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RESUMO

R presença de amino oxidase foi demonstrada em micélio 
de Dactglium dendroides crescido em meio contendo diferentes 
teores de íons amónio* R adição de n-butilamina resultou em um 
aumento de 186 vezes na atividade específica da enzima« aumento 
este que não foi observado na presença de cicloheximida* Quando 
a suspensão de micélios foi incubada em meio sem fonte de nitro­
gênio» não se observou alteração nos níveis da enzima* Na pre­
sença de indutor a expressão da enzima foi diminuída em presença 
de íon amónio e de L-glutamina*

fl suspensão de micélios de JD* dendroides expostos a con­
centrações variáveis de oxigênio apresentou um aumento de 296 
vezes nos níveis da enzima quando a concentração de oxigênio na 
fase gasosa variou de zero a 100 7.» enquanto que a massa mice- 
lial aumentou apenas 1»35 vezes* R adição de cicloheximida ao 
sistema impediu a síntese da enzima e diminuiu o consumo de 
D-glucose e de oxigênio*



1. INTRODUÇftG

Rs amino oxidases são enzimas que catalisam a desarnina­
ção oxidativa de amino grupo terminal de mono-, di-, e poliami- 
nas, corn a formação de quantidades estequiométricas de aldeído, 
peróxido de hidrogênio e amónia (34,61,63), de acordo corn a 
equação:

RCH2NH2 + 0 2 + H20 --------> RCHO + H20 2 + NH3

Como as monoarninas, diaminas e poliarninas são largamente 
distribuídas na natureza, as amino oxidases podem atuar como 
reguladoras da concentração destas aminas, e assim, participar 
de um grande número de processos biológicos (34).

Rs amino oxidases em animais têm ampla especificidade, e 
tomam parte importante no metabolismo de aminas biogênicas (3S).

Rs amino oxidases são geralmente divididas em dois gru­
pos: monoamino e diamino oxidases. Esta classificação baseava-se 
inicialmente na especificidade das enzimas pelos substratos 
(66), onde monoamino oxidases atuariam em monoarninas alifáticas 
e aromáticas, enquanto que as diamino oxidases seriam responsá­
veis pela oxidação de diaminas alifáticas e aromáticas (61). 
BLRSCHKO & DUTHIE (7), entretanto, registraram que algumas mono­
amino oxidases são capazes de catalisar a oxidação de diaminas
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alifáticas de cadeia longa» gue não são substrato das diamino 
oxidases»

De uma forma geral» diaminas com estrutura H 2 N(CH2 >nNH2 
são substratos das diamino oxidases. fl velocidade da reação au­
menta em -função do tamanho da cadeia carbonada até 5 átomos de 
carbono, decrescendo com número de carbono superior. Rs diaminas 
com 14 a IS átomos de carbono não são oxidadas pelas diamino 
oxidases, e sim, pelas monoamino oxidases (67).

R classi-ficação utilizada atualmente é baseada na sensi­
bilidade a inibidores. Rssim monoamino oxidases, que catalisam 
a oxidação de arninas primárias, secundárias e terciárias (EC 
1.4.3.4), são inibidas pela 2-f eni lcloropropi larni na, seu inibi­
dor específico (68); enguanto gue diamino oxidases, gue catali­
sam a oxidação de monoaminas primárias e diaminas (EC 1-4.3.6), 
são inibidas por hidrazina e aci1-hidrazidas não substituídas 
(68), sendo a semicarbazida e isoniazida seus inibidores típicos 
(9,11).

Rs amino oxidases são amplamente distribuídas em animais 
e vegetais (61). Ocorrem em invertebrados como moluscos, eguino- 
derrnos, anelídeos (8), insetos, plantas, bactérias (9) e outros 
microrganismos (61); e ainda em muitos tecidos vertebrados como 
fígado, glândulas paratireóide e submaxilar, tecido nervoso, gô- 
nadas, músculo cardíaco (9), rins (67), plasma (57,61). Rs di­
amino oxidases são mais encontradas em bactérias e plantas su­
periores, enguanto gue as monoamino oxidases são mais encontra­
das no reino animal (68).

ROULET & ZELLER (46) registraram gue tlycobacteriurn 
smegmatis foi capaz de desaminar oxidativãmente arninas como



agmatina, putrescina, cadaverina, histamina e espermina- SRTRKE 
(47) demonstrou a atividade de oxidase sobre diaminas e poliami- 
nas em Rchr ornobac ter sp crescida em meio contendo amina como 
•fonte única de nitrogênio e de carbono- R enzima catalisava pre­
ferencialmente a oxidação da histamina e da putrescina enquanto 
BRCHRRCH (A) verificou que Serratia rnarcescens produziu uina en­
zima que catalisava a oxidação da espermidina-

Fseudomonas aminovorans crescida em meio contendo rnetil- 
arnina, dimet i larnina ou trirnet i larnina produziu uma enzima que 
catalisava a oxidação destas arninas (16).

Micrococcus luteus e K1ebsie11a aerogenes produziram 
monoamino oxidases que têm sido denominadas tiramina oxidase, 
por apresentarem alta especificidade por tiramina e compostos 
relacionados (38,40). R enzima está ligada a membrana e foi in­
duzida por tiramina (38).

YRliRDR e colaboradores (61) verificaram que fungos dos 
gêneros Penici 11 ium, Rspergi 1 lus, Monascus, e Fusariurn produziam 
arnino oxidase endomicelial quando crescidos em meio contendo 
arninas como fonte única de nitrogênio, e concluíram que a enzima 
tem importante papel no crescimento do fungo nestas condições.

R enzima sintetizada por Rspergi1lus niger e Penici11ium 
chrysogenum, independentemente da amina usada como fonte de ni­
trogênio, apresentou a mesma especificidade pelo substrato. Rs 
arninas oxidadas em maior velocidade foram as monoaminas alifáti­
cas que possuem de 3 a 6 átomos de carbono, como a fenetilamina, 
benzi lamina, agmatina e histamina- Rs diaminas alifáticas com 3 
a 6 átomos de carbono foram oxidadas a menores velocidades, e as
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poliaminas, como esperrnina e espermidina, não -foram oxidadas 
(61).

Rs enzimas de Monascus anka e Fusarium bulbigenam cata­
lisavam a oxidação de monaminas ali-f áticas, mas não da benzi lami­
na. R histarnina -foi oxidada a baixas velocidades, e as diaminas 
foram oxidadas em presença da enzima do Fusarium bulbigenum, mas 
não de Monascus anka (61).

Quando Penici11ium chrgsogenum foi crescido em meio con­
tendo esperrnidina ou esperrnina como fonte de nitrogênio produziu 
uma poliamino oxidase (28,29), o mesmo ocorrendo com fungos dos 
gêneros Rspergi1lus, Mucor, Rhizopus, Cg1indrocarpon, Fusarium e 
Giberella (65).

Candida boidinii apresentou duas amino oxidases distin­
tas guando crescida em meio contendo n-butilamina (25). Os auto­
res sugeriram que uma razão possível para a existência das duas 
enzimas pudesse residir na especificidade pelo substrato. R pre­
sença das duas enzimas permitiria que o microrganismo utilizasse 
aminas como fonte de nitrogênio, com eficiência máxima, espe­
cialmente quando presentes em concentrações muito 
baixas.

Nos estudos realizados com as amino oxidases de origem 
fúngica não há referência sobre o tipo de enzima, sendo usado o 
termo genérico de amino oxidase. Em sua revisão, MRLMSTROM (34) 
se refere a enzima de Rspergi1lus niger como sendo diamino oxi­
dase, baseado em sua sensibilidade a semicarbazida, inibidor 
específico da diamino oxidase.

R amino oxidase de _R_. niger foi purificada até cristali­
zação e considerada homogênea por ultracentrifugação (1,62). R
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preparação homogênea da enzima de Pspergi1lus niger apresentou 
peso molecular 252-000 (31*56,62)» existindo discordância quanto 
ao número de subunidades e o conteúdo em cobre da enzima. RDRCHI 
e colaboradores (1) verificaram que quando a enzima de R. niger 
•foi dialisada contra cloreto de guanidina 6M contendo mercapto- 
etanol 0,1M, -foi dissociada em subunidades de 85-000 de peso 
molecular. Baseado no peso molecular da enzima nativa, sugeriram 
que a enzima -fosse composta de 3 subunidades covalentemente li­
gadas (-S-S-) e provavelmente, do mesmo tamanho- KUliflGRI e cola­
boradores (31) encontraram o mesmo valor de peso molecular para 
a enzima nativa, mas após tratamento corn sódio dodeci lsul-fato 
obtiveram duas subunidades de peso molecular 125-000 cada uma, 
sugerindo ser a enzima um dímero- Por análise de absorção atômi­
ca os mesmos autores constataram que a enzima contem um átomo- 
grama de cobre ligado a cada subunidade.

0s íons de cobre estão -firmemente ligados, mas podem ser 
parcialmente removidos tratando-se a enzima com dietilditiocar- 
bamato- Quando da remoção do cobre, a atividade enzimática ces­
sa. R reativação é obtida com a adição de cobre, ou do cobre 
juntamente com piridoxal -fosfato- R função do cobre nas amino 
oxidases ainda não foi bem estabelecida - Como o metal é necessá­
rio para a atividade catalítica, sugere-se que esteja envolvido 
na transferência de elétrons da proteína reduzida pelo substrato 
para oxigênio molecular (34).

R amino oxidase de R- niger contem piridoxal fosfato 
fortemente ligado a enzima (1,2) e admite-se que a molécula da 
enzima contenha 2 grupos piridoxal fosfato (34).
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R inibição das amino oxidases de origem fúngica tem sido 
estudada» observando-se gue são fortemente inibidas por agentes 
guelantes de metal, sendo a inibição reversível por diálise ou 
adição de íons metálicos, com exceção do dietilditiocarbamato 
(54,64). Sugere-se gue os guelantes provoguem inibição formando 
complexo com o cobre ligado a enzima, enguanto gue o dietildi­
tiocarbamato remove o cobre da proteína (34,64). Não foram

-  *+observados efeitos na atividade enzimática em presença de 3*10 
M de EDTR (60,64).

R reação da amino oxidase é inibida por íons metálicos 
como prata, mercúrio, e cobre em altas concentrações, e por rea­
gentes para grupo sulfidrílico (55).

Todas as diamino oxidases são fortemente inibidas por 
reagentes para grupos carbonílicos tais corno hidrazinas, hidro- 
xilamina, semicarbazida, aminoguanidina e cianeto de sódio. Es-

~  ~  - 5tes agentes sao geralmente inibidores em concentração de 10 a
_710 M. Os inibidores parecem formar complexos covalentes com v 

grupos carbonílicos do piridoxal fosfato, nas enzimas gue o pos­
suem, ou com algum cofator desconhecido naguelas gue não o con­
tem. Rs monoamino oxidases são inibidas por 2-fenilcloropropila­
mina (34).

SUZUKI e colaboradores (52) propuseram as seguintes eta­
pas na reação da enzima de _R_. niger: uma transaminação, gue
ocorreria anaerobicarnente, seguida de desarninação oxidativa, gue 
ocorreria na presença de oxigênio molecular
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HO ^ C H 2NH2
+ 2RCH2NH 2 ------> E + 2RCH0\CHO CH'NH2

,CH2NH2 /CHO
+ 20, + 2H, 0 ----> E + 2H,Q, + 2NH,2 2 v 2 2 3

c h2n h 2 ^ cho

Os estados sobre o efeito da concentração dos substratos 
sobre a arnino oxidase de flspergi 1 lus niger relatam um valor de 
Km de 2,36 mM para a n-butilamina em pH 7,5 e 25 fiC (53), e de 
1,2 mM para a putrescina em pH 8,5 e 20 2C (63). Com relação à 
benzi lamina, os valores variam de 17 mM em pH 7,2 e 20 2C a 0,56 
mM em pH 7,5 e 25 2C (53). 0 valor estimado para o Km aparente 
do oxigênio é de 50 mM em pH 7,5 e 25 2C (53). Já a enzima de 
Candida boidini i apresenta um Km de 12 mM para o oxigênio e 0,16 
mM para a meti lamina (25).

0s estudos realizados por YRMRDR e colaboradores (61) 
mostram gue a arnino oxidase de flspergi1lus niger foi induzida 
por n-butilamina, com produção máxima da enzima após 12 horas de 
crescimento, decaindo os níveis em seguida, à medida gue a n-bu- 
ti lamina foi sendo consumida. Entre as arninas testadas como fon­
te de nitrogênio, as rnonoaminas e diaminas foram eficientes na 
indução da arnino oxidase e no crescimento do fungo, o mesmo não 
ocorrendo com as poli arninas como espermina e espermidina. Outras 
fontes de nitrogênio como sais de arnônio, nitrato, uréia e ami- 
noácidos não induziram a formação de enzima. Rlém disso, a adição 
de sais de arnônio, uréia e arninoácidos ao meio contendo amina,
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ocasionou a repressão da amino oxidase. Todos os estudos sobre a 
expressão da enzima foram realizados cultivando os fungos a uma 
tensão de 20*/. de oxigênio.

Os estudos sobre a expressão da superóxido dismutase, 
uma cobre-enzima que catalisa a degradação do íon superóxido, 
sugerem que a sua síntese seja regulada pela presença de pres­
sões elevadas de oxigênio na fase gasosa (6,21,22,23,24,39).

GREGORY e colaboradores (23) constataram o efeito indu­
tor do oxigênio sobre a superóxido dismutase de Saccharorngces 
cerevisiae var el1ipsoideus, onde os níveis da enzima citop1as­
mática e mitocondrial foram 6,5 vezes maiores na levedura 
crescida em 100 % de oxigênio do que anaerobicamente, ocorrendo 
aumento de catalase em níveis menores.

0 efeito do oxigênio em fungos filamentosos é pouco 
conhecido (10). NOTVIG (39) examinou várias espécies de fungos 
aquáticos, produtores de ácido lático, expondo-os a um atmosfera 
de 90% de oxigênio, estudando a variação do crescimento e sua 
habilidade em degradar o peróxido de hidrogênio e o íon superó­
xido. 0 autor observou que os organismos anaeróbicos e anaeróbi- 
cos aerotolerantes foram mais sensíveis ao oxigênio e exibiram 
menores níveis de superóxido dismutase, catalase e peroxidase do 
que as espécies fortemente oxidativas.

BRR-LEV & KIRK (5) observaram um aumento de atividade no 
sistema 1igninolítico responsável pela degradação da lignina 
quando culturas de Phanerochaete chrgsosporium foram submetidas 
a diferentes tensões de oxigênio-

PEDR0SR & Z0NC0N (43) registraram o efeito da p02 sobre 
a síntese e secreção de galactose oxidase em Dactglium
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dendroides. fl galactose oxidase é uma cobre-enzima que catalisa 
a oxidação da D-galactose, concomitantemente corn a redução do 
oxigênio molecular a peróxido de hidrogênio. Os autores observa­
ram que quando o -fungo em crescimento exponencial -foi colocado 
em presença de quantidades crescentes de oxigênio na fase gaso­
sa, a atividade da galactose oxidase extracelular aumentou 39 
vezes quando a tensão de oxigênio variou de zero a 100%. Os ní­
veis intracelulares de galactose oxidase, catalase e superóxido 
dismutase aumentaram 10,4, 2,3 , e 2,1 vezes, respectivamente 
nas mesmas condições descritas.

1.1. OBJETIVOS DO TRRBRLHO

Como os estudos sugerem que o oxigênio exerceria um 
efeito marcante sobre a síntese de enzimas, é possível que este 
efeito se estenda a outras enzimas além da superóxido dismutase 
e galactose oxidase já estudadas (21,43).

0 presente trabalho tem como objetivo estudar o efeito 
do oxigênio sobre a expressão da amino oxidase, uma cobre- 
enzima, no fungo filamentoso Dactgliurn dendroides.

Para atingir este objetivo, tendo em vista que os dados 
de YRMRDR e colaboradores (61) sugeriam que a síntese da amino 
oxidase de Rspergi1lus niger sofresse indução por amina e 
repressão por íons arnônio, será necessário pr imeirarnente 
determinar o efeito da fonte de nitrogênio e de carbono nos 
níveis de amino oxidase de Dacty1iurn dendroides.
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2. MATERIAIS E MÉTODOS

2.1. REAGENTES

Rlbumina bovina, 4-aminoantipirina, cicloheximida, clo- 
ridrato de sernicarbazida, o-dianisidina, glucose oxidase tipo 
II, peroxidase tipo VI, sal tetrassódico do ácido etilenodiami- 
notetracético (EDTR) foram obtidos da Sigma Chemical Company. 
Rcido clorídrico, ácido lático, ácido sul-fúrico, n-buti lamina, 
carbonato de sódio anidro, dicloreto de tiamina, dietilditiocar- 
barnato, extrato de levedura, -fenol, fosfato básico de potássio, 
fosfato dibásico de sódio, glicerina, p(+)-glucose, hidróxido de 
sódio, e sulfato de magnésio eram provenientes da Merck RG- 
Darmstadt. Cloreto de potássio foi obtido da Baker Chemical Co-, 
Phi11ipsburg; fosfato monobásico de potássio e sulfato de amónio 
foram obtidos da Química Moderna. L-glutamina era da Calbiochem; 
sulfato de cobre pentahidratado e sulfato de manganês pentahi- 
dratado eram provenientes da Riedel - de Haenig; álcool etílico 
pa foi obtido da Quimibrás; oxigênio, nitrogênio e argônio eram 
provenientes da White Martins; nitrato de amónio e cloridrato de 
hidroxilamina foram obtidos da Montedison Farmacêutica Cario 
Erba.

Rs demais substâncias utilizadas neste trabalho foram 
obtidas de diversas fontes e consideradas guimicamente puras-
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2.2. MICRORGANISMO

A amostra original do -fungo Dactglium dendroides -foi 
gentilmente cedida pela Dra- Déa Amaral do Departamento de Bio­
química da UFPR.

0 -fungo, classificado inicialmente como Folgporus 
circinatus Fr., teve sua classificação contestada, sendo classi­
ficado como Dactglium dendroides. Existe incerteza quanto a sua 
identificação, e vários estudos foram realizados na tentativa de 
esclarecer a posição taxonômica do microrganismo, sendo que os 
resultados sugerem ser o mesmo uma espécie distinta do Dactglium 
dendroides (30).

2.3. MEIOS DE CULTURA

2.3.1. Ágar malte

A composição do meio de cultura sólido empregado (ágar- 
malte) era a seguinte:

extrato de malte 3,0 g'/.
extrato de levedura 0,5 gX
ágar 1,5 gX
água destilada qsp 100 ml-
0 meio foi esterilizado em autoclave por 20 minutos a 

pressão de 1 atmosfera, e em seguida os tubos foram inclinados.
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2.3.2. Meio 0

ü rneio líquido utilizado para o desenvolvimento do pré- 
inóculo foi o proposto por MRRKUS e colaboradores (35) e se 
constituía de!

fosfato monobásico de potássio 9,0 9

fosfato dibásico de sódio 8,0 9

sulfato de arnônio 2,0 9

sul fato de magnésio heptahidratado 400 mg
nitrato de arnônio 1,0 9

extrato de levedura 1,0 9

sulfato de manganês pentahidratado 2,0 mg
sul fato de cobre pentahidratado 2,5 mg
água destilada qsp 1.000 ml

2•3•3• Me i o B

fi composição do meio líquido utilizado para o crescimen­
to do microrganismo era o meio R contendo 0*55 g/l de sulfato de 
amónio e 0,26 g/l de nitrato de arnônio, o que perfazia 21 mg% de 
nitrogênio.

2.3.4. Meio C

Nas experiências de indução da arnino oxidase foi utili­
zado meio mínimo corn composição semelhante à do meio fl» utili­
zando-se 5 mg/l de dicloreto de tiamina como fator de crescimen­
to no lugar do extrato de levedura e 0,1 g’/. de n-buti lamina como
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fonte única de nitrogênio no lugar dos sais de amónio. 0 teor de 
nitrogênio total do meio é de 19» 1 mg*/..

0 pH final dos meios de cultura foi corrigido para 5,S 
com ácido clorídrico 5 N- R determinação do phi foi feita em po- 
tenciômetro Metrohm Herisau E-520. Os meios eram esterilizados 
em autoclave por 20 minutos a pressão de 1 atmosfera-

Rs fontes de carbono utilizadas foram esterilizadas se­
paradamente em vapor fluente por 30 minutos» e adicionadas as- 
septicamente ao meio de cultura. R JD-glucose foi empregada a 
uma concentração final de 1»0 g‘/. para o desenvolvimento do pré- 
inóculo e 0,2 g% para todos os outros experimentos.

0 dicloreto de tiarnina foi esterilizado separadamente, 
em autoclave por 20 minutos a 120 SC-

fl solução de n-butilamina teve seu pH ajustado a 5,8 
com ácido clorídrico 5 N e esterilizada a pressão de 1 atmosfera 
por 20 minutos, e foi adicionada assepticamente ao meio de cul­
tura a uma concentração final de 0,1 g’/..

2.A- CONDIÇÕES DE MRNUTENÇftO E CULTIVO D0 Dactylium dendroides 

2*4.1. Conservação das amostras

Rs amostras de D_. dendroides foram cultivadas em meio 
ágar malte a 2S2C por 4 dias e estocadas em geladeira a 42C, 
fazendo-se transferências bimestrais*
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2-A-2. Preparo do pré-inóculo

Pedaços de micélio cultivados em ágar rnalte -foram trans­
feridos assepticamente para um frasco erlenmeyer de 250 ml de 
capacidade contendo 50 ml de meio R com D-glucose a 1,0 g'/.. 0
crescimento se processou com agitação contínua em agitador rota­
tório (New Brunswick Scientific Co) a 110 rpm, 282C por AS ho­
ras. Numa segunda etapa, uma alíquota de micélio foi transferi­
da, com auxílio de alça, para um erlenmeyer de 250 ml contendo 
50 rnl do mesmo meio, e o crescimento se processou com agitação 
contínua, nas condições anteriores, por AS horas, obtendo-se 
assim o pré-inóculo.

2.A.3- Condições de crescimento

D crescimento do fungo foi efetuado utilizando-se A00 ml 
de diferentes meios de cultura, na presença ou ausência de 0,2 
g'/. de D-glucose como fonte de carbono em erlenmeyers de 2 li­
tros. 0 pré-inóculo foi homogeneizado a baixa velocidade do li­
quidificador Waring Blendor por 30 segundos. Uma alíquota de 2,5 
ml da suspensão, equivalente em média, a 28 mg de peso seco, foi 
transferida assepticamente para cada frasco contendo meio de 
cultura. 0 crescimento foi efetuado por 2A horas em agitador 
rotatório a 110 rpm e 28 2C.

Uma relação de 1:5 entre volume de meio e do frasco foi 
mantida constante em todos os cultivos e experimentos realizados 
durante o trabalho.
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Para a avaliação do crescimento -foram coletados frascos 
em intervalos de 12 horas- De cada frasco foram retiradas alí­
quotas de 25 ml de meio de cultivo para a determinação do peso 
seco e o restante dos micélios foram colhidos por filtração e 
utilizados no preparo do extrato livre de células.

2.A.A. Pré-indução da arnino oxidase em presença de íons arnônio

Nos experimentos com a finalidade de realizar pré-indu­
ção da arnino oxidase, foi adicionada n-but i larnina a uma concen­
tração final de 0,1 g'/. a células com 2A horas de crescimento em 
meio B contendo 0,2 g7. de D-glucose, estendendo-se o cultivo por 
9 horas.

2.5 PREPARO DA SUSPENSftO DE MICÉLIOS

Micélios crescidos como descrito no item 2.A.3 em meio B 
contendo 0,2 g‘/. de JD-glucose foram colhidos por filtração, lava­
dos com água destilada e re-suspensos a uma concentração final 
de 2 g de peso úmido de micélio por 100 ml de meio contendo di­
ferentes fontes de carbono e de nitrogênio.

0s experimentos foram realizados, em duplicata, e incu­
bados sob agitação contínua a 110 rpm e 2S °C- Ao final dos ex­
perimentos, alíquotas das culturas foram retiradas para a deter­
minação do peso seco, e o restante dos micélios eram colhidos 
por filtração, lavados com água gelada e utilizados no preparo 
do extrato livre de células. Alíquotas do meio de cultura foram
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conservadas a -172C para a deterrninação de pH e do teor de D-glu- 
cose •

2.6. AJUSTE DO TENSRO DE OXIGÊNIO NR FRSE GRSOSR

Nos experimentos realizados com variação da tensão de 
oxigênio na -fase gasosa» os -frascos contendo os micélios suspen­
sos em meio de cultura como descrito no item 2.5» foram vedados 
corn rolha de borracha e a fase gasosa substituída por oxigênio 
ou nitrogênio, monitorando-se a concentração dos gases por cro- 
matografia gasosa- R operação de troca gasosa durava em média 30 
minutos. R adição da fonte de carbono foi sempre a última etapa 
e correspondia ao início do experimento (tempo zero). Os 
experimentos foram realizados nas condições descritas no item
2.5.

R concentração de oxigênio na fase gasosa foi avaliada 
por cromatografia em fase gasosa utilizando-se cromatógrafo 
VRRIRN 1240 com detetor de condutividade térmica, com coluna 
Molecular Sieve 5R (MS-5R), de 3 pés por 1,8 polegadas, tendo 
argõnio como gás de arraste num fluxo de 25 ml/min. A temperatu­
ra do injetor era de 702C, do detetor 1202C,e da coluna 702C-

R concentração de oxigênio na fase gasosa foi calculada 
em comparação com a altura do pico dos padrões utilizados (oxi­
gênio puro e ar atmosférico)•
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2.7. DETERMINAÇftO DO VARIAÇftO DO MOSSA MICELIAL

O variação da massa rnicelial -foi avaliada pela determi­
nação do peso seco do micélio. Alíquota de 5 ml de meio de cul­
tivo era -filtrada através de papel Wheaton de peso conhecido 
adaptado a aparelho de filtração Milipore. 0 papel de filtro 
contendo os micélios era secado em estufa a 602C até peso cons­
tante. 0 peso seco dos micélios foi calculado por diferença.

2.S. PREPARO DO EXTRATO LIVRE DE CÉLULAS

Os micélios foram triturados em gral de porcelana, em 
banho de gelo, com igual peso em areia, e suspensos em dois vo­
lumes de tarnpão fosfato 10 mM pH 7,5 com EDTA 0,5 mM. A suspen­
são assim obtida foi centrifugada a 11-500 g (10-000 rpm) por 15 
minutos em centrífuga refrigerada a 42C (Beckman - Modelo J-21 
B>. 0 precipitado foi desprezado e o sobrenadante foi utilizado 
como fonte de enzima.

2-9. DETERMINAÇftO DA ATIVIDADE ENZIMATICA DA AMIN0 0XIDASE

A determinação da atividade da amino oxidase foi feita 
pelo método enzimático acoplado, rnedindo-se o peróxido de hidro­
gênio formado na reação pelo método de AISAKA & TERADA (3). Na 
técnica utilizada, o peróxido de hidrogênio é decomposto em pre­
sença de peroxidase, oxidando a 4-aminoantipirina e o fenol,
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produzindo um composto colorido, a quinoneimina que apresenta 
absorção máxima a 500 nrn. R conversão de absorbância em nrnol de 
peróxido de hidrogênio -foi realizada empregando uma curva padrão 
de peróxido de hidrogênio (10 a 260 nrnoles H 2 02 ), titulado
previamente pelo método de VOGEL (58).

Rs condições ótimas para o ensaio da atividade enzimáti- 
ca foram determinadas previamente- 0 sistema de incubação conti­
nha 150 amoles de tarnpão fosfato pH 7,1 ; 6 amoles de n-buti la­
mina; 1,2 Aimoles de 4-arni noant ipiri na; 21 jumoles de fenol; 20 UI 
de peroxidase; extrato livre de células e completado para um 
volume de 3 ml com água destilada- R reação foi sempre iniciada 
pela adição da enzima- 0 sistema era incubado a 309C e a colora­
ção desenvolvida medida a 500 nm em espectrofotômetro BECKMRN 
DU-2 em ternpos variáveis, conforme a atividade enzimática da 
preparação, sendo a reação linear até 30 minutos-

Para a determinação da atividade enzimática foi feita 
curva de concentração de enzima para cada amostra em análise. 
0s controles sem enzima e os controles sem substrato foram rea­
lizados na determinação da atividade enzimática, não se obser­
vando em nenhum dos casos o desenvolvimento de reação colorida.

R unidade de amino oxidase foi definida como a quantida­
de de enzima que libera 1 nrnol de peróxido de hidrogênio por 
minuto- R atividade específica foi definida como a razão entre 
unidade de enzima e miligrama de proteína-
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2.10. EFEITO DE INIBIDORES SOBRE 0 ATIVIDADE ENZIMRTICR

Os efeitos do EDTR, semicarbazida, hidroxilamina, die- 
tilditiocarbamato sobre a desaminação oxidativa da n-butilamina 
pela arnino oxidase foram analisados. 0 ensaio controle era seme­
lhante ao descrito no item anterior contendo 50 *»1 de extrato
livre de células obtido de micélios que sofreram indução por 6 
horas em meio C contendo 0,1 g/í de n-buti lamina e 0,2 gV. de 
E^-glucose. R enzima era pré-incubada com o inibidor na mistura 
de reação por 10 minutos, e a reação iniciada pela adição de 
n-butilarnina• Nos ensaios foram utilizadas concentrações va- 
r i áve is de inibi dores•

2-11- DETERMINOÇBO DE PROTEÍNAS

R determinação de proteínas foi feita pelo método pro­
posto por L0WRY e colaboradores (33), utilizando-se como padrão 
a soroalbumina bovina. Todas as amostras (extratos livres de cé­
lulas) foram dialisadas contra água a 42C por 3 horas com agita­
ção contínua antes da determinação.

2-12. DETERMINRÇfiO DE PER0XIDRSE

R determinação de atividade de peroxidase foi feita pelo 
método de RISRKR & TERRDR (3), utilizando-se peróxido de hidro­
gênio como substrato.
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0 sisterna consistia de 50 Mmoles de tampão fosfato pH 
7,0; 1,2 Mrnoles de 4-aminoantipirina5 21 Mmoles de fenol; 3,6 
Mmoles de peróxido de hidrogênio; extrato livre de células ou 
meio de cultura e completado para um volume de 3 ml corn água 
destilada. 0 sistema era incubado a 30fíC e após determinado tem­
po a coloração desenvolvida medida a 500 nrn em fotocolorírnetro 
Colernan Jr Modelo 6 0 série N2 H-5527•

2.13. DETERMINRÇftO DD pH D0 MEIO DE CULTIVO

0 pH -final do meio de cultivo, livre de micélio, de to­
das as amostras, -foi medido ern potenciômetro Metrohrn Herisau E 
520.

2.14. DETERMINRÇ80 D0 CONSUMO DE D-SLUC0SE

0 consumo de D-glucose como fonte de carbono e energia 
foi monitorado no meio de cultivo ernpregando-se o método da glu- 
cose-oxidase (14), sendo realizada como controle dos experimen­
tos.
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3. RESULTRDOS

3.1. NIVEIS DE RMINO OXIDRSE EM FUNÇftO DO CRESCIMENTO DE 
Dactyl iurn dendroides EM DIFERENTES MEIOS DE CULTURR

R atividade específica da amino oxidase ern Dactyl iam 
dendroides ern diferentes meios de cultura foi determinada, ava- 
liando-se a variação de seus níveis em função do crescimento, e 
os dados obtidos estão apresentados nas figuras 1, 2, 3 e A.

Os resultados mostram gue os níveis da enzima, quando o 
fungo foi crescido em meio R (contendo 41 mM de íon arnônio) e no 
meio B (contendo 11 mM de íon arnônio) apresentaram valores bem

-i -iproximos, rnantendo-se em torno de 0,3 nrnoles H 202 .mg -min du­
rante o crescimento (figuras 1 e 2). Quando o fungo foi crescido 
ern meio C, contendo 0,1 g/í de n-buti lamina como fonte única de 
nitrogênio, observou-se que o tempo de geração aumentou duas 
vezes enquanto que a atividade enzimática ern 24 horas de cresci­
mento cresceu 186 vezes (figura 3) sendo que no meio C contendo 
0,1 g*/. de n-but i larnina corno fonte de carbono e de nitrogênio 
houve um aumento do tempo de geração de três vezes e urn aumento 
na atividade enzimática de 200 vezes ern 24 horas de crescimento 
(figura 4) em comparação com os valores obtidos em meios corn 
alto teor de íon arnônio (figuras 1 e 2).

Em nenhuma condição experimental foi detectada a presen­
ça de amino oxidase extracelular•
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3-2. EFEITO DE INIBIDORES SOBRE A ATIVIDADE ENZIMATICA DA AMINO 
OXIDASE

Corn a -finalidade de caracterizar o tipo de amino oxidase 
que estava sendo estudada, -foram realizados ensaios com diferen­
tes inibidores observando-se que a enzima é sensível aos reagen-

-6
tes para grupos carbonílicos estudados! a hidroxilamina a 5*10

-k

M e a semicarbazida a 5-10 M inibem 100 V. da atividade enzirná- 
t i ca •

Entre os agentes quelantes de metal, o dietilditiocarba-
-i*mato a 5-10 M inibiu 96 '/. da atividade enzimatica, enquanto que

-ko EDTA a 5-10 M não apresentou qualquer efeito inibitório sobre 
a enzima (tabela I).

3.3. EFEITO DA n-BUTILAMINA SOBRE 0S NÍVEIS DA AMINO OXIDASE 
EM CÉLULAS EM FASE ESTACIONARIA DE CRESCIMENTO

Quando ao micélio em fase estacionária de crescimento em 
meio B adicionou-se n-butilamina a uma concentração final de 0,1 
g*/., verificou-se um aumento da massa miceliai de 1,11 vezes nas 
14 horas seguintes em relação ao controle, estabilizando-se pos­
teriormente. A atividade enzimatica aumentou 93 vezes em 14 ho­
ras após a adição da n-butilamina, diminuindo nas 12 horas se­
guintes e mantendo-se estável por 72 horas (figura 5).
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3.A. EFEITO Dfl CONCENTRRÇftO DE n-BUTILRMINR SOBRE fl INDUÇ&O DR 
RMINO OXIDRSE

Como os dados em células em crescimento sugeriam gue a 
enzima -fosse induzida por n-buti lamina, estudou-se o e-feito da 
concentração de n-butilamina em células pré-crescidas em meio B. 
Rs células -foram incubadas por 6 horas em meio C contendo 0,2 g7. 
de D-glucose e concentrações variáveis de n-butilamina e os 
dados estão apresentados na tabela II. Verifica-se gue concen­
trações da ordem de 0,01 g% são suficientes para induzir a enzi­
ma •

R transferência das células pré-crescidas em meio B para 
meio C sem fonte de nitrogênio, não resultou em aumento dos ní­
veis da enzima-

3.5. EFEITO DR FONTE DE CRRB0N0 SOBRE R INDUÇftO Dfl RMINO 
OXIDRSE

0 efeito da fonte de carbono sobre a indução da amino 
oxidase em células pré-crescidas em meio B é apresentado na ta­
bela III, onde se pode verificar gue não houve variação signifi­
cativa nos níveis da enzima guando se variou a fonte de carbono 
e energia. Os níveis de enzima não variaram significativamente, 
guando o fungo foi crescido em presença de 0,4 g/í de lactato, 
0,4 g'/. de glicerol ou 0,2 g*/. de D-glucose.

Com a finalidade de determinar a concentração ótima da 
D-glucose como fonte de carbono e energia para a indução variou-
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se a concentração de D-glucose de zero a 2*0 g7. em meio C con­
tendo 0,1 g% de n-butilamina por 8 horas, em células pré- 
crescidas em meio B contendo 0,2 g% de D-glucose- 0 atividade 
enzimáticã e a variação do peso seco -foram avaliados (figura 6) 
observando-se gue a concentração ótima para a indução da arnino 
oxidase situa-se entre 0,2 e 0,5 g*/£ de D-glucose-

0 pH do meio de cultivo não sofreu alteração, mantendo- 
se entre 5,5 e 5,8-

3-6- EFEITO DO CONCENTROÇfiO DE ÍONS RM0NI0 SOBRE OS NÍVEIS DO 
0MIN0 0XID0SE

Com o propósito de comprovar se os íons amónio causam 
repressão enzimáticã da amino oxidase, retirou-se do meio B os 
sais de amónio e o extrato de levedura, sendo empregada n-butil- 
amina como fonte única de nitrogênio. Os células pré-crescidas 
em meio B foram re-suspensas no meio C contendo 0,1 g’/. de n-bu- 
ti lamina e concentrações crescentes de sais de arnônio (zero a 30 
mM) e incubadas por 8 horas- 0 figura 7 mostra o efeito da con­
centração dos íons arnônio sobre os níveis da enzima, diminuindo 
a atividade específica da enzima em 2,19 vezes guando a concen­
tração do íon amónio variou de zero a 5 mM, e se mantendo apro­
ximadamente nos mesmos níveis até 30 mM- Não se verificou varia­
ção da massa micelial, e o pH do meio de cultivo se manteve en­
tre 5,4 e 5,6 durante o experimento- 0 adição de de 10 mM de 
sais de amónio na mistura de reação para a medida da atividade 
de amino oxidase não provocou inibição da atividade enzimáticã-
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3.7. EFEITO Dfl CONCENTRRÇftO Dfl L-GLUTRMINR SOBRE OS NÍVEIS DR 
RMINO OXIDRSE

Com a -finalidade de veri-ficar se a L-glutamina causa re­
pressão da síntese da arnino oxidase, as células pré-crescidas em 
meio B foram re-suspensas em meio C contendo 0,1 gV. de n-buti la­
mina e concentrações variáveis de j_-glutamina (zero a 10 mM) e 
incubadas por 6 horas. R figura S mostra o efeito repressor da 
L-glutamina sobre a síntese da enzima, diminuindo a atividade 
específica da enzima 2,S vezes guando a concentração varia de
zero a 2 mM e 20 vezes guando varia de zero a 5 mM. Não foram
observadas variações significativas da massa micelial e do pH do 
meio de cultivo. R concentração de D-glucose residual no final 
do experimento era de, em média, 30 mg%. R adição de 10 mM de
L-glutarnina na mistura de reação para a medida da atividade da
arnino oxidase não provocou inibição da atividade enzimática»

3.S. CINÉTICR Dfl INDUÇftO Dfl RMINO OXIDRSE EM PRESENÇA DE
ÍONS RMÔNI0 NR AUSENCIR E EM PRESENÇR DE CICLOHEXIMIDR

R cinética de indução da arnino oxidase foi realizada com 
células crescidas por 24 horas em meio B e re-suspensas no mesmo 
meio contendo 0,1 g% de n-butilamina. R indução da síntese de 
arnino oxidase iniciou aproximadamente 6 horas após a adição do 
indutor (figura 9). R adição de 2 rngV. de cicloheximida 3 horas 
após a adição da n-butilamina, impediu o aumento da atividade de
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amino oxidase, sugerindo que a amino oxidase esteja sendo sinte­
tizada "de novo".

3.9. INDUÇftO DR RliINO OXIDRSE POR n-BUTILRMINR EM MEIO LIVRE 
DE IONS RMÔNIO

Corno os íons arnônio causaram repressão da síntese da 
enzima, foi estudada a cinética de indução em meio mínimo con­
tendo n-buti lamina como -fonte única de nitrogênio. Na -figura 10 
verifica-se que a indução iniciou logo após a adição do indutor, 
atingindo nível máximo em 9 horas, diminuindo nas 3 horas se­
guintes e se mantendo estável até 24 horas. 0 pH do meio de cul­
tivo diminuiu ligeiramente, sendo de 5,7 após três horas e 5,3 
após 24 horas.

3-10. CINETICR DE INDUÇffO DR RMINO OXIDRSE EM 20 e 80 7. DE 
OXIGÊNIO

R indução da síntese de amino oxidase por n-butilamina é 
alterada pela variação da concentração de oxigênio na fase gaso­
sa. R figura 11 mostra a atividade específica da enzima nos rni- 
célios submetidos a indução em diferentes concentrações de oxigê­
nio, bem como as variações no consumo de oxigênio e na massa 
micelial. Em 6 horas de indução observou-se um aumento de 4,5 
vezes nos níveis de enzima e de 1,15 vezes na massa micelial 
quando a concentração de oxigênio foi aumentada de 20 a 80 7.» R
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variação do consumo de oxigênio -foi proporcional à concentração 
de oxigénio- R concentração deJD-glucose residual em 6 horas era 
de 10 mg7. em ambas condições.

3-11. EFEITO Dfl CONCENTRAÇÃO DO OXIGÊNIO SOBRE OS NÍVEIS DR
RMINO OXIDRSE EM PRESENÇR DE ÍONS RM0NI0 E n-BUTILRMINfl

0 efeito do oxigênio sobre a síntese de arnino oxidase em 
presença de íons amónio e n-butilamina é demonstrado na figura 
12. Observou-se um aurnento de 7,3 vezes na atividade enzimática 
guando a concentração do oxigênio variou de zero a 100 ’/.,
havendo um acréscimo de 1,3 vezetp na massa miceliai- Os níveis 
de atividade enzimática do sistema com zero ’/. de oxigênio 
correspondem aos níveis atingidos durante a pré-indução, e foram 
da ordem de 5,4 nrnolesH2 0 2-mg -min .R D-glucose foi totalmente 
consumida nas condições do ensaio. 0 consumo de oxigênio 
aumentou com o aumento da concentração de oxigênio na fase 
gasosa até 53 X, diminuindo a 100 0 pH do meio de cultivo
sofreu peguena alteração, ficando os valores entre 5,4 e 5,7.

3-12. EFEITO DR C0NCENTRRÇÃ0 D0 OXIGÊNIO SOBRE 0S NÍVEIS DR 
RMINO OXIDRSE EM MEIO LIVRE DE I0NS RM0NI0 E CONTENDO 
n-BUTILRMINfl NR RUSENCIA E EM PRESENÇR DE CICLOHEXIMIDfl
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0 efeito da concentração de oxigênio sobre a indução da 
enzima em condições de desrepressão, está apresentado na figura 
13-

Quando os micélios com 24 horas de crescimento em meio B 
foram re-suspensos em meio C e expostos a concentrações de oxi­
gênio gue variaram de zero a 100 X, os resultados demonstraram 
gue houve um aumento de 296 vezes nos níveis da enzima guando a 
concentração de oxigênio na fase gasosa variou de zero a 100 X, 
com u.ma variação de massa micelial correspondente de 1*35 vezes. 
0 consumo de oxigênio aumentou 3*75 vezes corn o aumento da con­
centração de oxigênio na fase gasosa de 20 a 80 X* diminuindo em 
100 X de oxigênio. 0 pH se manteve entre 5*5 e 5*8 em todas as 
amostras-

R adição de cicloheximida aos sistemas com concentrações 
de oxigênio superiores a 20 X impediu a indução de atividade 
enzimática* Nestas condições» o consumo de oxigênio e o de 
D-glucose foram também afetados, tendo diminuído em relação ao 
controle (figura 13).

3.13. RTIVIDRDE DE PEROXIDflSE

fl determinação de atividade de peroxidase foi realizada 
em todos os meios de cultivo e extratos livres de células, não 
se observando gualguer atividade nos sistemas ensaiados.
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TRBELR I - Efeito de inibidores sobre a atividade enzirnática da 
amino oxidase

INIBIDORES CONCENTRRÇfiO (M) INIBIÇÃO (*/.)

Sem i carbaz i da lo - 6 11
10 "5 50

s-io-1* 97
H i drox i1arn i na 10 "7 ISb-1oin 50

10 "6 79
5.10 -6 100

Dietilditiocarbamato 5.10 "7 S
10 -6 12

5-10 "6 16
10 "5 24

5.10 96
EDTR 5.10 -*1 zero

Condições experimentais conforme descrito em Materiais e Métodos 
item 2-10.
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TRBELR II - Efeito da concentração de n-butilamina sobre a 
indução da arnino oxidase

Concentração 
n-butilamina

de
<g7.)

atividade enzimática 
(nmoles H 202 - mg ^min *)

massa
(mg

micelial total 
de peso seco)

nenhuma 0,75 116,0
0,01 25,5 112,5
0,05 27, A 116,0
0,10 38,7 133,0

Condições experimentais conforme descrito no item 2-5 de Mate­
riais e Métodos. Micélio suspenso em meio C contendo 0,2 g7. de 
p-glucose e as concentrações indicadas de n-butilamina. Tempo de 
incubação: 6 horas.
Massa miceliai inicial: 76,5 mg peso seco.
Rtividade específica inicial: 0,31 nmoles H 2 02 .mg^.min"1
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TRBELA III- Efeito da fonte de carbono sobre a indução da 
amino oxidase

Fonte de carbono atividade específica 
(nrnoles H20 2 .rng ^ m i n 1)

Massa micelial 
(mg de peso

total 
seco )

D-g1ucose 43,5 104,5
g 1i cero1 31,7 114,5
lactato 35,6 9S, 0

Condições experimentais conforme descrito no item 2.5 de Mate­
riais e Métodos. Micélio suspenso em meio C contendo 0,1 g7. de 
n-buti lamina, e 0,2 g’Á de D-glucose ou 0,4 gV. de glicerol ou 0,4 
g'/. de lactato. Tempo de incubação! 6 horas.
Massa micelial inicial! 76,5 mg peso seco.

- i _1Atividade especifica inicial! 0,31 nrnoles H202.mg -min
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FIGURR 1 - Níveis de amino oxidase em -função do crescimento em
meio R (Al mM de íon amónio).

0 -fungo foi crescido como descrito em Materiais e Métodos item
2.A.3» em meio R contendo 0,2 gV. de D-glucose como fonte de car­
bono e energia.
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FIGURA 2 - Níveis de arnino oxidase em -função do crescimento em
meio B (11 mM de íon arnônio)

0 -fungo foi crescido como descrito no item 2-4-3 de Materiais e
Métodos, em meio B contendo 0,2 g*/. de D-glucose como fonte de
carbono e energia.
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FIGURfl 3 - Níveis de arnino oxidase em função do crescimento em
meio C contendo 0,1 g7. de n-buti lamina como fonte de
nitrogênio-

0 fungo foi crescido como descrito no ítern 2-4-3 de Materiais e
Métodos, em meio C contendo 0,1 g% de n-butilamina como fonte de
nitrogênio e 0,2 gV. de JD-glucose corno fonte de carbono e ener­
gia-
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FIGURR 4 - Níveis de arnino oxidase em -função do crescimento em
meio C contendo 0,1 g‘/. de n-buti lamina como -fonte de 
carbono e de nitrogênio.

0 fungo foi crescido como descrito no ítern 2*4.3 de Materiais e
Métodos em meio C contendo 0,1 g'Á de n-buti lamina como fonte ú-
nica de nitrogênio, carbono e energia-
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FIGURA 5 - Efeito da adição de n-buti lamina em células ern
fase estacionária de crescimento

Aos rnicélios com 24 horas de crescimento em meio B contendo 0*2 
g% de D-glucose foi adicionada n-butilamina a uma concentração 
final de 0,1 gV. • Nos ternpos indicados amostras foram coletadas 
para a determinação do crescimento das células na ausência ( # ) 
e em presença ( O  ) Üe n-butilamina, e para a determinação de 
atividade da arnino oxidase na ausência ( A. > e em presença de 
n-butilamina ( )•
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FI6URR 6 - Efeito da concentração de JD-glucose na indução da
arn i no ox i dase

Micélios pré-crescidos corno descrito ern Materiais e Métodos ítern 
2.5 foram re-suspensos em meio C contendo 0,1 g7. de n-buti lamina 
ern presença de concentrações variáveis de J3-glucose. Após S ho­
ras de experimento foram deterrninadas a atividade enzirnática 
( ▲  ), e a variação da rnassa rnicelial ( • )•
Massa rnicelial inicial: 126 mg7. de peso seco 
Atividade específica inicial: 0,30 nrnoles H 202 .mg -min
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FIGURO 7 - Efeito da concentração de íons amónio sobre os
níveis de arnino oxidase

Micélios pré-crescidos como descrito no item 2.5 de Materiais e 
Métodos foram re-suspensos em meio C contendo 0,1 g"/. de n-butil- 
arnina, 0,2 g"/. de D-glucose e sais de arnônio em concentrações que 
variaram de zero a 30 mM de xon arnônio . Opós 8 horas, avalia- 
rarn-se a atividade enzimática < ▲  ) e a variação da massa mice-
lial ( • ).
Massa miceliai inicial: 125 mg"/, de peso seco*
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FIGURR 8 - Efeito da concentração da L-glutamina no meio de
cultura sobre a expressão da arnino oxidase

Micélios pré-crescidos conforme descrito em Materiais e Métodos 
ítern 2*5» foram re-suspensos em meio C contendo 0,1 g'/. de n-bu- 
ti lamina, 0,2 g/í cus fi-glucose e L-glutamina em concentrações gue 
variaram de zero a 10 mM- flpós 6 horas, avaliaram-se a ati­
vidade enzirnática ( ) e a variação da massa micelial ( •  )•
Massa micelial inicial: 141 mg*/, de peso seco.
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FIGURR 9 - Cinética da indução da amino oxidase em presença de
íons arnônio na ausência e em presença de cicloheximida

Micélios pré-crescidos como descrito no item 2-5 de Materiais e 
Métodos foram re-suspensos em meio B contendo 0,1 g% de n-bu- 
tilarnina e 0,2 g% de D-glucose (símbolos fechados). R seta indi­
ca a adição de cicloheximida a uma concentração final de 2 mgX 
(símbolos abertos).Nos tempos indicados foram coletadas amostras 
para a determinação da massa micelial ( # 0  > e para a determina­
ção da atividade enzimática de amino oxidase (A A).
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FIGURA 10 - Indução da arnino oxidase por n-buti lamina em meio 
livre de íons amónio

Micélios pré-crescidos como descrito no ítern 2-5 de Materiais e 
Métodos -foram re-suspensos em meio C contendo 0,1 g"/. de n-buti1- 
amina e 0,2 g7. de D-glucose. Nos tempos indicados, -foram coleta­
das amostras para a determinação da massa miceliai ( • ) e da
atividade de arnino oxidase ( ▲  )•
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FIGURR 11 - Cinética de indução da arnino oxidase em 20 '/. e 80 "/. 

de oxigênio

Micélios pré-crescidos corno descrito no ítern 2.5 de Materiais e 
Métodos foram re-suspensos em meio C contendo 0,1 g/i de n-butil- 
arnina e 0,2 g7. de JD-glucose, e submetidos a 20 7. de oxigênio 
( ^ ^  Q ) e a S0 V. de oxigênio ( O A  A. > • Nos
ternpos indicados amostras foram coletadas para a determinação! 
(R) da variação da massa micelial (#0)5 da atividade enzimática 
(▲ A  ); <B) do oxigênio consumido ( © a.)-
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FIGURA 12 - Efeito da concentração do oxigênio sobre os níveis 
de arnino oxidase em presença de íons amónio e 
n-butilamina em células pré-induzidas•

Micélios pré-crescidos como descrito do ítern 2-5 de Materiais e 
Métodos e gue foram submetidos a pré-indução com 0,1 g’Á de n-bu- 
tilamina em presença de 0,2 gV. de D-glucose por 9 horas, foram 
colhidos e re-suspensos em meio B contendo 0,1 gV. de n-buti lami­
na e 0,2 g’/. de D-glucose e expostos a diferentes concentrações
de o.,igênio. Rpós 12 horas de experimento foram avaliadass (R) 
atividade enzimática ( A  ), variação da massa rnicelial( • )j (B) 
oxigênio consumido ( © ) •

_i _ i
Atividade específica no tempo zero: 5,S nrnoles H 202 -mg -min •
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FIGURA 13 - Efeito da concentração do oxigênio sobre os níveis 
de arnino oxidase ern rneio livre de íons amónio com 
n-butilamina na ausência e em presença de cicloheximida

Micélios pré-crescidos como descrito no ítern 2.5 de Materiais e 
Métodos, foram re-suspensos em meio C contendo 0,1 g% de n-bu- 
ti lamina e 0,2 g’Á de D-glucose, e expostos a diferentes concen­
trações de oxigênio (# A  © * '• A seta indica a adição
de 2 mg% de cicloheximida no início do experimento ( O ^  
A. o ). Após 6 horas de experimento foram avaliados: (A) ati­
vidade enzimát ica( ▲  A  >, a variação da massa micelial (#0>j <B) 
oxigênio consumido (©A.) e (C) D- glucose consumida (•©)•
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4. DISCUSSftO

R presença de arnino oxidase foi demonstrada em micélio 
de Dactylium dendroides crescido em meio contendo diferentes 
teores de íons amónio. Com a finalidade de classificar a enzima 
foi estudado o efeito de inibidores sobre a sua atividade. R 
arnino oxidase de D_. dendroides sofreu inibição por dietilditio- 
carbarnato, hidroxi larni na e semicarbazida, não sendo sensível ao 
EDTR (tabela I). fl enzima de E_. dendroides apresentou a mesma 
sensibilidade frente a inibidores que a enzima de flspergi1lus 
niger (64). Dos dados de inibição pode-se classificar a enzima 
em estudo como uma diamino oxidase (EC 1.4.3.6)» já que apresen­
tou sensibilidade a semicarbazida e hidroxilamina» pois as mono- 
arnino oxidases não sofrem inibição por inibidores de grupos car- 
bonílicos (9»34).

R sensibilidade da diamino oxidase a reagentes para gru­
pos carbonílicos sugere a possibilidade de que o grupo carboní- 
lico esteja presente no centro ativo da enzima- R inibição por 
dietilditiocarbamato, quelante específico para o cobre» sugere 
que este metal também esteja envolvido na atividade catalítica 
de enzima.

Os níveis de arnino oxidase intracelular de Dactglium 
dendroides aumentaram durante a fase exponencial do crescimento 
em meio contendo íons amónio, mantendo-se constantes durante a 
fase estacionária do crescimento» R atividade enzirnática foi



encontrada em níveis basais, da ordem de 0,3 nrnoles H 0 -mg i»min
2 2

nestas condições (-figura 1).
No meio de cultura contendo n-buti lamina como -fonte úni­

ca de nitrogênio (-figuras 3 e 4) o fungo apresentou tempo de 
geração maior do que nos meios contendo íons arnônio e extrato de 
levedura (figuras 1 e 2), sugerindo que este meio contivesse 
fontes de nitrogênio mais eficientes do que a n-butilamina.

fi formação da enzima se deu concomitantemente ao desen­
volvimento do fungo em meio contendo n-butilamina como fonte 
única de nitrogênio, sendo que os níveis de enzima aumentaram em 
1S6 vezes (figura 3), indicando que a arnina provocou a indução 
da arnino oxidase. Este fenômeno já havia sido registrado por 
YRMRDR e colaboradores (61) em outros fungos. Entretanto, quando 
a n-butilamina foi empregada como fonte única de carbono e de 
nitrogênio observou-se indução a níveis mais altos (figura 4), 
podendo-se imaginar que a expressão da enzima estivesse sujeita 
a regulação por carbono e nitrogênio.

ü estudo do emprego de fontes de carbono e energia mos­
trou que tanto a D-glucose como lactato e glicerol foram eficien­
tes como fonte de carbono e energia para a indução da amino oxi­
dase (tabela III). fllérn disso, a adição de concentrações cres­
centes de JD-glucose ao meio de cultura em presença de n-butila- 
mina não provocou variação significativa dos níveis da enzima 
(figura 6), sugerindo que não haja regulação da enzima por cata- 
bólitos do carbono, como ocorre em um grande número de enzimas 
catabólicas (17,19,26,37,41,42).

Quando os micélios pré-crescidos em meio contendo íons 
arnônio foram transferidos para meio de cultura sem fonte de ni-
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trogênio, não houve formação de arnino oxidase em níveis maiores 
que os basais (tabela II)? o que se esperaria caso houvesse 
desrepressão. Não foi também observado aumento dos níveis de 
nitrato redutase (15), nitrito redutase (20) e L-aminoácido oxi­
dase (48) de Neurospora crassa na ausência de íons amónio.

A concentração de n-buti lamina de 0,01 g7. (1,37 mM) foi 
eficiente na indução da amino oxidase e um aumento de 10 vezes 
na concentração de arnina provocou um aumento de apenas 1,52 ve­
zes na atividade específica (tabela II), tendo sido observado 
efeito semelhante com a ^-aminoácido oxidase de crassa (48).

A adição de n-butilamina a células em crescimento esta­
cionário na presença de íons amónio, provocou aumento dos níveis 
da enzima, indicando que a indução da enzima ocorre mesmo em 
presença de íons amónio (figura 5).

A indução realizada em meio contendo íons arnônio e ex­
trato de levedura apresentou um período de latência de 6 horas 
(figura 9), enquanto que no meio contendo n-butilamina teve iní­
cio logo após a adição do indutor (figura 10). 0 período de la­
tência poderia ser explicado como o tempo necessário para que a 
concentração de íons arnônio atingisse um valor suficientemente 
baixo para não provocar a repressão. Tendo em vista estes resul­
tados poder-se-ia admitir que estivesse ocorrendo simultaneamen­
te a liberação da repressão por íon amónio e indução por n-buti1- 
amina, a semelhança do que ocorre com várias enzimas envolvidas 
no metabolismo do nitrogênio, como a amino oxidase de 
Aspergi 1lus niger (61), nitrato redutase de Aspergi 1lus nidulans 
(13,27), Ustilago maydis (32) e Neurospora crassa (15,44,45,49,
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50,51), nitrito redutase de crassa (20), e L-aminoácido oxi­
dase de N_- crassa (12,43).

R adição de cicloheximida ao sistema impediu o apareci­
mento da atividade enzirnática, sugerindo que ocorra síntese "de 
novo" da enzima (figura 9).

Quando o fungo foi crescido ern meio de cultura em pre­
sença de sais de amónio e re-suspenso em meio contendo n-butil- 
arnina, ocorreu aumento dos níveis de arnino oxidase (figura 10), 
que começaram a diminuir após 9 horas. Estes resultados sugerem 
que poderia estar havendo uma inativação da enzima, decorrente 
da diminuição da concentração de arnina no meio de cultura, como 
foi registrado por YRMRDR e colaboradores para a enzima de 
Rspergi1lus niger (61). R exaustão da fonte de nitrogênio pode­
ria ser a causa responsável pela inativação da enzima, como foi 
observado corn a nitrato redutase de Neurospora crassa (50).

Os níveis de arnino oxidase diminuíram com o aumento da 
concentração de íons amónio no meio de cultura (figura 7), e 
mais marcadamente na presença de L-glutamina (figura 3). 0 fato 
da arnino oxidase ser muito mais sensível â repressão por ^_-glu- 
tamina do que pelos íons arnônio, estaria de acordo corn a hipóte­
se de MRRZLUF (36), de que a L-glutamina seria o metabólito res­
ponsável pela repressão por catabólitos do nitrogênio. Como os 
íons arnônio e a y^glutarnina não provocaram inibição da atividade 
enzirnática jjn vitro, acredita-se que a diminuição da atividade 
da enzirna em presença de íons arnônio ou ^-glutamina pudesse ser 
resultante da interrupção da síntese seguida da perda de sua 
atividade, corno foi descrito para a nitrato redutase de Usti lago 
maydis (32) e N. crassa (44,59).



Os níveis constantes de enzima em concentração de íons 
arnônio superiores a 10 rnli (figura 7) poderiam representar o es­
tado de equilíbrio entre indução pela n-butilamina, repressão 
e/ou inativação da enzima pelos sais de arnônio-

R síntese de arnino oxidase em dendroides em presença 
de n-butilamina é afetada pela concentração de oxigênio na fase 
gasosa, seja na presença (figura 12) ou na ausência (figura 13) 
de íons arnônio- Na presença de íons arnônio o efeito do oxigênio 
foi retardado e ocorreu ern menores níveis, sugerindo que os ní­
veis de íon arnônio devam diminuir a valores tais que possam pro­
vocar a liberação da repressão-

0 fato de não haver síntese de amino oxidase além dos 
níveis basais no sistema contendo zero 7. de oxigênio e n-buti1- 
arnina (figura 13) e no sistema contendo íon arnônio, n-buti larnina 
e zero 7. de oxigênio (figura 12), indica que não ocorreu síntese 
da enzima na ausência de oxigênio- Estes dados sugerem que a 
síntese da enzima seja dependente de oxigênio, tanto para o su­
primento das necessidades energéticas do fungo, quanto como in­
dutor da amino oxidase, a semelhança do proposto para as enzimas 
do sistema 1igninolítico de Phanerochaete chrgsosporium (5,18)- 

Como o consumo de oxigênio aumentou com o aumento da 
concentração de oxigênio na fase gasosa, poder-se-ia adrnitir que 
o aumento dos níveis da enzima fosse decorrente da melhoria nas 
condições fisiológicas do fungo, mas esta hipótese pode ser des­
cartada quando se verifica que não houve variação significativa 
da massa micelial nestas condições (figuras 12 e 13).

fl adição de cicloheximida ao sistema impediu o apareci­
mento da atividade enzimática, sugerindo que a enzima seja sin-
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tetizada "de novo" durante a exposição ao oxigênio (figura 13). 
Como a adição da cicloheximida diminuiu o consumo de ü-glucose e 
de oxigênio pelas células* poder-se-ia admitir que esta substân­
cia estivesse atuando em outros níveis do metabolismo celular» 
afetando o transporte de J)-glucose e o consumo de oxigênio, e 
assim reduzindo o fornecimento de energia indispensável à sínte­
se enzimática-

Os níveis de arnino oxidase intracelular de Dactgl iurn 
dendroides aumentaram 296 vezes quando a tensão de oxigênio na 
fase gasosa variou de zero a 100 7.. 0 efeito do oxigênio sobre 
esta enzima é mais acentuado do que o verificado para a galacto­
se oxidase intracelular e extracelular do mesmo microrganismo, 
onde se verificou um aumento de 10,A e 39 vezes, respectivãmen­
te, quando a concentração do oxigênio na fase gasosa variou de 
zero a 100 */., sendo que a superóxido dismutase teve seus níveis 
aumentados em 2,A vezes nas mesmas condições <A3). É também su­
perior aos níveis de superóxido dismutase em Saccharomgces. 
cerevisiae var. el1ipsoideus que aumentaram em 6,5 vezes nas cé­
lulas em presença de 100 7. de oxigênio em comparação com células 
ern anaerobiose (23), sendo que em Streptococcus faecal is o au­
mento registrado foi de 16 vezes e em Escherichia coli B foi de 
25 vezes (21). Rs enzimas que compõem o sistema 1igninolítico de 
Phanerochaete chrgsosporium tiveram seus níveis aumentados em 5 
vezes quando a tensão de oxigênio variou de 0,2 a 0,8 atmosferas 
de oxigênio (5)•

Dos dados obtidos é evidente que a semelhança do que 
ocorre com a galactose oxidase (A3) os níveis de arnino oxidase 
variaram em função da concentração de oxigênio. Como os estudos
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envolveram a medida das atividades em extratos livres de célu­
las, e como a ciclohexirnida inibiu o metabolismo energético da 
célula, não se pode excluir a possibilidade de gue o oxigênio 
estivesse a-fetando diferentes níveis de controle tais como 
transcrição, processamento e estabilidade dos RNRm, e a inativa- 
ção das enzimas- Portanto será necessário aprofundar o estudo 
para que se possa explicar o papel do oxigênio na expressão das 
cobre-enzimas-



5. CONCLUSSES

O -fungo Dactgl iurn dendroides possui uma amino 
oxidase inibida por reagentes para grupos carbo- 
ní1icos-
Os níveis da amino oxidase aumentam guando n-bu- 
tilamina é adicionada ao meio de cultura.
Em presença de n-buti lamina os íons arnônio e a 
^-glutarnina afetam negativãmente a expressão da 
arn i no ox i dase •
R exposição dos micélios a tensões variáveis de 
oxigênio provoca um aumento nos níveis da amino 
oxidase-
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