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INTRODUGAD

A parede celular dos fungos € um envoltdrio permanen-
te e versdtil, que expandindo-se continuamente durante o cres-—
cimento e remodelando-~se no seu desenvolvimento, permite ao fun
go assumir uma variedade de cqracter{sticas morfolégicas, adap-
tando-o a diferentes fungbes. O estudo de sua composigdo esti
relacionado com a taxonomia (Filogenia), com a morfogénese (On~

togenia), e com o comportamento patogénico de fungos.

Uma correlagao entre a composigdo quimica da parede /

. . . A - 3 rd

celular e os principais grupos taxonomicos, elaborada com crité
rios morfoldgicos, foi mostrada j& no dltimo seculo. Porém, com
o aprimoramento tecnoldgico novas caracteristicas peculiares [/
surgiram, e uma classificagdo foi apresentada (1) relacionando-
as categorias gquimicas com os grupos taxondmicos. conforme tabe

la abaixo.

CATEGORIA QUIMICA GRURO TAXONOMICO

I. Celulose-Glicogénio  Acrasiales

II. Celulose-Glucano Oomicetos
IITI. Celulose~Quitina Hifoquitridiomicetos
IV. Quitosana-Quitina Zigomicetos
. Quitridiomicetos
V. Quitina-Glucano Ascomicetos
Basidiomicetos
Deuteromicetos
VI. Manano-Glucano Saccharomicetaceae
Cryptococcaceae
VII. Manano—Quitina Sporobolomycetaceae
) Rhodotorulaceae
VIII. Poligalactosamina-- Grupo heterogéneo, para~
Galactano sitas de artrdpodos.

Dentro de cada grupo taxondmico existe uma grande véa.-

riagdo do conteddo dos polissacarideos determinantes de sua
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classificagdo. Assim, no grupo V a concentragao de quitina os~

cila entre 3-5% no Allomyces commune até aproximapgamente  60%

da parede celular de AllomycesS macrogynus ou a de Sclerotium

rolfisii. As principais classes de fungos, inclufdas na catego
ria quitina~glucano, diferem uma das outras com respeito a agd
cares nao determinantes., As seguintes regras seriam aplicdve-
ist A galactose e a galactosamina seriam caracteristicas da /
parede celular dos Ascomicetog, enguanto a xilose e a fucose o

seriam dos Basidiomicetos (1).

No tocante ao processo de morfogénese em fungos, o
que mais despertou a ateng¢do dos pesquisadores € o dimorfismo/
levedura-micélio (yeast-mold). Pensendo em térmos de que a pa
rede eelulaf deveria estar relacionada com esta extrema alte-
ragao morfoldgica, BARTNICKI-GARCIA (2) estudou a composigdo /

da parede de Mucor rouxii, o qual apresenta dimorfismo com a

variacao da pressao de anz. Assim, havia alterag¢ao somente no-
conteldo de manose e prote{nas; 0s quais estavam em maior pro-
. porgao na célula leveduriforme., Resultados semelhantes foram -

obtidos por BROWN & NICKERSON (3) com Pullularia pullulans,su

ja parede do tipo levedura possuli uma quantidade ligeiramente
maior de manose que a da forma filamentosa., Embora os dados su
gerissem que a manose poderia estar envolvida neste tipo de / -
morfogénese, a parede de células leveduriformes induzidas ter—

micamente de Histeopldsna capsulatum tem, aproximadamente, 1/5 da

quantidade de manose que a das filamentosas (4). Por outro la-—

do,y Saccharomyces cerevisiae crescido em condigoes limitantes/

do- ambnia, apresenta uma variagdo morfoldgica de esferdide pa-
ra ciiindréide, sem alteracgdo do conteddo de manose da parede/
celular (5). Outro caso de dimorfismo levedura-micélio, induzi
do termicamente, foi conseguido por KANETSUNA et alii (6) em
Blastomyces dermatitidis. A parede das células tipo levedura /

tinha wum menor conteddo de hexoses (com menos manose) e
uwn maior conteddo de aminoagidcares que a das filamentosas. Es—

tudos mais refinados foram realizados com Paracoccidioides .-

brasiliensis, o qual apresenta uma alteragdo morfoldgica carag

terizada pela mudanga’ da forma levedura (37°C) 4 forma



mioelial (20°C). Estudo da composigdo da parede mostrou, além
de diferengas estruturais entre os polissacarideos neutros,que
a forma de levedura possuli mais hexosamina e menos proteina

que a filamentosa (7).

Estudando condigaes'que tornassem a parede  celular

de Cordyceps militaris mais susceptiveis ao rompimento yMARKS e

EELLER (8) observaram que , quando a glucose era aumentada de
1-10% no meio de cultivo, formas unicelulares deste fungo fila
mentoso passavam a predominar. Em suas paredes existiam mais /
glucose e proteinas; porém, menos lipideos e hexosaminas que
nas do tipo micelial, Agao de glusulase (suco digestivo de ca-
ramijo) sugeria que a estrutura das paredes poderia ser dife-
rente, pois enguanto toda glucose era liberada da parede celu-
lar da forma filamentoga, somente a metade da glucose era li-

berada da leveduriforme.,

Entretanto, o desenvolvimento em forma de levedura/
deve ser visto como uma extrema alterag¢ao da morfologia das hi

fas., Em Neurospora crassa foi estudada por TATUM e colaborado-—

res (9, 10) uma modificag¢ao menos pronunciada, ou seja, a indu
¢ao fenotipica ou genotipica da restrigao do sspalhamento ra-
dial do micélio, chamado de "crescimento colonial". O cresci-/
mento colonial € caracterizado por um crescimento altamente res
trito em meio sdlido e crescimento em esferas (pellets) emmeio
liqgido, em contraste ao crescimento filamentoso do tipo selva
gem. As hifas também sdo menores, com numerosas ramificagdes e
contérno ondulante. O estudo da composigdo da parede celulab
deste novo tipo mo?folégico demonstrou um aumento na relacgao
hexosamina/glucose, 0 fracionamento da parede comprovou estar
& principal modificagdo na fragao alcali soldvel, a qual por
hidrélisg forneceu principalmente glucose, galactosamina e ami
noacidos. Foi verificado que o crescimento tipo colonial era a
companhado por um decrdscimo da afinidade da glucose~6-P desi-
drogenase por glucose-6-FP e NADP, o que ieYaria, provavelmente
por um efeito pleiotrdpico, a uma alteragao na morfologia (-

(11). N&o conseguindo uma explicagao racional de como esses



aglcares estariam envolvidos nas modificagles morfoldgicas, -
MAHADEVAN e MAHADKAR (12) demonstraram que o crescimento tipo

colonial de Neurospora crassa pode estar relacionado com o te

or das enzimas hidroliticas ligadas & parede (proteases e glu—
ccnases), pois a mutante possui um maior conteddo dessds enzi
mas autoliticas. Procurando verificar se a composigao da pare-—
de estava relacionada com suas propriedades, TREVITHICK e MET-

ZENBERG (13) estudaram uma mutante osmdtica de Neurospora cras

sa, a qual possui uma parede menos espessa e mais irregular /
que a do tipo selvagem. Os autores constataram que na parede -
da mutante a relagio galactosamina/glucosamina era trinta véa/

zes maior que na do tipo selvagem.

BONALY et alii (14) estudaram a influéncia das con

digdes de cultivo na composigio da parede celular de leveduras

do género Rhodotorula. Eites microrganismos eram crescidos emn
dois meios, un contendoﬁéiucose e outro sacarose. As amostras-—
RMP ¢ 3044 apresentaram um conteddo maior de glucosamina e me-
nor de proteinas, quando crescidas em sacarose, enguanto a a-/
mostra 2200 apresentou a mesma compgsig&o quimica na parede, /

crescida em ambas fontes de carbono.

Quando Picnoporus cinnabarinus foi cultivado emmeio

1iquido, cuja fonte de carbonoc era D~glucose ou acetato; apre—
sentou um desenvolvimento micelial distinto. Assim, em glucose,
o micélio era esférico e compacto, enguanto em acetato era 1li-
geiramente filamentoso, sendo possivel imagind-lo como forma-—
do por projegoes filiformes partindo de un eixo central (obser

vagoes pessoals da orientadora desta tese).

Essa diferenca micelial morfoldgica nos motivou gefel
ra o estudo da composigdo de suas paredes, j& que nestas condi
¢oes este fato nio tinha sido relatado, e seria mais uma con-/

tribuigdo para o estudo de morfogénese em fungos.



MATERIAIS E METOIOS

1., Microrganismo

A amostra de Picnoporus cinnabarinus, fungo da clas
se dos Basidiomicetos, foi isolada e classificada no Instifg
to de Biologia e Pesquisas Tecnoldgicas do Estado do Parand.
Sua colocagdo taxonomica foi realizada tambénm pelo Dr. Oswal
do Fidalgo do Instituto de Botanica, S&o Paulo.

2, Condicoes de Cultivo

A cultura foi mantida em agar Sabouraud glucose, e

a inoculagao feita diretamente deste para os meios liguidos:

Meio I:~ D-glucose 1 gh, KH,F0, 0,9 gh, Na HIO, -
0,8 g, (NH4)ZSO4 0,2 gh, MgSO40 ,02 g%, NH4N03,0,1 gh, extra

to de levedura o,l g%, 1mnS0, 0,002 g, CuS0,, 0,002 gh.

Meio II:~ Semelhante ao meio I em que a D-glucose /
foi substituida pelo acetato de sddio (1 g#) como fonte de
carbono.

OpH dos meios de cultivo I e II foi ajustado para
6,2 e estes meios foram distribuidos (300 ml) em frascos de
IOOOml; Os referidos meios foram autoclavados por 20 min. &
1 atm, sendo que a sdluggo de D-glucose fol esterilizada du-
rante 0 nin. em vapor fluente, e em seguida acrescentada ao

melo I no momento da inocul&gao.

A incubacgao foi feita a 287C enm um agitador rotatd-—
rio a 100 rpm. Apds 72 horas os micélios foram coletados por

filtragdo e lavados com Agua destilada gelada.

3¢ Crescimento em Meio sdlido

Féz-se a inoculagao de Picnoporus cinnabarinus -

en placas contendo Sabouraud D-glucose 2 gk e Sabouraud a-
cetado 2 ghe Apds 72 horas de crescimento a 28°C, as placas—

foran fotografadas ¢ as coloniais microfotografadas em Microg



cépio Olympus-FPhotonax.

4.

5.

Purificacio das Paredes Celulares

Os micélics coletados e suspensos em dgua destila-—
da foram homogeinizados por 1 min. em "Waring Blendor" e /
liofilizados en liofilizador "Virtis". Basicamente, foi uti
lizado o método de purificagdo descrito por MAHADEVAN (10),
con as seguintes modificacgoes: 1 g de pd micelial era trata
do com 100 ml de SDS (dodecilsulfato de sddic) a 1 gh, 24°C
e con agitacdao. A intervalos de tempos varidveis suspendia-
se o tratanento acina descrito, centrifugava-se a 20000 g /
por 30 min. e analisava-se o cspectro de absorgao do sobre-
nadante na regifio do U.V. (220 a 340) en um espectrofotdme
tro registrador "Perkin-Elmer"., O processo era repetido,sus
pendendo-se o precipitado em novo volume de SDS a 1 &k até
o desaparecimento de qualguer absorgao na faixa de 260-280+
nn, :

Apds este tratamento, as paredes celulares forom/
lavadas com dgua destilada por vdrias veézes (minimo de dez)
dialisadas em tampfo fosfato 0,01 M pH 7,0 por 36 hs a 4°C,
e por igual perfodo de tempo em dgua destilada. A seguir,fo
ran honogeneizadas por 1 min. em "Waring Blendor",lliofili—
zadas e armazenadas em dessecador a vdcuo sob Iéos. Senpre
antes de qualquer andlise, as paredes celulares, em desseca

dor sob Péos, foram aguecidas a 50°C por 16 hs,

As seguintes abreviaturas serao utilizadas-:

Parede I = parede celular de Picnoporus cinnabarinus cresci
do no neio I.

Parede II= parede celular do mesmo fungo, crescido em meio
I1.

Exame ao Microscdépio Eletrdnico

Os micélios coletados como‘tal, e a8 paredes suspensas en

dgua destilada, foran fixadas em glutaraldeido 5% e refixa-—

das en dsmio 1%. Apds inclusdo em Epon 812, os cortes foran

corados com acetato de uranila 2% e citrato de chumbo (15).
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Estas andlises foram feitas pelo Centro de Microscopia Ele-
trdnice da Universidade Federal do Parand, utilizando-se /
un wltra microtomo "Sorvall MI-2", tipo Porter Blum e um mi

croscépio "Philips EM-300",

6., Deterninacao dos Aglicares Totais

A determinagdo dos agicares totais foi realizada /
pclo método do Fenol-Sulfurico (16) em suspensdes de pare-

de celular.,

7; Deterninacao de Proteinas

Féz-se a extracgao das proteinas das varedes celula
res con NaOH N por 1 hora em banho-maria fervente. A seguir
centrifugou~se a 700 g por 10 min., e aligquotas dog sobre-
nadantes foram analisadas pelo método de IOWRY (17). _Padrao

de so6ro albumina bovina foi submetido 2s mesmas condigdes.

8. Andlise dos Lipideos

A extragio dos lipideos das paredes celulares foi

feita com cloroformio: metanol (2:1) por 12 hs, em Soxhlet.

A determinag@o quantitativa foi obtida por gravimetria.

9. Dosagen do Fdsforo Total

A deternminagao do fdsforo total foi realizada pelo
nétodo de FISKE-SUBBAROW (18), a partir de suspensies de pa

rede celulare.

0. Estudo dos Aglcares Neutros

10,.,1. CondicOes Otimas dc Hidrdlise:- As suspensCes de pare

de celular, colocadas em ampolas, acrescentou-se dci-
do trifluoroacético (TFA) até concentragdo final de 1
N (lmg/ml de parede). As ampdlas foram seladas, colo-
cadas por 2 min. em autoclave a 1 atm e, a seguir,por
diversos tempos de hidrSlise em banho-Maria fervente.
Apds a hid@élise, o resfiduo insoldvel foi eliminado /

por filtracdo em funil dc placa porosa, € o filtrado/
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concentrado & vdcuo para eliminar o..excesso de dcido./
As fragdes soldveis dos hidrolisados foran aplicadas /
38 colunas de Dowex 50 W-X8 (H™), 200-400 mesh, acopla
das as colunas de Dowex 1-X8 (HCGO-),:2Q0-400_mesh,ag
bas de 0,8 x 5 cm (fluxo de 0,1 ml/min.). Os aglcares/
neutros foram eluidos com dgua destilada deionizada, g
té un volume final de 10 ml. Em aliquotas dos eluatos/
foram determinados: aglcar total pelo Fenol-Sulfrico
(16), aglcares redutores peléo SOMOGY-NELSON (19,20) e
D-glucose pela glucose oxidase (21), D-glucose foi uti

lizada como padrio.

Determinacio Quantitativa e Caracterizagdo :— Amostras—

en duplicatas de 5 mg das paredes celulares I e II fo-
ran hidrolisadas por 8 hqras; como acima descrito. Os
hidrolisados foram centrifugados a 20000 g e os preci-
pitados lavados trés veézes con etanol;.Os sobrenadantes
foram reunidos, e o 4cido eliminado a Yécuo con tempe~
ratura nio superior a 507°C, A purificagdo dos aglcares
neutres foi realizada segundo a técnica descrita no i~
ten anterior. Os eluatos das duplicatas fo?am reunidos
e acetilados de acordo com ALBERSHEIM (22). D-glucose/
recristalizada 3 x em metanol, e submetida 3s mesmas
condigdes que as amostras, foi a elas écreséentada,an—
tes da acetilagldo, para servir como padrao interno. Os
polidis acetilados, extraidos quantitativamente com di
clorometano, foram analisados em um gromatégrafo P&EM
modélo 810 R-12, gaé seguintes condigbes: coluna de /
200 x 0,2 cn de de.i. con 3% p/p de ECNSS-M em Gas Chron
Q de 100-120 mesh (23), operando a 180°C; camara de in
jecao e detetor a respectivamente 220 e 24Q50; He, H,
e ar a respectivamente 12, 20 e 300 ml/nmin.; atenuagdo
8 x 10. 0 cdlculo das dreas foi feito por triangulacgao
e os alditois acetilados caracterizados, comparando sg
us tenpos de retengio com os de padrdes conhecidoss.

Os eluatos foram também cromatografados em pa-
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pel Whatnen n® 1, tendo cono sclvente Acetato de Etila:
Piridina: Agua (8:2:1), As nanchas foran visualizadas /
con cloridrato de p-anisidina (24) e con nitrato de

prata alcalino (25),

11, Acfo Enzindtica do Suco Digestivo de Megalobolinus parena— /

guenses nas Paredes Celulares

Suspensdes de parede celular (2 ng/ml), en duplica-
tas, foran submetidas 4 agdo do suco digestivo de M, parana-/
enses, nas seguintes condigSes: 50 ul de suco (5,8 ng/ml -
protefna), 250 ul de suspensZo de parede e 200 wl de tanpdo /
citrato 0,0, M pH 6,0, a 37°0, con agitagdo, e en atmosfera -
de tolueno, De tenpos en tenpos a reagao era paralisada por 2
quecimento 5 min. a 10060. Centrifugava~se por 10 nin, a 700g
e analisavan-se 0s sobrenadantes para glﬁcose pelo nétodo da
glucose-~oxidase (21) e, para Ne-acetilhexosanmina pelo método
de REISSIG (26), tendo-se respectivanente comno padroes, Deglu
cose e Neacetil~D-glucosanint,

Os produtos da agdo enzimdtica foram, tanbénm, carac
terizados por cromatografia em papel Whatmzn n? 1 com 0s se-
guintes sistenas de solventes: Butanol:Piridina: H,0 (6:4:3 )
(27)s Acetato de EtilasPiridina:dcido Acético: H,0 (5:5:1:3),
e visualizadas con nitrato de prata (25) e eloridrato de p-a-
nisidina (24),

12, Estudos dos Actcares Aninados

PPy

12,1, Condicdes Otimas de Hidrdlise:= As paredes celulares /

foran hidrolisadas en ampdlasg seladas, en atmosfera de
Né, en banhoelarla fgrven%e, na proporgaoc de 2,5 mg de
parede/ml de HC1 6 N, Os hidrolisados fran filtrados
en funil de placa porosa, e o excesso de dcido elinina
do & vdcuwo, Apds a neutralizaglo, os ag¢lcares aminados/
foran purificados segundo BOAS (28), e determinados pe—
lo nétodo de SOMOGYI~NELSON (19, 20), tendo-se como pa-
drdo de referencia Degalaotosanina. HC1,

1242, Fracionamento e Q@racterizacﬁo:~ Amostras em Duplica-/

tas (2 mg) das paredes celulares I e IT foram hidroli-



sadas por 8 hs, segundo as condigoes pré-estobeleci-

das ({tem 12.1). Os hidrolisados foran reunidos, fil-
trados quantitotivamente em funil de placa porosa Q-
pés adigdes e lavagens sucessivas com etcnol, Tendo /
sido o excesso de dcido elinminado & vdcuo com agueci-

nento nfo superior a 50°C, os aninoacdcares foron:—

a) Determinndos segundo BOAS (28): Assim, ali-/
quotas dos hidrolisados das paredes celulares I e IT,
floran aplicadas a colunas de Dowex 50 W-X8 (H+), 200 -
400mesh, de 0,8 x 5 cm. A coluna foi lavada com dgua
destilada deionizada até eliminagfo total dos aglca-/
res neutros. A seguir, os aminoagﬁcayes foram eluidos
com HC1 2 N, num fluxo de 0,1 ml/min., até um volume
total de 10 ml de eluato. O excesso de dcido das fra-
éges dos eluatos foi neutralizado & vdcuo no prdéprio
tubo de andlise, apds o que o contedido total de hexo-
saminas foi determinado pelo método de ELSON-MDRGAN /
(29). D-glucosamina. HC1l e D-galactosamina. HC1 foranm

utilizadas como padroes.

b)Pracionadas de acordo com GARDELL (30): Hidro
lisados das paredes celulares I e II foran aplicados/
3 colunas de Dowex 50 W-X8 (H*), 200-400 mesh, de 0,9
x 38 cm. Eluindo-se com HC1 0,3 N e fluxo de 1 ml/h ,
fragdes de 1 ml foranm coletndas em coletor "GM", As a
nilises foram feitas pelo método de ELSON-MORGAN, en
aliquotas de 0,5 ml dos eluatos.

Os hidrolisados das paredes celulares I e II a-
presentaram duas fragdes, que foram caoracterizadas /

por s~ -
(A) perfil de eluigdo (31); (B) cromatografiaag

cendente das fragdes en papel Whatmon no 1, utilizan—
do-sc Piridina: Acetato de Etila: fcido Acético: HP
(535:1:3:) como solvente (32). A revelagdo foi feita/
con o rectivo de ELSON-IORGAN (33) e com galactose o-
xidase (34); e (C) desaminacio segundo STOFFYN (35) ;

éeguida de cromotografia dos produtos em papel What-/
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nan n? 1, tendo cono solvente Butanol:Etanol: H,0 ( ~
(4:1:1) e revelagao con cloridrate de p-anisidina(24)
Con rcspeito & essas fragles, serdo utilizadas
as seguintes abreviaturas -
Ay e A ; para as prineiras fragdes obtidas dos
hidrolisados das paredes celulares I e
IT, respectivanente,
By e Byy para as correspondentes elufdas poste-

riornente.

12.3. Deterninacio de N-acetilglucosanina: A deterninagdo

de N-acetilglucosanina foi realizada apds agao de su~

co digestivo de Megalobolinus paranaguenses nas pare-

des celulares. As condigdes de ensaio j& foran descri
tas anteriormente (item 11), sendo feita 50 horas de
incubagfo pars a parede celular I e TOhs para a parc-—
de celular II, apds o que os sobrenadantes foram anc-
lisados pelo nétodo de REIS§IG (26), tendo como pa~ /

drao N-acetil=-D-glucosanina.

Estudo dos Aglcares fcidos

As paredes celulares I e II foran hidrolisadas /
con 4cido férmico 98% e com HC1 1% (36), Material insoltvel
foi elininado por centrifugagfo. Apds elininar o excesso dc
deido & vdcuo, os produtos de hidrdlise foran passados atra
vés dc una coluna de Dowex 1-X8 (HCO0™ ), 200-400 mesh. Agi-
cares neutro e aninados foran elufdos con dgua destilada /
dcionizada, e os aglcares 4dcidos con gdecido férmico 2 N ,
scndo este dltino eluato analisado pelo nétodo do Carbazol/
(29) cromatograficanente en Acetato de Etila:Piridina:fci-
do Acético: H0 (5:5:1:3) (36),

Rgpgentcs Utllizados

Dodecilsulfato de sddio (SDS), Quitina, soro al-
bunina bovina cristalina, peroxidase, glucose oxidase (tipo

II), D-galaoctosanina, HC1l, D-glucosanina«HCl, Dwnanosanina,
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I{-acctil—D—glucosgu“aina e N~ocetil-D-gnloctosanina eran da
Signa Chemical Co. O-dianisidina foi fornecida pela Nutri-/
tional Biochemicals Corporation e D-glucose e D-xilose pela
Pfanstchl Lab. Dimetilaminobenzaldeido (recr:ist. 2 x emH20)
¢ deido trifluoroacético eram da Merck. Galactose oxidase-
foi preporada a partir de Polyporus circinatus, segundo a

téonica de AVIGAD (34).
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RESULTADOS - DISCUSSAO

1., Crescimento en meio sdlido

2.

As figuras 1 e 2nostram que, enquanto o crescimen
to en glucose é restrito, en acetato o nicélio é filamento—
so e se espalha radialmente. Pelas nicrofotografias (figu-/
ras 3 e 4), observa-se que as hifas crescidas en glucose /
sfo bastante ranificadas, enguanto que as crescidas en ace-

tato sfo longas e pouco ramificadas.

Este comportamente é senelhante ao descrito para -

as alteragoes norfolégicas_de Neurospora crassa (9)y 0 qual

pode ser induzido por mutagao, variagdo da fonte de carbono
(adigdo de sarbose ao meio de cultura), pela temperatura de

incubagao, ou pelo acréscimo de suco digestivo de Helix po-

natia ao neio de cultura.

A forma das hifas de Picnoporus cinnabarinus cres-—

cido en Sabouraud glucose é semelhante &s do tipo colonial/

de Neurospora, enquantc que a das crescidas em Sabouraud a-

cetato corresponden as da forma selvagen de Neurospora,

Microscopia Eletronica

Como se pode observar pelas micrografias eletroni-
cas nas figuras 5 e 6, a parede celular das hifas de Picno-

porus cinnabarinus é de maior espessura quando ele é cresci

‘

do no neio I. Isto nos sugcre que existan diferengas entre

as paredes deste fungo, nas condigoes de estudo. Entretantc,
essa alteragio nao precisa ser necessarianmente quantitativa
pois pode estar reclacionada com diferentes disposigoes es-/

truturais dos polimeros nas paredes.

3. Purificacdo das Parcdes

Muitos métodos para purificagao existem, e a obten
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é&o de paredes celulares livros e eontaninngdo oitoplasnd
tica € o prineiro problena con ;elagﬁo ao seu estudo (36).

Considerando que os dcidos nucleicos e as protei
nas apresentan absorcao na faixa de 26Q-280-nm, utilizou r
se este dado como indicativo da liberég&o do conteddo endo
celular. Assin, se isto estivesse ocorrendo, deveria haver
un descparecimento gradativo desta absorgdo enm fungdo  do
tenpo de tratamento con SDS, Alén disso, os agicares tota-
is e protefnas foran determinados nos sobrenadantes, obser

vandoese o desaparecinento de ambos en fung3o do tenpo.

Con base nestes fatos, considerous-se as paredes-

celulares de Picnoporus cinnabarinus purificadas apds 31

hs de tratanento (figuras 7 e 8), o que fol confirmado /,

pelas andlises ao microscdédpio eletrdnico ( figuras 9 e 10).

MAHADEVAN (10 ) considerou as paredes de Neurospo-
ra crassa puras apés 16 horas de tratanmento con SDS, ‘tendo
g rS—— -
cono comprovag%o o exane das hifas por nicroscopia de con
traste de fase, Embora utilizando a mesna téonica, torna-
se dificil fazer alguna correlagfio, pols alén dos ecritéri
os de purificagao enpregados seren d;ferentes, os nicrorga

nisnos pertencen a classcs distintas,

Durcnte a purificagao das paredes celulares de

Picnoporus cinnabarinus se observou gque o fungo crescido /
en acetato liberava seu conteldo celular nais rapidanente
como se pode observar pelas figuras 7 e 8, ind;cando una -

naior fragilidade ao tratamento con detergenteg,

Conteddo de Tipfdeos

A porcentagen de lipideos na parede celular de
fungos € un critério de purificagio, pois segundo  TAYIOR
(37); "Lipfdeos en exoesso de 8=10% deven ser cuidadosanen
te exaninandos para se deterninar se o processo de prepara-—
é&o‘de parede fol rigorosamente suficiente para remover /

Arnntamirnantas adt+anlaanrndtinna . Oormo pade ger observadn rna
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tabela I, a porcentagen do lipideos extrafdos das paredes
celulares I e II estd dentro deste linmite de precaugdo, /
nto hovendo diferengas en suas concentragdes con a varia-—

¢3o da fonte de carbono.,

€ ntoddo de Fdsforo

Enbora a pequena porcentagen de fésforo (tabela
I) possa estar relacionada con una possivel contaninagao/
por dcidos nucleicos, o fato de aglcares fosfatados teren
sido detcctados en outros fungos (38, 39, 40), leva a su-
gerir o possibilidade da participagao de fosfato na estru

tura das paredes de Picnoporus cinnabarinus. Nio obstante

gor csta porcentagen nuito baixa, hd una significativa dai
feronga na concentragao de fésforo total, sendo que as
paredes celulares do fungo crescido en glucose apresentan

ua teor de 50% a nais.

Fato semelhante ocorre no transformagdo nicélip

levedura do Mucor rouxii (41), pois se observou que a pa-

rcde celular das formas filamentosas apresentavan uno

¢

concentrag¢iio naior de fésforo total que as levedurifornes.

J&, en Blastonyces dernatitidis (6) se constatou una

porcentagen maior de fésforo total na parede das células

tipo leveduras.

Conteddo de proteinas

Considerando a advertincia de BARTNICKI-GARCIA(
(41), de que o andlise direta de proteinas da parede pclo
nétodo IOWRY produzia turbidez, e a pelo Biureto un preci
pitndo azul, tentou-se extrair as proteinas das paredes /

sen sucesso, con NaOE a frio (17). Somente aunentande~ se

& concentragdo de alcali e con aquecinento € que se conse

guiu deternind-las (tabela I), sendo feito tratomento par
relelo do podrio o fin de se corrigir possiveis altera~ /

hag ~~
¢ocs nos aninodcidos. Extrogldes de proteinas de  paredes
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colulares, en condigSos cemelhantes a estas, tén sido an-

planente utilizadas (37).

No presente caso, as alteragdes morfolégiéas ob
gervadas nfo estdo relacioncdas con o teor de proteinas (
(tabela I), fato este que nio se verificou nos casos  de
divorfismo nicélio-levedura (7, 8) e na alteragio de mor-

fologia dc anostras de Rhodotorula en diferentes condigs-

es de cultivo (14). Entretanto, no caso do crescimento ti

po colonial de Neurospora crassa (9) tanbdm nio se constg

tou nodificagao na concentragio proteica.

Conteclldo de Acicares Totais

A porcentogen de agdcares totais deterninades nas
parcdes celulares I e II, na realidaderepresenta a porcen
togen de aglcares neutros totais, j4 que agicares dcidos/
nio foroan detectados, e os aminndos d3o reagdo negativa

con o Fenol-Sulfdrico (42);

Anolisando-se os dados da tabela I, concluinos-

quc as paredes celulares de Picnoporus cinnabarinus cressw

cido en glucose ou acetato , nfio apresentan alteragbes /

quento & concentragdo de agdcares neutros totais,

Conposiclo en Acdcarcs Neutros

As condigdes para o estudo dos aglcares neu~
tros foran bastante dificultcdas devido & insolubilidade/
dns parcdes celulares, As curvas de hidr&lise da filgura -~
11, nostron que o tempo de 8 horas pode ser considerado /

cono dtimo, en termos de rendinento destes agdcares libe-

'radose 0s agldcares neutros foram determinados por croma-—

togrnfia gnsosa ( figura 12 ), estando suas porcentagens/
apresentadas no tebela X, O contelido de glucose das pare
des celulares I e II foi confirmado pela reagfo especifica

da glucose oxidasee.
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Para o fato de ser o porcentagenm en aglcores —
ncutros libercdos por hidrdlise (glucose + nonose) infe-
rior & de agdcares neutros totais ({ten anterior - tabe-
1a I), ducs explicagles sfo vidveis: a primeira seria de-
vido &s condigdes Acidas de hidrdlise, mas como se obserw
va pelas curvas da figura 11, mésgo apés 8 horas nio hou-
ve destruigdo significativa dos agicares. Outra possibili
dade seria que os polimeros das paredes nfo foren total-/
nente hidroliscdos. Considerando as diferentes labilida~/
des a fcidos das ligagdes glicosidicas, isto seria justi—
ficdvel, pois en paredes celulares de fungos, os polissa-
carideos varian, normalmente, quanto a sua estrutura (1).
Além_disso} cono se observa pela figura 11, a porcentagen
de aglcares totais ¢é maior que a das redutores, sugerindo

o cxisténeia de oligossacarideos.

Na maioria dos casos de dinmorfismo levedura-mi
célio estudadas (2, 3, 4, 6, 7 e 8 ) constatou-se una al-
teragéo na concentragdo de aglcares neutros das paredes /
celulares., Entretanto, na ngdificag&o tipo colonial de

Neurospora (9) e nas alteragdes por variagio do meio de

cultivo en Rhodotorula (14) nio foran observadas diferen-

¢as significativas, o mesmo acontecendo no presente caso
(tabela I) .

CROOK (43) estudando a composigido em aglcares/
neutros da parede de alguncs espécies de Basidiomicetos ,
denonstrow que a glucose ¢ a nenose estavan senpre presen
tes, enquanto a galactose, xilose e fucose variavan. En
Dendryphiella vinosa (44) foi observada a presencga de ga-—
lactose, juntamente con glucose e nanose, enquanto que en

Polyporus tunulosus (45) alén de glucose detectou-se nano

8e e xilose, Verifica-se, portanto, que glucose e nanose/
880 conponentes constantes das paredes de Basidionicee—
tos,  enquanto os denais aglcares neutros sdo vari-

dveis,
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9, Composicfo cn Aglcares Aninados

As condigoes de hidrdlise estabelecidas para

dcterninagao de aninoagucares nostran que o tenpo de

NN ® P

horns pode ser considerado como dtimo para o liberagao

destes agicares das paredes celulares I e II (figura 13).

Cono sc observa pela figura 14, os aglcares ani
nndos de anbas as paredes.forqm separados en colunas tro
cadora de fons en duas fragOes, as quais foran caracteri-
zaedas pelas seguintes propriedades s~

a) Por desaninagdo as fragdes AT e Ary deran o-
rigen 3 arabinose e By e Byr & lixose, o mesmo ocorrendo/
rcspecfiyamente con 0S padrgeé de D-glucosanina e D-galac
tosanina. Entretanto, D-manosamina e D-talosanina tanbén
originan por desaninagao respectivanente a arabinose e 1i
xose, Logo, por estes resultados as fragoes AT © ATT de-
‘ven corresponder & glucosanmina ou & nanosanina, e as fra-

¢Ses By e By & galactosamina ou talosanina.

b) As fragdes Ay, A7 e By, Bry apresentaran mo
bilidades cromatogrificas semelhantes aos padrdes de D- /
glucosanina e de D=galactosanina, e distintas & de D-mano
sanina, o que pernite supor que as fragdes A7 e Ary deven

se identificar con a glucosanina.

c) Somente as fragdes By e By sdo visualizadas
pela galactose oxidase, d semelhanga do padrdo de D-galce
tosanina. Enmbora no trabalho da galactose oxidase, a ta-
losanina nao tenha sido testada como substrato, o fato
de seren as mobilidades cromatogrdificas de golactosanino-
e talosaninn digtintas con o solvente enmpregado (32), sy~
gere que as fragoes Br © BIT deven corresponder a galac

tosanina.

d) CRUMPTON (31) comprovou que a relagdo entre

o volune de eluente nccessdrio para eluir a concentragao-

Y 2N - R » - . - - R DY 4
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da pesna coluna € constante, independente das dinmensdes da
c~luna de resina enpregeda e da normalidade do eluente dci
do na faixa de 0,25-0,50 N, Esta razio € chanada de Rgluc®
panina, e como pode ser visto na tabelg II, os resultados/
obtidos con as fragdes estio de acordo com os de CRUMPIO N—
(31) ¢ de DMYTRACZENKO (46), permitindo identificar as fra
¢ocs ALe A como glucosanina, e as fragdes BI e Brp como
gelactosanina.

e) Como toda glucosanina das paredes celulares I
¢ II estd na forma de N-acetilglucosanina (tabelas I e III)
concluinos que as fragodes AI e AII corresponden realmente-
3 glucosanina.

Cono pode ser visto pela tabela I, existe un in-
tcressan?e balango no teor de hexosanminas da parede celu—/

lar de P, cinnsbarinus crescido em fonte de carbono varid-

vel. Assin, enquanto a parede do fungo crescido en glucose
ten nais que o dobro de galactosanina que a parede do cres
cido en acetato, o gqual por sua vez apresenta um conteddo/
naior de glucosanina, de tzal nmaneira que a porcentagen to-
tal de hexosaninas ¢ maior no crescido em acetato.
Alteragao no teor de glucosarina da parede celuw

lar cstd tambén relacionado con o dimorfismo de Blastony-/

ces dermatitidis (6) e Paracoccidioides brasiliensis (7).

A parede das células levedurifornmes destes nicrorganisnos/
possucn una concent;agao naior desta hexosanina que a pare

de das filamentosas. Entretanto, em Cordyceps nmilitaris (-

(8) & encontrada unc porcentagen maior de hexosaminas  na
parcdec das filamentosas. Mesmo nos casos de modificagdes /
acnos pronunciadas da norfologia gxiste una alteracgio do
teor de aninoagicares das paredes., Isto ocorre tanto no ca

8o de leveduras do género Rhodotorula (14), como no caso /

do crescinmento tipo colonial de Neurospora (9). Assin, a

parcde celular de Ncurospora crassa, tipo colonial, ten u-




.

oo concentragao najior de glucosamina que a do tipo selva~/
gen. Con relagdo & alteragio no teor de galactosanina  da

parcde celular de Picnoporus, ressalta-se que resultados /

gsenelhantes foran obtidos s nos casos de nutagao em Neu-—/

rospora crassa (12, 47). Logo, os dados obtidos no presen-

tc caso levan a supor que as alteragdoes no teor de hexosa—

cinas da parede celular de Picnoporus cinnabarinus deven

tanbén estar relacionadas con as nodificagdes norfoldgicas

ocorxridas.

0 fato de jd ter sido demonstrado em Neurospora/

crassa (39) que os polimeros de galactosanina da parede
funcionan como receptores de polifosfato, permitiria corre
lacionar a porcentagen nmaior de fésforo total conm a de ga-

lactosanina na parede celular de Picnoporus cinnabarinus /

crescido en glucose (tabela I), sugerindo que a galactosa=
nina estaria na parede na forma de polinero.
A identificagdo de galactosanina nas paredes ce-—

lulares de Picnoporus cinnabarinus contraria a regra de

que esta hexosanina € aglcar caracteristico apenas da pare

de dos Asconicetos (1).

Acao Enzindtica do Suco Digestivo de Megalobolinus parana-—

guenses

Suco digestivo de Helix pomatia (fonte conercisl)

é anplamente utilizado para o estudo estrutural e caracte-
rizag&o‘de quitina em paredes celulares de fungos (8, 38,

44, 40).
0 suco digestivo de Megalobolinus paranagucnsecs

catalisa a hidrdlise de quitina liberando como produto N
acctilglucosanina, indicando que ele contém entre outras /
enzinas, una quitinase. As paredes celulares I e II ensai-
adas con o suco deste caramujé (figura 15) foran degrade~/

das, mostrando existir nas paredes de Picnoporus cinnabari
nus un polimero tipo quitina, e que os glucanos presentes/

nos dois tipos de parcdes estudadas devenm diferir, j& que
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Annlisando os dados da tabela III, observa-se /

quc cnquanto 70% das glucoses contidas na parede celular -

de Picnoporus cinnabarinus crescido em glucose sdo livera-

dns pclas enzimas de suco digestivo de Megnlobolinus para-—

noiuonscs, sonente 45% o sdo liberadas da parede do cresci’
do cn acetato., O fato de glucano< 1,3 ser conponente da
parede celular de fungos (1) e glucanase X 1,3 estar au~

sente en suco digestivo de Helix pomatia (38), sugere a /

possibilidade da existéncia de um glucano deste tipo, dife

renciande quantitativanente a parede celular de Picnoporus

cinnabarinus nas condig¢les en estudo. Embora estas suposi-—

¢ocs necessiten de confirmacgao experimental, resultados sg
nelhantes a estes foran relatados no dimorfismo de Paracoc

cidioides brasiliensis (7). Alteragdo na composigao de glu

canos parece estar tambén relacionado com o crescimento ti

po colonial de Neurospora, pois o fracionamento da parede/

celular mostrou que extrato alcali soluvel estd sensivel-/
nente aumentado con relagao ao tipo selvagen (10).

O fato de encontrar quitina como principal compo
nente da parede e glucanos cono segundo, confirmanm os cri-

térios morfoldgicos que classificaram Picnoporus cinnabari

nus cono un Basisioniceto, situando-o dentro do grupo V da
classificagdo taxondnmica de BARTNICKI-GARCIA (1).

0 isolanento e a deternminacgdo da estrutura dos /
polineros de glucose, manose e galactosamina, s@o andlises
conplementares necessarias 5lexplica950 global das altera-—

goes morfoldgicas observadas.
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Pigura 1. Picnoporus cinnabarinus crescido em Sabouraud D-

glucose por 72 horas a 28°¢c,

Plgure 2, Picnoporus cinnabarinus crescido en Sabouraud ace

tato por 72 horas a 28°¢.
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Poure 3. Microfotografia (x 1200) de Picnoporus cinnabarinus

crescido en Sabouraud D-glucose. Cultura de 72horas
o
a 28°C.

Plgurn 4, Microfotografia (x 1200) de Picnoporus cinnabarinus

crescido em Sabouraud acetato. Cultura de 72 horas
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Pigura Se Micrografia eletrdnica (x 36
nabarinus crescidb en glucose,
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Pigura 6, Micrografic eletrdnica (x 36930) de Picnoporus

nabarinus crescido em acetato,
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Fig. 7. Conmprovagao da purificagio da parede celular I ,
Espectro de absorgdo do sobrenadante de 20 000 g,
en fungdo do tempo de tratamento com SDS 1%: apds
3 hs (o—> ) (aile. 8x); 16 hs (o——=0) e apds

31 hs (&6—2) de tratamento.
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Fig'. 8. Conprovagao da purificagfio da parede celular II,
Espectro de absorgdo do sobrenadante de 20 000 g,
en fungdo do tecmpo de tratamento com SDS 1%: apds
3 hs (e----¢) (ail. 15x); 13 hs (= ---») (4il.2x)
e apds 31 hs (4&- - -A) de tratancnto.
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Figura 9. Micrografia eletrdnica (x 36930) da parede celu-—

lar de Picnoporus cinnabarinus crescido em glucp
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Flgura 10. Micrografia eletronica (x 36 930) da parede celu

lar de Picnoporus cinnabarinus crescido em acetag

g

to.
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Fig. 11. Condigbes Stimas de hidrdlise para o estudo de agucares
neutros, Agﬁcarcs neutros liberados das paredes celulg-
res en fungdo do tenmpo de hidrdlise: glucose (o—=o),
agicares redutores (&——2) e aglcar total (o— o )1i
berados da parede I. Glucose (®----48), agx’ica;es reéutg_
res (A~l~ -4) e agicar total (e -- =) liberados da pa-
rede IT. Os dados sdo expressos en porcentagen de aguca

res liberados por peso seco de parede.
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Crescido en glucose

AN

Crescido en Acetato

| WLJ/\M/L

0 6 12 18 ol 30 36 )
TEMPO (min)

i XILITOL

Fige 12, Cromatografia en fase gasosa dos aglcares neutros
acetilados. Cromatdgrafo F & M modelo 810 R-12 con
detetor de ionizagio de chana. Coluna 3% p/p ECNSS
M sobre  gas chrom Q de 100-200 nesh, de 200 x 0,2
cn (d.i.) a 18Q°C (isoterma), con detetor a 240°C,
canara de injegdo a 220°C e fluxo de He de 12 ml /

nin. Padrfo interno: xilitol.
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Fig; 13, Condigles Jtinas de hidrdlise para o estudo de
aglcares aminados. Aminoagicares liberados da
parede celular I (o——=) e da parede celu-
lar II (e----%), en fungdo do tempo de hi-
drdlise, Os dados sdo expressos en porcentagen

do peso seco de parede celular.



ug DE HEXOSAMINA

100

50

-
T
! [ ‘.
! s e
o N
8 X" 'é? .‘\
; ® g =511 &
‘ ‘6¢e. 7 O o,
d‘ He S Q&O
) ®o
feg Q%\Q()’
80 20 100 110 120 130

ml ELUIDOS
Fige 14. Fracionamento das hexosaminas obtidas por hidrd
lise de 2 ng de parede celular I (o----°) ¢ II
(o—>), en coluna de Dowex 50-X8 (HTL ) 200~
400 nesh, utilizando HC1l 0,3 N como eluente, A=-
liquotas de 0,5 ml dos eluentes foran analisadas
pelo método de ELSON-IDRGAN (29).
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Fig. 15. Agao enzindtica do suco digestivo de Megalobolinus

paranagucnses nas paredes celulares. Agﬁcares libe

rados (% do peso seco de parede) en fungdo do ten-
po de incubaggo; Sistema de incubagfio: 500ug de pa
rede, 290 ug de proteina e tampao citrato 0,01 M,
PH 6,0 para volume final de 0,5 nl. Tenmperatura de
3700, con agitagdo e en atmosfera de tolueno. 0s /
sobrenadantes dos ensaios con as paredes celulares
foran analisados: glucose liberada da parede celu-
lar I (o——0 ) e da parede II (#——=a) e N-ace-/
tilhexosamina liberada na pareée I (o----©0) e aa

parede II (“~-~—'“);
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TABELA I

Conposigio da parede celular de Picnoporus cinnabarinus

Conponentes % do peso seco de porede
crescido en crescido en

glucose acetato

Aglcar Total 30,0 30,0
Glucose 16,0 : 16,0
Manose 740 8,0
Glucosanina 20,0 32,0
Galactosanina 12,0 5,0
Proteinas 9,0 10,0
Lipideos 9,5 10,0
Fdsforo 1,5 1,0

TABELA II

Caracterizagio das hexosaminas da parede celular de Pig~-
noporus cinnabarinus, em fungiao de seus Rglucosamina.

"

Razdo Relucosanina

BL/A 1,19

Br/Ary 1,15
Galactosamina/glucosanina (1,20%0,02)*
Galactosanina/glucosanina 1,19 %
Talosanina/glucosanina (1,60%0,02)°

* Dadog de Crumpton (31)

*%Dados de Dnytraczenko (46)

AI e BI respectivanente, primeira e segunda fragao
do hidrolisado de parede celular I, elul =

das de una coluna de resina.

Ay e By fragGes correspondentes ao hidrolisado

de parede II;
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TABELA III

Liberagao de glucose e N-acetilglucosanina da parede celu-

lar de Picnoporus cinnabarinus por enzimas do suco digestivo de

Megalobolinus paranaguenses

e

Agtcares Liberados % do peso seco de parede
e crescido en crescido en

Contidos nas Paredes . g&lucose acetato
Glucose Liberada ' -

pelo suco 11,0 70
Glucose Total . .

da parede 16,0 16,0
Neacetilglucosanina 21,0 30,0

Liberada pelo suco

Glucosanina Total . .
da Parede 20,40 32,0
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RESUMD

Quando Picnoporus cinnabarinus foi crescido en meio 1i-

quido e sdlido contendo glucose ou acetato como - fonte
de carbono, o desenvolvinento nicelial foi distinto. A-
nilises quiricas e enzindticas demonstraran que as pare
des celulares continhan N-acetil-D-=-glucosanina, galacto
samina, glucose, nanose, proteinas, lipideos e fdésforo,
havendo uma alteragao significativa no teor das hexosa-

ninas quando da variagdo das condigdes de cultivo.
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