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- INTRODUCGCADO



I - INTRODUGCADO

‘Ha muitos anos a elucidacao da estrutura bem como
biossintese de glicoproteinas, tem sido centro de pes-

quisa de muitos bioquimicos que estudam glicidios.

Ap6s a descoberta de nucleotidios-acucares, por LE
LOIR e colaboradores em 1950, iniciaram-ge estudos de gli
cosil transferases que catalisavam a transferéncia de resi
duos glicidicos a partir do respectivo nucleotidio para a
‘ g . - ) . i -
porgao oligossacarideo de glicoprotelnas e para polissaca

rideos.

Foi observado que esta transferencia em muitos casos
nao era feita diretamente do nucleotideo derivado para es
tes compostos. 0 glicidio era ligado intermediariamente a

um lipidio.

WRIGHT e WEINER, 1965, estudando o antigeno-0 de Sal

monella typhimurium, verificaram a presenca de um lipidio




intermediario envolvido nas reacdes de sintese da cadeia

lipopolissacaridica deste antigeno.

Alguns anos depois foi descoberto em bacteria (ROTH
FIELD e ROMEOu, 1971; LENNARZ e SCHER, 1972) que o lipidio
intermedidrio era um 4&lcool poli-isoprendide (undecapre
nol) e que o glicidio era ligado por uma ponte fosfato ou

pirofosfato.

Ao contrario do nucleotidio derivado, que € hidrofili
co, este composto tem carater hidrofdbico, e sua sintese é
catalisada por enzimas associadas com a membrana celular

(LENNARZ, 1975).

A descoberta de um lipidio intermediario no processo
de glicosilagdo de proteinas e polissacarideos em bacté
rias, estimulou estudos similares em células eucaridticas,
éue permitiram a elucidagao do mecanismo de sintese de al

gumas glicoproteinas (PARODI e LELOIR, 1979).

1. LIPIDIO INTERMEDIARIO

0 lipidio envolvido nas reagoes de glicosilagdo &
um poliprenol pertencente a classe dos terpenos, e apre
senta na porgaco terminal um alcool primario. Sua estru

tura e biossintese foi discutida por BEYTIA e PORTER



(1976), e aqui sao mencionadas algumas caracteristicas

gerais.
Apresenta a seguinte formula geral:

o,

H (CH2 - C = CH - CHZ)n - OH
O numero de unidades isoprénicas (n) varia de 17
a 21 para organismos superiores, de 14 a 24 para leve

duras, fungos e plantas (PARODI e LELOIR, 1979). Os

prenois mais conhecidos aparecem na tabela (I).

TABELA I

Poliprenois de diferentes fontes naturais

Nome Fonte natural n
Solanesol Folhas de tabaco 9
Espadicol A. maculatum 10
Castaprenol Folhas de castanha 10-13
Ficaprenol Folhas da borracha 10-13
Heveaprenol
Betulaprenol
Bactoprenol
Decaprenol M. tuberculosis 10




M. smegmatis 10
Undecaprenol S. newington 11
M. lysodeikticus 11
Salmonella 11
A. aerogenes 11
L. plantarum 11
E. coli | 11
S. aureus 11
S. faecalis 11
Dolicol A. niger | 19-23
A. fumigatus 19-23
Leveduras lu-18
P, cactorum l4-16
Invertebrados marinhos 17-21
Mamiferos 17-21

1.1. Classificacao

Os poli-isoprenos podem ser distinguidos pe

lo grau de saturacgdo da unidade oL -isoprenica.

A presenca ou nao de dupla ligacdo na unida
de oL -isoprénica (do grupo alcoSlico) permite clas
sificéd-los em poliprendis < -insaturados (por exem
plo undecaprenol) e <{ -saturados (tipo dolicdli-

col.



Logo, a diferenga entre dolicol (do grego do
likos = comprido) e undecaprenocl, ndc se deve so
mente ao tamanho da cadeia hidrocarbonada, mas pe

la unidade «{-isoprénica ser saturada.

Nos tecidos, o dolicol pode se encontrar na
forma livre (BUTTERWORTH e HEMMING, 13968), ou es
terificado por acidos graxos, e ainda como doli
col-fosfato, que € a forma envolvida na glicosi

lacao de proteinas.

0 poliprenol que atua como intermediario na
sintese de glicoproteinas em celulas eucarioti
cas, possul a unidade o{-isoprenica saturada (ti
po dolic6lico), com 1% a 24 unidades de isopre
nos, e o analogo correspondente, encontrado em
bactérias é ={-insaturado e contém 11 unidades de

isopreno (undecaprenol).

Em plantas, tambem foi encontrado um compos
to com 10-12 unidades isoprenc insaturado, cha-
mado de ficaprenol. Este poli-isopreno foi assim
denominado, porque foi purificado pela primeira

vez, das folhas da planta Ficus elastica. Sua fun

cao fisioldgica é desconhecida. (PARODI e LELOIR,

1973).



1.2. Prenil fosfato

Os poliprenéis podem se encontrar na forma
fosfatada como estéres alilicos (com dupla liga
cdo) ou ol-saturados (sem ela). Na figura 1 pode

-se observar a forma esquematica dos dois tipos:

?H3 | ?HB ﬁ _
H (CH2 - C = CH - CHZ)n—l - CH2 - C = CH - CH2 - 0 = F - 0
OH
Fosfato alilico
?H3 ?H3 %
H (CH2 - C = CH - CHQ)n—l - CH2 - ? - CH2 - CH2 -0~ P -0

3
H OH

Fosfato dﬁ~saturado

Figura 1- Estrutura dos poliprendis fosfatados

< ~saturado e insaturado

A esterificacdao do alcool primario alilico,
ou «L-saturado pelo grupo fosfato confere proprie

dades quimicas diferentes a cada composto. A du



pla ligagdo torna o residuo fosforico mais 13bil
a hidrdlise A&acida suave, redugdo com H, e trata

mento fendlico.

Os poliprenois, na forma de seus esteres de

- o~ N - 3

fosfato, tem a fungao de transferir o residuo gli

* o . -
cidico do citoplasma para a membrana da celula, du
rante a sintese de lipopolissacarideos, peptidogli
- . ) ° i o

canos, acido teicoico e glicoproteinas. As enzimas
envolvidas no processo de transferencia estao asso
ciadas a membrana, bem como a proteina a ser glico

silada (LENNARZ, 1975).

0 lipidio intermediario tem como fungao per
mitir a sintese de macromoléeculas num meio lipo
. .
filico (por exemplo, membrana celular), a partir

de precursor hidrofilico.

A transferencia da ose ou derivado de ose

tem a seguinte reacao geral:

NDP - glicidio + lipidio - P —s 1lipidio - P -

glicidio + NDP

Lipidio - P - glicidio + aceptor —= aceptor -

glicidio + lipidioc - P

MOLNAR e colaboradores (1970, 1971) relata-

. . od + «* . 3
ram pela primeira vez a produgao de lipidio-piro



2.

fosfato-N-acetilglicosamina de acordo com a seguin

te reacao:

UDP-N-acetilglicosamina + dolicol - P — dolicol

- P - P - N - acetilglicosamina + UMP

Observa-se que esta reacao difere da mencio
nada anteriormente, pols ocorre a transferencia

. ° . » » o« .
do glicidio~fosfato, formando-se um glicolipidio

com ligacao pirofosfato.

GLICOPROTETNAS

Um grande nimero de proteinas de diversas origens
e fungdes biologicas sd@o conhecidas por conterem carboi
dratos, ligados covalentemente, e sao classificadas co
mo glicoproteinas. Estudos biossinteticos tem indicado
que estas proteinas tem em comum ndc somente carboidra
tos, mas um sistema enzimiatico similar que une o glici

dio a cadeia peptidica.

F evidente na tabela II que glicoproteinas estao
amplamente distribuidas na natureza, ocorrendo nao so
mente em aniﬁais vertebrados e invertebrados, mas tam
bem em plantas, organismos unicelulares e virus (KORN

FELD e KORNFELD, 1976).



As funcdes das glicoproteinas sao diversas, abran

gendo atividades bioldgicas vitais (tabela II).

TABELA II

Distribuicdo e funcdo de algumas glicoproteinas

Fonte Fungao Exemplo
Vertebrados
Plasma Transporte Transferrina
Coagulagao Fribrinogénio
Protrombina
Imunoprote- Imunoglobulinas: IgG
gao TgA, IgM
Enzimas Colinesterase, amino
oxidase
Urina Hormonio Gonadotropina coriani
ca
Leite Transporte Lactotrans ferrina
Enzima Lactose sintetase
(proteina A)
Nutricao K-caseina
Saliva Enzima oL ~amilase
Pituitaria | Hormonios Hormonio~foliculo~es~-
timulante, e luteini
zante




-1~

Glandula

submaxilar
Estomago

Pulmao

Pele

Retina

Membranas

celulares

Veneno de

cobra

Invertebrados

Fungo

Lubrificacao,

Protegao
Enzima

Anticoagulan
te
Estrutural

Processo sen

sorial

Receptores,
ades@o. célu

la~celula

Enzimas

Proteggo
Estrutural
Transporte
Agregacao ce

Jular

Enzimas

Estrutural

Glicoproteinas submaxi-

lares
Pepsinogenio e pepsina

Heparina

Colageno

Pigmento visual

. v .
Glicoproteinas de mem-

brana de leucocitos

Proteinases

Colageno

Hemocianina
- Ll -
Glicoproteinas das ce-

lulas de esponja

Glicose oxidase, lipa-
se, invertase

o &
Glicoproteinas de pare

de celular de levedura




..ll...

Bacteria Enzima Micrococcus sodonensis
nuclease

Virus Desconhecida | Glicoproteina de membra
na

2.1. Ligacdes peptidio-carboidrato

A ligacdo covalente entre o glicidio e o ami
noacido é a Unica caracteristica estrutural das
glicoproteinas. Esta ligacdo envolve o C-1 do re
siduo do glicidio mais interno e um grupo funcic
nal de um aminoacido da cadeia peptidica. Os ti
pos de ligagoes glicopeptidicas podem ser observa

dos na figura 2.

3. GLICOSILACAO DE PROTEINAS

E conhecido que a biossintese de oligossaca-
rideos ligados ao residuo de asparagina de glicoprotel
nas, e efetuada pela transferéncia em bloco da por-
cao cligossacaridica ligada ao dolicol~pirofosfato(WAE

CHTER e LENNARZ, 1976; ROBBINS et alii, 1977; HUNT et
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Ligacao

Estrutura

Ocorrencia

N-GLICOSIDICA
ﬁ~N~acetilglicos§

minil-asparagina

O-glicosidica
A ~N~acetilgalactosa
minil-~serina/treoni-

na

+ -manosanil.serina/

treonina

ﬁ%Galactosil*hidroxili

sina

H

0

2N - CH - COOH

microrga

. 'nismos

R
{
0—CH
|
H,N-CH - COOH
NHAC ;
CH,OH

OH /1 —0

OH

Figura 2 - Tipos de ligagdes glicopeptidicas

Animais,

.plantas e

Glicopro- |

teinas de

animais

superiores

glicopro-
teinas de
fungos e

leveduras

colageno
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alii, 1978). Este oligossacarideo, ligado a proteina,
e processado bara, em etapa posterior, receber outrbs
residuos de ose e formar o oligossacarideo definiti
vo, caracteristico de cada glicoproteina. Isto foi de
monstrado na biossintese da proteina G do virus da es

tomatite vesicular (KORNFELD et alii, 1978; LI, 1978).

A estrutura do oligossacarideo unido ao lipidio
precursor da glicoproteina, foi elucidada, e contem
3 residuos de glicose, 9 manoses e 2 N-acetilglicosa

mina (figura 3).

A formacao do lipidio-oligossacarideo € iniciada
com a transferéncié de N-acetil-glicosamina-l-fosfato
para dolicol-fosfato, gerando uma ponte pirofosfato.
Nas etapas seguintes sao adicionadas outra N-acetil
glicosamina, 9 residuos de manose e 3 pesiduos de gli
cose. A transferencia destes glicidios pode ser atra
veés dos nucleotideos derivados, do dolicol fosfato ou
outros derivados glicidicos n&o identificados (HUGHES

e BUTTERS, 1981). Isto pode ser observado na figura 3.

0 1lipidio-oligossacarideo € o 1imediato doador da
porcao glicidica para a proteina nascente no reticulo
endoplasmatico, naoc somente em mamiferos (STANELONI e
LELOIR, 1979),mas tambem em levedura (PARODI, 1979 ab),
insetos (QUESADA-ALLUE e BELOCOPITOW, 1878;BUTTERS e HU
GHES, 1980) e plantas (BRETT e LELOIR, 1877; PONT LEZI~

CA et alii, 1978).



GDP-Man + dol-P

! | UDP-NAcGLC
Dol-P-Man +
ol -
Man 2223 Man O‘\\ UDP-NAcGLe dol-P
e \_/7
an —'— GLcNAc —— GLcNAc PPdol
4
¢ 1,2 o 1,2 o 1,3 Man__l_,_g_ vy, L1522 (
/\ /\ x
}...l
; T
dol-P-G- : GDP-Man Proteina
UDP-G+dol-P Glicoproteina
Figura 3 - Estrutura do oligossacarideo unido ao lipidio, intermediario na sintese da glicoprote:l

na
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Em Saccharomyces cerevisiae e observado outro ti

po de glicoproteina, o manano. Nesta levedura existe
dois tipos de polissacarideos unidos a proteina (figu
ra 4). Um deles e composto por pequenos oligossacaré
deos ligados aos aminodcidos serina ou treonina da

proteina. O outro tipo € composto por wuma cadeia in
terna com duas N-acetilglicosaminas e cerca de 12 ma
noses; e uma cadeia externa com 100 a 150 manoses. O
aminoacido envolvide nesta ligagdo & provavelmente as

paragina.

Dolicol-fosfato-manose & o precursor das manoses
unidas diretamente a serina/treonina, enquanto que
GDP-manose e o substrato para as glicosilagdes poste
riores destes residuos (SHARMA et alii, 1974) (figura
4). A sintese da cadeia interna e atraves de deriva
dos do dolicol-pirofosfato. 0 polissacarideo formado
e transferido posteriormente para residuos de aspara
gina da proteina. A cadeia externa € sintetizada a
partir de GDP-manose, utilizando como "primer" o oli

gossacarideo ligado a proteina (PARODI, 1978).

Outras leveduras e fungos, tambem mostraram que

dolicol-fosfato-manose e o precursor da manose unida

« ° 3
aos residuos de serina e/ou treonina da proteina.

Isto foi verificado em Hansenula holstii (BRETT

HAUER e WU, 1975), Neurospora crassa (GOLD e HAHN,1976,

1978), e Aspergillus niger (LETOUBLON e GOT, 1974).
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Figura 4 - Manoproteina de Saccharomyces cerevisiae
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MUCOR ROUXTTI

0 dimorfismo exibido por numerosas espécies de
fungos, € um exemplo elementar de diferenciacio morfo

16gica.

0 fungo Mucor rouxii, saprofita, e dimorfico, e

em condigles aerdbicas, cresce na forma alongada, mi
célio, e em anaerobiose, na forma esférica, levedura
(figura 5). Este & um fenomeno que mostra grande capa
cidade do microrganismo se adaptar em diferentes am

bientes, modificando sua constituigao celular.

BARTNICKI-GARCIA e NICKERSON‘(1961~1962 a, b, ¢,
d) encontraram diferencas significantes entre a pare-
de celular da forma filamentosa e levedura. Revelaram
diferencas na espessura das paredes celulares e conteg

« . . . - .
do de proteinas, purina, pirimidina e manose.

A conversao da forma micelio em levedura esta as

sociada a uma quantidade cinco vezes maior de manose.

A parede celular, da forma micélio do Mucor rou
" xii, contém como matriz, polimeros de mucorano (um po
liurondide), glicoproteinas e glicopeptideos (BARTNICKI

-GARCIA e REYES, 1968; DOW et alii, 1977, 1981).

BARTNICKI-GARCIA, em 1968, chegou a conclusao que

a atmosfera de incubacdo e um determinante primario da



FORMA MICELIO

ESPOROS

FORMA LEVEDURA

Figura 5 - Esquema das etapas da morfogenese no Mucor rou
xii
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morfogenese no Mucor, mas ndo & o fator mais importan
te. A concentracao e o tipo de hexose, no meio, € tam

bem um fator do dimorfismo.

Embora a estimulacao no desenvolvimento da forma
levedura por CO, ter sido confirmada, o fato € que cé
lulas esféricas podem crescer na auséncia de COQ, po
rém com altas concentracoes de glicose no meio (BART
NICKI-GARCIA, 1968a).Na verdade auséncia total do gas €
impossivel, pois h& continua producdo de co, metabdli

co,

TERENZI e STORCK (19689) obtiveram a forma levedu

ra do Mucor rouxii, em condig¢Ges aerobicas, mas na

presenga de 2-fenil etanol, com hexose presente no
meio de cultura numa concentracao acima de 2%. Estas
celulas foram caracterizadas por uma ativa fermenta

cdo aerdbica.

A forma micélio foi obtida por BARTNICKI-GARCIA
(1968 b)em condigoes aerdbicas com concentragtes de gli

cose abaixo de 0,01%

Na auseéncia de glicose, ou quando glicose € tro
cada por xilose, maltose ou sucinato, os esporos nao

germinam.

Altas concentragoes de hexose estimulam o desen

volvimento da forma levedura a partir de esporos, mas
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nao inibem a elongacao do micélio, obtido em baixas

concentragoes.

A transformagdo da forma levedura para micélio &
observada quando a cultura de levedura € exposta ao

ar,

Paralelamente a esta conversao ocorre a sintese
de citocromo oxidase, indicando que a trahsformacao €
acompanhada de adaptagao vrespiratdéria (HAIDE. e STOR

CK, 1966).

FRIEDENTHAL e colaboradores (1973) estudaram o
efeito do cianeto de potassio (inibidor da atividade
respiratoria em muitos sistemas) na morfologia do fun

go Mucor rouxii, em germinacao aerobica. Determina-

ram que na concentracao de 8mM de KCN germinam somen

te células esféricas.

Estudos sobre assimilacgao de CO, sugerem que o
gas opera através de mecanismos envolvendo sua fixacao
em metabolitos celulares (BARTNICKI-GARCIA e NICKER

SON, 1962 a).

Determinac@o dos produtos finais da fixacdo de
COQ, revelaram que dois tergos era incorporado em com
ponentes protéicos, como acido-aspartico, (75%), acido
glutamico e treonina (BARTNICKI-GARCIA e NICKERSON,

1962 d).
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BARTNICKI-GARCIA (1963) sugeriu que dioxido de car
bono opera sobre o diMorfismo, aumentando os niveis de
dcido aspartico e subsequente indugdo da sintese de ma

nano, uma glicoproteina.

OBJETO DE ESTUDO

0 papel de glicolipidio intermediario no proces
so de glicosilacao de polissacarideos e glicoprotei

nas tem sido objeto de estudo ha muitos anos.

Em 1969 (TANNER, 1969; VILLENEZ et alii, 1969)
surgiram os primeiros trabalhos revelando a existén
cia de poli-isoprenoides glicosilados, como glicosil
doadores na sintese de glicoproteinas ou polissacari
deos. A partir deste momento, inumeros estudos foram
feitos em procariotes, organismos’ superiores e outros

eucariotes. Em levedura, especialmente saccharomyces

cerevisiae, tem-se estudado mais intensamente a bios

sintese do manano.

Os fungos sao modelos simples de célula eucario
tica, por isso podem ser Uteis no estudo de aspectos
gerais da estrutura, fungdo e biossintese de glicopro
teinas. Em alguns fungos, polissacarideos ligados co

valentemente a proteina, sdio principais constituintes
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da parede celular (BARTNICKI-GARCIA, 1968b).Apesar dis

so, em fungos poucas pesquisas foram desenvolvidas.

LETOUBLON e colaboradores (1973) bem como GOLD e

HAHN (1976) estudando Aspergillus niger e Neurospora

crassa respectivamente, identificaram um poli-isopre
nol-fosfato-manose, como participante na glicosilagao

de glicoproteinas.

0 fungo Mucor rouxii preenche as necessidades de

estudo, e além disso por ser dimérfico € um modelo in

teressante para estudos de diferenciacgao.

Estudos com a forma micélio do fungo Mucor rou
xii foram desenvolvidos em nosso laboratorio. Verifi
cou-se que fracao particulada deste fungo catalisava
a incorporacao de glicose, a partir de UDP-glicose
{Cluj a um composto lipidico, caracterizado como doli
col—fosfato~/3—glicose (BERNARD et alii, 1982), e a um
composto sollvel em agua, identificado como glicogénio.
Incubando~se com GDP-~manose [Clgj, constatou~-se a trans
feréncia do glicidio para dolicol-fosfato, formando do
licol-fosfato~/3~nanose, é para uma glicoproteina (BEg

NARD et alii, 1982).

Dando prosseguimento & linha de trabalho deste
laboratorio e considerando que a diferenciagao morfo
1logica frente as diferentes condigdes do meio de cres

cimento, € importante para o estudo bioquimico da cé



lula, procurou-se investigar a formagao de glicolipi-
. ' . 0 o
dios, polissacarideos e/ou glicoproteinas, na forma

levedura deste fungo.
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MATERIAL

GDP-manose [ﬁlq(U)} - (208-227 Ci.molnl)

UDP-glicose [c“(u)] - (200-309 Ci.mol™%)

1

- . . - . ! . -
UDP-acido glicuronico [él+(Uﬂ - (207 Ci.mol ™)

Fosfatase alcalina (Sigma Chemical CO, de Escherichia

coli)

Pronase (Calbiochem)

Tunicamicina (doada pelo Prof. G. F. Wassermann)

Areia {(Merck)
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8. Silica Gel G (Seg. Stahl-Merck)”™
3. DEAE-celulose (Serva, type SS p. A)

10. DOWEX 50W x 2 (H+#) - 200-400 mesh (Baker Analyzed Rea

gent)
11. Sephadex G 25 (Pharmacia)

Os compostos radioativos foram preparados no Insti
tuto de Investigaciones Bioquimicas "Fundacidén Campomar",
Buenos Aires, Argentina, como relatado por GARCIA e colabo
radores (1974) e COUSO e colaboradores (1980).

Todos os demals reagentes e solventes foram de pure

za "prd-andlise" (p. A.) adquiridos dos laboratdrios Merck

ou semelhante.

B - METODOS

1. METODOS GERAIS

1.1. Cultivo da forma levedura

0 material biolégico wusado, foi o fungo Mu
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cor rouxii, cepa NRRL 1894,

Todos os cultivos foram feitos em meios ana
erobicos contendo 1% de peptona de caseina, 0,3%
de extrato de levedura e 3% de glicose, e o pH
ajustado para 4,5 com H,S0, (BARTNICKI-GARCIA e

NICKERSON, 1962 b).

Os meios eram preparados em frasco Erlenmeyer
de 1 ou 2 litros. A solugao de glicose era autocla
vada separadamente do extrato de levedura e pepto
na, sendo as duas partes entao asepticamente combi

nadas (BARTNICKI-GARCIA, 19683.

As autoclavagens eram efetuadas a lZlOC, 1

atm, 30 minutos.

Os esporos eram semeados neste meio e manti
dos sob atmosfera de CO,, a 28°C (BARTNICKI-GARCIA
e NICKERSON, 1962a).0 crescimento exponencial ini

ciava em 24 horas.

Produgao de esporos

Mantinha-se a cultura de esporos em meio so
lido. Este meio, agar-tomate, era preparado com

suco de tomate comercial 40% e agar 5%, em dagua
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destilada (HAIDE e SORCK, 1966). O suco de toma
te efa esterilizado separadamente do agar, O0s

quais eram misturados em condigbOes asepticas.

Tubos e placas de petri eram usados para as

culturas solidas

As culturas eram mantidas a 28°C e produziam

. « -
esporos aerobicamente, num perilodo de 7 dias.

Curva de crescimento

0 crescimento da forma levedura, em meio lé
quido de cultura,bera determinado pela densidade
optica (DAVIS et alii, 1973). A turvacdo era me
dida no espectrofotometro Beckmann, modelo DB-G,
a 640 nm. Media-se a densidade o6ptica com 1 volu

me de meio para 2 volumes de HCL 0,1N.

Determinava-se entao, a curva de crescimeﬂ
to, sendo tipica, e que pode ser observada na fi

gura (6).

Observava-se uma fase de "lag" por um perig
do de 24 horas, apés uma fase exponencial e por

tltimo a fase estacionaria.
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Figura 6 - Curva de crescimento do fungo Mucor rouxii em

condigoes anaerdbicas
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As leveduras eram coletadas na fase exponen
cial. A densidade O&ptica do crescimento das leve
duras, utilizadas nos experimentos, variava . entre

0,15 e 0,3.

Recolhimento e rompimento das células

As células eram recolhidas em filtro de vi
dro sinterizado, malha G 2, lavadas e rompidas com

areia, em gral. de porcelana.
L . o)
Todas as operacgoes eram feitas a 4 C.
Controlava-se a forma levedura e o rompimen

to da célula, em um microscopio &ptico, modelo

ausdena, binocular (PK 10x), lente 40/0,65.

Centrifugacoes

As células rompidas eram resuspensas em EDTA
10mM - Tris-HCl, 70mM, pH 7,5 e centrifugadas em

centrifuga refrigerada Sorvall superspeed RC2-B.

0 esquema seguido obedecia as seguintes eta

pas:
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CELULAS

romper com areia

centrifugar:

(80 xg - 5 min)

(122 xg = 10 min)

(1110 xg - 10 min)

A
sobrenadante precipitado

i (areia e células nao
centrifugar rompidas)

(30.000 xg - 20 min)

| S
sobrenadante precipitado
(desprezado) (material enzimatico utili

zado)

0 precipitado de 30.000 xg era ressuspendido
em EDTA 10mM - Tris-HCl 70mM, pH 7,5, em pequeno
volume e ajustado a uma concentracao protéica de

aproximadamente 20mg/ml.
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1.6. Determinacdo de proteinas

1.

7.

A concentracao das proteinas era medida de
acordo LOWRY e colaboradores (1951), usando soro

albumina bovina como padrao.

Determinagao da radioatividade

As determinagbes quantitativas da radioati
vidade eram medidas pelo aparelho Beckman LS-100

~Liquid Scintillation System.

Os extratos butanolicos eram transferidos
para pedagos (2x1 cm) de papel Whatman n® 1 e se

cos antes de contados no liquido de cintilacao.

As eletroforeses, cromatografias em papel
eram cortadas em segmentos de 1 cm de comprimen

to, e contadas no liquido de cintilacdo.

As cromatografias em camada delgada eram ras
padas de cm/cm e apos contadas no liquido de cinti

lagao.

A solugao de cintilagdo tinha a seguinte com

posigao: POPOP, 50 mg; PPO, ug; tolueno 1 litro.

>
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Revelacao dos glicidios

O0s padroes de glicidios e polialcoois usados

nas cromatografias e eletroforeses em papel eram

revelados com reagente nitrato de prata (TREVELYAN

et alii, 1950).

tes

0 processo de revelagao consistia das seguin

etapas:

. etapa -

etapa -

etapa -

etapa -

Imersao do papel em nitrato de prata
saturado 1:200 em acetona, seguida de

secagem a temperatura ambiente.

Imersao do papel em solugao metandli

ca de NaOH 0,5 M.

Imersao do papel em tio-sulfato de so

dio 2,5%.

Lavagem do papel em agua destilada,

seguida de secagenmn.
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2. METODOS ESPECIAIS

2.1. Sistema de incubagao

O sistema basico de incubagao continha a se

guinte mistura:

Concentracao
Material enzimatico 800-1200 g de protel
na
GDP~manose [blu(Ui] 270-370 pmol

(60.000~-120.000 cpm)
Tris - HC1 pH 7,5 75mM

MgCl, 15 mM

Volume total 100 /Ll

Temperatura: 30°¢C

Tempo: 20 minutos

A reacao era finalizada ou pela adigcao de
0,5 ml de acido tri-cloro-acético 5%, quando se
tratava de determinar incorporacao total, ou pe
la adicdo de 0,2 ml de n-butanol saturado com
dgua, quando se desejava obter fragdo lipossolu

vel (GARCIA et alii, 1874).
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Precipitacdo por acido tri-cloro-acético 5%

Incorporacaoc total era determinada pela fil
tracao da mistura de reacgdo, inativada com acido
tri-cloro-acético 5%, através de Whatman-glass fil

fer paper 2,5 cm GF/A.

Os residuos eram lavados 3 vezes com TCA 2,5%
e 3 vezes com agua destilada. Secava-se o papel em
estufa a lOOOC e contava-se a radioatividade (GAR

CIA et alii, 1974).

Precipitacdo com n-butanol saturado com agua

A incorporacao da ose radiocativa, a partir
de GDP;manose [Clq(UiI em material soluvel em buta
nol, foi determinada porrextragao da mistura de in
cubacdao, por 3 vezes com 0,2‘m1 de n-butanol satu

rado com dgua (GARCIA et alii, 1974).

Os extratos butandolicos combinados foram la
vados 3 vezes com 0,2 ml de dgua destilada, e nu

ma aliquota era contada a radiocatividade.

0 material insoluvel neste gistema era lava
do 3 vezes com dagua destilada, para a retirada

do nucleotideo derivado radioativo que nao rea
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giu, e extraido 3 vezes com a mistura clorofor
mio: metanol: agua (1:2:0,3). Os extratos eram reu
nidos e contava-se uma aliquota. O sedimento ("pel

let") que vrestava no final, também era contado.
Esquematizando:

precipitado 30.000 xg incubado com GDP-manose-

Le* )
|

3 extragoes com buta Extracao de gli
nol saturado com a- | colipidio ndo
gua polar

3 lavagens com agua

3 extragoes com clo ‘ Extracao de gli

roformio: metanol: colipidio polar

agua (1:2:0,3)

o *
Glicoproteinas
"Pellet" e polissacari-

deos insoldveis
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2.4, Cromatografias

2.

b.1.

Lh.2.

Cromatografia descendente em papel

Foram feitas em papel Whatman n¢ 1

nos seguintes eluentes:

Solvente A: n-butanol: piridina: &gua

(6:4:3)

Solvente B: n-butanol: piridina: agua

(4:3:4)

Solvente C: n-butanol: etanol: &dgua

(10:1:2)

Cromatografia em camada delgada

Foram preparadas sobre placas de vi
dro, com silica gel‘G (tipo 60), 0,25mm
de espessura, sem indicador de fluorescen
cia, correu-se no seguinte sistema de sol

vente:

Solvente D: cloroformio: metanol: agua

(60:20:2) (BEHRENS et alii,

1971y .
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2.4.3, Coluna cromatografica de DEAE-celulose

Preparacao de DEAE-celulose-acetato:
Lavava-se a vresina de DEAE-celulose varias
vezes com dgua, a fim de retirar impurezas
e particulas pequenas. Tratava-se com HC1
1N, e decantava-se por 1 hora. Passado este
tempo lavava-se com agua destilada até que
o papel indicador determinasse pH neutro, e
reacao negativa para cloretos, com nitrato
de prata. Tratava-se a resina com NaOH 1N,
durante 1 hora. Lavava-se com agua destila-
da até pH neutro. Retirava-se a agua com al
cool etilico e depois acetona e levava-se
para um dessecador a vacuo por 24 horas. Re
suspendia-se em acido acético glacial, para

a obtengao da forma acetato, e depois em me

tanol 99%.

Foram preparadas dois tamanhos de co

luna:

la. DEAE-celulose-acetato, usada para deter
minar a presenca, ou nao, de carga do
composto lipossoluvel. Preparada em co
luna de vidro de 70 x 3mm. A amostra
aplicada na coluna de DEAE-celulose-ace
tato em metanol 99%, era eluida inicial

mente 3 vezes com 0,5 ml de metanol 99%
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e posteriormente, 3 vezes com 0,5 ml de

acetato de amdnio 0,4M em metanol 99%.

2a. DEAE-celulose-acetato, usada para iden
tificar ligacdo fosfato ou pirofosfato
na molécula do produto de incubacdo e
para purificacdo (DANKERT et alii,
1966). Foi montada em coluna de vidro
(30 x 2 cm) com torneira de teflon. A
amostra, aplicada na coluna, era eluida
com 20 ml de metanol 99% e depois com
12 ml de acetato de amdénio em metanol
99%, em concentracoes de 0,1M, 0,2M,

0,4M e 1M (GARCIA et alii, 1974).

2.4.4, Cromatografia em coluna de Sephadex G 25

Foi preparada uma coluna de Sephade
x G 25 (1 x 50 cm) e equilibrada com Tris
-HC1 0,5M, pH 7,0, quando se aplicava o ma
terial digerido por pronase. Equilibrava-se
com Tris~-HCl 0,5M, pH 7,0 com O,l%lde dode
cil-sulfato de sodio quando se aplicava a
proteina suspensa no mesmo tampao, exceto
com concentracao de 1% de dodecil-sulfato
de sodio. Suspendia-se a proteina neste sis

tema aquecendo-se a 50°¢C por 3 horas.
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A coluna foi previamente calibrada com
"Blue dextran" e CoCl, para indicar o volu.
me de exclusdo e inclusdo, vrespectivamente

(GOLD e HAHN, 1976).

2.5. Eletroforese em papel

A eletroforese em papel foi feita com papel
Whatman n? 1 (GARCIA et alii, 1974). A amperagem .
aplicada variou de 6 a 7 mA/cm. Foram utilizados

os seguintes tampoes:
Sistema E: 1,2M acetato de piridina'pH 6,5

Sistema F: acido formico 5% (ROMERO et alii, 1979)

2.6. Purificacao de dolicol-fosfato-manose

O material radioativo eluido na concentra
cao de 0,2M de acetato de amonio, da coluna de
DEAE-celulose-acetato em metanol 99%, era reunido

e evaporado.

0 residuo era dissolvido em cloroférmio-me

tanol-agua (3:2:1), centrifugado, e a fase supe
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rior desprezada. A fase inferior era lavada 3 ve
zes com a mistura: cloroférmio-metanol-cloreto

de magneésio uka(3:48:u7), para retirada dos sais.
Evaporava-se e redissolvia-se em cloroformio-meta

nol (2:1).

Preparagao de ficaprenol

Preparou-se pelo método de STONE e colabora

dores (1867).

Pesou-se 500 gramos de folhas da planta Fi

cus elastica, previamente desnervadas. As folhas

foram partidas e extraida com acetona.

A mistura resultante acrescentou-se éter
etilico e se deixou extraindo com agitacao oca-

sional durante 2-3 horas. Logo filtrou-se por tela

e o precipitado se tratou com éter de petrdleo (PE

30-65).

Os extratos organicos, sofreram uma parti-
cao com agua, logo a fase organica lavou-se com

agua, ate que esta fase figagseincolor (4-6 vezes).

A fase organica lavada, secou-se com sulfa

to de sodio anidro. Filtrou-se, levou-se a seco,
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pesou-se e se suspendeu em éter etilico a 2% em
Ster de petroleo (PE 30-65). Neste estado se con

serva em congelador a -20°c.

Este material se separou por cromatografia

em coluna de alumina.

A alumina foi resuspendida em éter etilico
a 2% em eéeter de petréleo (PE 30-65). A amostra
foi eluida sucessivamente com os seguintes sol

ventes:

2% éter etilico em éter de petrdleo (PE 30-65)

(v/v)

10% éter etilico em éter de petrdleo (PE 30-65)

(v/v)

50% eter etilico em eéter de petrdleo (PE 30-65)

(v/v)

75% eter etilico em eter de petrdleo (PE 30-65)

(v/v)
100% eter etilico
A eluigdo da coluna se seguiu por cromato

grafia em camada delgada, no solvente: é€ter iso

propilico: éter de petrdleo (30-65) 1l:4 wv/wv.
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O ficaprenol eluiu-se com solvente que con
tinha 10% de éter etilico em éter de petrdleo (PE

30-65). Obteve-se 3 fracoes:
a. ficaprenol mais contaminantes de maior Rf

b. ficaprenol puro
c. ficaprenol mais contaminantes de mencr Rf

Os tubos que tinham ficaprenol e contaminan
tes se purificaram por cromatografia em camada
delgada, em bandas, com o solvente éter isopropi
lico: éter de petrdleo (1:4), usando como revela
dor fluoresceina. Para sua eluicao se utilizou
éter etilico. A partir de 500 gramos de folhas

se obteve 0,2 gramos de prenol.

Fosforilagdao quimica do ficaprenol - Usou-se
como agente fosforilante o fosfato de ditrietilami

na (PDTEA).

Dissolveu-se 2 gramos de H3POUr 99% em 100 m}
de acetonitrilo destilado e se adicionou 41,3 gra
mos de trietilamina. Deixou-se durante a noite em
dessecador a temperatura ambiente para cristali
zar. Os cristais s3o secos e parte deles se usa pa
ra preparar a solucao fosforilante (0,1M PDTEA em

acetonitrilo).



—43-

Fosforilacao - A 10 _Mmoles de ficaprenol’dig
solvidos em 3ml de benzeno se adiciona 0,2 ml de
tricloroacetonitrilo (CC13CN), deixa-se em repouso
por 15 minutos em dessecador e logo se adiciona
com agitagao, 15 ml da solucao fosforilante (1,5
mmoles de PDTEA), gota a gota. Apos 2 horas se re
pete a operacao. Deixa-se durante a noite, e no
dia seguinte se leva a seco a pressao reduzida em

evaporador rotatdrio.

0 residuo é resuspendido numa mistura de 1 ml

de MgCl, utmM, 1,6 ml de metanol e 2,4 ml de cloro

2
formio, com o objetivo de se obter 2 fases. Descar
tou-se a fase superior e a fase inferior se lavou
10 a 15 vezes com a mistura de cloroformio: meta

nol: MgCl, 4mM (3:48:47). Finalmente a fase infe

2
rior se secou e se suspendeu em 0,6 ml de clorofor

mio: metanol (2:1).

Tratamento fendolico

Este +tratamento foi realizado com a amos-
tra lipossolivel, purificada em coluna de DEAE-ce

lulose-acetato em metanol 99%.

Amostra secada em atmosfera de nitrogenio,

era acrescida de fenol 50%, aquecida a 68—7OUC,
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por 2 horas. Ao final do tempo a amostra era res
friada e centrifugada. Formavam-se 2 fases: fase
fenolica (inferior) e fase aquosa (superior). A fa
se fendlica era lavada 3 vezes com 5gua, estas e
ram reunidas, e lavadas com eéter etilico (GARCIA

et alii, 1974).

A fase fenolica era evaporada com nitroge
nio, lavada com éter etilico, repetidas vezes,
até retirada total do fenol. 0 residuo final era

resuspenso em clorofdrmio-metanol (2:1).

Contava-se a radioatividade na aliquota da

fase aquosa e fenolica.

Caracterizacao da configuragao £ ou /3 entre a ose

e o fosfato

2.9.1. Tratamento alcalino

Amostra secada em nitrogenio dissol
vida em 0,1M de NaOH em n-propanol 99%, a
temperatura de 62-68°C, 90 minutos (GAR
CIA et alii, 1974; HERSCOVICS et alii,
1974). Ao final do periodo se acrescenta
va cloroformio e agua (l:1). Apés a cen

trifugacao formavam-se 2 fases.
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A fase cloroférmica (inferior) era
lavada 3 vezes com agua destilada, sendo
as aguas de lavagem reunidas e neutraliza
das em colunas de Dowex 50Wx2 (H+), 200 a
400 mesh. Numa aliquota contava-se a ra-

dioatividade.

Hidrdlise acida

Parte do material extraido na fase
aquosa, apos tratamento alcalino, sofria
hidrélise 4acida (HC1 1N, pH1) 100°C, 5 mi

nutos) (GARCIA et alii, 197u4).

Fosfatase alcalina

Parte da amostra resultante da hidré
lise acida, era submetida a agdo da fosfa
tase alcalina, mediante o seguinte siste

ma de incubacao:

Tris~HC1 0,1M, pH 82, fosfatase alca

lina (Escherichia coli, sigma), amostra

5.000cpm, num volume total de lOO/Jl, du
rante 15 minutos, a 30°C (JUNG e TANNER,

1975).
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Os compostos resultantes apés trata
mento alcalino, hidrdlise dcida e fosfata
se alcalina eram aplicados em eletrofora

se em papel, no sistema tampao E.

2.10. Tratamento com pronase

Este tratamento era efetuado no material
insoluvel em butanol e agua. Consistia de uma
- - band . - - »
pre-incubagao da enzima proteolitica no seguin

te meio:

pronase 4mg/ml, Tris HC1l 0,2M pHS, CaCl2 0,002M,

a SOOC, por 30 minutos.

A seguir procedia-se a incubagao do mate
rial insolivel ("pellet") num meio com a seguin
‘te composigao: "pellet" (lmg de proteina/2,0ml
de meio), Tris-HC1l 0,2M, pHS8, CaCl, 0,002M, eta
nol 4% e 0,3 ml de pronase preé-incubada e 1 gota
de tolueno. Temperatura ambiente, durante 72 ho
ras, sendo que apds 24 e 48 horas acrescentava
-se mais 0,3 ml de pronase pré-incubada. Proce
dia-se a inativacao da atividade enzimatica a
100%¢ por 2 minutos (ARIMA et alii, 1972). Acres
centava-se "carrier" albumina, precipitava-se com

TCA na concentragao final entre 5 e 10% e centri
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fugava-se. 0 sobrenadante era lavado 3 vezes com
éter saturado com agua. A radicatividade era con
tada numa aliquota do sobrenadante e no precipita
do, através do filtro, com Whatman-glass fibre pa

per - 2,5 cm GF/A, segundo técnica ja citada.

Hidrolise acida suave da fragdo butandlica

Hidrolise realizada em material soluvel em

butanol.

A hidrolise da amostra era feita em meio
de butanol, metanol e HC1l 0,0lN, 1) minutos,
100°C (GARCIA et alii, 1974; COUSO et alii,
1980). Resfriava-se e extraia~se 3 vezes com
particao butanol-agua. Na fase butandlica ex
traia-se o glicolipidio n&o hidrolizado. Conta

va-se a vradioatividade desta fase, para calcu

lar a percentagem de hidrdolise.

A fase aquosa era secada em evaporador ro
tatorio a vacuo, e acrescida de agua, sucessi-
vas vezes, até retirada total do d&cido. O resi
duo era aplicado em cromatografia descendente

em papel, no sistema A.
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2.12. Hidrolises realizadas na fracao insoldvel em bu-

tanol e agua

As hidrolises a seguir foram realizadas so

bre o material insoluvel em butanol e dgua ("pel

let™).

2.12.1.

2.12.2.

Hidrolise acida total

Acido tri-fluoro-acético 2N em am
polas fechadas com atmosfera inerte, a

120°C, durante 1 hora (GOLD e HAHN,1976),

Hidrolise acida parcial

Acido tri-fluoro-acético 0,1M em am
polas fechadas com atmosfera inerte, a
100°C, durante 45 minutos (IVATT e GIL

VARG, 1979).

0 material submetido a hidrolise
era resfriado e centrifugado. O material
soluvel obtido entao era retirado e seca
do em evaporador vrotatério a vacuo, e
acrescido, varias vezes, de agua destila
da a fim de retirar o acido. 0 residuo re

sultante era analisado em cromatografia
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descendente em papel, no sistema A.e B,

respectivamente.

Hidrolise alcalina redutora forte (GOLD

e HAHN, 1976)

NaOH 2N e NaBHu 2M em ampola fecha
da, com atmosfera inerte, 1000C, 6 ho

ras.

Hidrolise alcalina redutora suave (GOLD
e HAHN, 1978)

NaOH 0,IN e NaBH 0,1M; em ampolas

l‘- .
fechadas com atmosfera inerte, tempesra

tura ambiente,; 24 horas. -

~ Apds ambas as hidrblises o material
era resfriado e neutralizado com acido a
cético glacial. Acrescentava-se TCA a fim
de se obter concentragao final entre 5 e
10%. Passava-se por éoluna de DOWEX = 50

wx2 (57,

0 eluido da coluna era lavado 3 ve

zes com éter sulflrico saturado com agua.

-

Secava-se em evaporador rotatdéric a va

e
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cuo, acrescentando sucessivas vezes, meta
nol acidificado para retirada de borohi
dreto. O residuo era aplicado em cromato
grafia descendente em papel, no sistema

B.

Re-incubagao do lipidio-fosfato-manose endSgeno

produzido a 0°c

A primeira fase de incubacdo dava-se nas
condigoes descritas anteriormente, exceto quan
to ao volume total de 200 /Jl, tempo de 10 min e

temperatura de 0°c.

A reagao era suspensa pela adicdo de EDTA
10mM, Tri-HC1 70mM, pH 7,5 (20 volumes). Centri-
fugava-se a 30.000 xg por 20 min. O precipitado
formado era lavado com tamﬁao Tris-HC1 0,5M, pH
7,5, numa relagao de 20 vezes o volume inicial.

Centrifugava-se a 30.000 xg, por 20 min.

0 precipitado era resuspenso e acrescido

15mM, MnCl, 10mM, de Tris-HCl 75mM, pH

de Mg012 9
7,5, num volume final de 200 ul. A re-incubagao
se dava a temperatura de 30°C, 15 min. Além da

mistura de incubacao, num dos tubos acrescentava

-se GDP-manose nao radiocativa, e em outro tubo
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controle acrescentava-se GDP-manose [Clu(Uﬂ (Cou

SO et alii, 1980).
Inativava-se a reacao com 0,6ml de butanol

saturado com agua, e segula~-se 0o processo extra

tivo ja citado.

Re-incubagao do lipidio-~fosfato-manose exogeno

0 dolicol-fosfato-manose obtido nas incubé
goes era reunido e purificado por DEAE-~celulose

forma acetato, e usado como substrato.

0 dolicol-fosfato-manose [Cl%], acrescido
de MgCl, 15mM e/ou MnCl, 10mM, era evaporado a va
cuo. Este residuo se resuspendia com agltagao com
0,05% de Triton X-100 e logolse adicionava Tris
-HC1 75mM, pH 7,5 e material enzimitico, num volu
me final de 100 ul. Incubava-se durante 1 hora,
a 30°C. Em outro ensaio se adicionava GDP-manose
nao radioativa, e em outro tubo, como controle da
atividade enzimatica GDP~manoée [Clq(Uﬂ . (GOLD e

HAHN, 1976).

0 mesmo experimento foi realizado exceto adi

cionando-se outro detergente, deoxicoclato de sO

dio 1%.
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0 estudo foil realizado com a forma levedura do fun

go Mucor rouxii, utilizando-se precipitado obtido a 30.000

xg, segundo foi descrito em Material e Métodos. Neste mate
rial enzimatico fol testada a atividade de incorporacao de
trés glicidios, a partir de seus respectivos nucleotideos
~agucares: UDP-glicose [@lu(Uﬂ , UDP-dcido glicurdnico

vLClu(Uﬂ e GDP—mQQése [Clu(Uﬂ .

Em experiéncias preliminares determinou-se incorpo
ragao total, interrompendo-se a reagdc com acido tri-clo
ro-acético 5%. Como se pode observar na tabela (III) ocor
re incorporagac de ose, em compostos precipitdaveis por aci
do tri-cloro-acético 5%, com os trés nucleotidios tes-
tados, sendo maior a atividade quando se utiliza GDP-mano

se [Cl{] como doador.

A fim de investigar-se a presenca de glicolipidios,

se efetuou outra incubagdao, utilizando-se butanol satura
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do com agua para interromper a reacgdo.

Por este método, descrito em Material e Métodos, po
de-se separar compostos lipofilicos, glicoproteinas e/ou
polissacarideos. Obteve-se incorporagdc em composto sold
vel em butanol e no "pellet", material insollvel em buta
nol e agua, porém nao se encontrou vradioatividade na fra

gao cloroformio: metanol: dgua (1:2:0,3) (tabela III).

TABELA III

Incorporagdc de hexoses em material enzimatico obtido da

forma levedura do fungo Mucor rouxiil

Incorporagao de hexose [Clﬂ

pmol. mg pr®t~l

Nucleotidio agucar

TCA 5% Fragao bu "Pellet"
tanolica
GDP-manose [Clﬁl 70 42 25
UDP-glicose [ClT} 37 2 32

UDP-acido glicurdnico ‘
[Clu] 13 2 10
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0 material solivel em butanol, obtido por incubacio
em presenga vde UDP~glicose [blfl analisado em coluna de
DEAE-celulose-acetato, revelou presenca de 75% de radioa
tividade na fracao correspondente a lipidios neutros. O
estudo destes glicolipidios escapa aos objetivos do pre
sente trabalho, motivo pelo qual foi descartada a fra

cao correspondente.

Por outro lado nas incubagdes com UDP-acido glicurd
nico [le} o glicolipidio extraido na fracao butandlica
ndo se hidroliza em condigdes d&cidas suaves (pH2), como

se esperaria de um poliprenol-fosfato-aclcar.

Com base nestes resultados, passamos a incubar o ma
iy

. NP 1
terial enzimatico com GDP-manose [C
Foram, em primeiro lugar, estabelecidas as condi
cSes 6timas das reacoes de transferéncia, tais como: es
tabilidade do material enzimatico, tempo de reagao, ne
. . - <
cessidade de Ion divalente, concentragdo de proteina, subs

trato, pH otimo.



~55-

1. DETERMINACAO DAS CONDICOES OTIMAS DE REACAO

1.1.

Estabilidade do material enzimdtico

Para se téstar a estabilidade do material
enzimatico, guardou-se por 24 horas as leveduras
em congelador. Verificou-~se perda de atividade
em 80%, na transferéncia de manose, tanto para
material precipitavel por TCA 5%, quanto para ma
terial soluvel em butanol e insoldvel em butanol
e agua. Em outra experiéncia o sedimento obtido
a 30.000 xg de 1evedura§ novas foi guardado em con
gelador por 24 horas, constatou-se perda de ati
vidade entre 80-90%. Também se testou o processo
de liofilizagao das leveduras, e observou-se des
naturacao total do material. Por estes motivos,
preparava-se o material enzimdtico no dia de ca

da experimento, a partir de cultivos recentes.

Curva de tempo

Constatou-se pela curva de tempo (figura 7),
realizada a 30°¢, que nos 20 minutos de incubacao
tem~-se o maximo de incorporacao, tanto em compos
tos sollveis, em butanol, quanto compostos inso-

liveis em butanol e agua.

Fiomoen oo
et s

BIBLICT . ¢ TTUL DO

BT Ty pE peaifRees
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crito em Material e Metodos, variando o tempo
de incubagao. )
. - 14
( e---e ) incorporacgao de manose [C ‘] na fra-
cdao butandlica
; - [ no
( o——e¢ ) incorporagao de manose [C™ | no pel-
let"

5 1 7~
[4]
i
16 |
4 - -
5
3+ 4
L 13
2 -
12
|
R
0 10 20 30 a8
TEMPO (min.)
Figura 7 - Curva de tempo - realizada a 30°C como foi des
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Apos este tempo, a incorporacao na fracao bu

tandlica a "pellet" ndo varia.

Realizou-se extracao do "pellet"™ com a mis
tura cloroformio: metanol: agua (1:1:0,3), porém
nao se obteve incorporagac em compostos extrai

dos neste sistema.

Tendo em vista que a velocidade das reagoes
enzimaticas se alteram com a temperatura e ten
tando se detectar a formacao de composto solluvel
em cloroformio: metanol: égua, realizou~-se uma

curva de tempo a 0°c (figura 8).

Observou-se que a incorporagac na fragao bu
tandlica atinge um maximo aos 20 minutos e de
pols passa a ser constante. 0 mesmo nao ocorre

com o "pellet", pois a transferéncia & pratica

mente nula nesta fracdo.

Curva concentracao de ion Mg;};2 e Mn+2

Sabendo-se que as reagoes de transferéncia
de glicidios, dos respectivos nucleotideos para

receptores lipidicos e glicoproteinas, dependem
2

de ion divalente Mg+2 e/ou Mn" , fez-se curvas

de concentracao de ambos os lons, variando de
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Figura 8 - Curva de tempo - realizada a 0°C como foi des

crito em material e Métodos, variando o tempo

de incubacgao. )
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2 a 50mM de MgCl, e de 2 a 20mM de MnCl, (figura

g).

Constatou-se que as reagSes sao dependentes
de um destes Ions. Obtem-se na fragdo butanolica
e "pellet", maximo de incorporagao quando se tem
uma concentracao de 10mM de Mg+2, tendendo a uma
atividade constante com o aumento da concentra
¢dao. Quanto ao ion Mn+2, tem-se maior atividade
de incorporagao na fragao butandlica, na concen
tragdo de 5mM e de 10mM para o "pellet". Em am

bos os casos o aumento da concentracdo do ion,

provoca um decréscimo na ativacao.

Curva concentracao de proteina

Nesta curva a concentragac variou de 48,9

a 1u466,6 g de proteina por tubo de incubacdo.

Observando a figura (10) constatou-se que

com o aumento da concentracdo protéica, tem-se
. . ~ [ lf} N ~

maior. . incorporagao de manose (C .Na fragao clo

roformio: metanol: agua nao se conseguiu transfe

réncia com o aumento de material enzimatico.

As experiencias realizadas wutilizavam con

centragao protéica entre 800 a 1000 Mg por mistu
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Figura 9 -~ Efeito da concentragdao de ions. As incubagdes

foram efetuadas como fol descrito em Material e
= + +
Metodos, em presenca de Mg 2 ou Mn 2 nas concen

tragoes indicadas.

(0---0) curva de Mn*? - incorporagao na fra
¢ao butandlica 7

(0—0) curva de Mn*? - incorporagao no "pel
let™

( 6~~~¢ ) curva de Mg+2 - incorporacao na fra
cao butanélica

( 0——¢ ) curva de Mg+2 - incorporagao no ‘'pel

let”
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ra de incubacao.

Curva concentragao de substrato

‘Nesta curva, a concentragao de GDP-manose
[Clq] variou entre 14,8 a 1870 pmol. Verifica-se
na figura (11) que tanto para a formagao de pro
duto da fragdo butandlica como do "pellet" tem
~-se concentragdo saturante de 370 pmol de subs

trato.

- 1y P
As concentracoes de GDP-manose [C ] utili
zadas nos experimentos seguintes foram ao redor

da concentragao saturante.

" Curva gg pH

A curva de pH foi realizada com o tampao Tris

-maleato-NaOH 75mM, variando o pH entre 6 e 8.

De acordo com a figura (12), observa-se que

: - . [ l%]- .

a transferencia de manose [C para composto 1li

possolivel é mais efetiva em pH 7,0. Porém a trans
feréncia da ose para composto insolivel em buta-

nol e agua & maior em pH 7,5.
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Firura 11 - Curva de concentragao de substrato. A incubagao seguiu-se de acordo
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Material e Metodos, variando a concentracao de GDP-manose LCl I
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Figura 12 - Curva de pH. A incubacao foi efetuada de acor
do Material e Métodos, variando o pH do meio
de 6,0 a 8,0 em tampao Tris-maleato 75mM.
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1.7. Efeito do fon Ca'’

Na tabela (IV) observa-se que o ion Ca+2,

. - ~ s 1y
atilva as reagoes de transferencia da manose [C
para compostos extraidos na fracdo butandlica e
para aqueles insollveis em butanol e d4&gua 'pel

let"), isto comparando com o sistema sem ions.Po

+2

- . - +2
rem ao incubar-se com ion Ca e Mg ocorre uma

diminuigdo na atividade de incorporacido, em rela

~ . -~ - +7
¢do a incubagdo que s6 tem ion Mg “.

. . - +2 = .
0 efeito de ativacido do ion Ca e muito me
- +2
nor do que o observado com o 1on Mg ~.
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TABELA IV

Efeitos do fon Ca’2 na atividade de transferéncia
de manose Lﬁl&], a partir de GDP-manose [Cl%J, pa
ra compostos solveis em butanol e para aqueles in

soluveis em butanol e agua

Incorporacac de manose [Cl%]
pmol. mg prot—l
Fragao butano "Pellet"
lica
Sem ion 0,9 2
¢/ Mgt? (15m) 70 25
+2
Cc/ Ca (10mM) 15 14
¢/ Mgt? + ca*?
(15mM - 10mM) 7 8

Incubacdo com outros nucleotideos aclcares

Tentando-se a formagdo de oligossacarideos

mals complexos, adicionou-se ao meio de incuba



FEfeito de

UDP-glicose (UDPG), UDP-acido

TABELA V

glicuronico (UDPGA), UDP-galactose

(UDPGAL) ,

UDP-N-acetilglicosamina (UDP-GIcNAc) na transferencia de manose [Clg], a partir de GDP-ma

nose [Clq(Uﬂ a compostos soliveis em butanol e insolUvel em butanol e agua

Controle +UDPG +UDPGA +UDPGAL +UDPGLcNAC +UDPG
UDPGA
Fracao
(cmp/mg de proteina) UDPGAL
UDPGLcNAc
Butanélica 12.000 I11.100 11.500 9.000 10.000 11.300
"Pellet" 4,400 4,200 3.900 4,300 3.800 3.600
cmH” 0 0 0 0 0 0

+ CMH: cloroformio: metanol: agua (1:2:0,3)

Todos os nucleotideos-aglcares nao

gdo com concentracao final de 0,25 M

radioativos se encontravam no meio de incuba

—.Lg._
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cao, além do substrato radioativo, outros nucleo
tideos agUcares, nao vradioativos. Usou-se UDP-
-glicose, UDP-acido glicurdnico, UDP-galactose,
UDP-N-acetilglicosamina todos a uma concentracio

de 0,25 UM.

Observando-se a tabela (V) constata-se que
nao ocorre estimulo da incorporacdo de radioati
vidade, tanto no produto obtido na fragao butané
lica quanto no "pellet". Da mesma forma nao se
obteve transferencia para composto extraido com

cloroférmio: metanol: agua.

Conclui-se que a incorporacao de manose [Clﬁ
tanto na fragao butandlica quanto no "pellet", in

depende de uma ligacao anterior com outro glici-

dio.

ANALISE DA FRAGAO BUTANGLICA

Com o objetivo de identificar o produto 1liposso

1dvel obtido na fracao butandlica.
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Cromatografia descendente em papel

Material sollvel em butanol foli aplicado em
cromatografia descendente em papel, no solvente
B. Observa-se na figura (13) que o composto ra
dioativo se desloca num sO pico perto da linha
de frente (Rf 0,9), movendo-se como se pode espe

rar de substancias lipofilicas.

Coluna de DEAE-celulose, acetato em metanol 89%

(70 x 3 mm)

Esta coluna foi montada com a finalidade de
se determinar a natureza do composto lipidico

(neutro ou carregado).

Observou=-se que 25% do material radioativo
€ eluido em metanol 99%, como um composto neu
tro. 0 restante, 75% € eluido em acetato de amo
nio 0,4M. Conclui-se que se trata de um lipidio

carregado.

2.3. Hidrolise acida suave

Esta hidrolise foi realizada com a finalida
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Figura 13 - Cromatografia descendente em papel do composto

extraido na fracdo butandélica, ap6s incubagao
do material enzimatico do Mucor rouxii com
GDP-manose [Clu] . Eluente - butanol: piridina:
agua (4:3:4)
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de de investigar unido 13bil em meio dacido, como
€& a ligacao do fosfato ao carbono andmerc do gli

cidio.

A hidrdlise foi com HC1 0,01N, 10 minutos,
100°C, de acordo Material e Métodos. Obteve-se

70% de hidrolise.

0 material hidrolizado, solivel em dgua, foi
submetido a cromatografia descendente em papel, no
solvente A. Identificou-se um s6 composto que se

desloca como manose (figura 14).

. Coluna de DEAE-celulose, acetato em metanol 99%

(30 x 2 cm)

Para se verificar se o composto da fracao

butandlica € eluido como fosfato ou pirofosfato

fez~se esta coluna.

A amostra, aplicada na coluna, foi eluida
com varias concentracgoes de acetato de amonioc em

metanol 99%, de acordo com Material e Métodos.

Observando-se a figura (15) constata-se que
o lipidio € eluido na concentragao de 0,2M de ace

tato de amdnio, como os poliprenois-monofosfatados.
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Figura 1% - Cromatografia descendente em papel do produto
solivel em agua, obtido na hidrélise acida sua
ve (0,01N HC1, lOOOC, 10 min) do composto solu
vel em butanol. Eluente - butanol: piridina:

agua (6:4:3). Man - manose
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Figura 15 - Cromatografia em coluna de DEAE-celulose. Ex
tragdes butandlicas de varias incubacdes foram
reunidas e aplicadas. A coluna foi eluida com
metanol 99% e acetato de amonio 0,1; 0,2; 0,4
e 1,0M em metanol 99%. Fracoes de 1 ml foram

coletadas e a radicatividade medida.
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Se o composto fosse pirofosfato, seria eluido em

concentragoes mais elevadas de acetato de amonio.

Este composto, purificado pela coluna de DEAE
-celulose-acetato, foi 100% hidrolizado quando sub
metido a hidrdlise acida suave. O produto de hi
drolise, soluvel em agua, foi aplicado em cromato
grafia descendente em papel, no solvente A, e foi

identificado como manose.

Cromatografia em camada delgada

Para confirmar os resultados obtidos, a amos
tra em analise fol aplicada em cromatografia em ca

mada delgada, com o sistema de solvente D.
Na figura (16) observa-se que a amostra se

desloca, junto com o padrao utilizado: dolicol-

-fosfato-glicose.

Tratamento fenolico

Tendo evidéncias de que a maior parte do
produto lipossoluvel se comporta como poliprenol

-fosfato-manose, submeteu~-se o0 mesmo a um trata
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Figura 16 - Cromatografia em camada delgada de silica gel G. Amostra obtida

por extragao com butanol, apos incubagao de GDP-manose [C ] com

fragio enzimatica de 30.000 xg. Eluente - cloroformio: metanol:

agua (60:20:2). DMPG-dolicol-P-glicose. O —— . origem.
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mento fenolico. Este determina se o lipidioc apre
senta a unidade <{-isopreno saturada ou insatura

da.

Com o tratamento fendlico, se o lipidio €
insaturado, tem-se ruptura da ligacao ester en
tre o poliprenol e fosfato-manose, obtendo-se a
radioatividade na fase aquosa apés extragao. Se o
lipidio &€ saturado nao ocorre a ruptura da liga
cdo, e a radioatividade é encontrada na fase fené

lica (PONT LEZICA et alii, 1975).

Usou-se como controle, ficaprenol-fosfato-ga
lactose, obtido utilizando-se: material enzimdtico

de Acetobacter xilinum no seguinte sistema de incu

bacao: Tris-HC1l pH7,5-0,05M; MgCl, 0,1M; UDP-galac
tose [Cl€] (268 /yciéymol) e ficaprenol-fosfato
(ver Material e Métodos), num volume de 100 a1,
30°C, 40 minutos (ROMERO et alii, 1977). A incuba
gac foi inativada com 0,25 ﬁl de butanol saturado
com agua, para extrair o ficaprenol-fosfato-galac

tose.

Ficaprenol-fosfato-galactose €& um lipidio
L~-isopreno insaturado, que quando submetido a tra
tamento fendlico, rompe-se a ligacao entre ficapre
nol e fosfato e obtem-se galactose-l-fosfato, Solg

vel em agua.
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De acordo com a tabela (VI), pode-se observar
que é composto obtido por incubagao com a levedura
permaneceu 97% de material radiocativo na fase fené
lica, ao contrario do controle (ficaprenol-fosfato
~galactose) 6u4%, foli liberado na fase aquosa. Con
clui-se que se trata de um poli-isopreno {-satura-

do, ou seja, do tipo dolicélico.

TABELA VI

Tratamento fendlico do glicolipidio soldvel em bu

tanol
% de radioativo
Amostra

Fase aquosa | Fase fenolica
Ficaprenol-fosfa-
to-galactose [lel 64 36
Lipidio-fosfato-
manose [Clﬂ 3 97

2.7. Tratamento alcalino

Pelas evidencias apresentadas, o composto ex

traido na fracdo butandlica e purificado pela colu
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na de DEAE-celulose-acetato, &€ dolicol-fosfato-ma

nose.

A ligacao manose-fosfato pode ter duas confi
guragBes:o[.ou//g. Para se determinar a configura
cdo fez-se sucessivas reacOes. Um tratamento alca
lino forte rompe a ligagao entre o fosfato e o po
liprenol, liberando manose-fosfato. Se a manose es
ta em configuragéo cisf/B) durante o tratamento al
calino, forma-se um composto ciclico intermedid
rio, manose-1l,2-fosfato, que nas condicoes de rea
gao, rompe a ligagao entre fosfato e C, da ose, 1i
berando~se manose-2-fosfato. Se a configuragao e
transea[), nao ha a formacdao do composto ciclico,e
o glicidio liberado & quase que totalmente destrui
do, nas condigdes de reacdo da hidrolise alcalina.
0 resultado da hidrdlise alcalina forte & observa
do na eletroforese em papel, no tampao E (figura
17 A), em que o produto de hidrdlise se desloca co

mo manose-fosfato.

Para confirmar que o fosfato se encontra liga
do ao C, da manose, fez-se uma hidrélise acida do
produto, obtido com o tratamento alcalino. Esta hi
drolise rompe a ligacao fosfato com o Cl da mano

se, se esta existir.

Na figura 17 B, observa-se que, mesmo apds a

hidrolise acida, o composto liberado continua car
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Figura 17 - Eletroforese em papel do produto soluvel emn
dgua obtido por tratamento alcalino (A); o mes
mo material apés hidrdlise acida (B); tratamen
to da fragao anterior com fosfatase alcalina
(C). Tampac acetato de piridina pH 6,5, 50mA,
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regado, se deslocando como manose-fosfato.

Para provar que a carga do composto, separado
por eletroforese, se deve ao fosfato ligado a mano
se, a amostra que resultou da hidrdlise acida, foi
tratada com fosfatase alcalina (vide Material e Mé
todos). Liberou-se um composto, que em eletrofore
se no sistema E, se comportou como neutro e se des

locou como manose (figura 17 C).

Conclui-se que a manose esta ligada ao fosfa
to com configuragéo/@ . Com isto se demonstrou a
existencia de dolicol~fosfato—/§~manose no mate

rial liposolivel extraido com butanol.

3. REzINCUBACAO COM DOLICOL~FOSFATO-MANOSE

Para investigar se o dolicol-fosfato-manose trans
fere a porcdo glicidica para algum composto, glicopro
teina ou polissacarideo, testou-se o glicolipidio (puri
ficado segundo Material e Metodos) como substrato no

sistema de incubacao.

~ -~ . l@
Nao se obteve transferencia de manose [C ao
"pellet", mesmo quando GDP-manose nao radioativa era
acrescentada ao meio de incubacaoc, a fim de estimular a

reacao.
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Observando-se a curva de tempo a 0°C (figura 8),
constata-se que ha acumulo de glicolipidio radioativo
na fracao butandlica, sem haver transferencia de manose
[CluJ para a glicoproteina ("pellet"). Com estes dados
tentou-se a transferencia de manose [ClEJ para a protei
na, a partir do dolicol~-fosfato-manose [CIHJ endbgeno,

formado a OOC, re-incubando-se a 30°C.

0 procedimento que seguiu-se, fol descrito em Mate
. - . ) y Yy
rial e Metodos. Nao houve 1incorporacao de manose [Cl]

-
na proteina.

Num tubo controle, re-incubado com GDP-manose
[ lu] - .
C , nao se encontrcou atividade, ¢ que demonstra a
inativacao das enzimas durante o processo, por isso nao

se pode concluir algo a respeito deste experimento.

4., ANALISE DO COMPOSTO INSOLOVEL EM BUTANOL E AGUA

4.1. Tratamento com pronase

Investigando-se a possibilidade da presenca
de uma glicoproteina no material insolivel em buta
nol e &gua, submeteu-se o 'pellet" a digestdo com

- o .
enzima proteolitica (pronase), como foi descrito
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em Material e Metodos.

Paralelamente se fez um controle, em que a

amostra foi incubada sem enzima proteolitica.

Apos 72 horas de tratamento, se liberou 99%
da radicatividade, numa forma sollivel em agua. No

controle s6 se solubilizou 15%.

Os produtos obtidos pela digestdoc com prona
se, foram aplicados em coluna de Sephadex G 25. A
amostra foi eluida dentro do volume de inclusao
da coluna, comprovando a diminuicao peso molecular
da glicoproteina, por agao da enzima proteolitica.
A glicoproteina ndo tratada com pronase, foi elui

da no volume de exclusao (figura 18).

Para provar a natureza dos compostos solubili
zados por pronase, se utilizou eletroforese em pa

pel em tampdo acido (tampao F).

Observando-se a figura (19) constata-se un
deslocamento do produto radioativo para o polo ne

gativo como acontece com glicopeptideos.

Os resultados confirmam a existéncia de glico
proteina, com um ou mais glicidios ligados, o que

sera analizado a seguir.
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em Material
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Hidrdolises &cidas

Com a finalidade de analizar quais e quantos
glicidios estao 1ligados a glicoproteina, realizou
-se respectivamente hidrSlise acida total e par

cial.

Com a hidrolise acida total(acido Tri-fluoro
~acético 2N - 1h - 120°C) obteve-se 95% de hidrd
lise. 0 hidrolizado foi submetido a cromatografia

descendente em papel, no sistema A.

Na figura (20) observa-se que s se encontra

manose.,

Efetuando-se uma hidrolise acida parcial se
liberou 75% de radioatividade que ao ser aplicada
em cromatografia descendente em papel, no sistema
B, 50% desta ‘radiocatividade fica no ponto de apli

cacao e o restante se desloca como manose.

Hidrolises alcalinas redutoras

E conhecido que os carboidratos das glicopro
teinas podem estar unidos por ligagles N-glicosidi
cas ou O-glicosidicas, atraves dos respectivos ami

noacidos: asparagina, serina ou treonina; hidroxi
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Figura 20 - Cromatografia descendente em papel, do produto
obtido, apds hidrélise &cida total da glicopro
tefna (2NTFA, 120°C, 1 h). Eluente - butanol:
piridina: dgua (6:4:3). Gal - galactose. Glc-

glicose. Man - manose.
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lisina e hidroxiprolina.

0 tipo de 1ligacao O-glicosidica (com serina
ou treonina) & 1labil em condicoes alcalinas sua
ves, entretanto a ligacdo N-glicosidica (via aspa

ragina) se mostra resistente nestas condicoOes.

Por este motivo se realizou hidrolise alcali
na suave redutora (0,01N NaOH, 0,1M NaBHUr -~ 24h -
temperatura embiente), seguindo técnica descrita
em Material e Metodos. Obteve-se 80% de hidrolise.
Este material liberado foi aplicado em cromatogra
fia descendente em papel, no sistema B. Constata
-se pela figura (21) que o tratamento alcalino s6

produz manose.

Com a hidrolise alcalina forte redutora (2N

NaOH, 2M NaBH, - 6 horas - 100°C) obteve-se 95% de

b
hidrolise. O material hidrolizado foi aplicado em
cromatografia descendente em papel, no sistema B.

Apresentou o mesmo resultado das condigoes anterio

res (figura 22).

0 material desta cromatografia foi eluido e
aplicado no sistema cromatografico C, que permite
separar manose de manitol. Observa-se na figura
(23) que o composto liberado pelo tratamento alca
lino redutor, & identificado como ﬁanitol confir

mando que sO uma manose esta ligada a glicoprotei
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obtido, apos hidrolise alcalina redutora sua
ve, da glicoproteina (0,1N NaOH - 0,1M NaBHu,
. ambiente, 24 h). Eluente - buta-

piridina: agua (4:3:4). Man - manose.
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Figura 22 - Cromatografia descendente em papel do produto

obtido apés hidrdlise alcalina redutora forte
da glicoproteina (2N NaOH - 2M NaBH, , 100°C,

6 horas). Eluente -~ butanol: piridina: agua

(B4:3:4),
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Cromatografia descendente em papel do produto
obtido apés /3 -eliminagdo redutora da glicopro
teina [Clﬂ . O composto isolado na figura foi
eluido e recromatografado no sistema de solven

tes: butanol: etanol: agua (10:1:2).
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na pelo extremo redutor.

Para confirmar a ausencia das glicoproteinas
via asparagina, efetuou-se incubagdao do material
enzimatico obtido de levedura, na presenga de tuni
camicina (10 Mg/ml). Este antibiotico inibe a sin
tese de glicoproteina com ligacdao N-glicosidicas.
Porem, observando a tabela (VII) constata-s& que
nao ha inibicdao de transferéncia de manose para a

glicoproteina.

TABELA VII
Efeito da Tunicamicina na transferencia de manose
[Cl%] a compostos sollveis em butanol e insoliveis

em butanol e agua

Condicoes de Fragao buta- "Pellet"
incubacao nélica

cpm/mg de proteina

Controle 3000 3700
+ Tunicamicina

(10 pg/m1) 9000 3600

De acordo com os resultades pode-se concluir
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que a porcao glicidica de glicoproteina é formada
por uma manose, ligada com unido O-glicosidica,

. - g ® » o
aos aminoacidos serina e/ou treconina, da proteina.
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A participacdo de lipidios fosfatados como carreado
res de grupos glicosilas ativados, tem sido objeto de estu

do em tecidos animais, plantas, bactérias, fungos e levedu

ras.

Varias oses ou derivados de oses sao transferidos de
seus respectivos nucleotideos para lipidios intermedi&
‘rios, na biossintese de glicoproteinas, em células eucarid
ticas e procaridticas. Evidéncias de tais reacdes tém sido
obtidas com respeito a manose (CACCAN et alii, 1969; TETAS
et alii, 1970; WAECHTER et alii, 1973; BEHRENS et alii,
1873), galactose (TETAS et alii, 1970; HELTING e PETERSON,
1972), glicose (BEHRENS et alii, 1970, 1971), N-acetilgli
cosamina (TETAS et alii, 1970; BEHRENS et alii, 1973) e

xilose (WAECHTER et alii, 1874).

Foi demonstrado por GLASER (1858) que procariotes, co

mo o Acetobacter xylinum sintetizam celulose a partir de

UL R glicose como doador de radicais glicosil.
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Mais tarde, COLVIN e colaboradores (1959, 1961) suge-
riram a participacao de lipidios intermediarios na biossin

tese de celulose por este organismo.

E, em 1978, estes conhecimentos foram demonstrados

por HOPP e colaboradores.

Tncubando-~se fracao particulada de vdrios tecidos com
nucleotidios~aglicares radioativos, observa-se que o resi
duo marcado € encontrado numa fracdao soluvel em solvente
organico. Tentando observar mais detalhadamente esta ativi
dade enzimatica de transferéncia em precipitado obtido a

30.000 xg do fungo Mucor rouxii, crescido em anaerobiose

incubou-se este material com os trés nucleotidios-aglca
. o
res: UDP-glicose [Clu(Ui], GDP-manose [Ci4(U)] e UDP-acido

glicuronico [Clu(Uﬂ .

Constatou~-se que o material enzimatico utilizado
transferia o residuo glicidico mércado para compostos pre
cipitaveis por acido tri-cloro-acetico 5%. O mesmo foi ob
servado em fracao particulada da forma micélio deste fungo
quando se incubava este material na presenca de UDP-N-ace
tilglicosamina e GDP-fucose, além dos trés derivados nu

cleotidicos ja citados.

Estudando-se a natureza dos produtos de reacao, obti
dos na incubagao com a forma levedura, verificou-se que a
transferencia se fazia para dois compostos: um de carater

lipofilico, soluvel em butanol e outro insoluvel, tanto no
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solvente organico como em Aagua.
Constatou-se que o produto insollvel em butanol e
agua € de natureza protéica, porque, quando submetido a

pronase (enzima proteolitica) apresenta 85% de hidrolise.

Foi demonstrado em Neurospora crassa que a presenga

’

de Mg+Z e/ou Mnt? & necessaria para que ocorra a transfe
réncia de manose, a partir de GDP-manose para um lipidio
poliprendélico e um aceptor endSgeno protéico (GOLD e HAHN,

1876, 1978). O mesmo fol observado em outros organismos.

Na forma micélio do fungo Mucor rouxii (BERNARD et

alii, 1982) foi constatada a necessidade de ion divalente,

e o mesmo foil observado na forma levedura.

A incorporagac de manose [Clg] no lipidio e glicopro

teina & dependente do ion Mg+2 e/ou Mnt2.

Ll + 2 ) . . -
0 1on Ca quando acrescentado ao melo de incubagao,
estimula pouco a atividade enzimdtica de transferéncia, po

- +2 +2 .
rém quando ambos, ion Ca e Mg =, se encontram no meio de

~ ees = +2
reagao, ocorre inibicgao por parte de Ca ~.

WAECHTER e LENNARZ (1876) relataram que varios orga
nismos, contém enzimas que formam oligossacarideos ligados
a lipidios. Os residuos glicidicos ligados a estes compos,
tos podem ser N-acetilglicosamina, manose, glicose e ou

tros. 0 oligossacarideo formado encontra-se unido a um 1i



..96._.

pidio-difosfato. Este produto de reacao pode ser separado
de outros lipidios por sua solubilidade em solvente conten
do cloroférmio: metanol: &gua, nas proporgdes 1:1:0,3 (STA
NELONI e LELOIR, 1977). Tais compostos foram encontrados
em quase todos tecidos animais (PARODI et alii, 1973) e le

vedura (PARODI, 1977).

No fungo Mucor rouxii, nao se constatou transferéncia

de manose [Cl{] para composto soluvel em cloroformio: meta
nol: agua (1:1:0,3). Na tentativa de obter tal composto,
incubou-se frac3do particulada do fungo com GDP-manose
[Cluj e outros derivados nucleotidicos com a porgdo glici
dica transferivel, ndo radioativa. Porém, ndo se obteve au
mento de incorporagao no lipidio ou proteina, nem mesmo te
ve-se a formagdo de lipidio-oligossacarideo. Isto nao ex
clui a possibilidade de existéncia deste composto na forma
levedura do fungo. Indica apenas que nac € formado no pre

parado enzimatico obtido a 30.000 xg.

Como ja foi exposto anteriormente, os lipidios carrea
dores descritos ate o momento, se dividem em dois grupos:
um que contem um fosfato entre o lipidio e a porgdo gliel

dica, e outro que contem um pirofosfato nesta posicao.

Em coluna de DEAE~-celulose forma acetato, o lipidig

-manose foi eluido como undecaprenol-monofosfato-manose.

Estes dados foram confirmados pela 1labilidade acida

- 40 . —~ - 1 B
do glicolipidio. Houve liberagdao de manose Lcli] como uni
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co composto sollvel em agua. Resultado esperado para um 1i
pidio-monofosfato-manose, desde que um derivado pirofosfa
to daria um éster ciclico de manose-fosfato (LEZICA et

alii, 1976).

Os lipidios glicosilados encontrados em tecidos ani
mais (BURGOS et alii, 1963; CACCAN et alii, 1969; WAECHTER
et alii, 1973), fungos (TANNER et alii, 1972; BABCZINSKI e
TANNER, 1973) e plantas (ALAM e HEMMING, 1973) sao prova
velmente dolicois monofosfatados. Estes lipidios pertencem
a familia dos poli-isoprenos com uma cadeia carbonada de
Diferem dos poli-isoprenos de bactérias pelo

C a C

40 100°
tamanho da cadeia, como +também, porque os dolicdis tem a
unidade isoprenica terminal saturada (LENNARZ, 1975). Con

sequentemente a ligacdo fosfato-dolicol & estavel frente

ao tratamento fendlico.

A fim de se determinar, se em fungos, a unidade poli
-isoprenica terminal do glicolipidio, obtido nas incuba
goes, era saturada ou insaturada, submetemos a um tratamen
to fendlico. A amostra se mostrou resistente a este trata
mento, comparando-se com ficaprencl-fosfato-galactose de

Acetobacter xylinum, que possui unidade L ~isoprénica in

saturada (GARCIA et alii, 1974). Conclui-se que o lipidio

em questaoc &€ do tipo dolicdlico.
A configuracao anomérica da manose pode ser o[/oul/g.

Os anomeros clie /3 do dolicol-fosfato-manose podem
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ser distinguidos pelos produtos formados apos hidrolise al
calina, ou pela agao de o£ ~manosidase (HERSCOVICS et alii,

197u).

Conforme foi exposto em Resultados, HERSCOVICS e cola
boradores observaram o comportamento de dolicol-fosfato

x(ou/g -manose diante do tratamento alcalino.

Na figura (24) observa-se que quando existe configura

cao cis (/3) entre o fosfato e o grupo hidroxila do C, da
- Ll - . . o -
manose, e possivel formar-se um composto ciclico intermedia
rio, que se transforma em manose-2 -fosfato. Se a configu
racdo & trans (.[) ndo & possivel haver a ciclizacdo, e o

residuo de manose €& rompido com este tratamento.

CHZOH
0 I ~
0 -P -0
OH |
OH ~
\i g OH Configuragao//g
OH
CHZOH
SN
0
OH 0H | -
0~-P~0
OH | | )
OH Configurag50a<
Figura 24 - Estrutura de fosfato-/5-manose e fosfato~a[¥mi

nose
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Tratamento alcalino do dolicol-fosfato-manose obtido
nas incubacoes liberou um composto que se deslocava como
glicose-fosfato, em eletroforese. O produto deste tratamen
to foi submetido a uma hidrolise acida, formando ainda com
posto carregado, provavelmente manose2fosfato, pois a liga
gao fosfato no C, da manose € 1abil com esta hidrolise.

0 tratamento com fosfatase alcalina veio complementar
as conclusoes anteriores, segundo as quais a carga da molé

cula se deve a um grupo fosfato.

Diante dos resultados, concluimos que o glicolipidio

e dolicol-fosfato- /3-manose.

Sabendo-se que um grande nimero de proteinas, de di
versas origens e fungdes bioldgicas sdo conhecidas por con
terem residuos glicidicos ligados covalentemente a cadeias
laterais dos residuos de certos aminodcidos, suspeitamos
que o produto radioativo, insollvel em solvente organico e

agua, tivesse esta natureza.

Este composto foi submetido a digestao exaustiva por
pronase, havendo 85% de hidrolise. Os resultados da gel
filtracao em Sephadex G 25 da amostra tratada e nao trata
da por pronase, mostram uma diminuicdao do peso molecular

com o tratamento proteolitico.

Os produtos liberados por pronase, aplicados em ele

troforese em meio acido, se deslocam para o polo negativo,
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confirmando o carater de glicopeptidio.

Para elucidar a estrutura da parte glicidica desta
glicoproteina, quanto ao tipo e nimero de residuos glicidi
cos ligados, realizou-se hidrGlise dcida total e parcial

da amostra.

A cromatografia, do produto de hidrdlise total, reve
lou que o glicidio radicativo liberado era manose, excluin
do a possibilidade de alguma reacdo paralela que transfor

masse o substrato, por exemplo epimerizacgao.

0 produto de hidrdlise acida parcial tambem correu co
mo manose, sugerindo que possui manose com ligacdo acido

1abil.

Os oses ou derivados podem se ligar a proteina atra
vés de unido O-glicosidica ou N-glicosidica, isto dependen
do da cadeia lateral do residuo de aminodcido, envolvido

na ligacao.

Sabe-se que O manano, uma glicoproteina estudada em

Saccharomyces cerevisiae (WAECHTER e LENNARZ, 1976; PARO-

DI, 1979 @akontém residuos de manose ligados a cadeia poli
peptidica por uma ponte alcali-1dbil com os residucs de se
rina e/ou treonina. Outras manoses estao unidas por liga
cao alcali-estavel, provavelmente através de pontes N-gli

cosi. dicas de N-acetilglicosamina com asparagina.
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A glicoproteina em estudo apresentou-se suscetivel a
hidrdlise alcalina redutora suave, liberando uma manose,
que estava unida a prote{na. Este compertamento se deve a
ligacao O-glicosidica da ose com as cadeias laterais dos

" » - - . .
residuos dos aminoacidos serina e/ou treonina.

Eluigao e recromatografia do composto revelou que o

tratamento alcalino redutor libera manitol.

Outro resultado que veio confirmar nossas conclusoées
foi o efeito da Tunicamicina. Este & um antibidtico que
inibe a sintese de dolicol-pirofosfato-N-acetilglicosamina
e consequentemente afeta a formacao de glicoprotefnas com
ligacdo N-glicosidicas (TAKATSUKI et alii, 1971; TKACZ e
LAMPEN, 1975; STRUCK e LENNARZ, 1977; WAECHTER e HARFORD,

1977; ERICSON et alii, 1977; JAMES e ELBEIN, 1880).

Tunicamicina, ao ser acrescentada no meio de incuba
¢cdo, nao produz efeito inibitdrio na transfereéncia de mano
se para a glicoprote{na. Isto confirma os dados apresenta
dos, e exclue a possibilidade de se formar uma manoprotei

na com unifo N-glicosidica, no sistema de reacao.

Reunindo os resultados de analise, deduzimos que a
porcdo glicidica consta de somente uma manose ligada a pro

teina por unido O-glicosidica.

Apesar de se ter estabelecido, que a forma levedura,

do fungo Mucor rouxii, sintetiza um manolipidio e uma mano
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proteina, a partir de GDP-manose, nao se pode estabelecer

uma relagao precursor produto.

0 trabalho apresentado sé& nos permite afirmar que na

forma levedura do fungo Mucor rouxii, sao formados, a par

tir de = GDP-manose, dolicol—fosfato»/gnmanose e uma glico
» - .
proteina, com manose ligada ao residuo de serina e/ou treo

- -«
nina da protelna.
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A transferéncia de glicidios, a partir de seus respec
tivos nucleotideos para compostos complexos (polissacari
deos e glicoproteinas), via 1lipidio intermediario, tem si

do pouco investigada em fungos.

0 estudo desenvolvido nesta dissertacao tentou acres

centar informagoes a respeito destes organismos.

0 trabalho teve como objetivo estudar o mecanismo de
transferéncia de glicidios, a partir de nucleotideos-aguica
res, na biossintese de polissacarideos ou glicoproteinas

no fungo dimorfico, Mucor rouxii.

Verificou-se que, na fragac particulada da forma leve
.~ [ 14
dura, deste fungo, ocorre a transferencia de manose | C s
s 14 . . s
a partir de GDP-manose |[C” |, a um composto de natureza li

- . -,
pidica e a outro de natureza proteica.



~104~

Em primeiro lugar, determinou-se as condicdes Otimas
de reacao, quanto ao tempo de incubacdo, concentracdo de
substrato, concentracao de material enzimdtico, dependén

cia de ions e pH do meio.

o - .
Observou-se que a 30°C obtem-se o maximo de incorpora
~ [ 1%] e . - .
cao de manose | C no lipidio e glicoproteina, em 20 minu
- o) - - .
tos, porem a 0°C, so ocorre transferencia para o composto

lipossoluvel.

Constatou-se que a reacdao de transferéncia é dependen

. +2 +2 +2 .
te de ion divalente, Mg ou Mn 7, sendo que Ca ativa
com muito menor intensidade, e que além disso, este uUltimo

inibe o efeito dos dois primeiros.

Analisando os produtos obtidos conclui-se que o glico
lipidio € um composto poli-isoprénico, com unidade termi

nal saturada, ou seja, do tipo dolicdlico.

Este poli-isopreno se encontra esterificado com um
fosfato, e a este, esta ligada uma manose com configuracdo
/3. Ou seja, o produto foi identificado como dolicol-fosfa

toj/3~manose.

0 composto insollvel em butanol e dgua foi identifica
do como de natureza protéica, de acordo com o tratamento

de pronase e eletroforese dos glicopeptidios liberados.

A glicoproteina foi caracterizada por apresentar uma



~-105-

ligacdo do tipo O-glicosidica, entre uma Unica manose e a
cadeia lateral dos residuos de aminoacidos, serina e/ou

treonina, da cadeia polipeptidica.
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