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INTRODUGCAO

A primeira demonstracdo da existéncia de mecanismo capaz
de formar acuUcares fosforilados foi feita por Meyerhof (1) a par-
tir de glicose e ATP incubados com autolisados de levedura. A
partir de entdo, hexoquinases foram determinadas e estudadas em
tecidos animais (2). Apesar, porém, da sua importancia, tanto
sob o ponto de vista de quimica de enzimas, como do ponto de vista
de seu significado fisiologico, pouco se sabe sdbre a estrutura pri-
maria dessas proteinas.

Estudos de purificacdo e de cristalizacdo de hexoquinases fo-
ram levados a efeito com sucesso apenas para a enzima de levedu-
ra por Kunitz e MacDoNALD (3) e por Bailey e Webb (4) e a sua
dependéncia para grupos sulfidrilicos estabelecida. A existéncia
de variedade de hexoquinases foi pela primeira vez estabelecida
para a galactoquinase, encontrada por Caputto, Leloir e Trucco
(5) em preparados de Saccharomyces fragilis e por Bacila (6) em
figado de rato. A dependéncia da galactoquinase de S. fragilis
para grupos sulfidrilicos foi estabelecida por Bacila (7).

A complexidade do grupo das hexoquinases foi ja revelada em
trabalho anterior por Bacila e Barron (8). Verificou-se nessa
ocasido que hormonios do grupo dos corticosterdides sdo capazes
de inibir a glicdlise anaerébica de certos tecidos tais como diafrag-
ma isolado de camundongo ou de células isoladas como as células
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linfaticas do “apéndice do coelho”; corticosteréides ndo inibem, en-
tretanto, a glicélise anaerébica de linfécitos tumorais como os do
linfosarcoma de Gardner. Foi verificado, ainda, que aquéles com-
postos sdo capazes de inibir a atividade hexoquinasica daqueles te-
cidos cuja glicolise anaerodbica é inibida pelos corticosteréides. Ati-
vidade hexoquinasica do linfo sarcoma de Gardner, de células do tu-
mor ascitico de Ehrlich, bem como de hexoquinase de levedura ndo
é, entretanto, inibida pelos corticosteroides.

Pesquisas sbbre hexoquinases de origem animal vém sendo
levadas a efeito neste laboratério (9, 10, 11), com a finalidade de
estudar os seus aspectos cinéticos e estruturais, a fim de estabele-
cer possivel correlacdo entre a estrutura dessas enzimas e a im-
portante funcdo que exercem no metabolismo celular. De inicio
foi feita verificacdo preliminar da sua distribuicdo em varios teci-
dos animais. Rim de coelho foi utilizado, entdo, como material
de escolha, considerando o fato de se ter verificado no mesmo ati-
vidade hexoquinasica para glicose, fruetose, manose e galactose,
bem como por ter sido, de todos os tecidos animais estudados, o
que melhores perspectivas oferece para a purificacdo de galactoqui-
nase.

Na etapa indicada, foi procedida, de inicio, verificacdo da ocor-
réncia e da distribuicdo de enzimas do grupo das hexoquinases em
diversos tecidos animais. E evidente que hexoquinase é enzima
ancilar de distribuicdo por todos os séres da natureza. Entretanto,
o interesse da verificacdo empreendida se prendia ao fato da esco-
lha de fonte de enzima que pudesse ser considerada como tendo
particular interésse, dentro das caracteristicas do trabalho que esta
sendo levado a efeito.

A partir da analise dos dados obtidos, a maior parte dos tra-
balhos que se seguiram foi em térno da purificacdo de quinases de
rim de coelho, considerando-se o fato de que de todos os tecidos
estudados foi 0 que apresentou melhor e mais nitida atividade da
galactoquinase, fato que ocorreu, também, com o figado de bovino.

Dentre as quinases, a galactoquinase (5, 6, 7) apresenta aspec-
tos fundamentais dos mais interessantes, ja pela propria natureza
do mecanismo da sua agdo enzimatica.

Assim, trabalhos de purificacdo e de separagdo das diferentes
quinases foram levados a efeito com rim de coelho, e o material
obtido utilizado para a obtencdo de varios dados preliminares a
respeito do comportamento das quinases ali existentes.

MATERIAL E METODOS
1. Material biolégico.

Preparacdes enzimaticas foram obtidas a partir de homogeniza-
dos de cérebro de bovino e de coelho, de intestino delgado de rato
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e de cqelho, de rim de coelho, de figado de bovino e de rato e de
musculo cardiaco e de musculo estriado de rato.

2. Homogenados.

Os orgaos e tecidos foram préviamente lavados em séro fisio-
l6gico gelado e limpos, tanto quanto possivel, de gordura e de te-
cido conjuntivo. Apoéds essa etapa, foram cortados em pequenas
fatias, homogenizados em homogenizador de Potter-Elvehjen com
10 volumes de solugédo contendo 26 ml de KC1 0,154 M 10 ml KHCOs
0,154 M e 4 ml de MgCL 0,154 M, saturada com mistura de N2CO,
(95:5%) pH 7,4. O homogenado foi entdo, centrifugado a 0° du-
rante 10 minutos a 5.000 rpm em centrifuga Sorvall RCB-2 (8). O
sobrenadante foi coletado e recentrifugado 15 minutos a 10.000 xG
a 0" e o sobrenadante limpido, usado como fonte de enzima.

3. POs acetdnicos.

P6s acetdnicos foram preparados de acérdo com o método de
Morton (12). Foram preparados pds acetbnicos a partir de teci-
dos de coelho (musculo estriado, musculo cardiaco, rim, figado,
baco e cérebro). Coelhos adultos foram sacrificados, os 6rgéos e
tecidos retirados, convenientemente lavados com soro fisiolégico e
limpos, tanto quanto possivel, de tecido adiposo e de tecido conjun-
tivo. Tboda operagdo descrita foi feita em cémara fria, com sbéro
fisiolégico gelado. Antes do tratamento acetdnico o material bio-
l6gico era mantido no congelador por 12 horas e entdo cortado em
pequenas fatias e homogenizado em liquidificador préviamente res-
friado, com acetona redestilada e anidra mantida a temperatura
de -20°. O tratamento acetdnico era feito na proporgcdo de 1 volu-
me de tecido para 10 volumes de acetona aproximadamente. A
homogenizacdo procedida em camara fria foi de 30 segundos, sen-
do em seguida filtrada a suspensdo a vacuo em funil de Buchner
e o residuo tratado, a seguir, com 2, 3 volumes de éter livre de pe-
réxidos, também mantido a -20°. O po6 acetdnico assim obtido apre-
sentava-se completamente séco e era conservado em dessecador.

4. Purificacdo parcial das quinases a partir de p6 acetdnico.

Purificacdo parcial de enzimas foi levada a efeito a partir de
p6 acetdnico de rim de coelho, por fracionamento com sulfato de
amonio (13, 14). A extracdo de quinase e o seu consequente fra-
cionamento foi feita como se segue, com a finalidade de estudar o
comportamento do extrato bruto das fracdes de 0,3 e 0,6 de satu-
racdo de sulfato de amoénio, em determinagfes manométricas.

600 mg de péso acetdnico foram suspensos em 5 ml de tam-
pao borato 0,2 M pH 7,4 e apés homogenizacdo em homogenizador
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de Potter-Elvehjem até obter suspensao relativamente uniforme,
mantendo a operacdo a temperatura do gélo. O material foi deixa-
do em repouso, no gélo, durante 20 minutos e a seguir centrifuga-
do 10 minutos a 5.000 rpm em centrifuga refrigerada. O sobrena-
dante foi coletado e usado como fonte de enzima. Ao sobrenadan-
te, solucdo de sulfato de amonio saturada foi adicionada até satu-
racdo de 0,3 de sulfato de amoénio. O material foi deixado em re-
pouso, no gélo, por 20 minutos e em seguida centrifugado a 10.000
rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi coletado e o sedimento
dissolvido em 2 ml de tampdo borato 0,2 M, pH 7,4 e novamente
centrifugado 10 minutos a 10.000 rpm, utilizando-se o sobrenadan-
te para determinacdo da atividade enziméatica. Ao sobrenadante
de 0,3 de saturacdo foi adicionada entdo solucdo saturada de sul-
fato de amodnio até 0,6 de saturacdo, repetindo-se a operagdo de
repouso e de centrifugacdo descrita e o sedimento também dissol-
vido em 2 ml de tamp&o borato 0,2 M pH 7,4 e recentrifugado.

5. Purificacdo de hexoquinases de rim de coelho.

Purificacdo parcial das hexoquinases contidas no pd acetdnico
de rim de coelho foi levada a efeito de acdérdo com a técnica se-
guinte (tédas as operagdes em camara fria) a 2,5 g de pdé acetdnico
foram adicionados 35 ml de tampdo borato 0,1 M pH 7,4 e a ex-
tracdo das enzimas procedida em homogenizador de Potter-El-
vehjem, por 5 minutos e a suspensdo a seguir centrifugada por 10
minutos a 5.000 rpm em centrifuga refrigerada RCB-2. A 19,4 ml
do sobrenadante, mantido em gélo, foram adicionados 8,4 ml de so-
lucdo saturada de sulfato de aménio (0,3 de sat.) e apdés 20 minu-
tos em gélo a suspensdo foi centrifugada por 10 minutos a 10.000
rpm. O sobrenadante foi coletado e o sedimento dissolvido com 9
ml de tampao borato 0,1 M pH 7,4 e novamente centrifugado por
10 minutos a 10.000 rpm, sendo o sobrenadante coletado (fracédo
P ;0, enquanto que a 13 ml do sobrenadante foram adicionados
3,5 ml da solucdo saturada de sulfato de amonio (0,45 saturacéo)
e apos 20 minutos de repouso a suspensao foi centrifugada por 10
minutos a 10.000 rpm. O sobrenadante foi coletado e o sedimento
foi dissolvido em 9 ml de tampé&o borato 0,1 M pH 7,4, centrifuga-
do por 10 minutos a 10.000 rpm e o sobrenadante coletado (Fragéo
P4). A 16 ml do sobrenadante, 6,0 ml de solucdo saturada de
sulfato de amoénio (0,6 sat.) foram adicionados e ap0s repouso de
20 minutos em gélo, a suspensdo foi centrifugada por 10 minutos
a 10.000 rpm, o sobrenadante foi rejeitado e o sedimento dissolvido
em 9 ml de tampé&o borato 0,1 M pH 74, centrifugado por 10 mi-
nutos a 10.000 rpm e o sobrenadante coletado (Fragdo P,,). A
concentracdo de proteinas nas distintas fragBes foi de 131, 25 mg ml
no extrato bruto, 6,92 mg/ml da fracdo P31, 12,40 mg ml da fra-
¢do P& e 8,04 mg/ml na fragcdo P® (Tabela 1V).
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6. Meétodos analiticos.

Atividade de hexoquinase foi medida em homogenados e em
preparacdes parcialmente purificadas de pés acetbnicos de diver-
sos tecidos animais de acordo com Bacila € Barron (8) e Nicolau
e Bacila (15). Para tanto foram utilizados os sobrenadantes lim-
pidos de homogenados centrifugados a 10.000 xG ou extratos de
pos acetbnicos e seus precipitados obtidos por salificacdo com sul-
fato de amodnio conforme se descreve. Os preparados enzimaticos
foram analisados quanto a atividade hexoquinasica, manomeétrica-
mente, em sistema contendo 1,0 ml de enzima, 0,2 ml de solucdo
ATPNa 0,05 M, 0,1 ml de solugdo KHCOi 0,154 M, 0,2 ml de solu-
¢ao KF 0,05 M e 1,5 ml de tampéo ficarbonato contendo 1.10-3 M de
mercaptoetanol. Os frascos restantes contendo no braco lateral
0,2 ml dos substratos glicose, fruetose, e galactose em solugcdo 0,2 M,
e 1,5 ml de tampdo. A fase gasosa era de N2.C02 (95:5%), a tem-
peratura de 37°. A atividade enzimatica das preparacbes parcial-
mente purificadas foi determinada com 0,5 ml de enzima idéntica
ao descrito, acrescentando ao sistema 0,3 de cisteina 10-2 M.

A atividade quinasica foi também medida de acdérdo com o
método de Leloir € Trucco (16) por determinagao de acucar redu-
to apds precipitar hexoquinase fosfato com sulfato de zinco e hidro-
xido de bario. Esse método foi originalmente usado por Colo-
wick et al. (17) para hexoquinase e por Trucco et al. (18) para
galactoquinase de S. fragilis e por Bacila (6) para galactoquinase
de figado de rato.

Em trabalhos mais recentes, purificagdo de hexoquinase de rim
de coelho vem sendo feita por Abdo € Bacila (11) a partir de rim
de coelho congelado, submetido a processo de extracdo apds des-
congelamento por homogenizacdo com homogenizador de Potter-
Elvehjem, com 2 volumes de tampao TRIS maleato 0,2 M, conten-
do EDTA na concentracdo final de 0,05 M, pH final 7,4. Esse tam-
péo é adicionado de mercaptoetanol, na concentracéo final de 10” 1IM.
O homogenado é centrifugado a 10.000 rpm por 10 min. e 0 sobre-
nadante decantado e submetido a precipitacdo salina com sufato
de amonio. Foi assim possivel precipitar a atividade hexoquinasi-
ca na fracdo de 0,45 a 0,60 de sat. com sulfato de amoénio (purifi-
cacdo de aproximadamente 13 vézes). Quanto a determinacédo da ati-
vidade da hexoquinase da ultima preparacgdo, foi utilizado o método
espectrofotométrico com sistema de reagdo contendo glicose 0,2 M,
0,1 ml; ATP, 0,1 M, 0,2 ml; cloreto de magnésio 0,2 M, 0,2 ml;
NADP, 10 mg/ml, 0,1 ml; glicilglicina, 0,05 M, pH 8,1 g.s.p. 10 ml;
glicose-6-fosfato desidrogenase (10mg/ml) 0,01 ml. A essa solu-
¢ao se adicionou dithiotreitol (reativo de Cleland), 10“3 M final.
A 1 ml désse meio de reacdo se adicionou quantidade apropriada de
material enzimatico, e a determinacdo da velocidade da reacao foi
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feita pela medida da formacado de NADPH-H a 340 nm em espectro-
fotdmetro registrador da marca Gilford.

Controle da pureza dos substratos utilizados foi feito por cro-
matografia em papel. Determinacdo do teor protéico das prepa-
racdes utilizadas foi feita pelo micro-método de Kjeldhal (19, 20)
para extratos brutos e pelo método espectrofotométrico de War-
burg-Christian (21) para as preparagdes parcialmente purificadas.
Essas determinacgfes foram levadas a efeito em espectrofotometro
U.V. - VIS Spectrophotometer Hitachi Perkin Elmer. Foi utili-
zado ainda o método turbidimétrico de Bucher (22) para a deter-
minacdo do conteddo protéico das preparacdes enzimaticas estu-
dadas.

Foram usados D-Glicose (Baker’s); D-Manose (Cario Erba);
D-Galactose e D-Fructose (E. Merck); Sulfato de Magnésio (Baker’s);
Fluoreto de potéassio e Cloreto de magnésio (E. Merck); Sulfato de
Magnésio (Baker’s); Carbonato de potassio (Cario Erba); 5-Ade-
nosina-trifosfato sal soédico (Sigma Chemical Company); Sulfato
de Zinco e Cloridrato de L ( )-Cisteina (E. Merck); Hidroxido de
Bario (Baker’'s); Mercaptoetanol (B.D.H. (The British Drug Hou-
ses Ltd.)); Sulfato de Amoédnio (Baker’s); N-Etil-Maleimida
(Schwarz Bioresearch); Acido p-hidroxi-mercuario-benzoico, (Sigma
Chemical Company); Colidina para cromatografia, (Cario Erba);
Acetona (Fischer); Eter etilico comercial altamente destilado; Rea-
tivos Somogyi — Nelson (19); Tampbes maleato, borato, glicina
OH e succinato (23).

RESULTADOS

1. Exploracdo &e atividade hexoquinasica em tecidos animais.

Em diversos tecidos animais, mormente em figado bovino e
rim de coelho (Tabela 1), ha atividade bem definida de galactoqui-
nase e de outras hexoquinases, confirmando a ampla distribuicao
destas ultimas enzimas por todos os tecidos animais e a distribui-
¢cado mais restrita da galactoquinase.

2. Atividade de hexoquinase de preparacdo de pos acetdnicos de
diversos tecidos de coelho.

Em extratos de pds acetbnicos de diversos Orgados e tecidos de
coelho (Tabela Il) foi feito estudo comparativo da atividade hexo-
quinasica néles contida.

3. Fracionamento das hexoquinases de pd acetbnico de rim. de
coelho.

Rim de coelho, tomado como material de escolha em face aos
resultados preliminares obtidos, foi estudado quanto a atividade
hexoquindsica em preparacdes parcialmente purificadas (Tabela



TABELA | — Atividade de hexoquinase de diferentes tecidos animais em homogenados

Fonte 1 COz desenvolvidos Atigé??ednetaggm pferla;ci?vaem Proteina elzr:r[i);egfo

Glicose Galactose Fructose Glicose Galactose Fructose (mg/mi) (minutos)
Cérebro bovino 11,3 0,0 59 100 — 46,3 1,9 12
coelho 79,1 7.3 97,7 100 91 123,0 2,81 60
Coracdo rato 80,7 9,7 20,0 100 12,0 24,8 1,5 20
Intestino rato 7,16 21,0 17,0 100 340 237 — 20
coelho 25,0 18,0 10,0 100 72 40 — 20
Rim coelho 25,5 27,5 23,1 100 107,8 90,6 — 15
coelho 69,6 59,6 136,5 100 85,0 166,6 — —
Figado bovino 17,7 25,3 21,3 100 143,0 120 — 15
rato 15,37 11,6 10,85 100 75,5 70 — 20
Mdusculo rato 273 — — 100 0 0 4,16 60
rato 371,5 — — 100 0 0 — 120
rato 212 _ — 100 0 0 4,31 120
rato 151,4 _ — 100 0 0 3,95 120
200,4 — — 100 0 0 — 60

Média de varias experiéncias.

Tecidos homogenados em 10 volumes de solugdo contendo 26 ml de KC1 a 0,154 M, 10 ml de KHCO3, 0,154 M, e 4 ml de MgCh
a 0,154 M, saturada com mistura de N~COa (95:59i) até pH 7,4. O homogenado era centrifugado a O3 durante 10 min. a 5.000
rpm em centrifuga Sorvall RCB2. O sobrenadante foi coletado e centrifugado 15 min. a 10.000 g e o sobrenadante limpido uti-
lizado como fonte de enzina. Determinacdo de atividade enzimatica foi feita a 37° em respirobmetro de Warburg, em sistema
contendo 1,0 ml da solugdo de enzima, 0,2 ml de solucdo 0,05 M de KF e 1,5 ml de solucdo tampédo bicarbonato contendo 1.10-aM
de mercaptoetanol (fase gasosa de N2:CC>2, 95:5%). Substrato (0,2 ml de solucdo 0,2 M) era adicionado a partir do braco late-
ral ao “tempo zero" de cada experimento.
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I11). Possuindo atividade galactoquinasica muito bem definida e
pela primeira vez constatada em material biolégico dessa natu-
reza, tornou-se objeto de investigacbes mais detalhadas, conside-
rando a possibilidade de purificacdo das hexoquinases néle conti-
das, ja que em experimentos posteriormente levados a efeito (Ta-
bela V), além de fruetose e glicose, manose foi também utilizada
como substrato.

4. Atividade hexoquinasica de fragBes ‘parcialmente purificadas
de p6 acetbnico de rim de coelho.

Diferentes fracdes purificadas por salificacdo com sulfato de
amonia a partir de extrato bruto de p6 acetdnico de rim de coelho
possuem atividade enziméatica de fosforilacdo de glicose, fruetose,
manose e de galactose (Tabela 1V). Nas frac¢des de 0,3, 0,45 e 0,60
de saturacdo com sulfato de aménio h& precipitacdo parcial de tal
atividade, mas a atividade especifica ¢ sempre maior na fracdo de
0,6 de saturacdo. A possibilidade de se tratarem de duas enzimas
apenas, isto é, de hexoquinase que, a exemplo da de levedura é
capaz de fosforilar glicose, fruetose ou manose e de galactoquinase
ou entdo de hexoquinases especificas para os distintos substratos
utilizados, ndo pode ainda ser decidida pela presente experiéncia,
sem que possa pairar davida no que diz respeito ao fato de que a
enzima que catalisa a fosforilacdo da galactose é especifica e distinta
das enzimas envolvidas na fosforilagdo das outras hexoses. Entre-
tanto, como a fracdo P em todos os casos foi a de maior grau de
purificagdo, tddas as experiéncias seguintes foram levadas a efeito
com a mesma.

5. Estabilidade da atividade hexoquinasica da fracdo P&l

Fracdo P® conservada em estado de congelacdo, quando dis-
solvida em tampdo borato 0,1M pH 7,4, foi estudada quanto a ativi-
dade de galactoquinase. Foi verificado que a atividade dessa en-
zima decresce de 98,4% apds ser mantida em congelamento por
15 dias.

Por outro lado, a estabilidade do calor (temperatura de inati-
vacdo) foi estudada quanto a atividade de glicoquinase e de frueto-
quinase, dentre as atividades hexoquinasicas da fracdo P6o- In-
cubando-se aliquotas da solucdo enzima, antes da sua utilizacdo
para medida da atividade, por 20 minutos, as temperaturas que
variavam de 30° a 70° (30°, 40-, 50", 60" e 709 e logo em seguida
medindo a sua atividade da maneira ja descrita, verificou-se que a
sua funcéo catalitica se mantém estavel até 40", sendo que aliquo-
tas incubadas a partir de 50° mostram perda progressiva de ativi-
dade (Tabela V).



TABELA 11 — Atividade de hexoquinases em pés acetdnlcos de diversos tecidos de coelho

Experimento recide Evolugdo de CO2 Atividade comparada Proteinas T_empo
(N.°) Glicose Galactose Fructose Glicose Galactose Fructose (mg/ml) (minutos)
6 rim 34,7 25,9 51,9 100 74 149 54,09 30
17 rim 85,8 71,2 105,1 100 82,9 122,5 34,3 30
14 rim 11,2 14,3 47,4 100 127,6 423 14,6 60
15 rim 16,6 18,3 50,8 100 110,2 306 14,9 60
16 rim 9,0 18,0 59,7 100 200 663,3 17,1 60
9 coragéo 117,2 62,9 136,1 100 53,5 115,9 34,7 30
9 cérebro 217,2 50,5 79,3 100 23,2 36,9 38,9 30
12 baco 63 35,6 — 100 56,5 — 28,5 60
13 figado 17,9 14,0 44,3 100 89 191 26,9 60

Enzima foi preparada a partir de 150 mg de p6 aceténico adicionado de 2,5 ml de tampéo bicarbonato, pH 7,4. Ap6s homoge-
nizar em homogenizador de Potter-Elvehlem e repouso por 20 minutos em gélo, a suspensdo foi centrifugada por 10 minutos a
5.000 rpm em Centrifuga Sorvall RCB 2. O sobrenadante foi usado como fonte de enzima e a atividade hexoquinasica medi-
da manomeétricamente em sistema contendo 1,0 ml de enzima, 0,2 ml de solucdo 0,05 M de ATP, 0,1 ml de solucdo 0,154 M
de KHCO3 e 1,7 ml de tampé&o bicarbonato contendo 36 ml de solucdo 0,154 M de KC1, 10 ml de solugdo 0,154 M de KHCIj, 4 ml
de solucdo 0,154 M de MgCh e o pH acertado para 7,4 com N2 CO2 (95:5%). Substrato (0,2 ml de solugdo 0,2 M) adicionado
do braco lateral dos frascos de Warburg, ao “tempo zero” e a fase gasosa mantida com N2CO2 (95:5%). As medidas foram
feitas em banho a 37°, com 100 agitagbes por minuto.
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TABELA |IlIl — Estudo da atividade hexoquindsica em preparagdes parcialmente purificadas a partir de
pé acetdnico de rim de coelho
Proteina Evolugdo de CO2 em 30 minutos
) (mg/ml) (Ml 1)
Experimento
L o Substratos
N.o Extrato Precipitado  Precipitado )
bruto 0,3 sat. 0,6 sat. Fonte de Enzima
1) (2) (3) 1 Fructose Galactose Glicose
1 1 2 1 3 1 2 3 1 1 2 1 3
19 75 52 50 23,2 100,4 57,9
21 7,6 3,0 3,72 35,6 32,3 40,8
22 6,8 2,0 2,46 46,3 27,9 j 407
Atividade especifica
(fil 1 CO2 x min-1 X mg prot-') 100 10 65,5 39,2 15,6 36,2 36,8 22,7 46,5 55,0

Enzima foi

em homogenizador de Potter-Elvehjem até obter
gélo e a seguir centrifugada 10 min. a 5.030 rpm

de enzima. O sobrenadante (1 ml) foi

utilizado

preparada a partir de 600 mg de p6é acetdnico adicionado

relativamente uniforme,
em centrifuga Sorvall

RCB2.

de 5 ml de tampéo borato pH 7,4, 0,1 M e homogenizada
que era mantida por 20 minutos a temperatura do
O sobrenadante coletado era usado como fonte
para medida da atividade e também para precipitacdo sucessiva a 0,3 e 0,6
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de sat. com sulfato de amoénio e em cada caso a suspensdo mantida por 20 minutos a temperatura do gélo e centrifugada

a 10.000 rpm por 10 minutos. Os sedimentos foram dissolvidos com 2 ml de tampé&o borato 0,2 M, pH 7,4 e ap6s centrifugacéo

de 10 minutos a 10.000 rpm, os sobrenadantes (0,5 ml) utilizados para determinacdo da atividade enziméatica. Medida ma-
nométrica da atividade hexoquinasica foi de enzina, 0,2 de solugdo 0,05 M de ATP, 0,1 ml
de solugdo 0,154 M de KHCOa e 1,7 ml de tampé&o bicarbonato contendo 36 ml de solucdo 0,154 M de KC1, 10 ml de solucgéo
0,154 M de KHCOs, de solugdo 0,154 M de MgCk e o pH acertado para 7,4 com N2:CO2 (95:5%). (0,2 ml de

adicionado do bracgo (95:5%).

feita em sistema con tendo 0,1 ml
4 ml Substrato
solugdo 0,2 M) lateral

As medidas foram feitas em banho a 37°

dos frascos de Warburg, ao “tempo zero” e a fase gasosa mantida com Nj

com 100 agitagbes por minuto.
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TABELA IV — Atividade
Fracoes
Glicose
Ativida-
Unida- Purifi-
de espe-
des por cifica cagao
ml Q) (X)
Extrato
bruto 14,9 0,11 —
P2 26,8 3,57 35,1
P& 53 4,27 38,8
P 81 10;0 90,98
Atividade

0,2 ml; ¢) ATP (40 it moles/ml), 0,2 ml;

reacdo é interrompida pela adicdo de 05 ml

aliquota do

quantidade de enzima necessaria para esterificar 0,1 A moles de hexose em 20 minutos.

enziméatica medida em sistema contendo a)

sobrenadante desproteinizado e

Substratos
Fructose
Ativida-
Unida- Purifi-
de espe-
des por cifica cagéo
mi (Q) (X)
11 0,083 —
32 2,13 55,6
46 3,70 44.57
81 10,07 120,0

d) substrato (10 it moles/mi);

de solugdo a 5%

também livre

sendo o numero de unidades de enzima por mg de proteina por ml.

hexoquinasica das fragdes purificadas a partir de pds

Unida-
des por

ml

2,0
14,0
20,0

85.0

e) enzima,

de ésteres fosféricos de hexoses.

Manose
Ativida-
Purifi-
de espe-
cifica cagao
(<Q) )
0,015 _
2,02 134
1,6 14,62
10,5 700

tampédo maleato 0,1 M pH 74, 0,2 ml;

0,1 ml.

Incubacdo a 30°

Unidade
Atividade

acetdnicos de rim de coelho

Galactose
Ativida-
Unida- Purifi-
de espe-
des por cifica cagéo
ml @) x)
3,9 0,029 —
4.6 0,66 22,7
12,2 0,98 33,7
81,0 10,07 344,7

b) sulfato de magnésio 0,1 M,

de sulfato de zinco e a medida de acucar redutor procedida em

é definida como

especifica é tomada

por 20 minutos. A

sendo

como

oe4q A9y

BN PON
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TABELA V — Temperatura de inativacdo da atividade hexoquinasica da
fracdo Peo
Substrato Temperatura («C) Atividade (por cento)
Glicose 30 100
40 100
50 80
60 77
70 55,5
Fructose 30 100
40 100
50 89
60 70,8
70 61
Manose 30 100
40 100
50 —
60 94,5
70 85,5

Aliquotas da fracdo p6 foram préviamente incubadas por 20 minutos em
banho maria ajustado para as diferentes temperaturas indicadas na expe-
riéncia. Ao final désse periodo a atividade enzimatica era medida em sis-
tema contendo tampdo maleato 0,1 M, pH 7,4, 0,2 ml; sulfato de magnésio
0,1 M, 0,2 ml; ATP (40 n moles/ml) 0,1 ml; enzima, 0,1 ml. A reacdo era in
terrompida pela adicdo de 0,5 ml de solucdo de sulfato de zinco e a medida
de acgucar redutor procedida em aliquota do sobrenadante desproteinizado e
também livre de ésteres fosféricos de hexoses.

6. Efeito de temperatura sobre a ativacdo das hexoquinases da
fracdo P&

Os dados para pH o6timo das diversas atividades hexoquinasi-
cas da fracdo P& revelaram valores para tdédas elas, entre 6,8-7,4.
As determinagdes foram levadas a efeito entre pH 4,0 e 9,0, com
tampdes succinato (pH 4,0 e 5,0), maleato (pH 6,0, 6,8, 7,4) e gli-
cina (pH 8,0, 8,6 e 9,0).

8. Efeito de reagentes sulfidrilicos sobre atividade hexoquinasica
da fracdo Pen

Noretilmaleimida (NEM) e p-hidroximercuribenzoato (PHMB)
sdo capazes de impedir a atividades hexoquinasica da fracdo P&
Comparativamente as concentracdes de inibidor usadas, NEM ¢é
menos eficiente que o PHMB, j& que em concentragcdes menores éste
ultimo é capaz de atividade inibitéria mais acentuada que o NEM
(Tabela VII). Alias a dependéncia da agdo das hexoquinases com
respeito a integridade dos seus grupos sulfidrilicos é fato estabele-
cido para a hexoquinase por Nicolau € Bacila (15) e para a galac-
toquinase de Saccharomyces fragilis. No caso presente o efeito
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TABELA VI — Temperatura de ativagdo das hexoquinases da fragédo Pso
Temperatura Unidas ativas de enzima Qio Galactose
T ml)
0
Manose | Galactose Intervalo Manose

30 61 57,1
40 75 76,2 30-40» 1,23 1,33
50 98 95,7 40-50» 1,30 1,25
60 91 90,5 50-60° 0,92 0,94
70 58 75,5 60-70» 0,63 0,83

Sistema: 0,2 ml tampdo maleato 0,1 M, pH 7,4; 0,2 ml sulfato de magnésio
0,1 M; 0,2 ml de ATP (40 v moles/ml); 0,1 ml de substrato (10 # moles/ml),
0,1 ml de enzima. Incubagdo as temperaturas de 30°, 40° 50* 60* e 70« por
20 minutos, foi procedida, interrompendo-se a reacdo por adicdo de 05 ml
de solugdo a 5% de sulfato de zinco. A medida do aclcar redutor foi pro-
cedida em aliquota de sobrenadante desproteinizado e livre de ésteres fos-
féoricos de hexoses. Para verificagdo do efeito ativante da temperatura,
sistemas separados foram usados.

inibitério do NEM e do PHMB foi patenteado em todos os substra-
tos estudados em sistemas semelhantes do utilizado na Tab. VII.
E evidente, porém, que a titulacdo de grupos sulfidrilicos das qui-
nases indicadas s6 serd possivel em material altamente purificado,
quando entdo, analise cuidadosa de grupos sulfidrilicos essenciais
e daqueles ndo essenciais sera possivel, provavelmente pela utili-
zacdo do mesmo sistema proposto por Nicolau e Bacila (15), para
aldolase de fructose-l,6-difosfato, gracas ao efeito que derivados da
acilsarcosina exercem sbébre a estrutura da proteina, permitindo
expor grupos sulfidrilicos que se encontram sepultados nas pro-
teinas nativas.

TABELA VII — Efeito de reagentes de grupos sulfidrilicos sbdbre a atividade
fructoquinéasica da fragdo Peo

Unidades ativas

Sistema de enzimas por Inibigdo
ml (%)
NEM * 2.10-4v 57 - -
NEM 2.10-M 54 5,2
4.10-M 49 14,2
6.10-aM 47 17,6
10-3v 27 52,7
p-OHMB** 5.108M 52 8,8
10-aM 36 36,8
5.10-aM 34 40,4
2.10-av 25 56,2

* NEM:noretilmaleimida; ** p-OHMB: parahidroximecuribenzoato.

Sistema contém: tampé&do maleato 0,02 M, pH 7,4; sulfato de magnésio, 0,2 M,
ATP 8 jumoles; fruetose, 1 mole; enzima 0,98 mg de proteina; NEM e POHMB,
em concentragdes apropriadas tendo sido adicionadas ao sistema antes de ini-
ciada a reacdo pela adicdo de 1 n mole de substrato. Incubar a 30* por 20
minutos, a reagdo sendo interrompida pela adicdo de 0,2 ml de ZnSO< a 5%.
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DISCUSSAO

Tecidos de coelho, mormente figado e rim, oferecem particular
interésse para o estudo de hexoquinases. No caso da galactoqui-
nase, o rim de coelho oferece razodaveis perspectivas para a sua pu-
rificacdo no mais alto grau, considerando o fato de que em prepa-
racdes parcialmente purificadas por precipitacdo com sulfato de
amonio a partir de extratos de p6 acetbnico, essa quinase mostra-se
particularmente ativa, permitindo antever a possibilidade do seu
estudo mais pormenorizado. Galactoquinase foi pela primeira vez
estudada em preparados de Saccharomyces fragilis cultivado em
meio contendo lactose por Caputto, Leloir € Trucco (5) e em fi-
gado de rato por Bacila (6). A sua dependéncia para grupos sul-
fidrilicos foi determinada com a enzima de S. fragilis por Bacila (6)
e aspectos cinéticos da sua atividade foram examinados mais re-
centemente por Cleland (24) com preparacdes de Escherichia coli.

A possibilidade de que as hexoquinases encontradas em rim de
coelho sejam enzimas distintas, na dependéncia dos substratos uti-
lizados, é aparente nos resultados aqui obtidos, se bem que ndo se
pode ainda decidir em definitivo s6bre ésse ponto, no estado atual
das experimentacfes ja realizadas. Esse fato é indubitavel para
0 caso da galactoquinase por se tratar de enzima especifica e bem
caracterizada como tal. Entretanto, no que diz respeito a fosfo-
rilacdo da glicose, da fructose e da manose, que no caso da hexo-
quinase da levedura e da hexoquinase de figado de rato sdo fosfo-
riladas pela mesma enzimas, certos aspectos das experimentacfes
aqui levadas a efeito permitem prever que ndo se trata de uma
Unica enzima. E evidente que ao longo de sua purificaco, tdda a
atividade hexoquinasica, incluindo a da galactoquinase, é mais con-
centrada na fracdo P® (0,6 sat. com sulfato de amoénio), mas é
notavel o fato de que ao serem analisadas quanto a sua temperatu-
ra de ativacdo, a que fosforila manose parece comportar-se de modo
distinto ao das demais quinases.

Trabalhos de purificacdo a partir da fracdo P®& estdo agora
em andamento neste Departamento.

SUMMARY

Rabbit kidney has been used as a source for the purification of
hexokinases. Phosphorylation of glucose, fructose, mannose, and
galactose were accomplished by crude extracts, and by partialy pu-
rified preparations obtained from acetone powders prepared from
prefrozen kidneys. Hexokinase activity in rabbit tissues was assayed
in kidney, heart, brain, spleen and liver, and the relative activity
for glucose, galactose, and fructose, measured taking the phospho-
rylating activity for glucose as 100 per cent. It has been shown
that kidney contains the highest activity in galactokinase, this acti-
vity being higher than the phosphorylating effect of the prepara-
tions toward glucose.
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