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INTRODUGAD

0Os fungos sao organismos extremamente versateis capazes de
utilizér uma g;ande variedade de cerboidratocs, o0s quais podem va
riar deéde uma unidade monomérica até polissacarideos  complexas.
E nétufal qué‘utilizando polissacarideos como fqnte de carbono,
estes aéﬂqares devem ser hidrolizados a unidadesA monocmdricas an-
‘tes de serem metabolizados, para tanto, os fungos utilizam endo ou
- exoenzimas hidroliticas na maioria das vezes constitutivas. A via
' anaerébica ae EMBDEM-MEYERHOF -PARNAS (EMP]f somente fol constata-
da em fungos; meio seculo apos os estudos pioneiros realizados por
BUCHNER eﬁ'189?. A razdo disso € atribuida primariamente as  difi
culdadés:tégﬁiéas encontfédas'quando se trabalha com fungos fila
mentdsosf Durante a década de 50 foi demonstrada a existéncia da
via‘dalﬁéxosemonofosfato (HMP) e da viaAENTNER-DDUDQRDFF (ED) em
fungoé‘filaﬁent;sos. ‘

E;tﬁdés feitps na tentativa de detectar ou aveliar a par
ticipa§5é.da§ viaé»de degradacao da glucose em diferentes fungos
foram féalizédoé medindo;sé o teor metabolitos intermediérioé ‘ou
constatandé - a preéeﬁqa dé enzimas pertencentss a uma via parti-
cular e'ainda:empregando técnicas radiorespirométricas para medir
o0 grau d;:dissimilagéo de ag&cares-14c, como poderd ser aprecia

do no decorrer desta introdugao.

NDRD et al. (55) trabalharam com Merulius niveus, Merulius

tremellosus, Merulius confluens.e Fomes annosus, fungos conhecl

dos como deterioradores da madeira e estudaram a formacac de PpPro
5' —
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dutpg?de metabolismo désses fungos crescidos em meio liquido con-
vtenda;a'glucése, xilose,';afinose e celulese. Os aufores.observa-
faﬁ § formaQéo de etéﬁol‘em’anaerébiose, em todas as espécies es
fudadés, quando a glucoée eré o substrato. Ja a fermentacao da xi
lpsé,ifafiﬁoée e celuldée veriava com as espécies estﬁdadas.

Prosseguindo os estudos, NORD et al. (56). verificaram que

G : ) , .
Merulius niveus, Merulius tremellosus, Fom=ms annosus. eram capa -

/
. o

) ! - b- = s “‘-i b . . - - . - .
zes de produzir acido oxalico a partir de acido piruvico, latico,

~glicdlico e dimetilsuccinico e somente o M. miveus produzia acide

oxalico a partir de dimetilfumdrico, acético e malico.

EBiRKINSHAw et alii. (7) cresceram Armillaria mellea em

meio.de cultura de composigaoc semidefinida contendo glucose e ve
rificaram que o po dos micélios submetido & extracdo continua com

solventes organicos como éter de petroleo = acetato de etila, pro
duzia uma substancia cristalina identificada como L-eritritol e

correspondia a cerca de 13% do péso seco dos micelios.

" De FIEBRE et al. (18) trabalhando com Fenicillium chryso-

genum NRRL 1951-B25 realizaram ensaios radiorespircmétricos empre
gando glucose—1~q4c e glﬁcose—2—14c e verificaram que 30% da ra-

dioatividads reﬁuperada cdmb C0. provinha da glucose_1—14C»e ape

2

nas 0,2% da glucose—2-14C. Os autores, sugerem que a glucose foi

i

metabolizada através de Qma via dxidativa, provavelmente, o ciclo
das pentoses'foé§éto, oqqﬁé foi DOFEériGmmente verificado por
SIH et alii; (871:atrévés-déideterminé§éo das enzimas envolvidas.

COCHRANE gt alii.i(1é] realizaram emnsaios radiorespiromé

-14C.

. ' 14 : - sy
tricos empregando gluccse-1- C e glucose-3,4 e verificaram
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que as celulas de Streptomyces coelicolor e Streptomyces reticuli

liberavam-4A602 preferencialmente da glucose—1—14c sugerindo que

)

o ciclo das pentoses fosfato seria 3 via principél no metabolismo

de glucose nesfes organismos. A ﬁrésenga de atiQidade de hexoqui-

nase, glucose-6-P desidrogenase e 6-fosfogluconato desidrogenasé-

em extratos de'§,coelicolq£ e‘§, reticuli bem como é férmagéd de
Vs ' : '

pentoses a partir de glucose-5-P levaram os autores a concluir

que o ciclo das pentoses fosfato esta presente e € operativo nas

espécies estudadas. Contudo nem as células intactas de S. coelico
lor nem seus extratos livre de células tinham capacidade de meta-
bolizar a glucose em anaercbiose sendo sugerido que essa incapaci

dade era devido a nao reoxidaqéb da difosfopiridinonucleotideo.

GIBBS et al. (24) trabalhando com Rhyzopus oryzae NRRL385

verificaram por radiorespircmetria que o fungo produzia 14602 em
guantidades muito baixas gquando fermentava a glucose-1-14c mas
qgue o produzia quantidades apréciéveis guando fermentava glucose-

3,4- 1%

C. Com estes resultados e com aqueles da distribuigao da ra

dioatividade no carbono do etanol e do dcido latico quando o fun-
14 14 . |

go fermentava glucose-1- C ou glucose-3,4- C concluiram que o R

oryzae converte a glucose em dcido latico tanto aerobicamente co

“mo anercbicamente pela via de:EMBDEM—MEYERHDF-PARNAS.

NEWBURGH et alii. (48) demonstraram a presenga de hexoqui

nase, aldclase, glucose-6-P desidrogenase e 6-fosfogluconato desi

drogenase em extrato livre de células de Tilletia caries, fungo man

chadcr dc trigo.0s autores observaram a formagao de pentose, sedo-
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heptulose, hexoses, trioses, quando o extrato livre de celulas era
incubaco cbh ribose-S-P em condigoes adequadas. Dos resultédos obti
dos eles sugeriram a presenga do ci;lo das pentoses fosfato.

WANG eElalii. (73) estudérém radiorespirométricamente o me-

tabolismo da glucoéef1-14c, glucose-2~14C e glucose-8-14c pela le-

. ~ . 14
vedura de padeiro baseando-se na recuperagao cumulativa = de co

s

2
calcularam a participacao da EMP e da HMP, concluiram ser respecti-
vamente 87 e 13%.

HEATH et alii.'[28] trabalharam com celulas de Fusarium 1i-

ni ATCC 9583 e observaram por ensaios respirometricos, que essas
- . - - . 14
células sob condigOes anaercbicas, metabolizavam glucose-3,4- C de
i . . . . 14 ’ ’
maneira muito mais efetiva do que a glucose-1- C. Por outro lado,
. ". —;. - . .' ) . .14 . .
sob condigbes aercbicas, metabolizavam a glucose-1- C de maneira
X . 14 : ' P
mais efetiva que a glucose-3,4- C. Dos resultados obtidos, os auto
res sugeriram que a via glicolitica e a via das pentoses fosfato
provavelmente seriam cperantes nas condigoes dos ensaios. Aparente-

mente o referido fungo metabolizava a glucose de maneira semelhante

a Saccharomyces cerevisiae que fermenta a glucose pela via EMP mas

também usa, via oxidativa emvaerobiose (8}).

HEALTH et al. (27) trabalhando com extrato iivre de célu -
las de Penicillium chrysogenum amostra Q 176, detecfaram a presencga
de glucose-6-P desidrogenase e 6-fosfogluconato desidrogenase bem
como confirmaram os dados obtides por De FIEBRE et al.(18) para ou-

tra amostra de Penicillium chryscgenum.




e

SIH et al. (B8) trébalharam com extrato livre de ceélulas

de amostra NRRL B25 de Penicillium chrysogenum 2 demonstraram a
preséngaade:todas as enzimas da cadeia glicolftica cCom excegao da
fosfofruféquinasé. DQS dados, c©s autores sugerem a presenga do ci -
clo:glicoiitica e biclo das pentoses fosfato nesta amostra  de P.

chrysogenum.
. WANG et alii. (74) através de estudos radiorespirometricos

i

; q N A
com Penicillium digitatum verificaram gue a incorporagao de glucose

-47146, glucose-2-14c, glucose—3,4—14c e glucose-8-14c foram respec

tivamenté/44,55,41 e 53%. Estes resultados sugeriram a existencia
da &ia gfieolifiga, ciclo das pentoses fosfato e um limitado ciclo
de KfebsrjA aiét;;buigéo das vias metabolicas da glucose em P. digi
: fatum ?pi éstimadé pelo método de WANG et al. (73) sendo da ordemde
80-82% pé?é a3éli¢qlise e 18-20% para via oxidativa direta.

| 'jENSEN e%_alii. (32) trabalhando com extrato livre de celu

\

~las degTriChophyton mentagrophytes amostra 8410 detectaram a presen

» ga‘de hexoduinéée; fosfoglucose isomerase, fosfofrutoguinase, aldp-
. lase, gliQQQBQQeiéo—é—Pbdesidrogenase,‘a—glicerofosfato desidrogena
‘se 9215 oﬁfra5 desidpqgenasés como por exémplo alcool desidrogenass,
bllactatozae;idrbgeAase, succiﬁato desiarogenase, glucose desiarogeng
;ée,bgalaCtdse desidrogenase; etc., alem de aconitase e fumarase. A
 éxistencia‘ao 6iélo_das pentoses fosfato e da cadeia glicolitica e

do ciclo dezKrebs neste dermatofito foi sugerida por autores com

base nas enzimas detectadas..
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CLARK et al. (13) estudaram radiorespirometricamente o meta

bolismo dé glucose—1°14c e g1u0055—8—14c ém Pullularia pullulans
. 4
ATCC 11842 e verificaram que a re’ao 1‘802 da glucose—1—14C e da glu

cose—8—14C decresce com o tempo de cultivo, embora os resultados su

giram que a maioria do CDZ radicativo provinha do €, da glucose.

1

NEWBURG et al. (49) através de estudos radiorespirometricos

em esporos e micélios do fungo Tilletia caries amostra 10 verifica -

ram que nos esporés a\fragéo dé glﬁcose metabolizada pela via ENTNER
DOUDOROFF era de 100% ao passofque nos micelios nao foi detectada. A
fragao de glucose metabolizada pela via glicolitica nos micélios era
de%BS%, enquanto nos esporos eétava ausente. Desses resultadds tor -
nou-se evidentg que existe diferencga entre vias de metabolismo da
glucose pelos micélios e.espofos de T. caries.

WANG et alii. (75) propuseram ﬁm metodo radiobespirométricd
para avaliar a participagao das vias das pentoses fosfato, glicoliti
ca e ENTNERfDDUDORDFF, usando glucose-1—14C, glucose—2-14c, glucose;

14 ’ L

3,4- Ce glucose—6-14c. Os estudos comparativos entre diferentes mi

crorganismos levaram os autores a concluir que existe uma semelhanga

muito grande de metébolismo.da glucose entre Escherichia coli e Sac-

charomyces cerevisiae, entre Pseudomonas saccharophila e Pseudomonas

reptilvora, entre Aspergillus higer e Streptomyces griseus, entre Pe

-nicillium digitatum e Penicillium chrysogenum.

MacDONOUGH et al. (39) demonstraram a presenga de enzimas do
ciclo das pentoses fosfato em extrato livre de celulas de Aspergil

ius niger, N.R.C. al 233 crescidos em diferentes meios de culturas
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Os autores demonstraram ainda a presenga de hexgse, heptulose e trio

-
A4 v

se bem como, a presenga de atividrde de fosfohexoisomerase, sugerin-

do ser o ciclo das pentoses fosfa’'o operante neste tipo de fungo.

Continuando com os estudos em Tilletia, NEWBURGH et al. (50)

realizaram estudos radiorespirométricos e calcularam as percentagens

de participagac das vias metabolicas em esporos de’ Tilletia contro -
’ . . -
versa encontrando 67% para a via das pentoses fosfato e 33% para a
via glicoclitica.

14C,

REED et al. (61) estudaram a utilizagao da glucose-1- glu

P

0059—3,4—14C e glucose—6—14C, e determinaram & participa¢50 das dife

rentes vias metabdlicas pelo método de WANG et al. (75) e pelo méto-

do de KORKES (35).em Penicillium digitatum. Os autores verificaram

que existe grande éimilaridadé entre os dois métodos; as percentagens
de participagac da EMP e da HMP pelo primeiro métedo foram réspectiyg
mente 77 e 23 e pelo segundo métﬁdo 8S e 11.

CHEN (12) eétudOu o efeito quantitative da aeragao sobre o me

. v 4 :
tabolismo da glucose-1~14c, glucose-8-1'C e gﬁucose—3,4—14c pela Sac-

charomyées cerevisiae, verificando que as*p&amgmtagens de participa -
gao da HMP permanecem inalterada durante a vEmiagéo da aeragéo; Entre
tanto as percentagens de participacao do :icﬂmudosvécidos tricarbox{;
licos (7CA) aumentém significantemente>comv@ aumento da aeragao. Em
- contraposicao as percentagens de participagem da EMP aumentam com = a
diminuigédo dos niveis de aeragao.

McDONALD et alii. (44) trabalhando «: éxtrato livre de c2lu-

las de Claviceps purpurea verificaram a pressiga de hexodquinase, fos-
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foriboisomerase, fosfocetopentoepimerase, transcetolase, transaldg
T . .

lase e fosfefrutoquinase. Os autores calcularam ainda a percenta -

gem de glucose metabolizada pelas diferentes vias, 30% da -glucose

foi metabolizada pela via glicolitica aerdhica e 10% pelo ciclo da

o. Ensaios radiorespirométricos com células nao pro-
i : ] }

‘pentose fosfat

liferantes,jejuadas‘permitiram observar uma queda’ de 50-60% na
quantidadefde?glucose oxidada pela via das pentoses fosfato, suge-
‘rindo os autores que o fato seja devido a um decrescimo no requeri
‘mento de pentoses em células nao proliferantes.

MARGULIES et al. (41) observaram gue o Rhizopus amostra MX

: ; ) . . Y 14

‘quando crescido em meio liquido mineral, contendo glucose-1- C ou
o 14 - . . .
glucose-2- € como fonte de carbono produzia guantidades diferen -
tes de &cido latico, acido fumérico e etanol dependendo da condi -
cao de aerobiose ou anaerchbiose. Dos resultados deste estudo com
substrato marcado e da determinagao de atividades especificas das
enzimas envolvidas na formagao do etanol e acido latico, conclui -
ram os autores que a produgdo do alcool e do acido latico se pro -
cessa pela via EMP, ndo esclarecendo todavia o mecanismo de forma-
gao do dcido’ fumarico.

MARUYAMA et al. (43) trabalharam com extrato de micélios e

com microconidias de Fusarium oxysporum verificando que os valores
de atividades especificas para aldolase eram muitc similares nes -

-tas duas formas evolutivas.

MELOCHE (45) verificou em po cetonice de Lactarius tormino
sus NRRL ZQDO a presencga de enzimas da cadeia glicolitica e do ci-

clo das pentoses fosfato. No entanto, o autor nao conseguiu detec-



tariagpreséqqa de fosfofrutoquinase e triosefosfato isomerase, sugg_
rindé?dué'eéﬁs résultado‘éégativo poderia ser atribuido a desnatura
gaofdgssas eﬁzimgs duréntgra pfeparagéo. 0 autor discute ainda que’
:Q C;dio das. pentoses f@s%ato poderia ser a maior via de metabolismo
da gludbsg héste tipo d; fungo, uma vez que a atividade de glucose-
6-P dééidgogenase & muito méior‘que a do gliceraldeido-3-P desidro-
'genésé;ﬂ/ |

DOWLER et aliiJ{(ZD) trabalharam com dez diferentes fungos

’:é'Saber:lﬁhycomyces nitens, Gibberella zeae, Monolinia fructicola

Stemphylium sélani, Sbhizophyllum commune, Glomerella cingulata, As

péfgiilgs Fumigatus, blaQiceﬁs purpurea, Pythium debarynum e Rhizoc
toAié ébi médind0 as eh;imés'envolvidas com o metabolismo oxidativo.
Ehtréwsgfras,vbs autofeé;gbsérvéram qﬁe estes extfatos livre de cé-
lqlas;ééatinhah as atividédes’de degidrogenases'de glucose-6-P,tric
se—F; iéoéitrato,'sucbigéﬁp;‘ma}ato e giutamato bem como de NADH o-
xidaseF§ cifoﬁfoﬁb c redutase.

EIE B ’ ' 5

i RAMACHANDRAN et al., (59) estudaram o metabolismo da glucose

-1f14C pelo Céldariomycés.fumago ILL. Baseando-se no fato que o C1

da»glucose.quando metabolizada pela via ENTNER-DOUDOROFF torna-se o

grupo carboxilico do acido piruvico e quando metabolizada via das

antes que se

da glucoseié liberado como COZ

pentoses fosfato o C1

forme acido pirdvico, eles verificaram que na primeira hora cerca
de 86% da glucosé era metabolizada vi > ENTNER-DOUDOROFF e ~ apenas

v .

13,8% via das pentoses fosfato. Na quinta hora 65% era metabolizada

pela via ENTNER-DOUDOROFF e 35% pela via das pentoses fosfato. Como
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»

os autorés.néo conseguiram detectar a presenga de glucoquinase em ex
trato livrerdé células de C. fg@ggg_sugerirém a ausencia da via gli-
colitica neste fungo tido como imperfeito.

NIEbERP&UEM et alii. (53) compararam atividades dé glucose -
BfP-qesidrbéenaﬁe‘e 6-fosfogluconato. desidrogenase dUrante.a germina

cao de basideosporo e no crescimento dos micélios de Schizophyllum .

N ’ e o e . - : :
commune 6889 verificando que a atividade da primeira e maior nos espo

ros e sendo que a segunda estava aumentada no micélio.

: NIEDERPRUEM et alii. (51) verificaram que extrato livre de

célylas défdi%erentes formas evolutivas de Schizophyllum commune con
’tinha.atEQAQaéeg de varias poliois desidrogenases observendc a sua
VvariégéO‘éoﬁ'é mbffogenese.

:’?VéﬁET%EN%et alii. (70) estudaram grande numero de enzimas do
ciclo daéfbeﬁéoéés.fosfato, da via glicolitiqa, do ciclo dos acidos

tricarboxilicos e do transporte de eletrons terminais em fungos Rhi

\-

zocto%ié‘éoléni é Sclerotium bataticola em fungao do tempo de cresci
mento da ;uitura; verificando comportamento diferente dés enzimas es
tudadasinésxagis fungos. Assimiocorria um aumento da atividade .de he
quuihéée;_a;giiogrofosfatsldesidrogenase, malato desidrogenase e ci

tocromo oxidase com o tempo de cultivo. Enquanto havia um decréscimo

na atividade de fosfohexoquinase, aconitase, isocitrato desidrogena-

i

se, NADH okidase,.enolase, piruvato quinase e 2,3-difosfoglicerato mu
‘tase em relagéo ao tempo de crescimento em R. solani, ja em S. bata-
ticola eles'obserVaram um aumento de atividade de fosfohexoquinase ,

piruvato desidrogenase, fumarase, malato desidrogenase e enzima méli
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ca nao constatando diminuigao da atividade com o tempo de cultivo.

CLELAND et al. (15) trabalhando com Dictyosfelium discoi -
gégm_na forma de "amoeba2” € no e?tégio de preculminagac nao obser
varam diferencas significativasiho teor das enzimas da cadeia gli-
colitica em dois estagios de desenvolvimento.

Van SCOYOC et al.,(71] dosaram enzimas do EMP eFHMP em ex

>

tratos de Venturia inaequalis (Cke), sugerindo dos dados que a dé

gradagao inicial de carboidratos fosse feita atraves das vias EMF

ey

e HMP.

" RAD et al.:(SO) detecfaram a presenga de D-manitol desidro
genase, sorbitol désidrogenasé e xilitol desidfogehase dependentes
de NAD; glucose—B;P desidrogenase) 6-fosfogluconato desidrcgenése
dependentés dé NADP ; frutdse redutaseANADH depepdente; xilosejredg

tase NADPH dependente e trealase, tanto em extrato de micélios mo-

nocariotico como em extratos do corpo de frutificacdo dicaridticos

de Coprinus lagopus.Dshautores observaram também que a razao entre
o xilitol desidrogenése e sorbitol desidrogenase foi maior que é uni.
dade tanto em-micélios como em corpos de frutificagac, mas tél ra-
zao degresce no teéido do talo. | |
NGvetAalii.T(SZ] demonstraram que o.EMP e HMP estao pfesgg

tes e sao operativos em todos os estégios de desenvolvimento de As

pergillus niger mas que c percentual relativo de ambas diferem. As
sim o EMP & mais ativo nos periodos iniciais do crescimento vegeta
tivo enquante o ciclo das pentoses fosfato tem maior atividede nos

estagios do desenvolvimento do conidioforo.
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LYNCH et al. (38) estudaram atraves de tecnicas radiorespirg

métricas a variagao da participacdo do cicle glicolitico e ciclo das
o

pentoses fosfato durante o crescimuento da fase plasmodial do Physa -

“rum flavicomum observando diminuicdo no teor de participacgao das
vias quando no meio de cultura era adicionado nitrato de amonio, fa-
vorecendo ao EMP. -

AéTHUR‘et alii. (2) estudaram o metabolismo da glucose pelo

Agrobacterium tumefacieﬁs NRRL B36. A analise dos dados radiorespiro
métricos éwénziméticos permitirém aos autores concluir que a glucose
era estritaménte metabﬁlizada Eelas viés oxidativas, a saber, éfHMP,
ED e TCA; das quais‘a HMP e ED‘eram as vias dé maior.participagéo ,

concluindo ainda que a EMP nao & operante neste organismo.

TYRRELL et a1; (89) trabalhando com Entomophthora pyriformis

dosaram 14 enzimas dés vias EMP e HMP,lsugerindo que celulas vegeta-
tivas possuiriam pofencial paré QBgradar glucosb por ambas as :viasi
0 teor das enzimas era muitd béixo nos esporoé; aumentando com a ger
minacao. Das enzimagzestudadas,’cinco nao foram detectadas, enfre e-
las fdsqurutoquinase, piruvatoquinase, Fos?oriboseiéomerase, suge -
rindo os‘qptores que este fato’seja imporfante na maﬁutengéo da dor—‘
mencia dosiesporos.

- HIRONO [29]‘estudando;o metabolismo da glucose pelo bzzideo-

miceto Picnoporus cinnabarinus, verificou que as enzimas da via gli -

colitica e do ciclo das pentoses fosfato estavam prasentes e que a
gluccse era utilizada preferencialmente através da cadeia glicoliti-

ca (95,3%).
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" CHEN (12) estudando o efeito da aereagdo sobre as varias vias

-

*

metabdlicas para utilizagao da glucose em S. cerevisae, observou gue

_a aereagdo provoca a alteragao no funcionamento das vias.
. Como tivemos oportunidade de observar, as principais vias de
A ,

utiliiaQéo da glucose ém fungos sao: via glicolitica, via das pento -
ses fcéféto.e via de ENTNER-DOUDORDFF. Os estudos radiorespirometri -

cos datam da década de 50, e permitiram demonstrar a existencia de vi
as metabolicas, bem como, a sua operabilidade em celulas intactas de

fungoé‘ou_outroé organismos. A melhor compreensao das vias envolvidas

na degradacao da glucose provém dos estudos das enzimas 1isoladas e
das técnicas isotopicas aplicadas as celulas intactas. No entanto, ha
uma ampla variagdo no teor das vias conforme as espécies estudadas.

té o presente momento, observa-se que ha carencias de estu -.
dos de avaliagao de vias metabolicas empregando técnicas radiorespiro-

metricas em fungos, principalmente aos pertencentes a classe Basidiomi

. PRt
o !

cetos. | .

| ) Poﬁcos ééo 0s ffébélhos que procuram correlacionar os dados -
rédiorespifbmétricos com‘alaeterminagéo de enzimas envolvidas nas di-
'fereﬁtéé vias méfébélicas; geralmente faz-se avaliagao dosando apenas
as atividades espécifiéaslde algumas enzimas envolvidas nas diferentes
vias ou soménte épfesentandg;dédos radiorespirométricos.

Entre os fungos apodrecedores da madeira isolados da Arauca -

ria angustifoli - enbontra-ée o Polyporus circinatus, cujas condigoes de

"cultivo da forma miceliel foram perfeitamente padronizadas (3).Em nos-
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nase (47) e a glucose-6-P desidrogenase (25) do referido fungo. Ainda
 foi estudada uma L-lactato desidrogenase piridino nucleotideo indepen

dente, que aparecia em concentragoes mensuraveis somente quando o Po-

lyporus circinatus era crescido em meio de cultura contendo lacta -~

‘to de sédib’comq Gnica fonte de carbono e energia (23). Entretanto os
S L i ’ , ‘

dados obtidos nao sao suficientes para concluir a existencia operacio

e

nal da cadeia giiCOlitica, da via das pentoses fosfato e da via " de
: ENTNER—DdUDDRDFF; assfm 0 presente'trabalho foi levado a efeito empre

gando técnicas radiorespirométricas e dosando as enzimas com a finall

3

dade de determinar e avaliar as vias metabdlicas operantes em Polypo-

rus  circinatus crescido em meio contendo glucose como Gnica fonte de

carbono.
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MATERIAIS E METODOS

I. MATE"TAIS

I.1 REAGENTES QUIMICOS:

Acido perblérico (Merck)

ADP‘[Adenosina—S'—difoéfato - Sigma Chemical Company)

ATP (Adendéina;S'—trifosfato— éigma Chemical Company)

Carbazol (Merck)

A Ciétéina (Mann Research Laborafories Inc.)

+ D-Dianisidina (Merck) |

2,5-Difosf0gliéerato [sai éiclohexilaméhio - Sigma Chemical Coﬁpany)
EDTQ (étilenodiaminotetraacetato de sodio - Sigma Cﬁemical Comﬁany]
Eritrose-4-fosfato ( sal éédido - Sigma themical Cbmpany)
B-Feniletilamina (Sigma Chemical‘Dompany) |

Fosfato &cido de sédio (Merck)

Fosfato\diéﬁidé de:ﬁotéssio (Merck)

Fosfoenélpiruvato [ sal sédico - Sigma Chemical Cmmpéhy)
2—Fosfogl£cerato t sal sédicg - Sigma Chemical Company)
3-Fosfoglicereato [ksal de céicio - Sigma ChamicalicémpanyJ
S—Fosfogluconato ( sal sédicé - Sigma Chemiﬂal Company)

’Frutose (Merck)

Frutose—G-foéfato ( sal sodico - Sigma CHemﬁcal»Company]

Frutose-1,6-difosfato ( sal sodico - Sigma Chemical CompanyJ
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.Gliceréideidd—S—Fosfato:t sal'sédico - Sigma Chemical  Company)

' GllCllgllClna [Merck]

Gllclna ( Slgma Chemlcai Company)

D- glucose [Merck] “

D-glucose—1—14c (45 méi/émol] - Calatomic Corporation)

D- glucose 3-1 C (1 uc1/0 1 umol -~ New England Nuclear)

D- glucose 3 4-1 C [ 10 U01/O 738 umol - New England Nuclear)
D—glucose—8-14c ( 388 m01/mﬁol - New England Nuclear)

Glucose‘B ;Bsfato ( sal SOdlCO ~ Sigma Chemical Company)

AImldazol (Merck] et

2= Mercaptoptanol [ The Matheson Company Inc.)

Mops (Morphollnopropane Sulfonlc Acid - Slgma Chemical Company])
ANAD (N}Qotlnamlda'adenlnabdipucleptldeo dissodico - Sigma Chemicel
'Compahy]

NAﬁH (Niéotinamidé adeniﬁa ﬂinuc1eotideo reduzido dissodico - Sigma
Chemicéi.‘ ICQn;;ﬁanQ] | |

NADé (Niéoéiﬁamida aaeHihé:ﬁgﬁﬁclebtideo fosfato dissodico - Sigma
Chemiéai'pompahy)i | |

Pirofosfato de ;édio (Baker.Analyzed' Reagent)
,Ribose~5-foéféto:(sai‘sédiéé:4 Sigma Chemical Company)

o Ribulose—S—Fosféﬁé (sal ssdicﬁ - Sigma Chemical Company)

Tiamina pirofosfato (Merck)i | | - |
Trietanolaminai[ﬁérck]

~Tris (TrihidroXimé%ilamind&éééno - Merck)

Todos os reagentes eram pro-analise



1.2 :E'NE‘Z:I_MAS
Aldoiaéé - é.siunid./ﬁg’prdt.:(Sigma Chemical Company)

Desidroéenase latica - 555lunid./mg prot. [Boéhringer Mammheim GmbH)
Glicefé;geido;§f$dsfat0ﬁdesidfogenase - 77 unid./mg prot. ( Sigma
Chémiéai Conpany]:

a-Glicefofoéfato desidrogehase - 80 unid./mg prot. (Sigma Chemical”
Compéﬁyj‘ o o

qucosejs%fdsfafo desidrégénése - 405 unid./mg prot. (Sigma Chemical
Company)

AGlQCoge Qgidase - 1.4 unid./mg prot. (Sigma Chemical Company)
PeroXidéSé:-.1000:gnid./mgbprot. (Sigma’Chemical Company)
TTiosé?oé%aéb iéoﬁerase--fﬁZéﬁD unid./mg prot. (Sigma Chemical Com -
pany) |

I. 3 AMOSTRA DE MICRORGANISMO:

A amostra monocarictica de Polyporus circinatus Fr nos foi

cedida pela Profé. Dra. ClaéiiTheresinha Zancan do Instituto de Bio-
guimica da Universidade Féderal do Péfané, e mantida ém mei.o séliao
de Sabouraud. A ambsﬁra doimeib s01lido eré transferida para um fras-
co com 200 mi de_ﬁeio iiqqidébhroposto por MARKUS et alii. (42), con
tendo glucose a Q,E%. As cﬁlﬁuras foram incubadas a 28° e agitadasem-
um agitador rbtatéfio a 105 fpm durénte 48 horas, constituindo ino-
culo inicial. Desté culturgifgram repic .docs micelios em frascos con-

-tendo 200 ml de meio acrescidos de glucose na concentragao final de
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0,5%..Apos 24 horas a‘280,1b5 micélios foram coletados por filtragao
'emfgaZBQ,lévados com agua destiiada e o liquido de lavagem removidos

por»compresséo. Apos a pesagem eram utilizados imediatamento ou esto

cadds»em.congelador a ~20P para posterior utilizacgao.

II. METODOS

iléj;‘PREEARd Qo ExTRATo:}1yRE DE CELULAS:
I _ . e
J:lNé:preﬁaragéﬁuQQ'éktrato livre de células, a massa miceli-
al [i,ﬁﬁgj’foii;rituradéféom‘areia do mar previamente tratada (1.0g)
em Ualgfa}‘é téﬁperatufa dei4é..0 macerado foi suspenso em 2.0 ml de
tampéébédéﬁgado:p%fa cada é;ﬁérimento. A areia e os fragmentos mice-
liafes:?éré% remoVidos por éénﬁrifugagéo a 7000 x g por 15 minutos -
am Cehff{fpéa réffigeradé Janetzki K24;.D sobrenadante assim obtido,
idénti%iéadé como extratd‘iiyre de c€lulas, foi utilizado pare ensa- .
" ios de;étividadé-enziméiicél‘
| fx@; - T
I1.2 DOSAGEM DE PROTEINA: .
‘;Aé.dosagens de ﬁf;té{nas.foram realizadas de acordo com O
ﬁétodo de\LDWRY:ét alii{v(37j;yempregando soro albumina bovina como

padrao.
I1I.3 DOSAGEM DE GLUCOSE::

As dosagens de glucose foram realizadas de acordo com O mé

-

todo da glucose oxidase (31).
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IT1.4 APARELHOS USADOS:

a. Centrifﬁga refrigerada Jénétzk{‘K24.
b. Espectrofotometro Coleman modé1045A.
c. Eééectrofotometra Beckman modelo DU-2 com registrador acoplado.
d,»Banho—maria Dubnoff Metabolic Shaking Incubator-GCA Corporation

e. Espectrometro de cintilagao 1iquida Beckman LS-133

II.5 PREPARACOES:

a. 0 S-fosfogliceratdfde calcio foi convertido em sal sédicp pelo

tratamento com resina trocadora de cations Dowex 50x8 sob a for

+
ma H .

b. A enolase fpi preparade de acordo com O método proposto por
WESTHEAb et al; (78) e apresentaQa étividéde especifica de 40
Qnid./mg prot. | | 7

c. A mistura de ribose-5-P e ribulose—S—P foi ﬁreparéda de aqbrdo‘
com ; método préposﬁo'pqr LA HABA et al. (36).

d. 0 1iquido para medida de radioatividade foi preparada confor -

meBMY[m.
1158‘ MEDIDA DA ATIVIDADE ENZIMATICA:

A atividéde das diferentes enzimas foi determinada no ex
trato livre de células seguindé em 340 nm a velocidade de oxidagao
ou rédugéo de piridinonucleotideo (NAD;NADH‘du NADP) envolvidﬁ na
reagao. A quantidade de coenzima que se oxidava cu se reduzia era

calcuda tomando-se seu coeficiente de extingao molar a 340 nm como
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6}22x103. cm-1. M_1 (30). Nas determ;naqées das atividades da fosfo-

glicefo‘mutase e enolase o PEP formado foi dosadé espectrofotométri-
camente»éb240 nm, toﬁando o coeficiente de extingao molar do fosfoe-
noipiru&éto coﬁo?1.73x103. cm—1. o (78). A determinagao da ativida
.de de ouffésAehzimas foi feita pela dosagem do produto da rea@éo por
méfodos aaihiéog..Em cada caso, foram realizadas dgas preparagaes en
2imética%’ef0$]pontoé correspondem a média das determinagoes. Um céa
tfo#é:éfé sémﬁfe feito, contendo todos os reagentes do ensaio, exce-

to os substratos especificos.

v

1. GlucoQﬁinasg»(E.C.2;7.1.1]: A dosagem da atividade de enéima~’foi
-ﬁediaa sggUndo‘o método descrito por CRANE et al. (17). O extrafb 11
vre de célulaé ?pi obtido utilizando- se tampao fosfato 0,1 M pH
56,4.‘O é§§teﬁ§‘dé incubagéd continha: ﬁQ,O'umoles de tampao fosfatc
pH 8;4;iﬁip Hﬁolés de MgClz, 2,0 umoles de ATP, 1;0 Hmol de glucose
e extrafé;eh coﬁéehtragﬁes de 65 a 520 ug de proteina; num volume
de U,j mi; Es%a ;istﬁra.foi incugada por 3 minutos a 37° e a reacdo
foi ihtéfgoﬁﬁida.pelp aquecimento a 1000 por 3 minutos. Apos esta
opera;éq éiygéume dé_misfura foi elevado para 0,5 ml com agua deéti—
1ada é_ééatri%ugaao a SDoo;g por 5 minutos. No sobrenadéﬁte dbfido
foi dosada a glucose-6-P foijmada seguindo a redugido do NADP a 340
énm, ufiiizéndo.o éeguinte sttema de‘incubagé@: 10,0 moles de tam -
ébéo Tris—HCl. ﬁH 8.4, 0,4 umoles de‘NADP, 2,0 ug de glucose—B-P desi
.drogenase; O,{ ml do sobrenadante de 3000xg, num volume final de

1.0 ml.

2. Frutoquihase (E.C.2.7.1.4): A dosagem da atividade de frutoguina-
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se foi medida segundo o método de CRANE et al. (17}. D sistema con
sistia em aoumulaf frutose-6-P determinada bosteriormente,»acoplqn
do—sevas-enzimasigluccse-B-P isomerase e glucose-65-P desidrogenase.
>O extfatg iivré;de células foi preparado émpregando—se tampao fos-
' fatoi0.1m,bH 8;? é a mistura de incubagao continha: 10,0 holes de
tgmpéq fd§fatq.pH;8.4, 2,0 Umoles de MgCié; 2,0 umolies de AT?. 1,q/

: umol'de:frutosé e extrato.nas concentragoes de 65 a 520 ug de pro-

i . . N
: \

teinas num;yoihme final de 0.1 ml. Esta mistura foi incubada por

-3 minutos a 37° e a reagdo interrompida por aquecimento a 100° por

. 3 minutos. Apos estas operagoes o volume da mistura foi elevado pa

fa.b,s ﬁl‘bom?égua destilada ebcentrifugado a 3000xg por 5 minutos.
‘No sébrehédénfgwpbtido foi dosada a Frqtoée-B—P formada seguindo a
fedugéﬁ dg‘NAbP é 340 nm utilizando o seguinte Sistemé de incuba -
Qéoz_10;piﬁmoiés;de tampao Tris-HC1 pH 8,4, 0,4 umoles de  NADP,
0,1 mi donob;enédante de SQUng, 1,0 pg glucose-6-P - isomerase,

2,0 pg glucose-6-P desidrogenase em um volume final de 1,0 ml.

3..F05fohex0isdmérase (E.C.5.3.1.9): O meétodo para dosagem de fos-

fohexdisohéfégé conéiste na medida dalfrutose-S—P formada pelo‘mé—
- todo de ROE éf'alii: IBZ).}A enzima fei éxtraida com tampao Tris -
:Hﬁl Q;imqﬁH f}Dg'A fOQFOhexoisomerase foi ensaiada num sistema de
ilincubagéo;de'1,0 ml contendo: 40,0 pymcles de tampao Tris-HC1 pH
127.0, 5,0Lﬁmoieé de glﬁéose-B-P e extrato line de células em con-
‘centragéeslde 4,5 a 27 g de proteinas. O siétema foi incubado a
: 300 duranﬁe‘S minutos. Apos este perfodo de incubag@o, a enzima fol

inativada adibiohando-se 3,0 ml de HC1 (5:1). 1,0 ml do reagente re
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. . . . . . . o
sorcinol foi adicionado a seguir e o sistema foi aquecido a 80 por

-
v

10 minutos. A leitura foi feita a 540 nm em.espectrofotométro bolg
man mode}OISA. antroles para cada tubo foram feitos, onde a gluco-
éé;S;P efaAédiciEnada apos a inativacao da enzima pelo HCl. O tubo
bréhc? eyéf@@né?;tpido com todos os reagentes exceto o extfato. Cur

vaApadréd de frutése-S-P foi feita utilizando esta em concentragoes

‘que variaram de 0,05 a0,7 umoles.
: Sy

'4} Fosfof;gtpqﬁinaée [2{8.2.1.11): A fosfofrutoquinase fol ensaiada
séguﬁdd d métédo modificado de SILLERO et alii. (68), em que o tam-
ﬁéo imidéqu e3o GTP foram substituidos por tampao glicilglicina -
NaDH»efAfE; g&é Yez gue naguelas condigoes a atividade de fosfofru-
ioquinasé‘eré ﬁgitb baixa. Para a extragao da fosfofrutoquinase foi
utilizédéi%amééo élicilglicina-NaDH Q,1M pH 7,5 contendo meréapto -
etanol DAO?M.?Foi;feito um sistema de incubacgao contendo 25,0 umo -

les de tampéo‘glicilglicina—NaOH pH 7,5, 5,0 yumoles de mercaptoeta

\

nol, é,D‘gwplésthl, 5,0 umoles de MgClZ,‘1,G uholes de ATP, 3,0uno
les de_erfose;B-é e extrato em concentracoes de 73 5,292 ug de
protefnaé h&ﬁ‘Qolumetfinal de 0,1 ml. A mistura acimaAfoi incubaf—_
. da por 5:m§anﬁs é 37? e a_;eagéo inferrompida;por aquecimento em
1banho—ﬁéria a‘1b0é porlS miﬁptos. Apos estas operagoes o volume da
:misturé‘?oibelevada pafé 0,5 ml com agua destilada e centrifugada a
-3000xgvpor_§ hihutbé. No sobrenadaﬁts obtido fni-dosada a frutose -
ﬁ,S-difosfaéo aégmulada seguindo a oxidagao do NADH a 340 rm utili-
"zando o sééQinté sistema de incubagao: 50,0 pmoles de glicilglicina

NaDH pH 7{5 2,D.pmoles de mercaptoetanol, 2,0 umoles de KC1, 0,1
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pmoles de NADH 2,0 ug de aldolase, 1,0 yg de triocse - P isoneraée,
: 1, D ug d éllcerofosfato d951drogenase e SD 0 11 de sobrenadante de

3000xg“num volume Flnal.dé 1,0 ml. Alem do controle sem substrato,

f01 fei to um controle cén+endo fodos os reagentes exceto ATP.

5. A‘dolase [E C.4.1. 2 13] Foi empregado para determlna@ao de aldo

lase o} netodo 1ndlcado por RUTTER et al. (63), salvo que a sblugéq/

tampao gllCllgllClna NaDH f01 subst1tu1da pela de Tris-HCl e a con
' . ! ~ l

centragao de K f01 redu21da para um terco do metodo original , ja

que_neatas condlgoes observa—se maior atividade enzimatica. As trio

sefé§%éi5$‘resﬁltantgs‘aa éiiQagem da frutose-1,6-diP forem medidas
‘a’triééé%ééfato isomeraéé.atfavés da oxidagao do NADH e a-glicero -
fosfa%o.eﬁpfegando se d851drogenase como enzimas reagenteé Tampao
Trls HCl 0 1M pH 7, 8 contendo nercaptoetanol 0, 05 M e KC1 0,2M fo
’ ram qtll;zadps na extragao da enzima. EmA1,O ml do sistema de incu-
' bagao egtavém contidos: éO,Q:umolés de tampao Tris-HCl pH 7.8, 25,0
D« moles“dé mercaptoetano] 500;0 umoles de KC1l, 2,0 uymoles frutose -
1,6- le D 1: umoles de NADH 1;0 ug triosefcsfato isomerase, 1,0 ug
o —gllcerofosfato’d@Sldrogenase e extratq nas concentragoes de 51 a
204 ug de‘proteiﬁas, Alem doonntrole sem frutose-1,6-diP, foi fei-
to outro para:NADH oxidésé;:utilizando sistema sem frutose-1,6-diP

e as enzimas acoplantes.

6. Triosefosfato isomerase [E}C.5.3.1.1); 0 metodo utilizado para a
dosagem da atiVidade de trioséfcsfato 1somerase € o apresentade por
" BERSENHERZ (5). Gliceraldeidéfa—fosfato e utilizado como substrato

e a o-glicerofosfato desidrogenase como enzima acoplante. A enzima
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foi eXtraida’com tampéo trietanolamina—HCl 0,1M pH 7;5 contendo EDTA

v

0, DDSM A mlatura de 1ncubagao completa contlnha em 1,0 ml: 80,0 ume
les tampao trletanolamlna HCl pH 7,5, 0,01 umoles EDTA, 0,6 wumoles

gllceralde;dq—§~fosfato,AD,1 umoles NADH, 1,0 ug a-glicerofosfato de
sidf;géhase é ;xfgatéyéhiéonéentragﬁes de 1,25 a 10,0 ug de protei -

nas. Ihdepéndente do conffole sem gliceraldeido—S-?osfato fol feito

um controle para NADH 0x1dase num sistema contendo todos 05.reagen -
14»

tos exceto gllcerdldeldo 3 foqfato e a—gllcero¥osfato desidrogenase.

7 Cllaeraldpldo 3- fos?ato desidrogenase (E.C.1.2.1.12): A determina

,géo da at1v1dade de gllceraldeldo 3-fosfato desidrogenase foi basea-
:da no. metodo de ALLISUN (1], onde a frutose 1,6-diP substituiu o gli
.ceralde1do~3—fpsfato evforam 1ncly1d08_a1dolase e cistefna, como in-
dice a;gistéma dekincuba§é§ ébaixb. A reducao do NAD foi seguida a

340 nm. Aldolase e triosefosfato isomerase foram utilizados como en

i

zinas_ééoplahtes a fim de f@rneper ) substfato para a reagao. A enzi
ma foilégtréidg.cph tamﬁéobpirofosfato;HCI 0,03M pH 8,5, contendo cis
tefna 0,006M. Uzsistéma'ae iﬁcﬁbagéo‘continha: 21,0 moles de tampao
pirofosfatd—HCl ph‘8,5; 4;6T mo1es de cisteina, 10,0 pymoles de fruto
se-1,6-diP, 0,8 umoles de NAD 15,0 pmoles de arseniato de sadio ’
1,0 yg de aldo*ase, 1, U ug de triosefosfato isomerase e extrato em
concentragoes que varlaram entre 8,5 a 68 ug de protefnas num volume

~final de 1,0 ml. A reagdo foi iniciada com a adigao de arseniato.

8. Fosfoglicerétoquinase (E.C.2.7.2.3);‘A atividade da enzima foi
medida pelo método de BUCHER (10). Esta quinase pode ter sua ativida

de determinada tanto pela reagao direta como pela reagao no sentido
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inverso. Na reagao no sentido direto utiliza-se o uUl-gliceraldeido-

14 i
i

3-fosfato como substrato e segue-s2 o aumento da absorbancia devido
a redugao do NAD. A determinagéo_ﬁg atividade de fosfoglicerotoqui-
nase pelo pfdcesso inverso tem como.substrato 0 3-fosfoglicerato e
verifica-se o decréscimo da absorbéncia devido a oxidagéo do NADH.
No‘presenpe trabalho empregamos‘o enéaio ﬁo séntidé inveréo. A en;E;
ma foi extraida com tampéo Mops;NaOH 0,1M pH 7,0.Em 1,0 ml db sis-
tema de incubagao estapém contidos: 40,0 pymoles de témpéo Mops -

NaOH pH 7,0, 5,0 umoles de MgSO 20,0 umoles de cisteina, 5,0 umo-

4’

les de 3—¥osfoglicératb, 0,1 umoles de NADH, 2,0 pmoles de ATP, 1,0
ﬁg de gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase e extratd livre .de célg
las nas concentraéées de 103 a 515 g de proteinas. Além do contro-
le para substrato, foram Teitos controles para NACH oxidase num syg

tema contendo todos os reagentes menos 3-fosfoglicerato e gliceral-

deido-3-fosfato desidrogenase e controle pars AEP‘enngeno.

9. Fosfogliceromutase (E.C.2.7.5.3): A fosfogliceromutase fol ensai
ada como descrita pof GRISOLIA (26) com excegao dé-séluqéo tampéo'
que foiisubStifuida por imidazol—HCl. Para medida da atividade‘ da
enzima foSfogliceromutase, a enolase foil purificada a partir dé le-
veduras, segundo o método de WESTHEAD et al.(78). A extragao da en-
zima foi feita com tampao imidazol-HC1l 0,1M gl 7,6. O sistema(’ de
‘incubagéo completa continha em 1,0 ml: 10,0 pmoles de tampao imida-
zol-HC1 pH 7,6, 1,0 umol de MgSO4, 0,01 de wmoles EDTA, 5,0 pg de
3-fosfoglicerato, 0,2 ug enolase e extrato em concentracgoes de 51 a

408 yg de proteinas. Na realizagao do ensaiw, @ aparelho foi cali -
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brado com um sistema cdntendo todos os reagentes exceto o extrato 1i
vre de cé&hlas._A‘atividade de fosfogliceromutase no extrato .livre -
de c€lulas nao dialisado nao foi {iterada quando se adicionava a0
sistema 2,0 o& 5,0 umoles de 2,3-aifosfoglicera§o.

10. Enolase (E.C.4.2.1.11): A.étividade de enolase foi medida segun-
do o método de WESTHEAD et al. (76). Verifica-se a‘produgéo‘dé fos -
foenolpiruvato espectrofctométricamente a 240 nm. A enzima foi ex -
traida usaqdo tambéo ?ris—acetafo 0,1M pH 7,4. A mistura de incuba -
cao de 1;5 ml continha: 50,0 p@oles de tampao Tris-acetato pH 7,4 ,
0,01 umdles de EDTA, 5,0 umoles de acetato de magnesio, 2,4 umoles
de-Z—fosfoglicerato e extrato nas concentragoes de 25 a 200 ug de
‘protefnas. Além do confrole sem substrato, foi feito;um sistema con-
tendo todos os reagentes exceto o 2-fosfoglicerato.

11. Piruvatogquinase (E.C.2.7.1.40): A atividade de piruvatoquinase'-

foi ensaiada acoplando-se a desidrogenase latica e medindo a oxida -
cao do NADH, segundo o metodo de BUCHER et al. (11), sendo qué a sc
lugéoAtampéo de trietanolamina foi substituida pelalde Mops~NaﬁH 'né
‘mesma ordem de grandeza de pH. 0 extrato livre de célplas foi prepa-
rado com tampao Mops-NaOH D;1M pH 7,5. A-ﬁistura de incubagao ~ era
composta de: 40,0 ﬁmoles de tampao Mops-NaﬂH pH 7,5, 20,0 uholes de

KCl, 2,0 umoles de MgCl 4,0 umoles de ADP, 0,1 umcles de NADH, 4,0

2)
~pmoles de fosfeoenolpiruvato, 1,0 ug desidrmg@masé l1&tica e extrato
livre de células em concentracdes de 42 a 336 ug de proteinas ' num

‘volume total de 1,0 ml. Foi feito alem do controle sem fosfoenolpiru

vato, controle para ADP e controle para NADH oxidase.
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12. Glubose-gjfosfato'desiQrogenase (E.C.1.1.1;491: A glucose-B—fos;
~ fato;dé;iafogeHa5e‘foi'dosgﬁa'ségundo o metodo de NOLTMANN et alii .
'(543,'0 qual Con5¢ste fundamentalmente em segulr a velocidade da rea
an dosando o] NADHPH formado A extragao da enzima foi realizada com
tampao Tr15—HCl D,1M pH 8,4. A atividadeAde glucose-6-fosfato desi -
drogenase fol ensalada no segulnte sistema de incubagao: 10,D’umoles
de tampao Trls HCl pH 8 4 2 0 de umoles MgCl 2,0 ymoles 2,0 uh;;
1es de gluoose ‘6-P, O, 4 ﬂmoles de NADP e extrato de concentracgoes de

: 13 a 130 ug de protelnas num volume final de 1,0 ml.

13. 8 Fosfogluconato d951drogenase (E.C.1.1.1.44): A G—fosfogldgaaa—

to d851drog9nase foi determlnada pelo método de PONTREMOLI e alii .
V(57), que con51ste em segu1r a veloc1dade de redugao do NADP quando
em"ﬁrééégéa de 6- fosfogluconatb A enzima foi extraida com tampao
,Trls HCl O 1M pH.ﬂ 4. A mlstura de reacao continha: 10,0 Umoles de

bampao Trls HCl pH 8,4, 2, O Umoles de MgCl,, 4,0 uymoles de 6-fosfo -

2

gluconato, U 3 Umoles de NADP‘B extrato em concentragoes de 13 a 65

ue de protelnas num volume fJnal de 1,0 ml.

14. Fosforlbose isomerase (E C.5.3.1. 6] 0 metodo adotado para deter

minarva atividade foi o devAXELROD et ai.‘(4].-A enzima foi extraida
com témpéo fris—HCl b,1ﬁ pH 7;O. Un sistema de incubagéo Contendo.v;
50,0 pnolesbde témpéo Trié—ﬁ?i pHi7,D, 1,25 pymoles de ribose - 5 P,-
_extrato nas conceﬁtragéeside:4,2 a:18,8 g de proteinas, foi>inquba-
vdo a 37° por 10 mihutos No flnal destc %empo, a ribulose—S—P forma-
-da, foi determlnada pela tebnlca de DIbCHE et al. (19}. A cor desen-

volvida apos 30 mlnutos a 37 f01 medida em um espectrofotometro Co-
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leman modelo BA a 540 nm. Além do tUbo brancOISQm éxtraté, Fbram fei

tos controles parabcada tubo teste onde a rlbose 5- P foi adicionada
apos a adlgéo do H SD . Curva ﬁadrao de ribulose-5-P também foi fei
‘t ; utlllzando almesma em conbentfa@oes que vériéram de‘O 05 a.i»U,S
pnsoies.'

15. Transcetolase (E Ce242.1. 1] D método utilizado“para a .dosagem

,,/

_da at1v1dade de transcetolase € o apresentado por LA HABA et al. [38)

: . . o~
‘A transcetolasevcatalisa a formagao de gllceraldeldo-B-P e heptulose

—

v7 P a partlr de uma mistura de rlbulose 5 P e ribose- 5 P. Na presen-

ca de trlosefosfato isomerase e a-gllcerofosfato d931drogenase s a

ffiDSe?o;féto‘é reduzida a o-glicerofosfato em presenga de NADH: -,
cujo'o deéap$reciménto é medido espectrofo£ometricameﬁte a. 340 nm .
:0 tanpao g11c1lgllclna NaOH D 1M, pH 7 4 F01 a solucao usada para ba
preparagao ‘do extrato livre de celulas. A mlstura de 1ncubagao con-
tlnha em um volume de ﬁ 0 ml 50 umoles de tampao-g11c1lg1101na | -
NaOH ﬁH 7\4 5 0 umoles MgCl D1bum01es de NAGH;‘_So;O-ug;de tiami-
na plrofosfato, 7, .0 Jmoles da mistura de ribose-5-P e ribulose-5- P
1,0 ug de trlosefésfato d951drogenase, 1,0 ug de d gllcerofosfato de
 s;drogenasg e extratq,nas concentragoes que variaram de 33 a 264 ug
::aevprotéinés; Aléﬁ'do thtr§ié'Sem'é‘misturé de,ribose—B-P e ribﬁld4

,se 5-P fol felto um:.controle para NADH oxidase.

16. Transaldolase (E.C.2.2.1. 2] Dvmetodq adotado para sua determing
gaQ.e basi;amentg;deAVENKATARAMAN‘Et4él;T(72),'somehﬁe'éisolug50"tqm
pso originéi'foi'SUbstituida‘pela devMops-NaDH,”D,1'ml’pH’7,5, A do-
sagem de tfé%saldolase € baseada na‘formagéo do gliceraldeido-B-P' a

‘partir de frutose-6-P e eritrose-4-P em reagio reversa. Gliceraldei-
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do-3-P‘é‘detefmihadd pela aQéO»combinada,de triosefosfato isomerase e

kd-gllcerofosfato d851drogenase Para a extrégéo da trénséldolasef foi
“empregado tampao Mops NaGH U 1M pH 7 5. U sistema de 1ncubagao contl-
| h 50 0 umoles tampao- Mops NaOH pH 7,5, 2,0 umoles de frutose-6-P,

2, D pnnles de erltrose 4 P D , pmoles de NADH, 1,0 g de trlosefosfg

.to 1somerase, 1, U ug de a gllcerofosfato d951drogenase e extrato 1i-

vre de celulas nas concentragoes de 17,5 a 240 pg de protelnas, num

volume flnal de 1,0 ml Alem do controle sem substrato f01 feito um

controle para NADH ox1dase num 81stema contendo- todos os reagentes e x-

e

ceto erltrose 4 Pe as en21mas acoplantes.

.17 Fosfogluconato dehldrase(E C. 4 2.1. 12] A fosfogluconato dehidra—

se é a en21ma que Converte o a01do 6- fosfogluconlco a um fosfocetoa01
-do, 6‘2—Ceto-3—deéxi—8—Fosfogluconaté‘que pela agao de 2-ceto-3—deox1-
-6- fosfdgluconafo aldolase, dara plruvato e D- gllcera1d91do 3-fosfato.
As en21mas que constltueﬁ é via de ENTNER-DOUDOROFF: Foram pesqu1sada§
atraves da formagao de cétﬁac1dos 1ntermed1arlos num sistema de incu-
bagao qﬁe’continha 50, D umoles de tampao Trls HC1 (pH 6,7, 7, 6 e8,2)
2,0 pmoles de glutatlon redu21do, 2,0 um@les de FBSD4 ou MnCl2 e ex -
trato em concentragoes varidveis de proteinas [20 a 80 Hg). pos a
pre- 1ncubagao a‘37 por 5 mlnutos foi adlcionada a mistura anterlor

2,0 Hmoles 5- fosfogluconatoie reincubadas a 37° por 15 minutos. A pre-
sencga. de cetoac1dos totals f01 pesqu1sada pélouﬁetodo de MacGEE et al

(40) e plruvato pelo netodo de FRIEDEMANN et al. (22).

II. 7 UNIDADE DE ENZIMA E ATIVIDADE ESPECIFICA:
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Uma;Unidade de enzima, em todos 08 casos, foi definida como
a quantidédé devenZima qué cafalisé a fransformagéo de 1,0 ﬁicromﬁl
»de suEstfafo ﬁu formégéo de 1;0 micromol de. produto por hinUto.
| A at1v1éade esp901f1ca foi expressa pela relagao entre as

unldades de en21ma por mlllgrama de protelna.

. l : . :
:II.AS.MESIUDDS‘METABGLICOS PDR'RADIDRESPIRDMETRIA:"

 :;;? ,Jf o ‘ | ' v g
E‘”_‘[f’ﬁfvélbc1dadé"de evolugao de.14802 da oxidagao de glucose mar
 cédav¢m;ét6ﬁdétde carbono especificos fdi‘méaida de_acﬁrdo com  ©os
,ﬁétodos de WANG ét,aliilb(74); Micélios de E, circinatus creécidos -
_ pbr‘é4bhofés‘éh meio contendo glucose a 0,5 g% e homogenizados_>‘com
‘perolas de vidro; foram utilizados nestes experimentos. Os micelios
'foram colhldos por flltragao em papel whatman n® 1 e lavados com tam
pao fosfato 0.1M pH 5,6. 0s micelios assim obtidos foram ressuspénsosﬁ
em tampao fosfato O 1M pH 5,8 e submetldos ao Jegum por 12 horas.A
pos este tempo de. jejum, os micélios foram -colhidos pelo processo ja
~‘men01qnad0. Amgstra,de 50 mg, em péso umldo, de micélio foi previamen
te: padronlzada atraves de ensalos prellminares com glucose- U—14C'ﬁ1éx
:1106 cpm/ml 220 umoles/ml) Ds 50 mgAde peso umldo de mlcelloé -fﬁfam
suspensos ‘em 2,8 ml de tampao fosfatd D,ﬁM pH 5,6 e Coiocados,em,frqg
Ecds Combcéhééidadé‘deAZS le'Ds ?rasbos fofém fechados cOm'tanpasv de
-iborracha transpassadas por fios de aluminio- que suportavam 10 discos

(8 mm de dlametro) de papel de flltro Whatman n¢ 17, de tal modo que

esses discos ficavam a uma altura média entre o fundo e o gargalo do - .
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frasco e vedados, posteriormente, com papel paraflnado. Ensaios pre

: llmlnares.com NaHMCD3 (1.08x105 cpm/ umol) foram feitas com o in-

~-:tu1to de testar a recuperaqao de CO usando B-feniletilamina como

2

: flxador de. CD (77] e verificou-se que cerca de 98 a 100% da radioa
tividade era recuperada sob'as condicoes experimentais descritas .
. 0 1 'ml de glucbse (22 umoles) esp801flcamente marcada em. dlferentes

'_Aatomos de carbono [D glucose- 1— C- 5250 cpm/ umol; D-glucose - 3 -

14C 4890 cpm/ umol D glucose-3, 4-14C 4977 cpm/ umol D-glucose -

158 140 4977 cpm/ umol] eram adicionados aos frascos, com auxilio de
.uma seflnga hlpodermica. Ds frascos foram colocados em banho--maria
‘Dubnoff Metabollc Shaking Incubator-GCA Corporation a 28° por  tem-
;pos especlflcos de incubagao. Ao flnal do tempo de incubacao, 0,2
ml de Bffgnlletilamina era injetada atraves da tampa de borracha so
'bre oé'diécoé”dézpapel’de filtrovcom auxilio de seringa hipodermica.
Apcs eéta etapa, U 5 ml de acido perclorlco 4.5 M era injetado dire

tamente para a mlstura de 1ncubagao a fim de parar a reagao e con -

I

2

banho marla com agitagaoc por mais 30 mlnutos para permitir a absor—

.'verter qualquer blcarbonato em CO,. Os frascos foram mantidos no

cao quantltatlva de COo.. Ao final dos 30 minutos de incubagao, fio

2
de alumlnlo Contendo os diécos de papel'embebidos'com a base orgéni
;:ca fol colocédo em 10 ml do llquldo de BRAY (8) e a rad10at1v1dade

1‘med1da em um eépectrometro de 01ntllagao 11qu1da Beckman LS-133  a-
pos‘8 horas, tempo adequado para se obter opm constantes. A’mlstura
‘de 1ncubagao f01 depols filtrada em Millipore e as celulas retidas

no flltro foram 1avadas exaustlvamente com tampao fosfato 0,1 M pH

5. 6 As celulas lavadas foram colocadas em 10 ml do liquido de BRAY
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: e'afradioatiVidade>médida.:Esta radioatividadé constitue o que se

5chamé‘rédloét1v1dade 1ncofpofada. Aliquotas do ilqu1do filtrado
: .foram utlllzadas para doéagem de glucose- r981dua1 pelo metodo 'de
L gluéoéé oxidase (31) bem como,.para a medlda da radioatividade re
.sidual“’Controles fofam feitos 5ara a avallagao da interferencia
da B fenlietllamlna é do'A01do perclorlco, nas condlgoes do ensa-
10, sobre a.medida dakfadloat1v1dade, corrlglndo os os valores ob/

. B , fi .

' t1Qos_nos»ensalos.»DSydados-obtidos sao medias aritmeticas'de do-

1is experimentos.
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RESULTADOS

- s
»

Ds resultados dos ensalos para a medida da at1v1dade das
en21mas das v1as das pentoses fosfato e gllcolltlca, presentes em

extrato 11vre de celulas de Polyporus circinatus, encontram se nos

graflcos de n9 1 e 16, mostrando que todas elas apresentaram. linea
rldade em Fungao da quantldade de enzima. As at1v1dades espec1f1,-”
f:cas das en21mas detectadas estao relacionadas na tabela I.

1 . .

iﬁ; Glucoqu1nase (E.C.2.7.1.1): 0s ensaios prellmlnares indicaram

’fque em pH proxlmos a 6.4 esta enzima nao apresentava sua at1v1dade
Ema¥ima, Q}dueiesta de acordo com qs estudos realizados por MOURAO
(47) Azéfiviaade foi medida, no presente trabalho, séguindo-se a
jV91001dade de.formagao de glucose-6-P atraves da reducgao de NADP -,
B Como‘pqd§ serivér1f1cado na flgura ne 1.

2. Frutoqdinéée (E.C.2.7.1.4J: 0 sistema de‘incubagéo para esta én

',21ma e fundamentalmente igual ao da glucoquinase uma vez que em ou
B Sy

tros valores de pH a at1v1dade en21matlca era 31gn1f1cantemente di
minuida. A at1v1dade de Frutoqulnase em fungao da concentra@ao de

: en21ma encontra se na flgura n® 2.

'1f3 Fosfohexolsomerase [E C.5.3.1.9): A atividade de fosfohexoisome>

-;rase foi medlda atraves da formagao de frutose-6-P. A quantidade -

de frutose -6- P formada e propor01onal a concentragao de enzima co

" mo mostra . a flgura n9 3.

4. Fosfofrptoquinase (E.C.2.7.1.11): As substituigGes indicadas nos

metodos foram realizadas uma vez que o otimo de atividade somente
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era: obtldo quando o 51stema de incubagao era tamponado a pH 7. 5
 c0m g11011g11¢1na NaDH sexbem ﬁue a.enzima apresenta boa ativida-
de na falxa de pH alcallno (7 5 8 0). A fosforilacao da frutose-6
 P s0 éra obtida quando se utlllzava o ATP como‘coen21mabe somente
né concenfragao otlma de %O mM se obtlnha proporc1ona11dade entre
a ve1001dade de formagao ae.FTutoée-1,B—diP,e a concentragao era
'substltu1do por GTP nao ée:dbéerVava.atiVidade'enZiméticé:vA in-
,terferen01a de NADH 0x1das§ n§ d5§agem da fosfofrutoquinase foi e
liminadq.inativando—se é.é521ﬁa ahtes da determinagaoc dos produ -
tos Férﬁadéé.1A;figﬁra'ﬁéi4"ilustra a velocidade de oxidagao gg,.
NADH huﬁ.si5teﬁa qﬁe coﬁ£iﬁha.frutose—1,6~diP acumulada. pela agéb
da fosfofrutoqu1nase.sobre a‘frutose 6- P |

5. Aldolase (E C 4 1.2. 13) As alteragoes sofridas na concentra -
zgaovdebK,ie‘Qo 81stema tampad.da‘ﬁdstUré de incubacgao original,in
dicédé:;h;mé%odds;:foram ﬁééeéSériés para se obter perfeita pro -
porciqnéiidadeleﬁtre a ge}obidéde.de reagéore,a concenfragéo | de
enzima Eféséhte no extra£6 1ine dé células. A figura n® 5 ilus‘—
tra a velocidéde dehoxidaééé'do'NADH peia>agéo de o-glicerofosfa-
to desidfoéénése_ébda tfiéégu%oéfato isomerase e sobre as trioses
fosfat@ fo;madéé'belé agéd_détéldolasekpresente no.extrato livre

de células.

6. Triosefosfato isomerase (E.C.5.3.1.1): Na figura n® 6 observa-

se que a atividade de triosefosfato isomerase no extrato livre de-
células & proporcional & concentragao de proteinas.

7. Gliceraldéidojgjfosfato desidrogenase (E.C.1.2.1.12): O metodo
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original foi modificado com 'a finalidade de 6bter o substraté | da ’
gliceraldaidOfB-fosfato desidrogéqase a partir da Ffﬁtosé 1,8 di-
fosfaﬁo por agao da aldolase. A fﬁ;ura n? 7 representa a velocida-
 de‘ de rdducao do NAD pela agéd:ds gliceraldeido-3-fosfato desidro
genasé sobre o.gliceraldeido-B—P.

'8.,Fosfoglicefatoquinase (E.C.2.7.2.3): Embora a velocidade da rea

gao direta, i§£0~é, de gliceraldeido—3-P para 3-fosfoglicerato, sén
ja muito maior qué déxreagéo no sentido inveréo,Afem a desvantagem
de sofrer”fhféfferencia da trioée?osfato isomerase e a-glicerofos-
fato desidrogenase,vpodendo‘ésfas reagoes se tornarem reagées prin
cipais; razao pelardual no,preéente trabalho foi utilizada a reab-
Qéo no‘sentido inverso. A %igura n? 8 mostra o efeito da concentpg
cao de»fosfoglfceratoquinéée»do extraté‘livre de:céldlas sobre. o
gliceréldeiao—S-P. Istd é.traduzidg pela o*idagéo do NADH bresente »

no sistema de incubacgao.

9; Fosfogliceromutasé (ﬁ;C.2.7.5.33:’A solugdo tampdo do método o

riginal foi.substitdida por imidazol-HCli pH;7,8 borvsérvesfe ano
dual'se‘obsQrvou“akﬁelhor‘étividade enzimatica e além dissé duando
6 sisteﬁa de incubaééo era tamponado é pH 7,6 com fanpéo Tris - HC1
a‘atividaée‘enzimétiba obserVada era inferior a ahtefior. A ativida
‘de de fosfogliceromﬁtase foi medida pela velocidade de formagao de
fbsfoenolpiruvafo a 240 nm a bartir de 3~f0§fogliﬁerato, acoplando
1excesso de«enolase.'A figura n® 9 ve-se que é reagao € proporcional
a concentracao de enzima. | | |

10. Enolase (&.C.4.2.1.11): A figura n® 10 representa a velocidade
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,de,férmégéo“de fosfoeholpiruvéto a partir de 2-fosfoglicerato pela
'aqao da enelase.

11. Plruvatoqu1nase (E. C 2. 7 1.40) ¢ Embora se;tenha empregado dife

_rentes spluqoes tampao pqmo trletanplaminafHCl, imidazol-HC1 e
TP{QTHGlde me§$§icon§é6£ragéo ﬁplar e no mesmo pH do metodo origi
‘nal,.édménfe foi ﬁossfvéi ébtér o otimo de atividaqe éblinearidade
“de reé@éﬁzﬁﬁandglb éiéteﬁé:dé:in;ubéééo.foi fampéﬁadd cOﬁ"M6ﬁ5v;;
. e . A ; _ e
NaOH As at1v1dades observadas quando o sistema era tamponado com
trletanoiamlna HCl,llmldazol‘HCI e Tris-HC1 eram respectivamente _
A22 75 e 28° da observada quando tamponada com Mops-NaOH. A figura
n°,ﬂ1‘1;ustpa a~formaga0‘doip1ruvato a 'partir do fosfoenolpiruvato
:pela’égéo%dé pi}uvatoquinésé.»A velocidade de formacgao do piruvato
e prop0r01oﬁal a coﬁcentragao de en21ma |

" 12. Glucose 6 fosfato d851drogenase [E cC.1. 1 1.48): A figura n® 12

»representa a. veloc1dade de redugao do NADP por - um 51stema gque ti-
nha’ por substrato glucose 8 P NAD nao pode substituir o NADP de-
] .

'monstrando que a‘enz1ma’e cbmpletamente dependente de NADP.

13. EfFDSfbgluconato desidfogenése (E.C.1.1.1.44): 6 fosfoglucona-

to deshidrogenase € também uma enzima NADP especifica. Na presenca
de excesso de substrato, a velocidade de redugdo & proporcional a
quantidade de enzima presente no sistema e € o que apresenta a fi-

- gura n® 13.

14. Fosforibose isomerase‘[E;C.5.3.1.8?; A figura n® 14 ilustra a
atividade de fosfofibose iSDherase do éxtrato livre de células em

fungdo da concentragdo de proteinas.
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15. Transcetolase (E.C.2.2.1.1): A Figufa'nQ 15 demonstra que a velo

cidade de’ formagao de gliceraldeido-3-P medido atraves da  oxidagao
do NADH ém presenga de a;glicérofosfato desidregenase e proporciocnal

a concentragao de enzima..

16 Transéiddlase-(E.C.é;2;1.2); Das diferentes solugOes tampOes uti
liza&asiﬁoézensgios preliminéres, somente~aquela p;eparada a paftir

d6 ~ﬁop§fN§QHfTostf0u—se adequada para o estudo desta enzima. As aﬁi
VidadesbébéerQédas duando'o sistema eraitahponado com trietanolami -
1ﬁa-HC1, ff{éfﬁﬁi e glicilglicina-NaOH foram respectivamente 3,5, 13
e QB%Fdé obséryada quaﬁdo tamponada com Mops-NaOH. A figura n®-16 i
viu3t£a af#@rmégéo de gliceraldeido-3-P a:partir dé'frutosé-B—P é-epi
trose;4fP>pé;% Sgéo da transaldolase. A‘velocidade de formacao do
:glicéraiégiqggé—% foi mediaa através dé oxidagéo do NADH em presenca
de triﬁéé%psééto?isomerase e(X—glicerAFOSfato desidrogenase.

" Na tébeia I estado resumidas as atividades especificas  das

enzimas:db ciclo das pentoses fosfato e da cadeia glicolftica.

17.1Fosfdg1uConéto dehidrase (E.C.4.2.1.12): Nao foi possivel detec-
tar a atiVidége da fosfogluconato dehidrase nas diferentes condigﬁes
testadaé,:indiCaﬁdo que a via ED ndo é»operativabna forma micelial do

fungo.

Ensaios radiorespiromeétricos: A figura n® 17 ilustra o ensaio radio-
‘respirométrico com células nao proliferantes e.jejuadas, observando-

se uma rapida eVolugéobde 14CDZ a partif'das glucoses especificamen-
. e | . 14 o 14 14 14
te marcadas. Sendo a evolugao de CO0 diferentes C > Cs C >
14 SRR 2 : 3-4 3 1

'CS’ o quésindiqaria ser a via EMP preferencial em todos os tempos
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~ da experiéncia.

i p3>da?os‘da tabelé 11 éorrespondemvé uma incubagaoc de é ho-
ras duéﬁgonaéolhéyia aaiSEéluéoée detectavel nﬁ meio pela técniéa da
',glgodéeioxidaséﬂ[313_LPér%aﬁto}é,radiaatividade medida no meio deQe
. COrfé;pbﬁderfaéaﬁffos'céﬁbdstds provenientes do catabolismo -do fungo,
» mdti&éjbélquual 6 céIcLlo d$!pe£centagem’de partiqipagéo,reléfiva

~ das vias ficou prejudicado.
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Medida da‘Atividade de Glucoquinase

Sistema de incubagdo: 10,0 umoles de tampao fosfato

pH 6,4; 2,0 umoles de MgCl.; 2,0 umoles de ATP ;

1,0 umol de glqdose e quaniidades variaveis de pro-
ite{nas. | ' | o
Volume final de 1,0 ml.

A\glucose*SFP acumulada foi dosada Qohfqrme descri-

to em Materiais e Metodos.
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‘,u.g de: protemas

Fig. 2 Medlda da At1v1dade de Frutoqu1nase

2 2,0 ymoles ‘de. ATP;

. 1,0 umol de frutose e quantldades variaveis de pro-

~teinas.

Volume final de 1 0 ml

A frutose-6-P acumulada foi aosada’conforme descri-

. to em Materiais e Métodos.

—4,0‘—

ZSlstema de 1ncubagao 10,0 pmoles de tampao fosfato-

f“‘pH 6,4; 2,0 umoles de MgCl
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Fig. 3 Medida da Atividade de Fosfohexolsomerase
. ‘Sistema de incubagdo: 40,0 umoles de tampao Tris-HCl
pH 7,0; 5,0 umoies de glUbose;B-P e duahtidadeé va -
 riaveis de protefinas. - - h
iVoiume final de 1,0 ml.
A frutose-6-P acumulada foi dosada conforme descrito

em Materiais e Metodos.
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Fig. 4 Medlda da Athldade de Fosfofrutoqu1nase

‘ﬂ81stema de 1ncubagao 25,0 umoles de tampao gllcll—

1g11c1na NaDH pH 7, 5 5,0 umoles de Mercaptoetanol }

2,0 umoles de KC1; 5,0 umoles de MgCl,: 1,0 mol de
iATP 3 0 umoles de frutose 6-P e quantldade varla -
vels de protelnas._'
Volume flnal de 0O, 1 ml
: A frutose 1,6- le acumulada foi dosada conforme des

crito em,Materlals e Metodos.
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Fig. 5 Medida da Atividade de Aldolase

"~ Sistema de incubagao: 50,0 umOIQS‘de:tampéo Tris-HC1

pH 7.8; 25,0 umoles de mercap£oetano}; 100,Giumdles
_idé KCl;VZ,D uholes de frutose—1,8-diP; O,ﬁ pmdl de
NADH 1;0 ug;de trioéefosfato isomerase; 1,0 Hg de -
glicerofosfato desidrogenase e quantidades variaveis
de prﬁte{nés.

Votume final de 1,0 ml.



glicerofosfato x min-1

N
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nmoles de -

Fig. 6 .

o 25 .50 7,5 10,0

. ,U.g ,.de proteinas

Medida:da‘Atividade‘de Triosefosfato isomerase

Sistéma'gg_incubagéO: 80,0 umoles de tampao tri

etanolamina-HC1 pH 7,5; 0,01 umoles de EDTA ;

D,BD‘umolés de‘gliberalde{do—S—P; 0,10 umoles
de NADH; 1,0 ug de' d—g1icerofos¥ato desidroge-
nase e quantidades variaveis de proteinas.

Volume final de 1,0 ml.

;44_



-4 53

\
c
— 40..
.fs .
Cx °
(o]
""6 30+
L
.9
o
(o]
G
8 20
;'*_—_
o]
]
M
S 10 e
n ////,f
Q2 , ®
[} 1 .
& ”g////
= + ) < =} ¢
o 85 |I7 34 51. 68

- Mg de proteinas |

Fig. 7 Medida da Atividade de Gliceraldeido-3-P desidrogenase

Sistema gg_incubagéoz 21,0 ‘umoles de tampao pirofosfa-

to-HC1 pH 8,5; 4,0 moles de cistefinas 10,0 ﬁmoles de
iffutoée;1,8~QiP; D,B umoles de NAD+; 15,0 pmoles de Ar
‘seniato: de ‘eé,ddio; 1,0 ug de aldolase; 1,0 ug de triose
‘fos%ato isomerase e quantidadeé VariéQeis-dekprote{nas;

‘Volume final de 1.0 ml.
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Fig. 8 Medida da Atividade de Fosfogliceratoguinase

‘Sistema gg_incubagéo:jﬁo,ﬂ umoles de’ tampao

:MoﬁstaDH‘pH-7,D; 5,0 umoles de MgSO, - 20, O

4

‘p¢bié§ de cisteina; 5,D:umoles de 3-fosfogli

cerato; 0,1 umolesbde NADH; 2,0 Umoles de ATP

ﬂ;h ugvde'gliceraldeido—S*fosFato desidroge-

nase ‘e quantidades variaveis de proteinas.

Volume final de 1,0 ml.
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Fig. 9 Medida da Atividade de Fosfogliceromutase

Sistema gghihcubagéo: 10,0 pmoles de tam-

pdo imidazol-HCl pH 7,6: 1,0 umol de MgSO0,

ES,O:umdles de 3-fosfoglicerato; O,D1umoles 

de EDTA; 0,2 ug de enolase e quantidades
variaveis de proteinas.

Volume final de 1,0 ml.f
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~ Mg de proteinas

Fig. 10 Medida da Atividade de Enolase

"'Sistema{gg incubagéo; 50,0 umoles.de tampao Tris-

v'éce»tato‘pH 7,4; 0,01 pmoles de EDTA; 5,0 umoles.

de acetato de magnesio; 2,4 umoles de 2-fosfogli-

cerato e quantidades variaveis de proteinas.

Volume final‘de d,O ml.
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Fig;

nmoles de piruvato x minl

1ﬁj
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0 42 82 - l68 336

L9 de proteinas

Medida da Atividade de. Piruvatoguinase

;les de MgCl

Sistema gg’inbuﬁagéo{.AU,D'umoles de tampao

Mops-NaOH pH 7,5; 20,0 umoles de KC1; 2,0 umo

3 4,0 pymoles de ADP; 0,1 umoles

 de NADH} 4,0 umdlés.de fosfoenolpiruvato - K;

1,0'ugvde_desidrogenase latica e quantidades
variéQéis de proteinas.

Volume final de 1,0 ml.
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Fig. 12 Medida da Atividade de Glucose-6-P desidrogehaae

'Sistéma de incubacdo: 10,0 umoles de tampéo’Tris—'

HC1 pH 8,4; 2 umoles de MgCl_; 0,40 pmoles de NADP:

o
2.0 umoles de glucose-S—P e quahtidédes variéveis

de proteinas.

Volume final de 1,0 ml.
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Fig;”13 Medidé da Atividade de Fosfogluconato desidrogenase

! Sistema de incubagdo: 10,0 umoles de tampdo Tris -

" HC1 pH 8,4; 2,0 pmoles de MgCl,: 4,0 umoles de 6 -
1 fosfégluconato; 0,3 umqies de NADP e quantidades va
v'riéveis de prote{has.

~ Volume final de 1,0 ml.
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Fig. 54 'Medjdaida_Atividade‘de Fosforibose isomerase

Sistema gglincubagéo: 50,0 umoles de tampao Tris-

.‘Htlbpﬁ'floé 1;252ymdles dé ;iboée—S—P,e quantida—

v,déébgériéveis de prqteinés.
Volgmeifinal,de‘1,@_ml..i

_A.ribuidsé—B-P ééu@ulada foi dosada cdnfprhe des-

R Y

crito em Materais e Métodos.
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’_'Fig. 15 Medida da Atividade de Transcetolase

Sistema de incubagao: 50,0 uméles de tampao glicil

bglicina—NéﬂH pH.734; S,O Hmoles de‘MgClé; DQ1 umo
ie’s‘ de NADH; 50,0 ug qé tiamina pirofosfato; 7,0
‘umoiés da ﬁistura»de ribose-5-P e ribuioée;5~ P
a1,0‘ug.de triosefoé%ato isomérase; 1,0 ug de o-gli
cero¥osféto»desidrogenase e quantidades variaveis

de proteinas.

Volume final de 1,0 ml.



-54 -

n
E 4071
£
x
o , A
1 307 :
o 1
S
@
o
’5, 207
®
©
0
9 107
o
£
c
O 175 35 70 105 140
- g de proteinas
Fig. 18‘tMedida dé Ati&idade:de Transaldolase

‘Sistema de incubagdo: 50,0 umoles de tampao Mops -

>NaDH pH 7,5; 2,0 umoles de frutbse-B-P 2,Diumbles
de eritrose-4-P; 0,1 umoles de NADH; 1,0 ug de trio

- sefosfato isomerase;l1}0Aﬁg de a—glicerofosfato-de—
sidrogenasé e qUantidades varidveis de proteinas.

Volume final de 1,0 ml.
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% dos intervalos de

E'Fig. 17 ’Diagtéma'Radiorespirométrico de Utilizagao de Glucoses
por células de P. circinatus. Condigoes tecnicas segun

Materiéis.e Metodos.



TABELA I

Atividades enzimaticas em extrato livre de c€lulas

de P. circinatus

_58_

'2.2.1.2

E.C. Enzima Atividade especifica
2.7.1.1 ' Glucoguinase ‘0,253
2;7;{r4  1Frut0quinase 0,128
5-3-1€9. ~ Fosfohexoisomerase ;34498
;2.7m1.ﬁi Epsfofrutoquinase. 0,764
:4.1;2.13 IR 0,122
VS.3,1.1: ZTridsefosfato isomerase 1,700
1.2(1;12 Gliceraldeido-3 P desidrogénase 0,525
2.7.2;3i Ebsfqgliceratoquinase 0,100
2.7.5.3 'Fésfégliberomutaée 0,603
4.2.1.11  Enolase 0,880
2.7.{,4O _Pirdvatqquinase 0,264
{_1.1f4é :biucOsefB‘P dgsidrogenase: 0,492
1.1.1;4; B;Fogfogluconato desidrogenaéeA 10,428
5.3;1,8 , Fﬁsfdriéoge isomerase 0,585
 2.2.1;% Tr;népétolaée | 0,160
| ‘Tfahsaldolase 0,228
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TABELA TT

Utilizagéo de [14[3]‘:” - glucose por celulas nao proliferantes

de ’Pélyp'orus circinatus -

Recuperacao isotopica (%) .
Suﬁéifétgs  "cb2 ‘_ Células | Meio.
161Qb;s§:1—14¢'5 5,.29 34,02 59,02
Glucose-3-"'C - 9.25 22,38 51,46
Glucégéfé,4é14é 743 27,95 44,01

 Glucose-6- ¢ 7,80 31,60 . 53,44
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DISCUSSAOD

A analise da distribuigao das vias nas diferentes espécies
-estudadas demonstra grande variabilidade quanto a percentagem de
participagéo das mesmas. Enquanto na maioria das espécies dos fun -

gos a v1a gllcolltlca predomlna, em outras, a glucose € metabollza-

da pelas v1as hexosemonofosfato e ou ENTNER- DOUDURDFF como e o ca-

80 de C. fumago (59) _, caries [48) e A. tumefa01ens (2).

Os,dados sobre o metabolismo intermediério em fungos apo -

'drecedores de’ madelra s880 escassos e imprecisos como a de C. cere -

‘bella [6] M. tremellosus,‘ﬂ. confluens e F. annosus (55,56).

A 51mples detecgao ou determlnagao de atividade especifica
das enzimas pertencentes a diferentes vias metabdlicas, pode ser su
ficientes para constatar se determinada via existe mas nao nos per-

mite concluir se ela e ou nao operante. Assim, extratos livres de

células de Neissefia gonorrhoeae (46) mostram atividades de todas as

\. .

'enzlmas da EMP HMP e ED, contudo, ensaios radiorespirométricos in-
dicam que’ a EMP nao e operante neste mlororganlsmo, sendo operantes
‘apenas a'HMP e,ED;

1  éﬁr:dﬁtré lado, soﬁente a dﬁsagem de 14CDzliberados duran-
Ete‘o'métabqlismo de glﬁéoseéiradioativas,>marcadas em diferentes a-
#omos de‘dérbdno'héo & éondi@éo suficiente para afirmar Conclusiva?
‘mente que.gﬁakdétérminada via € completa.e ou Aﬁerante, ja que cer-
tos organisﬁds podém utilizar partes de diferentes vias para metabo
lizar cpmpiéfamenté o} substraté em quéstéo. Assim, o A niger (14 )

primeiro oxida a glucose a acido gluconico e este a acido 2-cetoglu
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conico e somente apOs essa transformagao € que ele entra na via de

- i
A4 i

~ HMP para ser oxidado.
0 estudo comparativo das atividades dos diferentes organis
mos (89,58429] hostra que na maioria das -enzimas estudadas, o extra

‘to livre de células de P. circinatus apresenta atividades maiores
Lo i . - -

em relagao a esses organismos. Pode-se entao, de modo mais conclusi

. vo, afirmar queé o P. circinatus possui as enzimas de ambas as vias .

A pfésengakgé.todas as enzimas da EMP e da HMP ensaiadas indicam

que a forma vegetativa de P. circinatus, potencialmente utiliza am

bas as vias para a oxidagao da glucose semelhantemente a outrosbfqg

H H : L
gos.- aqui mencionados.

v

''0Os dados radiorespirométricos obtidos sao evidéencias de que
ambas as vias sdo operantes nas formas vegetativas de P. circinatus.

Na figura n® .17 observa-se uma rapida evolugao de 14[20
3,4—14C,vé qual atinge o maximo apos 6 horas de incubagado o que su-

_gere ﬂma maior pérticipagéo da via EMP em P. circinatus. 0 fato de

> da glucose-

C3>C1‘.re%1§#é albperagéo preferencial pelo EMP.
a 'fbf=Angii§éhﬁoxainda o gréfico,[Fig.ﬁ7]’observa-se que a evolu
. gao de,14CD2jiévpért1r de glucose—1;1éc € significantemente  maior
1:que 6€dabéluC0;e-é—14C até‘a Sahora, observando-se uma inverséoquaﬁi
étdo a glucqée do meio efa tétalmente consumida. A variagao na parti-
 cipagé0 dq§ vias indicada por esta alteragao poderia ser explica pe
‘iavtrocavnaiconcéhtrégéo do subétrato (34).

A Cépacidade do extrato livre de celulas de P. circinatus

produzir BFfostgluconato, implica no fato que as vias HMP ou ED ou
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ambas sejam operantes neste organismo. Como as dués enzimas chaves da
ED, isto &, a ijosfogluconato dehidrase e a 2-ceto-3-deoxi-6-fosfo -
ﬂglucoﬁatdéldolasg héo’forém detebtadas, a via HMP-seria a aquela ope-
rénfe ung»yéz dﬁé‘foi demonstrada a presenga da 6-fosfogluconato desi. .
drpgenase; tfén§é1d0laSe e transcetolase, enzimas da via HYP ( tabela
1),

:ds}daQOs da tabela II demonstram que a radioatividade & sig-
;n;ficatiéaﬁénﬁévincbfporada a celula, indicando que os substratos ra-
dioativdé”?SféB utilizados para a sintese de material celular. Por ou
fro 1ad5; b5éérva—se umé alta percentagem de radioatividade residual,
néo"élucdééz éﬁgerindo a permanéncia no meio de compostoé gue néé fo-

vram totalmenfe{métabolizados,

{A e*@e%ééo da participagéd dessas vias no metabolismo total
nao pode gér éhénﬁitativémente determinadavéem informagoes adicionais
como pof}éxemhio,iaados gue indiguem o qgahto de‘substrato radioativo
foi utiii%édoipar; biossinteéé de glicogenio, acidos graxos, lactose,
gluoofoAid;s e{o‘quant0 de raaioatividade que ‘permanece em unidades
de trésiét@md%zde‘carbono (triosesfosfatos, lactato, piruvate) — que

nao fofam_toﬁaimente metabolizados (34).

:2‘Dé\déGOS de?d£iliZéQéO da glucose pelo Polyporus circinatus
iséo tibicés délﬁmiorganismozdue utiliza principalmente a cadeia glico
:i{tica é em ménOr_extenséo a via de clivagem do fosfdgluconafo. Igual
vmente, osbfeSuiﬁados radiorespirométricoé e as atividades especificas
das enzimés>ensaiadas dessas vias sﬁgerem dueba cadeia glicolfica e

o ciclo das3pentoses fosfato estao presentes e operantes em P. circi-
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natus.

Pela.aﬁélise cuidadosa do% ensaioszradiorespironétricos rea

R .

lizados na‘maidfia dos fungos aqui“ﬁencionados (74,44,2) e mesma@ em
bactéria I4BJ>6DSETV8538 gue- as bércentagens de participagao da HMP
‘séo sembre inferidres a da EMP, a despeito do fato de que estes orga
‘nismos sejam breférencialmente aérébicos;%Embora a -baixa percentagem

s . ;
~de participagéoAda via HMP; seja:um fato comprovado nesses organis -

.

- mos, ela pbgsui fﬁng&éé importaﬁtes como o fornecimento de pentoses
fosfato péra biossintege de nuc#eot{deos e de equivalentes de redu -
»géo na*fbrma de NADPH para biossintese de acidos graxos. Estes reque
rim;ntOS sao variaveis, de modé que, o mecanismo regulatdrio se adaE
ta a velocidade'dd:ciclo total de acﬁrdo com as necessidades. Esta-
“regulagao provavelmente ocorre nas etapas iniciais da HMP, ou seja ,
ao nivel das reagées catalisadas pela glgcose—B—P‘ﬁesidrogenase e 6-
fosfogluconato desidrogeﬁase, que formam NAD?H e ribulose-5-P | pela
descérboxilagéo de 5~fosf0glu¢onato. Em alguns casos a transcefolésé
& tida como enzima limitante da HMP, ja& que ela catalisa a fofmagéo
de xilulosé;S—P e ribose-5-P.
| Desdevque a concentragao de glucose-6-P intracelular e cer-
ca de tres vezes maior que o seu Km para a giucose—B-P desiarogenase
em alguns organismos (217, fiéa facil enfender que abregulaqéo nao é
‘realizada pela concentragao limitante dg glucose-6-P mas sim da de
" NADP. O NADPH & tido como inibidor compétitivo muito mais eficiente

para a 6-fosfogluconato desidrogenase do que para a glucose-6-P desi

drogenase tendo o NADP como substrato variavel e desde gue concentra
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gées.intrapeluléres de NADPH pode inibir guase que cbﬁpletamente a é
_fosfogiuéénéto desidrogenase‘(SS), seria néceésério "in situ” uma
fprte:atiQégéoAda 8~fo5?og1uc0nato desidrogenasé ou uma via do tipo
anaplérékicé quéfpermitisse o] hetaboiismo de 6-fosfogluconato, cujos
infermediépios;§efiém recicladoé a HMP, permitindo:assim o funciona-
mehto da-vié.'Dasjduas alternativas a priheira parece mais provavel,
:js due EGCLESTQN et al; (21) verificéram que cohcentfagées fisiologi
'cés de.gfuéatién ﬁodem\bloquear o efeito inibitério‘do NADPH sobre a
glucose—BfP desidrogenase, embora nao tenha até entdo provado o efei
to regulédof:aélglutation sobre a 6-fosfogluconato desidrogenase ou
mésﬁo éoBfé.alglycose—B—P desidrogenase in vivo.

A

.:Como as:experiéncias realizadas no presente trabalho foram

realiZQdaS;sempré ém'condigﬁes que favbrecessem as reagoes de degra-
_dagéqlaélihvéé:defsintese, o suﬁrimento de NADP boﬁstifuiria o fator
limitanfe p¢ré>Q }gncionamento da HMP»e.as vélocidades das reagﬁes
oatalisédg§ pé;a élucose-B—Phdesidrogenase e B—fosfogluconato'desi -
drogeﬁaée?sef?aa aependentes da relagao NADP/NADPH. A glucose—B-.P -
desidrdgeﬁéée!é"réal%ente inibida por NADPH confofme demonstrou GO-
MES (25).

Em Qqqtraposigéo a HMP, via que reduz NADP necessaria  aos
processquAe_bioséintese, a EMP redué o NAD, o qual esta envolvido.
Bos procésébé dé degradégéo (64,33). De todas as etapas da EMP; so -
mente a dé.bxidagéo do gliceraldeido—3—é»a acido 1,3-difosfoglicéri-
§6 pelavgiiééfaldeido-S—P'desidrogenase produz um equivalente de re-

dugao em NADH ou dois equivalentes por molecula de glucose metaboli-
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zada por esta via. Para que o ciclo operé normalmente torna-se neces

ol - . . s

'jﬁérié¥éiérééeﬁga de. um éisﬁeﬁé de reoxidagéé»do NADH o que pode ser
‘realiéédd émsha£té,pelaiNAéE;dXidase.oonD priﬁcipalmente, pela cade-

Aijalééégiféﬁéﬁié;j 

.;quégbééfas ﬁoésibilidades podem ocorrer emlg; circinatus ,

'ventréténfo,foggm;é‘prdﬁééigééjdo{presenté‘trabalhO‘que tinhé 5 intqi

to de estudar as viasAenydlvidas no metabolismo da glucose, presen -

{
L

tes neste organismo, abrindo no entanto, margem a sua continuidade.
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SUMARIO

vt

Todas as enzimas da cadeia glicolitica e do ciclo das pen-

 toses fosfato foram detectadas em extrato livre de celulas de  uma

1

| i [F— : . . .
amostra monocariotica de Polyporus circinatus. Estudos radiorespiro
L :

métricos~foram¢tanbém realizados, observando-se que a cadeia glico-

; SR N . L .
litica e o ciclo das pentoses fosfato séo operantes em celulas nao

proliferantes, sendo a primeira, preferencial.
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