorréncia e proprie
dades de enzimas do metabolismo de carboidratos em Coprinus la

opus, durante a morfogenese, Verificaram a presenga de enzi-
mas da via HMP, além de poliol desidrogenase e trealase duran-
te o seu desenvolvimento.

WANG & RAPER (1970) examinaram diversas classes de
enzimas de S.commune que ocorrem em mJltiplas formas moleculaa
res ou isozimas, entre elas a lactato desidrogenase e glucose=
6-fosfato desidrogenase.

Os estudos sobre Picnoporus cinnabarinus resumemesse

em aSpéctos taxonomicos, morfolagicos e fisiolagicos (NOBLES,
1958; GERBER, 1968).

Este trabalho relata alguns aspéctos do metabolise
mo da glucose neste fungo.

Para avaliar a contribuigao relativa das vias cata
bolicas num dado organismo é essencial conhecer a natureza, a

~ . ~ o~
-fungao, assim como a extensao da participagao das mesmas no



Introduggo - 12 -

quadro geral do catabolismo de carboidratds., Tal sonhecimento o
importante em estudos comparativos e na compreen: 1o das relagoes
intero.grupos. Considerando o grande nimero do género e eSpédie;
de fungos existentes, faz.se necessario métodos razoavelmente
precisos para reconhecer a natureza, estimar a extensio da pax
ticipaqgo o avaliar a funggo das vdrias vias catabdlicas de car
boidratos,

A determinagao das vias oxidativas a uantes neste
homobasidiomiceto foi realizada atravdés de ensaios enzimgticos

e métodos utilizando tragadores radioativos,
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I. MATERIAIS

1. DROGAS

Glucose=6-fosfato, frutose-bafosfato, frutose=1l,6
difosfato, DL-gliceraldef{do~3-fosfato, dcido d(+) 2=difosfogli
cérico (sal de Bdrio), acido 3-D-fosfoglicérico(sal de -Cdlcio),
5§ido 2,3-difosfoglic$rico (sal de ciclohexilamonio);fosfoenol
piruvato, 6-fosfogluconato, ribosc-5-fosfato, adenina nucleoti
deos, piridina nucleotfdeos, aldolase, triose fosfato isomeraa
sey alfaeglicerolfosfato desidrogenase, gliceraldefdo-anosfa_
to desidrogenase, desidrogenase 15tica, glucose oxidase, perow~
xidase e beta=feniletilamina eram produtos da Sigma Chemical
Company. Foi utilizado também triose fosfato isomerase da.Ber
ringer Mannheim Corporation. D(+) glucose ¢ piruvato de sddio
eram produtos Merck; etileno diamino tetraacetato de Sddio da
Fisher Scientific Company; betasMercapto etanol da The Mathe =
son Company Inc.; hidrocloreto de L-cistefna monohidratada da
Mann Research Laboratories, Inc.} Cocarboxilase da Schwarz Laa
boratories, Inc.; Sephadex G-15 da Pharmacia Uppsala-~Sweden ;
PPO e POPOP da Beckman.

1l‘tC, glucose~3, la

Os agﬁcares radioativos glucosew 3=
luC'e glucose-6-1uc foram obtidos da New England Nuclear e glu
cose-1-1U4C foi obtidb da Calbiochem,

Todas as outras substincias utilizadas neste traba

lho eram consideradas P.A.

‘PPO = 2,)-d1fonlloxazol POPOP = 1.U-8is 2-(Meti1-5~feniloxa -
z0l) ~benzcno,
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2. AMOSTRA DE MICRORGANISMO.

A amostra de Picnoporus cinnabarinus 7oi.nos cedi-

da pela Drae Déa Amaral,
Este fungo € um homobasidiomiceto apodrecedor de

. I N
madeira, pertencente a familia Polyporaceae, A amostra monocae

ridtica foi isolada a partir dos corpos de frutificagac e clas
sificada no Instituto de Biologia e Pesquisas Te.n0logicas do

Estado do Parani.
‘II. METODOS

1. CONDICOZS DE CULTIVO.

‘A cultura de Picnoperus cinnabarinus foi mantida

em meio sdlido Sabouraud-glucose, sendo repicado mensalmente ,
armazenadas a 4°C ¢ inoculada diretamente do meio sdlido para -
0 meio 1fquido. 0 meio 1fquido era semelhante ao utilizado por
MARKUS (1965) e adicionado de hidroliéado de casefna 1 % ¢ D=
glucose 0,5 %. |

As células foram coletadas no infcio da fase €XpPOe
nenciai de crescimento (ASSIS, 1974), apds um perfodo de incu;
bagao de 48 horas a 28°C em um agitador rotatdrio a 100 rpm.0s
micélios foram filtrados em gaze e lavados com agua destilada,
Removida a 5gua de lavagem por compressﬁo,_os micélios foram

pesados e congelados a -20°C.

2. PREPARAGXO DO EXTRATO LIVRE DE CELULAS,

. ) o 3 0‘
0 extrato livre de celulas para os ensaios de medi
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da da atividade enzimatica foi preparado rompendo as células
congeladas com areia do mar previamente tratada, na proporgao
do 1:2 p/p, em um gral & temperatura de 4°c, A extracao foi fe
ita em tampao ou solugao extratora geléda, adequada para cada
ensaio, numa propor¢io de 1:4 (peso tmido de célula/volume em
ml do 1f{quido extrator), scguida de centrifugacgio a 7 000 x g
durante 10 minutos em centrffuga refrigerada "Internationall ,
modelo PRa2. O sobrenadantev(extrato livre de células) foi uti
lizado para a realizagao dos ensaios enzimdticos. Entretanto 9
0s ensaios que empregam métodos espectrofotomdtricos foram rea:
lizados com extrétos submetidos a nova centrifugagﬁo a 113 0090
x g (Ray) durante 2 horas em ultracentrffuga "Beckman® modelo

L2-65B,

3. MEDIDAS DE ATIVIDADE ENZIMSTICA.

As condigoes de medida da atividade enzimdtica fo=
ram estabelecidas através de testes preliminares que envolveram
estabelecimcnto da diluicdo do extrato a ser utilizadd, detera
minagao da concentrag¢ao dos diversos cofatores esscenciais & aw
tividade enzimitica- e pH. Estabelecidas as condigoes, forém
rcalizados testes para verificar a influ@ncia da concentracio

de enzima e determinar a sua atividade especffica°

3.1, Glucoquinase (E.Co 207c102)

ATP: D.glucose 6.fosfo transferase,

A atividade glucoquinasc foi estimada atraves da
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determina¢2o da glucose residual livre com glucose oxidase, sg
gundo o método descrito por SOLS et alii (1958).

A extracio foi feita com EDTA 0,005 M gelada.

0 sistema de incubagao continha: 0p2 micromol de D=
glucose; 0,75 micromol de ATP; O,?5_micromol de MgClp; 5 micfg
moles de tampao fosfato pH 7,0 contendo 0,5 micromoi de EDTA ¢
quantidades varidveis de enzima num volume final de 0,1 ml. A=
pgs 10 minutos de inoubaggo a 30°C, foram adicionados 2,0 ml do
reagente para desenvolvimento de cor (BUGGETT & NIXON , 1957),»
seguido de agitagfio. Apds incubagao por mais 30 minutos a 30°C
foi adicionado 1'g3ta de KOH 30 % (SOLS & De La FUENTE, 1957)
que interrompe a féaggo e deixa a cor inalterada durante horas.
A leitura (DO) foi procedida a L50 nm em espectrofotometro "Co
leman" mod310‘6A contra branco sem substrato. Um tubo sem eXe
frato livre de células serviu . como padrac. Contrbles de glucox
se enngena foram realizados para cada concentracao de enzima,

Uma unidade de enzima foi definida como sendo a
quantidade dé enzima que catalisa a fosforilacio da glucose em

10 minutos a 30°C, nas condigoes do teste.

3.2, Fosfoglucoisomerase (E¢Ce 5¢3¢1.9)
Deglucose-b-fosfato cetol-.isomerase,
Foi utilizado o método colorimétrico basecado na con

versdo.da glucose-6.fosfato em frutose-6-fosfato, A frutose-b.

ATP = Adegosina-j‘_trifosfato; EDTA = etileno diamino tetraacg
tato de Sodioe. |
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fosfato formada foi determinada pelo metodo de RC'? (1934).
0 extrato livre de células foi obtidc empregando-

se tampao TRIS/HC1 1M pH 7,0.

0 sistema de incubacao para o ensaio da fosfoglucgo
se isomerase continha L4 micromoles de glucose=6-fosfato, 00 mi
cromoles de tampio TRIS/HCL pH 7,0 e extrato livre de células
em concentragoes varidveis num volume final de 1, ml. O siste
ma fol incubado durante 5 minutos A 30°0C, Apgs o.perfodo de in
cubagio, a enzima foi inativada adicionando-se 3,5 ml de uma
solugﬁo de HCl (5:1) e a cor foi desenvolvida com 0,5 ml do re
agente Resorcinol (0,1 g de Resorcinol + 0,25 g de tiourdia em
100 ml de &cido acético glacial) e aquecidoidurante 10 minutos
a 80°C. A 1eitura_foi procedida a 520 nm em espectrofotdmetro
®Coleman" modelo 6A. Foi feito um tub§ Branco sem extrato; A
coloragao desenvolvida no Branco corresponde a glucoée_Gmfosfg
to. Foram feitos contrdles de cada tubo teste, em que a glucow
se=bfosfato foi adicionada apSs a inativacgao da enzima por HC1,
A_curva padrao de frutosé-6-fosfato_foi realizada utilizando
este substfatp em concentragoes que variaram de 0,2 a 0,8 micro
mol. Cada ponto da figura 2 representa a diferenga entre a méa
dia devexperi%ncias testes paralelas e a média dos contrbles
respéctivos;

Uma uhidade de enzima foil definida como sendo a

quantidade de enzima que transforma 1 micromol de glucoscaSofos

TRIS = Tris(hidroximectil)aminometano.,
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fato em frutosc-6-fosfato nas condigoes do ensaio.

3¢3s Fosfofrutoquinase (E.,Ce 2:7¢1.11)
ATP: D.frutose-b6-fosfato l-fosfotransferase,

A atividade fosfofrutoquinase foi medida indirectaa
mente através de ensaio,espectrofotoméfrico, a.coplando-se aldo
lase, triose isomerase e alfa=glicerol fosfato dcsidrogenase ,
e seguindo a oxidacdo do NADH a 340 nm (SOLS & S...AS, 1966). A
mistura de reag¢ao utilizada difere da original n ' que se refew
re ao substrato empregado. Foi utilizado ATP ao invés de GTP N
mas em concentragao suficientemente baixa para minimizar a ini
bigao alostérica causada pelo ATP.

Para a extracao da fosfofrutoquinasc foi utilizado
tampio fosfato (KHpPOL/NapHPOL) 0,25 M pH 6,5 contendo EDTA
0,001 M e MgCl, 0,001 M. O sistema de incubacio continha: 25 mi
cromoles de tampao fosfato pH 6;5; 0,15_micrdmol de NADH; 1 mi
cromol de frutosé-G»fosfato; 0,1 micfbmol de ATP; 5 micromoigs
de MgCls; 5 micromoles de Diﬁioeritritol; 0,085 U de aldolase; -
13 U de alfaaglicerolfosfato desidrogenase; 108 U de triose fos
fato isomerase e extrato livre de células em concentragoes vaw
rigveis, num‘volume final de 1,0 ml, mantidos & temperatura de
2660. A reagdo foi iniciada com o extrato bruto e a leitura
foi procedida a 340 nm. Foram realizados contr8les para subs

- ~ . .
trato endogeno para cada concentragao de enzima, para NADH oxi

NADH = BetawNicotinamida Adenina Dinuclgotfaco, forma reduzida
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dase (sem frutose-6-fosfato e scm enzimas acoplad.ras) e para
ATP endggenoo

Uma unidade de enzima foi definida como sendo a
gquantidade de enzima que fosforila 1 micromol de frutose-6.fos
fato por minuto nas condigoes do teste, Para cada mol de fruto
se-6=fosfato fosforilada, 2 moles de NADH sao consumidos no sis

tema de ensaio utilizadoe.

3.4, Frutose Die-fosfato aldolase (EeCo 4¢1.2.13)
D.frutose=1l,6-difosfato D-glioeraldefdo-B-fosfato liase.

A atividade da frutose-l,6-difosfato aldolase foi
medida seguindo-se-a oxidagiio do NADH a 340 nm, em ensaio:enziv
matico acoplado com uma mist@ra de élfaaglicer61fosfato desi
drogenase e triose isomerase., Neste ensaio foram inclufdos fons
potissio e betaomercaptq etanol, desde que sio necessarios pa;
ra a atividade otima da enzima (RUTTER & HUNSLEY, 1966).

A solugdo extratora era o proprio tamp3o utilizadb
no ensaio., 0 sistema de incubagao continha: 50 micromoles de
tampao glicilglicina (glicilglicina 0,1 M, Acetato de potassio
0,2 M, beta-mercapto etanol 5 x 10~2 M) pH 7,5; 2 micromoles
de frutose-l,6~difosfato; 0,15 micromol de NADH; 13 U de alfaw
glicerolfosfato desidrogenase; 108 U de triose fosfato isomera
se e extrato livre de células em concentragoes variSveis. nuﬁ
volume final de 1,6 ml, mantidos a 26°C. A recagioc foi iniciada

- ~ .
com a adigao do extrato bruto. Foram realizados contrdoles para
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substrato endggeno para cada concentragio. de enzima e para
NADH oxidase (scm frutose71,6-difosfato e sem enzimas acoplado
ras).A

Uma ﬁnidade de atividade aldolisiqa foi definida
como sendo a quantidade de enzima que catalisa a clivagem'de 1
micromol de frutose-l,6-difosfato por minuto sob as condigoes

descritas,

3.5 Gliceraldefdo=3-fosfato desidrogenase (EoCo 1le2.1lel2) -
Degliceraldeido=3-fosfato: NAD* oxidoredutase, fosforiiag
teo

A gliceraldc{do-anosfato desidrogenase foi ensaia
da medindo=se a reduggo do NADY a 340 nm, utilizandowse frutoé

se=ly,6.difosfato como substrato. Foram utilizadas aldolase e

triose isomerase como enzimas acopladoraso

Em outro ensaio realizado para determinagio da'ati
vidade gliceraldefdo~3~fosfato desidrogenase, utilizamos D-gli
ceraldefdo~3¢fosfato; com uma mistura equimolecular de ésteres_
triose fosfato, preparada fazendo-Se uma solugido de D-gliceral

‘defdo~3—fosfato 1.5 x 10~2 M e dihidroxiacetona fosfato 1,5 x

10~2 M. A dihidroxiacetona fosfato foi preparada a parfir do

sal de ciclohexilamonio dimetil cetal dihidroxiacetona fbsfa -

to (BALLOU, 1960).

A enzima foi extrafda com EDTA 0,5 g/1 (Sal tetra.

sodico). Foi ensaiada espectrofotometricamente segundo o0 méto-
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do de KREBS (1955) modificado como se segue: 21 micromoles de
tampao pirofosfato pH 8,5 (pirofosfato de sédio 0,03 M, confeg
do cistefna 0,006 M, preparado momentos antes do uso); 0,75 mi
cromol de NAD¥; 15 micromoles de AsOl; 10 micromoles de frutos
se~1,6-difosfato; 0,085 U dec aldolase; 0,1 mg de triosc isome-
rase, e concentracoecs varidveis de extrato livre de células
num volume final de 1,0 ml, 0 sistema acima, sem Asou9 foi ina
cubado durancte 5 minutos a 26°C. A reaggo foi iniciada com AsOy
e a redugﬁo do NADY foi medida a 340 mm. Foram rcalizados cone
tr0les para substrato endggeno.(sem frutose-l,Gndifosfato) Pl
ra cada concentragﬁo de enzima e para NADH oxidase (sem frutoa
se~l,6=difosfato e sem znzimas acopladoras),

Uma unidade de atividade gliceraldefdo-B-fosfato
‘desidrogenase foi definida como sendo & quantidade de enzima
que oxida 1 micromol de glicoraldefdogB-fbsfato por minuto nas

condigoes do teste.

3.6, Triose fosfato isomerasc (EoCeoe 503.1.1)
D-gliceraldefdo=~3-fosfato Cetoleisomerase.

A atividade da triose isomerase foi medida seguine
do~se a oxidagﬁo do NADH a 3%0 nm, em ensaio enzimatico acopla
do & alfaw-glicerolfosfato desidrogenase utilizando-se Dl~glice
'raldefdo-j-fosfato como substrato.

. . I ~ . .
A enzima foi extraida com tampuao utilizado no tese

NAD4+ = Nicotinamida adenina dinucleotideo, forma oxicdada,
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te, 0 sistema de incubagao utilizado (BEISENHERZ, 1955) para
o ensaio da triose fosfato isomerase era constitu’do: 40 micro
moles de tampgo ETA/HCl pH 7:5; 1,6 micfomoles de Dleglicerala
defdo-B-fosfato; 0,2 micromol de NADH; 1,47 U de alfa-glicerdl
fosfato desidrogenase e extrato livre de células,em concentrae
coes variiveis, num volume final de 1,0 ml. A reagao foi inici
ada com a adi¢Bo do extrato bruto, apds o sistem de reaggo‘
ter sido equilibrado & temperatura de 26°C. 0s ccatrdiles de
substrato enngeno ¢ NADH oxidase foram realizades como nos en
saios anteriores.

Uma unidade de .atividade triose fosfato isomerase
foi definida como sendo a quantidade de enzima que catalisa a
transformag¢ao de glicéraldefdo-B-fosfato_em dihidroxiacetona

fosfato por minuto nas condigoes do teste.

3.7. Fosfoglicero quinase (EsCo 2.70203)
ATP: B-fosfo-D-glicerato l-fosfotransferase,

A atividade da fosfoglicero quinase foi.medida S€um
guindowse a oxidacio do NADH a 340 nm, em ensaio enzihiticd Qe
~coplado -a gliceraldefdo-}-fosfato desidrogenase, segundo 0 NiGw
todo descrito por BUCHER (1955) modificado.

| 0 extrato livre de células foi preparado'utilizan_
do=se tampgo pirofosfato 0,03 M pH 7,0 contendo EDTA:5 x.lO“h

M como 1fquido cxfratoro

ETA = Trietanolamina
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A atividade fosfoglicero quinase foi ensaiada :zna
seguinte mistura de incubag?o¢ 21 micromoles de t unpao pirofos
fato pH 7,0 contendo EDTA 5 x 10~ M; 5 micromoles de dcido 3=
anosfoglicérico; 5 micromoles de’MgSOy; 1 micromol de ATP; 22
micromoles de¢ cistefna; 2,75 U de gliceraldefdo-j-fosfato desi
drogenase; 0,10 micromol de NADH e extrato livre de c€lulas em
concentragoes varia‘veis9 num volume final de 1,0 @ml, A reacgao
foi iniciada com a adic¢lo de extrato livre de cé'ulas aplés o
sistema ter sido equilibrado a temperatura de 26°C. Foram rea-
lizados contrdles para substrato e ATP endogeno e NADH oxidase
como para os ensaios anteriores.

Uma unidade de atividade fosfoglicero quinase foi
definida como sendo a quantidade de enzima que catalisa a fore
magdo de 1 micromol de D-l,B-difosfoglicerato.por minuto nas

condigoes do teste.

5.80 Fosfoglicero mutase (EeCe 2e¢7¢5¢3)
2,BuDifosfo-D-glicerato:anésfo-D-incerato fosfotransfex
rasc,

A atividade da fosfoglicero mutase foi medida se:ze
guindo.se a formaqgo de fosfoenolpiruvato eSpectrofotémetricam
mente a 240 nm; em ensaio enzimdtico no qual foi acoplado eno-
lase,

0 extrato livre de células foi preparado Qtilizan-

do=se tampldo imidazol 0,02 M pH 8,0 como 1fquido extrator.
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Para a medida da atividade fosfoglicero mutase foi
purificada enolase segundo ovmétodo descrito por WESTHEAD & }Mc
LAIN (1964). A enolase purificadando possuia atividade fo0sfoa
glicero mutase,

0 sistema de incubagao continha: 14 micromoles de
tampdo imidazol pH 8,0; enolase 0,2 U; 1 micromol de MgClz; 5
micromoles de acido 3ufosfoglic5rico e concentragoes variaveis
de extrato livre de células, num volume final de 1,0 ml. 0 apa
relho foi calibrado com um tubo branco contendo todoé oS réaa
gentes, exceto o extrato livre de ¢élulas, A reagdo foi inicia
da com acido 3..D..fosfoglicé’rico° Foram realizadas leituras do
tempo zero para céda concentragao de enzima apgs a adigﬁoide é
cido 3-D=fosfoglicérico. Novas leituras foram feitas depois de
“decorridos 30 minutos de incubagao a 260¢c, TForam realizados
contrdles de substrato endggeno para as diversas concentragoes
de enzima e testadas, para as mesmas, quantidades cataliticas
de &cido 2,3-difosfoglicérico (10™° M).

Uma unidade de atividade fbsfoglicero mutase foi
definida como sendo a quantidade de enzima que catalisa a fore

~ . . 3 .
macao de 1 micromol de fosfocnolpiruvato por minuto sob as con

digocs descritas,

3.90 Enolase (EoCe 4.2»1._11)
2«f05f0=~D-glicerato hidro-liasec,

A atividade da enolase foi medida seguindo-se a for
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magao de fosfoenolpiruvato espectrofotometricamente a 240 nm ,
segundo o método descrivo por WESTHEAD (1966).

A extragfo da enzima foi realizada com tampiao TRIS/
Acetato 0,05 M pH 7,4, contendo EDTA 2 x 10~° 1. ‘

0 sisteﬁa de incubaggo.continha:~50 micromoles dé
tampao TRIS/Acetato pH 7,4; 0,01 micromol de EDTA; 2 micromo =
‘les de Acetato de Magnésio;‘Z'micromoles de dcido d(+) 2=fosfo
glicérico e extrato livre de células em concentragdes variaves
is, num volume final de 1,0 ml., A reagdo foi iniciada com a pre
paragao do eéxtrato livrebde céluias, ap55 o sistema de incubaa
¢io ter sido equilibrado & temperatura de 26°C. 0 aparelho foi
calibrado com 5gua destilada mais extrato para cada qﬁantidade
varidvel de enzima. Como contrdle foi determinado a medida do
substrato enngeno utilizando um sistema sem acido d(+) 2-f§s-<
fo glicérico.

‘Uma unidade de atividade ecenolase foi definida. como
sendo a guantidade de enzima que catalisa a formagao de 1 ni e
cromol de fosfocnolpiruvato por minuto sob as condi&ges'dcscpi

tas.

3.10; Piruvato quinase (EoCo 2.7.1.40)
ATP: piruvato 2.0~fosfotransferasec,
A piruvato quinase foi ensaiada em um sistema acow
plado com a rea936_da desidrogenase 15tica, segund. o método

descrito por VALENTINE & TANAKA (1966).
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0 extrato livre de células foi, preparado utilizan
do-se¢ tamplo trictanolamina pH 7,5 (SEISENHERZ, 1955), como 1£
quido extrator.

0 sistema de ensaio cra constituido de 20 micromo-
les de tampao ETA pH 7,5; 67,5 micromoles de KCl; 7,2 micromoe
les de MgS0y; O, 4 micromol de ADP; 0,1 micromol de NADH; 1,35
micromoles de PEP; 24,45 U de desidfogenase 15tica e extrato
livre de células em conccntragSesvvariéveis, num volume final.
de 1,0 ml., O extrafo bruto e todos os reagentes, exceto o PEP,
foram pipetados em uma cubeta, que fol colocada na cﬁmara do
espectrofotdmetro para equilibrar a temperatura (26°C). A reae
¢ao foi iniciada com a adigido do PEP. Foram realizados contra
les de substrato endogeno utilizando um sistema sem PEP e de
NADH oxidase com um sistema sem a pfesenga do substrato e sem-
desidrogcnase latica.

Uma unidade de atividade piruvato quinase foi defi
nida como sendo a quantidade'de enzima que catalisa o consumo
de 1 micromol de fosfoenolpiruvato por minuto sob as condigoes

descritas,

3.11, Lactato desidrogenase (E.Ce 101o1.27)
l-lactato: NAD+ oxidoredutasoc.
A atividade da lactato desidrogenase foi‘medida se
guindo-sc a redﬁgﬁo do NAD* a 34O nm, utilizando piruvato como

substrato, segundo o método descrito por STOLZENBACH. (1966).

PEP = fosfoenolpiruvato; ADP = Adcnosina=5'adifosfato,
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0 extrato livre de células parg o ensaio da lactaa
to desidrogenase foi preparado com tampao fosfato 0,25 M pH 7;

0 sistemé de incubagio era constitufdo de 125 mi
cromoles de tampao fosfato pH 7,0; 0,5 micromol de piruvato de
stio; 0,15 micromol de NADH e extrato livre de células em con
centragoes varidveis, num volume final de 1,0 ml. A reagao foi
iniciédalcom a adigdo de extrato bruto, apGS o sistema de reaw
959 ter sido equilibrado 2 temperatura de 26°C. Toi realizado
cbntrSle de substrato ehdggcnb.ﬁafa cada concentragao de enzie
ma.

Uma unidade de atividade lactato desidrogenase foi
doefinida como sendo a quantidade de enzima que oxida i micro -

mol de piruvato por minuto nas condigoes do ensaio.

3.12; Glucose=6.fosfato desidrogenase (EoCe 1,1.1.49)
D-glucose_6~fosfato? NADP? 1l-oxidoredutase.

A atividade glucose-6-fosfato desidrogenase foi me
dida seguindo-se a redugao do NADPY a 3§O'nm, durante a oxidaw
950 da glucose-G-fOSfato,'segundo o método descrito por NOLTMANN
et alii (1961). |

0 extrato livre de células foi preparado utilizana
do-se tamplo glicilgiicina 0,1 M pH 8,0 como 1iquido extrator.

0 sistema de incubaglo cra constitufdo de 80 micro
moles de tampao glicilglicina pH 8,0; 1 micromol de glucose-6a

fosfato; 0,3 micromol de NADP*; 10 micromoles dec MgS0L e con -



Materiais e Métodos - 28

centragges variaveis de extrato bruto; num volume final de 1,0
ml, Todas as diluig¢oes de reagentes foram feitas »m EDTA 0,05M
gelado pH 8,0. A reagio foi iniciada pela adigio do extrato 1i
vre de cglulas, apgs 0o sistema ter sido equilibrado a temperaw
tura de 26°C. Foi realizado contrdle para substrato enngeno
para cada concentragdao de enzima e testes utilizando NAD? em
substituicao a NADPY, |

Uma unidade de atividade glucose-b6-f¢sfato desidro
genase foi definida como a quantidade de enzima que catalisa a
oxidagao de 1 micromol de glucosg-anosfato por minufo nas con

.~ .
digoes do ensaioo.

3.13., 6-Fosfogluconato desidrogenase (E.Ce 1lolololl)
6-f05fq-D-g1uconato; NADPf 2-oxidoredutase, descarboxi -
lante.

A atividade 6b-fosfogluconato desidrogenase_foi €Sm

timada seguindo-se a redugio do NADP*, durante a oxidagdo e

descarboxilagﬁo do 6-~D.fosfogluconato para ribulose-5-fosfato

e CO, (PONTREMOLI, 1966).

0 extrato livre de células foi preparado utilizaﬁ-
dowse tampdo glicilglicina 0,1 M pH 8,0 como 1fquido extrator.
A mistura de incubagdo (volume final = 1,0 ml) con
tinhas 60 micromoles de tampio glicilglicina pH 8,0; 10 micro=

moles de MgSOL; 1,5 micromoles de 6~fosfogluconato; 0,3 microe

NADP+ = Nicotinamida Adenina Dinuclcotidco Fosfato, forma oxie
dada,
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mol de NADP* e extrato livre de células em concentragoes varié
veis. A reoagdo foi iniciada pela adigdo da preparagdo enzimdti
ca’apGS o sistema ter sido equilibrado a 26°C e a leitura pfof
cedida a 340 nm, Foram realizados contrdles de substrato endde
geno para.cada concentragdo de enzima e testes utilizando NAD*
em substitui¢io a NADPY,

Uma unidade de atividade 6-fosfogluconato desidrow
genase foi definida como sendo a quantidade de enzima que cata
lisa a oxidagdo de 1 micromol de 6-fosfogluconato por minuto

. ~» .
nas condigoes do ensaio.

3.14. Transcetolase (E.C. 2.2:11)
Sedoheptulose~7-fosfato: D-gliceraldefdon3_fosfato glico
1a1defdo~transferase.

A transcetolase catalisa a formagao de gliceraldei
do~3=fosfato e heptulose fosfato a partir de uma mistura de xi
lulose=5-fosfato ¢ ribose~S5«fosfato,. Na presenga de triose fogs
fato isomerase e alfaw=glicerolfosfato desidrogenase, a triose
fosfato é reduzida a alfa-glicerofosfato pelo NADH, cuja oxida
¢do foi éeguida espectrofotometricamente a 340 nm(RACKER,1955).

Péra a obtengao da mistura de pentoses fosfato fow
ram purificadas ribulose-j_fosfato epimorase e ribose=S5-fosfaw
to isomerase. Como ambas as enzimas s3o utilizadas no teste,
ni3o houve necessidade de purificd-las separadamente; foram, por

tanto, purificadas como uma mistura, a partir de bago de rato,
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segundo o método descrito por NOVELLO & MoLEAN (1968). A mistu
ra de enzimas nao possuia atividade transaldolase.

0 extrato livre de células foi preparado utilizan-
do-se tampio imidazol 0,02 M pH 8,0 como lfquido extrator.

0 sistema de incubagdo era constitufdo de 14 micro
moles de tampgo imidazol pH 8,0; 5 micromoles de riboSew5-f0S«~
fato; 3 micromoles de MgCls; 0,15 micromol de NADH; 0,115 mi «
cromol de Tiamina pirofosfato; 9,576 U de triose fosfato isome-
rase; 10 U de alfanglicerolqufato desidrogenase; 0,002 mg da
mistura de ribose~5.fosfato isomerasc e ribulose=5=fosfato epi
merase, num volume final de 1.0 ml, Todos os reaéentes, exceto
a preparaggoienzimitica, foram pipetados em uma cubeta o o sis
tema foi incubado duranté 5 minutos, Apgs a-incubaggo-foi édi-
clonado o extrato'bruto, e 0 registrador foi acionado ap55 o
2% minuto depois de iniciada a reagao porque a experiéncia ine
dicou que a mesma é linear apJS'este perfodoo Foram realizados
testes para substrato endggeno, NADH oxlidase, epimerase ¢ 1soa
merase endggena.

Uma unidade de atividade transcetolase & definida
como sendo-a quantidade de enzima que catalisa a formaggo de 1
micromol de gliceraldefdo-anosfato por minuto nas condigoes

do ensaio.

3.15. Evidonoiaqgo dos Produtos Intermediarios das Reaqges nao

oxidativas do Ciclo das Pentosese
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Embora nao tenham sido determinadas as atividades
eSpecfficas, foram realizadas experiéncias para a evidenciagao
das atividades ribosece=5-fosfato isomerase (EcCo 5063¢1l06 = Dari
bose=5-fosfato Cetol-isomerase), ribulose=5-fosfato epimeraSe
(EoCe 5010301 = Daribulosew5-fosfato 3=epimerase) e transaldo-
lase (EcCo 2020162 w Sedoheptulo§%~7ufosfatoe D=gliceraldefdo=
3-fosfato dihidroxiacetona~transferase), através de. analises
semi~4uantitativas dos intermediarios da via,

Preparou-se um extrato livre de células a partir
de 3 g de células (peso umido). As células foram rompidas com
areia do mar previamenfe tratada numa proporgao de 1:2 (p/p)em
um gral, a temperatura de 4°C. A extragZo foi realizada com
tampao TRIS/HCl 0,05 M pH 7,6, numa proporgao de 1:1 (v/v), se
_guido de centrifugagao a 7 000 x g durante 20 minutos em cen =
trffuga "International' mod¢lo PR-2, refrigerada. O sobrenadan
te (extrato livre de células) foi pasSadb através de uma colu-
na de Sephadex G-lS (h = 30 cm e § = 2,16 cm) equilibrada com
tampﬁo TRIS/HCl 0,05 M pH 7,6 ¢ elufdo,com 0 mesmo tampgoo TOw
das as-operagges até o momento da incubagdo foram realizadas &
temperatura de 4°C.

0 sistema de'incubaggo continha 300 micromoles de
tampao TRIS/HC1 pH 7,6; 100 micromoles de D-ribose-5-fosfato ;
80 micromoles de MgCl2 e extrato livre de células (18 mg de pro
tefna), num volume total de 15 ml. Foram retiradas alfquotas

de 2,0 ml aos 0, 5, 15, 30 e¢ 60 minutos de incubagao em banho=
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Maria a 30°C, que foram precipitadas adicionando-se-as a 1,0ml
de dcido percldrico 70 %. Apos centrifugagdo a 7 .00 x g duran
te 20 minutos, o sobrenadante foi neutralizado ccem KOH 20 %G .
Apgs nova centrifugagio para retirar o KC10y precipitadoy uma

alfquota (0,05 ml) dos sobrenadantes dos diversos tempos de in
cubagaoc foram testados pelos métodos de Cistefna/HZSOu s+ Ciste
fna/Carbazol (ASHWELL, 1957) e Orcinol (HOREBCKER, 1957), tra
cando-se o espectro de absorgao de cada sistema. Foi realizado
um contrdle na mesma proporgao de reagentes, porém sem substra

to,

3.16. Fosfogluconato dehidratase (EoCo 40201012) = 6=f05f0=D =
gluconato hidro 1liase,
6.fosfom2~cetom3~dcoxieDagluconato aldolase (E.C. 4.1.2,
14) -~ 6-fosfo-2-ceto-3-deoxi-D-é1uconato Dmgliceraldei-
doa3=fosfato liase,

A fosfogluconato dehidratase converte o acido 6-fo§'
fogiuc3nico a um ceto acido fosforilado, que pela agao da 2-ce
tq-j-deoxi-G-fosfogluconéto aldolase, dard como produto dcido
pirdivico e D-gliceraldc{do~3-fosfato,

A presenga de ambas as enzimas em extrato bruto de

Ricnoporus cinnabarinus foram pesquisadas pela tentativa de de

~ - . . . .
terminacao dos ceto acidos intermedidrios em sistemas de incuw
~ - A . . .
bagao contendo acido 6-fosfogluconico, glutationa reduzida, fons

Fe*+ ou Mg** ou Mn** ¢ oxtrato livre de c¢flulas a diferentes pH.
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Apgs um perfodo de incubagao de 30 minutos a 30”C foi pesquisg
da a presenga de acido pirJvico pelos métodos de FRIEDEMANN &
HAUGEN (1943) e MacGEE & DOUDOROFF (195%) para alfa.ceto aci =

dos totais,

4, Estudos Metabdlicos por Radiorespirometria,

A propor¢io de produgao de 1uC02 pela oxidagao da
glucose marcada em distintos dtomos de Carbono fo determinada
pelo método descrito por ZAGALLO & WANG (1967) cui algumas mo=
dificagoes.

Foi utilizada uma cultura de Pocinnabarinus com 48

horas de crescimento a 28°C em agitador rotatdrio a 100 rpm. O
meio de cultura (600 ml) estava contido em frasco erlenmeyer

de 2 litros de capacidade e o indculo foi padronizado de manei
ra a produzir micélios.homog%neos (¥ 5,5 g w peso Jﬁido)o Os
micélios foram coletados por filtraégo em gaze e lavados coﬁ
5gua destiladao Removida a 5gua de lavagem bor compressgo, 0s
micélios foram pesad§s (50 mg -~ peso tmido) e colocados em jem
jum por 10 horas em 2,75 ml de tampio fesfato 0,1 M pH 6,2, em
.frascos de 60 ml de capacidade. A quantidade de micélios paré

cada frasco foi escolhida de maneira que a concentragfo celu
lar utilizasse uma quantidade apreciivel_de glucose em Lub how
ras, Esta concentragao celular 0tima foi determinada realizan-
do uma experi@ncia preliminar com glucose-U-luco A c¢oncentra -

. .
¢ao final de glucose em todas as experiéncias foi de 0,2 %e A
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sz as 10 horas de jejum, foi adicionado aos frascos contendo
50 mg de células, 0,25 ml de glucose (133 micromoles/ml) espe=
cificamente marcada em diferentes atomos de Carbono (D-glucose

_1b

-1 C, 5,68 x 10s cpm/ml; D-glucose-SsluC, Lok x 105 cpm/ml;

D-glucose-B-luC, 3,6 x 10S cpm/ml; D=g1ucose~3,h-1uc, L,08 x
105 cpm/ml). 0s frascos foram hermeticamente fechados com tamw
pa de borracha e selo de alumfnio,«tendo suspenso em seu inte-
rior, um fino arame servindo de suporte a 10 pedagos de papel
de filtro Whatman N% 17 de 0,56 cm de dilmetro, que foi coloca
do no terg¢o superior do frasco, Os frascos foram, entiao, co0l0=
cados enm ﬁm banho~)Maria (Dubnoff Metabolic Shaker Incubator) a
28°¢C com agitagﬁo por per{odos de tempo determinados._Ao final
do tempo de incubagao, foram injetados 0,2 ml de beta~feniletil
amina através da tampa de borracha,.embebendo cuidadosamente o
suporte com papel de filtro, para absorver o CO, formado; 0,25
ml de £cid6 percldrico 70 % diretamente na mistura de incuba =
¢do para interromper a reagao e converter qualquer bicarbonato
formado a COs. Os frascos foram colocados novamente no banho -
Maria ﬁor 30 minutos para permitir uma absorggo quantitativa

de CO,. Ao}fihal do fempo de incubaggo. o suporte contendo pae
pel de filtro e base forém colocados em 10 ml do 1liquido de
cintila¢¥o (BRAY, 1960) e levados ao sistema de cihtilagﬁo if;‘
quida "Beckman", mod3lo LS-133, apéds 7 1/2 horas, desde que ha
um aumento signifiéativo no cpm durante as primeiras horas a =

e . . AP
pPos a mistura da base com o liquido de cintilacgao. Os frascos
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dos diferentes tempos de incubagdo e frasgos contrdoles (sem glu
cose marcada) foram incubados guardando-se um int:rvalo de tem
po suficiente para so obedecer tempos exatos de incubacdo e con
tagem sem a interferSncia das operagoes realizadas, Todas as ex
periéncias foram realizadas em duplicata e os resultados obti -
dos representam uma média das mesmas,

Os sistemas foram depois filtrados er Millipore (25
mm = § e 0,45 micron = poro - Sartorius) para recolher as célu=
las. Apos terem sido lavadas exaustivamente com ggua destilada,
as membranas mais as células foram colocadas em 10 ml do lfqui_

L . »~ - . - 3 -
do de cintilagao para contagem da radioatividade incorporaca.

5. Métodos Anal{ticos.

As atividades eSpecfficas foram calculadas dos gri-
ficos de concentraglo de enzima x substrato consumido ou produ-
to formado. LEstes ultimos valores foram calculados para as velo
cidades iniciais nos primeiros minutos da reag¢ao., Nos casos _em
que houve um periodo de "lagh", foi utilizado a velocidade maxia
ma atingida,

A atividade especffica foi definida como unidades
de atividade onzimdtica por mg de protefnao A concentracao de
protefna foi detorminada pelo método de LOWRY et alii (1951) ,
utilizando albumina bovina como padrao. |

0 coeficiente de extingad molar do NADH a 340 nm

1

foi considerado como sendo igual a 6,22 x 103 cm” .M'l (HORE o
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CKER, 1948) e o coeficiente de extingdao molar do PEP a 240 nm
fol considerado como seudo igual a 1,73 x 103 cm“l.M”l (WOLD &
BALLOU, 1957).

As leituras a 240 nm e 3%0 nm foram realizadas em
espectrofotdmectro "Beckman®, mod3lo DU, com registrador.

0s espectros de absorgao foram tragados utilizando
-se espectrofotdmetro "Beckman®", mod&lo DU e "Varian®, modSlo
635.

A estimativa das contribuigSes relativas das vias

de utilizagdo da glucose em P.cinnabarinus foi feita de acor -

do com o método de WAXG et al. (1959).
A fra§50 da glucose degradada pela oxidaggo direta,
Gipjpe envolvendo uma clivagem C1-Cq foi calculada pors:

Gy - G6 0 onde

Gipp =

T
Gio» Gg representam a atividade total recuperada em
CO, metabdlico de células utilizando quantidades iguais de glu

1k

C0S0=la""C e glucose..6.°1uc9 respectivamente. Gy, representa a
atividadec total de glucose-lbc administrada, GrT', representa a
atividade total incorporada & célula.

A fragdo de glucose degradada pela via EMP, GEMP »

foi calculada atraves des

GEMP = 1 = GHMP
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——

A estimativa das contribuigoes relativas das vias
ifoi, ainda, realizada de acordo com o método de K \TZ (1963),cm
pregando-se de suas equaqSes a seguinte:

1, -~ G6002 1 + 2PC

As incubagoes, a medida do COpz liberado, a radioa
tividade incorporada a célula foram realizadas co forme descri
to anteriormente e, a glucose residﬁal no meio foi medida pela
clucose oxidase (SOLS, 1958). Os ensaios foram realizados em
duplicata em 4, 8, 10 e 12 horas tendowse o cuidado de traba =
lhar em condigGes estéreis. Aos sistemas de incubagio foi adie
clonado 22,37 micromoles de glucose, sendo que a gluCOSeuloluC'
apresentava atividade eSpecffica de 7 216 cpm/micromol, a gluw

146 a atividade espec{fica de 6 185 cpm/micromol e a

p 1k

€0S0=buw

glucosea3, C 6 519 cpm/micromol,
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I) DETERMINAQKO DE ATIVIDADE ESPECfFICA DAS ENZIMAS QUE CONSTI

TUEM A VIA EMBDEN-MEYERHOF-PARNAS,

Glucoquinase

A presenga de glucoquinase no extrato livre de células fol
detectada medindo=se a glucose residual apgs a fosforilaqaoa

conforme se observa na figura 1l.

Figura 1
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Sistoma de incubag¢3o: 0,2 micromol de gluc.se, 0,75
micromol de MgCly; 0,2 micromol de tampio fosfato

PH 7¢5; 0,75 micromol de ATP o extrato 1livre de cée
lulas em concentragoes variaveis, Volume finale 1ml
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Fosfoglucoisomerase

A existéncia de fosfoglucoisomeraée foi indicvzda pela forma

qSo'de cetohexose, quando o extrato livre de células fol in

cubado com glucose-b6<fosfato na auséncia de NADP*;(Fig.Z)o

Figura 2
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Sistema de incubagios 4 micromoles de glucosea6
fosfato; 400 micromoles de tampao TRIS/HC1 pH 7 e
extrato bruto nas concentragoes indicadas, num vo
lume final de 1 ml. A frutose-6-fosfato formada
fol medida conforme descrito em Materiai; e Motoe
dos,
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Fosfofrutoquinase

A determinagao da atividade fosfofrutoquinase 10 extrato e
de grande impor_tﬁnciaa uma vez que esta etapa } a dnica que
efetivamente pertence somente a sequéncia glicolftica sendo,
entgo, considerada uma caracterfstica da via e constituindo
um ponto de contréle sujeito & regulagio metabolica., A foSe
fofrutoquinase foi detectada em extrato bruto de P.cinnaba.

rinus, conforme mostra a figura 3,

Figura 3
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Sistema de incubaqaos 25 micromoles de tampao fosfa
to pH 6,5; 0,15 micromol de NADH; 1 micromol de fru
tose-Gufosfato, 0,1 micromol de ATP; 5 micromoles
de MgCls; 5 micromoles de Ditioeritritol;0,085 U de
aldolase; 13 U de alfawglicerolfosfato desidrogenan
se; 106 U de triose isomerase e concentragoos varia
veis de extrato brutoy, num volume final de 1 ml,
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Frutosece.l,0sdifosfato Aldolase

0 equilfbrio da reaggo da aldolase favorcce a formaqgo da fru
toseal,6-difosfato., Para que ocorra uma clivagem mensurgveL
o sistema de reag¢ao deve fornecer condigoes para que ocorra
uma remogao eficiente das trioses formadas, Utilizando o en
saio enzimatico acoplado & enzima piridina nucleot{deo de =
pendente (alfa~glicerolfosfato desidrogenase), determinamos
a atividads especf{fica da frutoseel,b-difosfato aldolase no

extrato bruto (Figura 4),

Figura 4
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Sistema do incubagaos 50 micromolos do tampao glicilgli
cina pH 7,5 (ver Materiais ¢ Metodos), 2 micromoles de
frutosca1l, 6=difosfato, 0,15 micromol do NADH; 13 U de al
faaglicorolfosfato desidrogonase, 108 U de triose fosfa
to isomerase e extrato bruto nas concentrag¢oes indica =
das, num volume final do 1 ml.
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Glicera1d01do-3- osfato desidrogenase

Para demonstrar a redquo do NAD* durante a oxidaggo do gli

ceraldefdon3mfosfato pelo extrato bruto de Po.cinnabarinus ,

Estes

foram realizados ensaios utilizando diversos mgtodoso

métodos diferiram apenas no substrato empregado., 0 resultaw

do aprosentado na figura 5, foi o melhor obtido, usando fru

tose=l,6-difosfato como substrato e acoplando aldolase ac

sistema,
Figura 5
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Sistema de incubagao: 21 micromoles de tampao piro

fosfato pH 8,5 (ver Materiais e Métodos); 0,75 mie

cromol de NAD 15 micromoles de AsOy; 10 micromoles
do frutose=l, Gndifosfato, 0,085 U de aldolase; 0,1

mg de triose isomerase o extrato bruto nas conocefle

tragoes indicadas, num volume final do 1 ml.
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Triose fosfato isomerase

A triose fosfato isemerase, ensaiada utilizando=se D=3=glie
ceraldefdo fosfato como substrato e acoplando alfa=glicerol
fosfato ao sistema, medindo-se a oxidagao do NADH, apresenw
tou uma elevada atividade, como pode ser verificada na figu

ra 6e

Figura 6
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Sistema de incubagaot 40 micromoles de tampao

ETA/HCL pH 7,5 (ver Materlais e Métodos);1,6 mi
cromoles de DLugliceraldcldOQB-fosfato, 0,2 miw
cromol de NADH; 1,47 U de alfa-gllcerolfosfato

desidrogenase e extrato bruto nas concentraqgos
indicadas., Volumo final = 1 ml,
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J=fosfoglicerato quinase

A 3e=fosfoglicerato quinase foi detectada no extrato livre de

L d
celulas de P.cinnabarinus, conforme os resultados aprescenta

dos na figura 7. A determinagao foi realizada no sentido in
verso da glicolise para evitar interferéncias de outras ene

zimas, uma vez quo os ensaios foram realizados com extrato

brutoe
Figura 7
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Sistema de incubagao: 21 micromoles de tampao pirow
fosfate pH 7,0 (ver Materiais e Métodos); < micromo
les de acido 3-D-fosfog11coxico, 5 micromoles de
MgS0y; 1 micromol de ATP 22 micromolces de 01st°1na
2,75 U do gllcora1d01d0=,-fosfato desidrogenase 0,1
micromol de NADH e concentraqoes variaveis do extra
to brutoy, num volume final de 1 ml,
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Resultados

Fosfogllicero mutase

A interconversao de D=3<fosfoglicerato em De2=fosfogliceraa

to pelo extrato livre do células de P.cinnabarinus foi dea

monstrada acoplando-se enolase ao sistema ¢ seguindo a fore
magio de fosfoenolpiruvato espectrofotometricamente. A figu
ra 8 apresenta uma suporposi¢do de curvas obtidas em ensaia
0s realizados com e sem a adicao de Scido 2,3-difOSfoglicga

rico,

Figura 8
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Sistema deo incubacios 14 micromoles de tampao imie
dazol pH 8,0; enolase 0,2 U; 1 micromol d HgCl :
-5 micromolos de dcido B-fOSfO’liCOPLbO e extrato i
'~ vre de células nas concentragoes indicadas, Volume
final » 1 ml, o com acido 2, 3-difosfo glicéria
co; o sem dcido 2,3-dirosfo gllcerico.
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Enolase
A enolase, enzima que catalisa a etapa da conversao de 2w
fosfoglicerato em. fosfoenolpiruvato, tambem fei detectada no

extrato livre de células de Pocinnabarinus, e os resultados

encontrame=se na figura 9.

Figura 9
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Sistema de incubagao: 50 micromoles de tampao TRIS
=Acetato pH 7,4; 0,01 micromol de EDTA; 2 micromg
les de Acetato de Magn951o, 2 micromoles de acido
d(+) 2=fosfoglicgrlco e extrato bruto nas concens
tragoos indicadas, num volume final de 1 ml, '
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Piruvato quinase

A transferéncia do grupo fosfato do fosfoenolpiruvato para
ADP, produzindo piruvato livre, pelo extrato livre de celuw

las de P.cinnabarinus estd demonstrada na figura 10.

Figura 10
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Sistema de incubagio: 20 micromoles de tampao ETA
PH 7,5; 67,5 micromoles de KCl; 7,2 micromoles de
MgSOy; O¢4 micromol de ADP; 0,1 micromol de NADH;
1,35 micromoles do PEP; 24,45 U de desidrogenaso
latica e extrato bruto nas concontragocs indicadag
num volume final de 1 ml,
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Jactato desidrogenase

A figura 11 mostra o exist®ncia da lactato desidrogonae no

extrato livre de células. Com a determinagdo desta enzima ,

a Ultima da sequéncia glicolftica sob condigdes anacrdbicas,

fica demonstrada a presen¢a de todas as enzimas que constie

tuem a via EMP no extrato livre de células de P.cinnabarinus.

Figura 11
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Sistema de incubagdo: 125 micromoles de tampao
fosfato pH 7,0; 0,5 micromol de piruvato; 0,15
micromol de NADH e oxtrato bruto om concentraw
QOOS varlaveis° numn volume final de 1 ml,
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II) DETERMINAGXO DAS EN7IMAS QUE CONSTITUEM A VIA HEXOSE MONOe

FOSFATO,.

Glucosewbwfosfato desidropgonase

A figura 12 mostra a redquo do NADP* pelo extrato durante
a oxidaggo da glucose=befosfato, Observou-se que este in =
termedidario da via HMP foi rapidamente oxidadoy, indicando

a presen¢a de glucose-6-fosfato desidrogenase.

Figura 12
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Sistema do incubag3o: 80 micromoles de tampio

glicilglicina pH 8,0; 1 mlcromol de glucosewbe
fosfato; 0¢3 micromol de NADP*; 10 micromoles

de MgSOL ¢ extrato bruto nas concentraqges ine
dicadas, num volume final de 1 ml,
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A glucose=6=fosfato desidrogenase parece ser estri
tamente NADP+-dependenteo O0s testes realizados utilizando=se
NAD®Y, demonstraram que a glucose=6-fosfato ndao é oxidada por

esta piridina nucleotfdeoo como pode ser observado na fig.l3.

Figura 13
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Sistoma de incubagio: 80 micromoles de tampio gli
cllglicina pH 8,0; 1 micromol de glucose~-bmfosfaa
to; 0,3 micromol de NADP* (ou NAD*); 10 micromo -
los de MgSOL4 e extrato livre de células (0,032 mg
do protefna)o num volume final de ‘1 ml,
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6-fosfogluconato desidrogenase

0 6=fosfogluconato também foi rapidamente oxidado durante
reducio do NADP¥ pelo extrato, indicando a presenca do 6
fosfogluconato desidrogenase bastante ativa em extrato 1%

vre de células de Pocinnabarinuse.

Figura 14
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Sistema de incubagdo: 60 micromoles de tampio gliw
oiglicina pH 8,0; 10 micromoles de MgSOy; 1,5 mi w
cromoles de 6mfosfogluconato; 0,3 micromol de NADPY
e extrato bruto nas concentracgoes indicadas, num
volume final de 1 ml.

a
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A 6.fosfogluconato desidrogenase parece, também ,
ser estritamente NADP*»dependentee Os testes realizados utilie
zandow=so NAD*, demonstram que o 6afosfogluconato nao é oxidado

polo extrato livre de células, como pode ser observado na figu

ra 15,
Figura 15
- 0.2t
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Sistema de incubagido: 60 micromoles do tamp3o gli
cilglicina pH 8,0; 10 micromoles de MgSOy- 1,5 mi
cromoles de 6-fosfogluconato; 0,3 micromol de NAD*
(ou NADP*) e oxtrato livre do células (0,065 mg
de protefna)o num volume final de 1 ml,.
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Transcetolase

A figura 16 representa uma curva deo concentraqgo do enzima
demonstrando a presenga de transcetolase no extrato livre de

-]
celulas de Pecinnabarinus,

Figura 16
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Sistema de incubagao: 14 micromoles de tampio imie
dazol pH 8,0; 5 micromoles de ribose=5.fosfato; 3
micromoles de MgCla; 0,15 micromol de NADH; 0,115
micromol de TPP; triose fosfato isomerase 9,57 U;
alfa<glicerolfosfato desidrogenase 10 U; mistura de
ribose~5«fosfato isomerase e rlbulosenJQfosfato ek
merase 0,002 mg e extrato livre de células nas con
centraqoes indicadas, num volume final de 1 ml.
TPP = tiamina pirofosfato,.
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Ribosex5«fosfato isomerase e Ribulose«S«=fosfato epimerase

A figura 17 demdnstfa a presenga de riboseeS~{osfato isomew
rase o ribulose-=5-fosfato epimerase no extrato livre de cé-

lulas de P.cinnabarinus, embora suas atividades especfficas

4
naeo tenrham sido determinadase.

Figura 17
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Evidenciagao da atividade pentose isomerase e pen
tulose copimerase no extrato 11vre de célul: s de P.
‘ginnabarinus (0,135 mg de protefna), Sistema de h\
cubagao igual ao utilizado na determinacgio da trmw
coetolase, excoto pela auséncia da mistura de ribo

se=S=fosfato isomerase e ribuloscqg-fosfato epime
rascCe,
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Da mesma forma, a figura 18 démonstra a presenga
de ribose-5-fosfato isomerase e ribulose=5~fosfato epimerase.A
caracterizagio dos produtos das reagges catalisadas por estas
enzimas foi realizada tragando=se o espectro de uma alfﬁuéta
da mistura de reagao (0,05 ml), preparada como descrito em Mae
teriais ¢ Métodos. O pico de absor¢ao a 540 nm & caracterf{stie
co de péntulose_5mfosfatoo

Figura 18

A ABSORBANCIA

660 620 560 500 440

COMPRIMENTO DE ONDA {(nm)

Caracterizagao do produto da reag3o da pentose iso
merase (pentulose cepimerase). Sistema do incubagio:
100 micromoles do Daribosce5-fosfato; 300 micromoe
‘les de tampao TRIS/HCL pH 7,6; 80 micromoles de
MgClz e oxtrato livro de células (18 mg de protefw
na), num volume final de 1 mle =mow=s Controle;
woomoo tCMPO ZOr0;mmma 5 MiNojm-m-= 15 MiNe; eoocooce
30 min.; 60 min,
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Transaldolase

A caracterizagdo do produto da reaggo catalisada pela trans
aldolasce foli realizada tracandowsse o espectre de uma alfdug
ta da mistura de reagio (0,05 ml), preparada como descrito

em Materiais e Métodos. O pico de absorggo a 505 nm e carag
terfstico de Sedoheptulose-7-fosfato e a 415 nm é caracte e

rfstico de hexoses=fosfato,.

Figura 19
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Caracterizagao do produto da reagfo da transale
dolase. Sistema de incubaqﬁo: 100 microm.les deo
Deribosce5«fosfato; 300 micromoles de tampio
TRIS/HCL pH 7,6; 80 micromoles de MgCl, o extra
to livre de celulas (18 mg de proteina), num vo
iume final de 15 mlciawomms Branco; eweomeovw. CONm
tI‘OlO, = gas g tcmpo ZOX0;, aemamaos 5 mln., cvoee 30
mine ; 60 mine
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A tabela I sumariza as atividades especificas das en
zimas das vias Embden-Meyerhof-Parnas e Hexosc-Mo 10fosfato em P.

cinnabarinus. As enzimas que constituem a via ED nao foram deteg

tadas neste microrganismo, nas condi¢oes do presente trabalho.
TABELA I

L3 o - © . L3 .
Atividades Enzimaticas em P.cinnabarinus

ENZIHA ATIV, ENZIMA ATIV.

ESP, E3P,
Via EMP Via HMP
Glucoquinase 500 Glucose~6<P desidrogenase U405
Fosfoglycoisomerase 740  6-fosfogluconato decsidrog. 220
Fosfofrutoquinase 104 Transaldolase ND
F-.1,6-diP aldolase 40 Transcetolase 210
Triosc-P isomerase 1800
Glice=3=-P desidrogecnase = 370  Via ED
3-fosfoglicerato Quinase 778 KDPG aldolase )
Enolase 1055
Piruvato quinase 50
Lactato désidfogenase : 26
Fosfogliceromutase 110

§ Todas as atividades estio expressas como micromoles por minuto
por miligrama de protefna x 107

ND NAio foi determinada a atividade especifica

KDPG 2-ccto=3=dcoxi-b-Tfosfo gluconato.
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III) DADOS OBTIDOS EM ESTUDOS METABSLICOS.POR RADIORESPIROMETRTA.

Com a finalidade de constatar a operincia das vias de
utilizagﬁo-da glucose no fungo, foram realizados estudos radiores
piromgtricos utilizando aquela hexose marcada nos diferentes car-
bonos, conforme descrito em Materiais e Métodos. Os dados obtidos

estao demonstrados na tabela IIX.
TABELA IT

- L . . .
Utilizacao de glucose~1 C por celulas de P.cinnabarinus
em crescimento

Radioatividade (cpm)

SUBSTRATO
Tempo (horas)
0 2 L 6

fm e e e e e e e e e e e A et e e — e 4
Libegagso de CO, radiativo
dos atomos de ( da glucose
metabolizada.

L
Glucose-1-1"¢C 398 3233 . 10 152 15 065
Glucose-6a1uc 504 17Lh 3 658 7 156

‘ _
Glucose~3-21C 796 2641 7 192 10 Ls1
Glucose-3, b 1¥c 997 4391 10 329 16 ol4o
Rad%oatividado incorporada
a ceclula,
Glucosc-1-1%c 61 3921 12 254 21 462
Glucose-G-luC 57 L3l 12 354 23 873

] ’ .
Glucosce3~17c 55 2319 7 088 11 621
G1ucose-3,u_1”c ' - 49 2855 g9 702 15 kb
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A figura 20 constitui uma representagdo grafica dos
dados apresentados na tebela II transformados em térmos de por
centagem para melhor viSualizaggo dos resultados e andalise dos

mesmose

Figura 20

—t
(=]

% de CO, produzido

2 4 6
Tempo (horas)

Sistema de incubagdo: 2, 75 ml de tampao fosfato
0,1 M pH 6,2; 50 mg de celulas (peso umido) e
0,25 ml de glucose (133 mlcromoles/ml) ospecifi .
camente marcada em diferentes atomos de Carbonoe
Qufragao de 1+ COo formado a partir de glucosecwitas
C foi calculada atravds da difercnga enfﬁo a
fracio prodyzidd a partir de glucose~3,4%4=-""C o
glucoscw}e Co CBDL} ) Wmecsgomen Ci, @ s

C3 H ofeooe- CG; ~oecow™o o e Cu
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0s cilculos apresentados neste trabalho para a detera
minagao da contribuig¢do relativa das vias sao baseados numa "unie
dade felativa de tempo" de 6 horas. Esta "unidade relativa de tem
po? (WANG, 1958) ¢ o tempo requerido para o microrganismo consu
mir uma quantidade aprec15v01 do substrato marcado, originalmente
adicionado ao meio., Ele marca o final da fase de assimilagiao e o
comego da fase de deplegﬁo, e ¢ indicado por um ripido decréscimo
na producgido de 1h002 a partir de glucose marcada.

TABELA III

Participaggo relativa das vias de degradégﬁo da glucose
em Pocinnabarinus , scge WANG (1959)

s{mbolo Radioatividade(cpm)
Total de glucose administra .
< Gp 24 :

Total de glucose incorpora- ' L
da & célula Gt b5 x 10
Libcgagﬁo de COp radiocativo

dos atomos de C da glucose
metabolizada,

Glucose~lu1t¥c Gy 1,5 x 0%

Glucosc-G-luC Gg 0,7 x 10”
- Glucose-3-1Y¢c G5 1,0 x 10%
Glucosc-BAu-luC G3’u 1,6 x 10*

Via Simbolo % Participacgao

Utilizag2o da glucose
Via EMNP-TCA ‘GEyMP 96
Via IDIP | Gingp b3
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Cs dados apresentados correspaondem a incubaq50 de
10 horas em que a concentragﬁo de glucose na célula atingo o

equilfbrioa

TABELA IV

Participacao relativa das vias de degradagao da glucose
em P.cinnabarinus, sego. KATZ (1963)

Radioatividade (cpm)

' SUBSTRATO i o1 ‘
Cop Célula ucose

consumida

14
GlucoSemla""C 18 800 27 060 85 653
Glucosca6-1%cC 17 670 21 480 8k 160
N

Glucoseq3,u-1 o 10 229 34 997 99 021
Via S{mbolo % Participacgio

Utilizag3o da glucose
Via EMP-TCA - GEMP 95,3
Via HNMP GIpip b7
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A doterminagao das atividades de uma sequéhcia de
enzimas de uma via metabdlica om extratos brutos (ngo fraciona
dos) apresenta consider&veis dificuldades, desde que 0SS produ
tos de uma reagao sao substratos para a subsequente.

Uma das principais dificuldades para a demohstrg
¢ao individual das enzimas relacionadas com a egradaqﬁo da

e . -~ .
glucose em Picnoporus cinnabarinus e a existenciwa de uma nico-

tinamida adenina dinucleotideo reduzido (NADH) oxidase sdficia
ontemente ativa para interferir com os procedimentos mais efia
cientes no ensaio das enzimas glicolfticas, que seguem a oxida
¢80 ou redugio de piridina nucleotideo espectrofotometricamens
te, Dasvtentgtivas realizadas para excluir essa atividade oxie
dgsica,_obtivemds resultados positivos quando utilizamos cene
trifugaggo dos extratos a 113 000 x g durante 2 horas. Este
tratamento elimina toda atividade de NADH oxidase demenstrando
que esta se localiza em um sistema particulado.

Com as reaqgos ndo oxidativas do ciclo das pento
ses (via Hexose Monofosfato), a determinaglio das atividédés en
zimftiqas ¢ particularmente diffcil, j& que as rcagles sdo ' ra
pidamente revorsiveis, Entao, a existéncia das enzimas desta
via em extrato bruto do fungos é geralmente evidenciada atrae
vés da detodggo dos produtos intermodidrios (SIH, 1957; McDOw

NALD, 1960), Consequentémentoa oS mgtodos utilizados para o
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ensaio de preparagges enzimaticas altamente purificadas nao sao
todos igualmente adequados para preparagoes de o3 trato bruto.

Considerando todos os fatores que poderiam levare
«-nos a falsos resultados, escolhemos métodos que eliminam as
possfvois interforéncias e determinamos a atividade enzimatica
das enzimas citadas, demonstrandoe que este microrganismo possui
aparentcmente todas as enzimas necessarias para gie as vias He
xose Monofosfato e Embden<)Meyerhof-Parnas sejam perantes.

Como a atividade de uma determinada enzima depende
de fatores que a condicionam, alguns métodos utilizados neéte
trabalho foram modificadﬁs dos originais citados no qué“céncog
ne &s oxigdneias Stimas para a sua determinagfo em extratos 1i
vre'de células.

Na determinagao da Iatividade fosfoglucoisvmerase
pelo método de ROE (1934), foi verificado em experimentos prew
liminares que a atividade enzimatica ﬁﬁo era proporcional a
concentragao de protefnao Aumentande a conéentraggo de substra
to e diluindo o cxtrato livre de células de maneira que a detec
¢ao do produto ostivesse dentro da sensibilidade do método. ob
tivemos uma faixa do proporcionalidade, como pode ser observae
do na figura 2, Este fato sugere que a enzima do fungo é mais
ativa que a enzima do tecido muscular, utilizado por ROE,

Para demonstrar a redugaoc do NADY durante a oxie
dagao do gliceraldefdoe3-fosfato polo extrate de Pecinnabari =

nus, foram realizados tostes que diferiram apenas no substrato
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empregado,

No primeiro ensaio, utilizamos Degli eraldefdoe3e
fosfato, como uma mistura equimolecular de &ésteres triose fos
fato, preparada fazendo~se uma solugao de Degliceraldoefdow3=
fosfato 1,5 x 10"2 M e dihidroxiacetona fosfato 1,5 x 10°2 M,

No segundo ensaio, utilizamos frutose-l,b-difosfa=
to e acoplamos aldolase em excesso, para formaggf do substrato.
real (Dngliceraldefdoaanosfato) e triose isomercse para deslp
car o equilfbrio no sentido do mesmo impedindo que a formagao
do substrato constitufsse etapa limitante,

Em ambos oS ensaios, pelo menos trés reagoes inter
forem na determinagdo da atividade gliceraldedeNB-fosfato dea
sidrogenaset o sistema NADH oxidase, a oxidagdo do NADH pela
glicerolfosfato desidrogenase durante a redug¢lo da triose fos -
fato o o ecquilfbrio da roagdo aldolase.

0 sobrenadante de 113 000 x e nao continha ativida
de detectdvel de NADH oxidase, Na presen¢a de afseniatb, a oxi
dagao da triose fosfato lova & formagdo de learseno=3-fosfogli
cerato que. se hidrolisa espontaneamonte ﬁara 3efosfoglicerato.
Ent3o, a oxidaglo tornaese irreversivel dirigindo a reagio alw
dolase 'em favor da clivagem de maneira efeotiva, |

0 segundo ensalo revelou ser o mais adequado para
a doterminagdao da atividade gliceraldefdo-BSfosfato desidroge-
naso em extrato bruto.

0 sistema de reagiao utilizado para a determinacgao
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da atividado fosfoglicerato quinase sofreu algumas modificagoes
em relagiao ao sistema original, observando informagoes relatao‘
das por BERGMEYER (1965). Nesta doterminaggo° mirimizamos a in
terferéncia de enzimas como a triose fosfato isomerase (ativie
dade elevada no extrato bruto, como pode ser observado na tabg
la I) e alfa=glicerolfosfato desidrogenase, utilizando dcido D
njufosfoglicérico. A medida da reaggo no sentido da formaggo do
acido D-B-fosfoglicérico tem a desvantagem do equilfbrio da re
agdo acopladora estar deslocado no sentido da formagio do alde
{do Bafosfoglicérico, como pode ser verificado pelas equagses
abaixos:

(I) 3=fosfoglicerato + ATP _ et 1,3-difosfoglicerato +
Mg*++t ADP

(II) 1,3-difosfoglicerato+NADH+H* —aar-DESide 213 coraldefdow3-

fosfato+NAD+ 4+ Pi

A reagao (I) ocorre com uma velocidade 8,8 vezes
menor da esquerda para a direita do que da direita para a es =
querda, 0 equilf{brio da reagdo (II) estda 65 % dirigido para a.
direita, de maneira que o 1.3~difosfogliceratd formado na reaw
¢ao (I) & depois transformado numa velocidade suficicntemente
rafpida0 especialmente quando a fosfoglicerato quinase esta saw
turada com 3¢fosfoglicerato (BOCHER, 1947). A reagiao utilizada
tem a vantagem de sofrer pouca ou nenﬁuma interfortncia de oua

tras enzimas, pois a proporg¢ao de interconversio do 6ster foSe

PGK = fosfoglicerato quinase; GAP Desid = glicoraldcido=3-10Sa
fato desidrogonasg.
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fato primirio (De3=fosfoglicerato) em éster fosfato secundﬁrio
(De2=fosfoglicerato) 6 relativamente baixa, como pode ser obscr
vado examinando-se a atividade fosfoglicero mutace (figura 8 e
tabela I), comparada a atividade triose fosfato isomerase,além
do fato do acido B-fosfoglicérico estar em concentragio sature
rante.

A isomerizacio de fosfogliceratos pela fosfoglicCes
ro mutase requer, normalmente, dois cofatores: Mg*t e 2,3-di =
fosfoglicerato (SUTHERLAND, 19%9; SUTHERLAND, 1949a). No caso

da enzima de P.cinnabarinus ndo houve alteragiao da atividade

mutase, quando o 2,3«difosfoglicerato foi adicionado ao sistew
ma, como pode ser observado pela superposiqgo de curvas apre =
sentadas na figura 8. Haveria possibilidade, entretanto,de que
a quantidade endggena existente no oxtrato bruto estivesse mag
carando esta observa§50° 0 extrato bruto foi submetido a diﬁli
se exaustiva na tentativa de elimiﬁaer acido 2,3»difosfoglic§
rico onngeno, mas todas as tentativas realizadas revelaramese
infrutfforas. Portanto, poder~sc-ia supor que a enzima nio NCe
cessita de cofator, ou que este se encontra fortemente ligado
4 mesma,

A medida da atividade transcetolase depende da for
maqﬁo de gliceraldefdo-B»fosfato a partir de xilulosewS5-fosfae
to na prosenga de um aceptor aldefdo. A formagio d gliceral «

defdo¢3-fosfato-5 medida, ou com triose fosfato isomerase o al

famglicerolfosfato desidrogenase, ocu na prescnga de gliceraldg
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{do<3=fosrato desidrogenase, 0 ensaio com -alfae~glicerolfosfato
desidrogenase é particularmente adequado para medidas de trans
cotolase em extrato bruto. Tem a vantagem de que o produto da
reacio é removido ti3o logo ¢é formado e assim ndo sofre reagoes
colaterais, embora tenha a desvantagem de ser um ensaio indire
to. A figura 16 representa uma curva de concentrag¢ao de enzima
demonstrando a presenga de transcetolase no extrato livre de

células de Eccinnabérinuso

Na determinagdo da atividade transcetolase, a xilu
losex5=fosfato fol fornccida acoplando~se uma mistura de riboe
se=S5-fosfato isomerase e ribulose-5~fosfato epimerase purifica
das (NOVELLO & McLEAN, 1968)‘ a0 sistema de incubagdo, ¢ utilie
zando=se riboSe-j—fosfato como substrato, Na figura 17, pode
mos observar que houve uma oxidagdo aprecifvel da difosfopirie
dina nucleot{dco reduzido mesmo na aus®ncia da mistura de enzji
mas. Esta ocorréncia sugere a prescnga de ribose-j;fosfato iso
meraseve'ribulosenjafosfato epimerase no extrato livre de célg
las., Entretanto, como j5 foi salicentado, a determinagao da ati
vidade especffica das mesmas ¢ particularmente diffcil, enl SO
tratando do extrato bruto, quo contém, aparentemento,.todas as
enzimas da via e os cofaﬁores essenciais a étividado das mes e
mas em concentragoes aprecigveis. A presenga desses colatores
no extrato foi ovidenciada quando determinamos a atividado fos
fofrutoquinasoolAsonporiEncias domonstraram que o extrato con

tom uma quantidade onngena de ATP, ecvidenclada por uma razoi@l
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vel oxidagao do NADH mesmo na ausencia daquele adinina nucleoe
tfdeo. A concentragao deste nucleotfdeo dificultz sobremaneira.
a determinagao da atividade especffica da transaldolase, por =
que nos ensaios realizados, i atividade transaldolase temos sen
pre somada a atividado fosfofrutoquinase, uma vez que as tenta
tivas em se eliminar tal endggeno revelaram-se infrutf{feras,

A impossibilidade de se determinar a tiwvidade eso
pecffica dessas enzimas levou=-nos a evidenciar a sua exist@ncia
no extrato livre de células atraves da caracterizagao de seus
produtos de reaqﬁo pelo espectro de absorggo apresentado por
estes compostos cm reagoes caracter{sticas. Assimg as figuras
18 o 19 demonstram a presen¢ga de ribose«5-fosfato isomerase,ri
buloses=5ofosfato epimerase e transaldolase no extrato livre de

’ )
celulas de Pocinnabarinuse.

Experiéncias preliminares demonstraram que existo
uma quantidade endggena de glucose no extrato livre de_células,
que limitava a observagdo da formagao de hexoses-fosfato no sis
fTaema utilizados Apgs a péssagem do gxtrato pela coluna de Sephﬁ
dex G=15, a cpncentragﬁo de glucose endggena foi reduzida a um
mfnimo que pode ser oBservada no tragado controle da figura 19,
0 que nos permite uma evidenciagﬁo precisa de hexoses formadas,
Entretanto, as experi¢ncias realizadas nao nos permitem quanti
tativar a formagdo dos intermedizfrios° uma vez que tanto a glu
cosou6=f§sfato como a frutose~6ufosfato apresentam o0 mesmo €S-

pectro na recagdo Cistofna/HZSOA, o mesmo ocorrendoc com ribuloe
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se-5-fosfato e xilulose-5-fosfato na reag&o Cistefha/carbazol.
A utilizagﬁo de padrSes nio nos fornece dados con:lusivos, uma
vez que ha interfer8ncia das hexoses fosfato na determinagdo
de pentuloses fosfato e vicewversa.

0 pico do absorglo a 540 nm na reagdo Cistefna/car
bazol § caracter{stico de pentulose.S5efosfato. Na reagio Ciste
fna/H,S0y, o pico de absorgio a 505 nm & caracteifstico de Sea
doheptulose-7=fosfato e a 415 nm é caracterfstic( de hexoses
fosfato, 0 aumento de absor¢io nos referidos comprimentos de on
da em fung¢ao do tempo indica a formaqﬁo dos referidos intermea
‘diarios. Estes dados foram confirmados através da reacglo com
' Orcinol, que nos revelou um decréscimo na §oncentra§30 de ribo -
somS~fosfato & medida que aumentamos o tempo de incubaggo, ine
dicando que o substrato foi consumido na proporgac da formaggo
de intermedi&rios,

| A formagﬁo de sedoheptulosey, hexoses e pentuloses
fosfato a partir de ribose«S«T0sfato pelo extrato livre de CCu
lulas indicam a exist@ncia das enzimas de interconversfo do ci
clo das pentoses, sugerindo que este microrganismo possui o cl
clo das pentoses completo.

Além da atividade especffica de enzimas existentes

no extrato livre de células de Pecinnabarinus, consta da tabew

la IV, atividades de enzimas pertencentes a algumas bactérias
e um fungo, oscolhidos para analiso comparativa de niveis enzi

- :
maticos ¢ operfincia das diversas viase -
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TABELA 1V

3 . L] - L .
Tabela comparativa das atividades enzimat icas
em diferentes microrganismos

ENZ IMA  ATIVIDADES ESPECIFICAS
A B C D E
= e Yo ooy et S s —

Glucoquinase 500 L sk 59 79
Fosfoglucoisomerase 740 180 81 214 3
Fosfofrutoquinase 1ok 30 1 725 6
Fol,b=diP aldolase Lo 30 1 39400 5500
Triosc-P isomerase 1800 - - 377 10
GAP desidrogenase 370 350 - 79 200
3-fosfoglicerato gquinase 778 Lgo - 7260 650
Fosfogliceromutase 110 50 - 210 140
Enolase 1055 100 153 14160 12
Piruvato quinase 50 Lo 83 59 - 26
lLactato desidrogenase 26 Lo 1 85 '5
Glucose-6-P desidrogenaseo 405 = - 28 - 2203
6-PG desidrogenase 220 - 23 - 15
Transaldolase KD - 240 - Lo
_Transcetolase 210 - 106 - 27
KDPG aldolase 0 - 185 - 678

§ Todas as atividades estao exprcssas como micromoles por miny
to por miligrama de protelna x 10-3,
A Picnoporus cinnabarinus
B Dictyostelium Jlsrnldoum (CLELAYD, 1968),
C Azrobacteriun umufacxcns (ARTHUR et al., 1973).
D Clostridium pﬁllzin"‘n\(uPO"“S et al., 1969) .
E
N

Neisseria gonorrhoeae CS-7 (MORSE et a%., 1974%),
D Nao foi determinada a atividade especifica,

Analisando, entdo, a tabela *V, podecmos observar

que em Pocinnabarinus, a glucose=6wsfosfato desidrogonase e a 6=

fosfogluconato desidrogenase, enzimas que catalisam as reagoes

‘GAP = gliceraldeldow3-10sfato; 6=FPG m 6G.fosfogluconato
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NADP*=dependentos da via HMP, exibem uma atividade eSpecffica
relativamente elevada em comparaqgo aquelas ap1 sentadas por

Agrobacterium tumefacicens (ARTHUR et al., 1973). A atividade

£ .

eSpecffica da transcetolase, enzima caracteristica da via HMP,
. P,

6 compargvel a da fosfofrutoquinase, enzima caracteristica da

via EMP. Em Agrobacterium tumefaciens, entretantc, em contrapo

sigao a elevada atividade transaldolase e transce :olase foi de
tectada baixa atividade fosforfrutoquinase. Nesta sactéria fito
patog%ﬁica, os trabalhos de ARTHUR et ale. (1973) demonstraram

que a mesma utiliza D=glucose por mecanismos estritaménte aeré
bicos envolvendo a via Entner-Doudorocff e a via Hexose Monofos
fato, com uma participagio relativa de 55 % e Lk %, respectiva
mente, 2«Cetow3-deoxi-bafosfogluconato aldolase o G-fosfoglucg
.nato dehidratasey, enzimas criticas para.que a via Entner-Doudo

. - ~ - -
roff seja operante, nao foram detectadas em P.cinnabarinus. As

. P 1 e
atividades especificas das enzimas relacionadas com a degradaa
~ e L L
¢ao da glucose atraves da via Embdeneileyorhof-Parnas, em extra

. [ d Ly L & N
to livre de cclulas de Po.cinnabarinus, sao comparaveis aquelas

descritas em Clostridium perfringens (GROVES et al., 1969).Nes
ta bactgria, entrotanto, os ﬁrabalhos de GROVES et al, (1969)

sugerem a ausdncia da via HMP, ¢ nossas experincias evidencia
ram a exist®ncia de todas as enzimas necessdrias as vias NP e

EMP operantos om P.cinnabarinus,

0s. nfveis do atividade das enzimas glicolfticas que

mais se assemelham ao do microrganismo estudado sio aprescntaew
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dos por Dictyostelium discoideum durante os primeiros ostigios

de diferenciaglo, Neste fungo, entretanto, os trajalhos de CLE
LAND & COE (1968) n3o nos fornecem referénclas score a ativida
de das enzimas que consiituem outras vias de degradacgdo da glu
cosee.

A existSnoia de enzimas necessdrias & atuagdo de u
ma via metabdlica em extratos livre de células nis constitui
prova de que a mesma seja operante nos sistemas b?dlggicoso Os

trabalhos de MORSE et alii (197%), demonstraram cque células de

Neisseria gonorrhocae em crescimento utilizam glucose por’mecg
nismos estritamenté aerobicos envolvendo as vias ED e HMP. A
via EMP parece nao funcionaf, embora todas.as enzimas que a
constituem tenham sido detectadas, como pode ser observado na
tabela IV,

A figura 20 e a tabela II sumarizam os resultados
das experiéncias radiorespirométrica54realizadas com a finali-
dade de constatar a operincia das vias, Podcmos obserﬁar qu
houve uma rapida producio de 1uC()z a partir de glucose=3,4=1Y,
Pa mesma maneira, evidenciouw~se uma rgpida produggo de 1“002 a
partir de glucoseul-luc, que ultrapassa bastante a producao de
1“002 a partir de glucoséa6-1uc. indicando com isso que ocorre
uma clivagem Clqu, presumivelmente atravds da descarboxilagao

14

do fosfogluconato., Como a produg¢ido de CO02 a partir de glucow

se-l-luC-foi também maior quo a produqﬁo a partir do glucosc~3
14 ' |

C; poderesewia supor que a via Entner-Doudoroff estivesse
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presente. Entretanto, esta situaqﬁo também caracteriza a via

HMP como se pode notar pelo esquema I e II, a produgio de 14CO»
a partir de glucoseaumluc revelou scr menor do que a partir de
glucose-BmluC e, além disso, nio foi possfvel detectar as enzi

mas que constituem a via Entner=Doudoroff,

Esquema I

ENTNER-DOUDOROFF
1 COp
I cHo | COOH I cOOH | cooH §—c_oA
2 CHOH I 2 CHOH 2 c|:=o::: 2 ¢=0—s2 Jl:==o 124 >6:3
BHOGH ——— = 3HOCH ——3 CHa 3 CHg 3 CHz
4 Cion NADPH 4 CHoH H20 4 CHOH
5 CHOH 5 CHOH 5  CHOH
6 CHz0PO3 6 CH,0PO% 6 cuzopo-a
6-pcA KDPB
| | I
Glu:_ose ! c?Z' 4 CHO 4 cooH 4 c':oou 4 Cop
Ribulose-5-pP 5 <|:H0H—ci—a»5 tﬂ:opog—»s Icmo —>  $-CoA
6 CHpOPO3 6 CHp 6 CHjy 5 l=—-o
1 EMBEN-MEYERHOF 6 CHs
I (':HO i : CHa20PO0% ! ?1520903 ' 334 >1=6
2 (':HOH 2 ¢=0 2 =0 |
sno?u_b_)zz uocI:H _3 caz OH‘ : 34 ¢O
4 _<|>HOH 4 cnoa 4 cuo 3.4 ?HO 34 COOH ?-COA
8 CHoH 8 ?HOH 8 ?HOH = 28 CHOH—»>»25C=0—228 C=0
6 cwzopo3 6  CH,0PO% 8 CH,0P0% 1,6 CH,0P0% 1,6 CHy 16 CHy

Destino dos dtomos de Carbono da glucose em oxperioncias radig
respirométricas, 6-PGA « 6-fosfogluconato; KDPG = 2-coto-,¢dcg
xie6.foslfogluconatos,

_ e
Observando o esquema I, se tivessomos uma via EMP

operando exclusivamente, devere~se-ia obter uma produgao de 1“012
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a partir de glucbse-B_luC jgual a de glucesoab-luC.Entretanto,

os resultados obtidos n3oc demonstraram esta igualdade., Esta de

sigualdade pode,

talvez,

bas as vias operantes no fungo em estudo.

Esquema IT

scr explicada pelo fato de termos ama

{ CHO
CICLO DAS PENTOSES » (l:_
-
4 ¢—
5 (l:-—
2 ?HZOH 2 (|) 6 CHaoH
3 ¢=0 3 ? Glucose
2 - 3-? lmwmmM%
4 — 4 ?
| CHO
L — 5 C— |
: é 2 C—
6 CHx0H 3 (I:Ho 68 CHaOH 3 __é
Frutose-6-P 4 C— Frutoso-6-P 4 CHO » ]
] 1 4 C—
8 C— ]
: B CHOH g L
’6 CH20P <3 CHZOP 6 CHZOP
: (I:H OH Eritrose-4-p GA-3-P Glucose-G-P
=0 Tronsaldolass
2__2 Transcetolase  Blucose-6-P
Desldrogonase
3. C— ' '
| i (I:OOH
4 C— 4 CHO
! ' ; 2 (":Haoﬂ 2 $H20H 00(‘0:2(;2 c—
5 C— 5 CH OH 3 C=0_, 3 C=0 ,.4 s> I
] ] Epimsrose I et S5 3 —¢
6 CHy0P 6 CH, OP 4—C <=4 C— o !
Sedoheptulose-7-P GA-3-p 5 é'__ 5 I_A- 4 (lz— |
' on 1CO, 2 G
6 CHpOH 6 cHpop 102 |
XHulose-5-P Ribulogs-5-P - N
6-Fosfogluconato
2
.3
4
5
6 CH,OP
Rlbose-5-P

Destino dos atomos de Carbono da glucose cm

rospirométricas.

experiéncias radig
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A velocidade de produgao de 1“002 a partir de gluw

cosen3,u-1uc foi notadamente maior do que a velocidade a pare

1%¢, Este fato sugere uma maior contribuicdo

tir de glucosewle
da via EMP, e os calculos apresentados nas tabelas III e IV o
confirmam, revelando que aproximadamente 95 % da glucose foi
degradada atraves da via EMP e somente 5 9 através da via IDNMP,
nas condigOes fisiongicas em que as experiéncias foram realie
zadas,

Como se pode verificar pelo esquema de ambas as vi

L

as (esquema I e II), a glucosemlnluc e a glucoseu6=1 C produ-

zem 1 mol de triosc fosfato=t¥C quando sio metabolizadas atrae
ves da EMP, mas a via HMP produz triose fOSfatOnlhc

].uc°

a partir
de glucosew(jal"”c9 mas nao de glucoscele Entretanto, isto

s podg ser tomado como um postuiado se nio considerarmos a re
ciclizaggo da hexose=monofosfato, isto 6, a frutosc-6ufosfato
ressintetizada na HMP nao seria isomerizada a glucose-6°fosfa,
to, mas seria fosforilada a frutoscwl,6-difosfato, que seria
posteriormente metabolizada pela EMP., Mas, as duas situagges'pg
dem ocorrer dependendo das exigﬁncias da célula, uma vez que

tanto a glucosoe=6-fosfato isomerase como a fosfofrutoquinase {e]

ram detectadas no extratd livre de células de g.cinhabarinus e

Além disso, se considerarmos a possibilidade de que pode ocor-

rer uma sfntoso significativa de frutose=6-fosfato a partir do

14

trioses fosfato formadas na metabolizagdo de glucoSewle 'C PCw

la EMP, o 1&0 se distribuiria na posig¢do 6, Nestas circunstina
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cias, 0 C-~2 © 0 Cu3 da glucose apareceriam em posicoes 4 e 5 ,
Ll . -
assim como nas posigSes 2 e 3. Isto e perfeitamente razoavel,

L4
uma vez quo o extrato livre de cclulas de P.cinnabarinus apre-

senta uma consideravel atividade frutose~l,6-difosfato aldolaw

SCe

Esquema IIX

i afmzopo; | TCHaoPog 4  CHO { -’;éﬁzopog
2 c=0 ‘::::‘:: 2 ¢=0 + 5 HOOK ——> 2 =0
: Hﬁil:m 3 CH,OH 6 C€H,0POy iHﬁgH
OH
6 H(:‘,OH PHAe oeae 5 HCOH
6  CH,OPO3 6 énaoraog
F-1,6-P Trioso F-1,6-P
lsomerase
‘3 (':HO s_ ?Haor:og 6 fuzopbg
2HCOH + 6 C==0 —>6 C=0
I GH0P05 4 énzcw 4 Hoc::ﬁ. |
D-GAP " DHA-P 8 HCOH
- ' 2 HCOH
I EHp0PO%
F-16-P

- ”~»
P.cinnabarinus pode, entao, inversamente condensar

moléculas de triose fosfato rara produzir uma molécula de hexo

se fosfato com o C=1 derivado do C-6 da molécula original de

glucose,

. ~
Se considcerarmos, ainda, as reagoes transaldolase
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e transcetolase como revers{veis, uma das possibilidades é que
0 C=l da glucose se discribuiria na posigao 3 e o Ce2 e C=3 nas

~
posigoes 1 e 2, respectivamente, como pode ser observado no cs

quema IV,
Esquema IV
1 CHO 1 CH,OH
2 CHOH 2 (=0
3 HOCH — ' . 3 HOCH 3 CHO
4  (HOH ~——— 4  (HOH 4 HCOH
5  CHOH _ 5 CHOH 5 HCOH  _
6 CH,0PO3 6 CH,0PO3 6 CH,0PO3
G-6-P F-6-P E-4-P(da via HMP)
. 1 CH,OH
2 CHO 2 CH,OH 2 (=0
4 HCOH 3 (=0 3 HOCH
5 HCOH  _ 1 HOCH 3 HCOH
6 CH,O0POS 4 HCOH 4 CHO 4 HCOH
E-q-p 5 HCOH 5 HCOH 5 HCOH  _
6 CH,0P0; 6 CH,0PO; 6 CH,0PO3
| \\t:>\i§\_~j;6-P GAP S-7-P
2 CH,OH
3 (=0 \\ ‘
1 HOCH | 3 CHO 1 CH,OH
2 HCOH 4 CHO 3 HCOH 2 (=0
4 HCOH 5 (HOH _ 4 HCOH 4 HOCH
§ HCOH 6 CH,0PO; 5 HEOH 5 HCOH  _
6  CH,0P03 GAP 6 CH,0PO0; 6 CH,0PO;
S-7-P ) D- Xu-5-P
2 H, CH
3 1
4 H H%OH
5 HCOH
6 CH,0PO3
D-Xu-5-P D-R-5-P D-Ru-5-p

(da via HMP)

1 = fosfoglucoisomerase; 2 e 3 u‘transaldolasc; Y ¢ 5 « trans- -

cetolase; 6 = ribose-5-fosfato isomeraso; 7 = ribuloscaS5-fosfa
to epimerase,. -
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1L

Todas as possibilidades de distribuigao de ~7C ao
acaso na estrutura molecular da hexose, a avaliaggo da exten =
sao desta distribuigdo e sua importincia na interpretagao dos
dados experimentais foram amplamente discutidas por WOOD & KATZ
(1958), Estes autores estimaram a extensao de distribuigao de
g a4 aéaso que ocorre na glucoscw.bufosfato, no "stecady.state®

1k

quando a glucosees"C ¢ metabolizada via P completaf BEles deo
“monstraram que esta extensdo & proporcional & fragio do metabo
lismo total da glucosewlbc que procede pelo ciclo das pentoses.

Teoricamente, para interpretar a produgido de 1UC02
seria necéssario avaliar a diluiqgo que ocorre pela reciclizawm
¢80 ¢ detorminar também a extensio do oxidagdo dos Carbonos da
triose fosfato. Para avaliar o primeiro parimetro, deverwse-ia
determinar a porcentagem de glucose-6afosfato metabolizada pe=
10 ciclo das pentoses., A determinagao do segundo parimetro é
praticamente impossfvel, pois que varia muito com as condigoes
experimentais e fisiolggicaso

A tabela II demonstra que a radiocatividado incorpo
rada 4 célula & considerdavel e aumenta proporcionalmente com o
tempo, demonstrando que ha formagso de compostos que sgo.incoz
porados i célula, Portanto, em se tratando de sistemas biolggi
cos motabolizando glucose marcada em diferentes dtomos do Cara
bono, devemos considerar que o C=1 e o C=6 da glucose transfor

mameSe em C=3 da triose fosfato na via EMP ¢ sdo convertidos a

002 no ciclo de Krebs. Dosde que, parte do Acoetil-SCoA o utili
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zado na sfntese de acidos graxos, somente .uma parte entra no ci
clo de Krebs, e desta, somente uma fragao é liberada como CO2,
desdo que uma parte sera incorporada em compostos tais como as
partato o glutamato. 0 C-3 ¢ o C-L da glucose transformamese
em C.l da triose fosfato na via LEMP, que é convertida & serina,
glicerol, ctc., e em parte & piruvato, que por sua vez é conver
tido a Acetil=SCoA e CO2.

Nesde que os fungos s3o considerados microrganis -
més‘com elevada respiracgao endggena, as células de P.cinnabari
nus utilizadas nas experidncias radiorcspirométricas foram co=
locadas em jejum por um perfodo de 10 horas, Este tempo de jco
jum teve por finalidade induzir o catabolismo celular ativo da
glucose, além de diminuir a respirac¢lo endégena. Entdo, a esti
mativa das contribuigdoes relativas das vias de utilizacgao da

glucose em P.cinnabarinus foi realizada considerando que o ca=

tabolismo celular era prepondcrante.
Partindoe.se da constatagao de que apenas as vias

~ . - 3 L)
EMP e HMP sao operantes em P.cinnabarinus ¢ considerando que

haveria um equilibrio das hexoses fosfato, de vez que a utilie

1L

zagao de giucoéeoj,h-_ C é mantida constante no perfodo de 8 a
12 horas e, ainda, assumindo que as interconversoes Sao neglie
genciSveis, os valores obtidos pelos diferentes motodos (tabow
ia IIX e IV) n5§ aprosentam diferenga significativa.

. A s Y
Por isso, embora os parametros que influem nos sis

temas biolggicos metabolizando glucosenluc nosvlevem a inter -
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pretar os cilculos de contribuiqgo relativa das vias de utilia
zagao da glucose com cartela, podemos considerar que realmente
ocorre uma grande diferenga de atuagdo das vias EMP e HMP em

Pescinnabarinus, quando estudado sob as condigoes descritas,sen

do a glucose preferencialmente metabolizada via ENP,

Embora a transcetolase seja, em mulitos casos, a en
zima limitante da via HMP, quando as enzimas sdo estudadas sob
condigoes otimas "in vitro", a velocidade total da via &, Prow
vavelmente, limitada pelo suprimento de NADP*, sendo a velocie
dade de reoxidaggo do NADPH nas reagoes sintéticas redutivas,
um fator importante no contrdle do ciclos

Como as nossas experiéncias foram realizadas sob
condigoes qu2 favorecem o catabolismo celular e, admitindo-se
que nestas circunstincias, as reaqges de degradagao sobrepujam
as roagges de sfntese, torna-se f50i1 compreender porque o Suw
primento de NADP+ poderia ser o.fator‘limitante a atuagao da
‘via HMP.

EAGON (1963) explica a propor¢do de contribuigio
desta via, também, em tGrmos da 1limitagao do suprimento de
‘NADpp+* estudando os nfveis enzimdticos dos principais sistemas
de rogencragﬁo de NADP* - a NADPH oxidase e NAD(P)*t transidroe
genasee.

Entretanto, o fluxo de metabolitos através da via
HMP pode depender de vgrios outros fatores, entre eles as con-

digoes genéticas e ambientais (IIANKINSON & COVE, 1972). Sejam
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quais forem esteos fatores, a velocidade dd rcagaog em ultima a
nilise,deveri ser. dependente da razao coenzima o>1dada/coenzi-
ma reduzida existente na célula.

Na degradagao da glucose pela via EMF SO0 0COrre U-
ma reagao oxidativa - a oxidagao do gliceralde{do=3-fosfato pa
ra acido 1,3-difosfoglicéricos. O NADf ¢ o aceptor para os ecqui
valentes redutores desta rcacgao, fazendo~se neces :ario um SiSa
tema de reoxidagdo do NADH para a manutencao con fhua da glicgo
lise, Os trabalhos de L6JOHN (1971) relatam que o nivel de NAD#
e NADH parece ser de importincia na regulagdo do metabolismo
de carboldratos em fungose. A regoneragao cont{nua ou reciglizg
¢ao do NAD* ¢ NADH depende da aqgo coordenada da gliceraldefdo
3=-fosfato desidrogenase da glicolise e lactato desidrogenase ,
bem como da atividade das enzimas mitocondriais responsaveis
pela reoxidagao do NADH, como a NADH oxidase (atividade espéc£
fica = 0,005 micromol de NADH oxidado/minuto por miligrama de
proto{na). Portanto, podemos supor que, estando asbenzimas pre
sentes, elas sejam operantes no fungo, somando~sc as suas atia
vidades na ofetiva regeneragao do coenzima oxidado.

Todas estas alterﬁativas sto viaveis na regulagao

. ~ .
das vias de utilizagao da glucose em P.cinnabarinus, que entre

tanto fogem ao escopo do presente trabalho podendo se constitu

ir em assunto para posterior investigagao,
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SUMARIO

« *. . . .
Uma amostra homocariotica de Picnoporus cinnabaria

nus, basidiomiceto apodrecedor da madeira, isolada na regizo
de Curitiba, foi estudada com respeito &s vias de utilizacao
da glucosec.

As en;imas das vias de Embden-Meyerhof-Parnas e he
xose monofosfato foram detectadas em extrato livre de células,
A via de Entner-Doudoroff nao foi encontrada nas condig0e¢sS esa
tudadase.

Experitncias radiorcspiromstricas com c&lulas ina
tactas deste microrganismo demonstraram gue a via de Egbdenmng

. :
yerhof-Parnas e preponderante sobre a de hexosecomonofosfato,



ERRATA

Onde se 18 triose isomerase, leia-so triese fosfato isomerase.
pagina 16: onde se 18 .,., ocatalisa a fosforilacdo da glucose
em 10 minutoS.ee, leiawse ... catalisa a fosforilagan de 1
micromol de glucose em 10 minutoSees

pggina 558 oo 5‘caracterfstico de pentulosceS-B8fato, segundo
o mdétodo de Cistefna/carbézol.

pfginu 568 .. © caracteristico de hexosesw.fosfato, segundo o

mstcdo de Cistefna/11550).



