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RESUMO

A trealase micelial de Scopulariopsis brevicaulis foi
purificada 362 vezes com 51% de rendimento. A enzima mostrou ser
altamente especifica para a trealose com Km de 0,48 mM. A ativi-
dade catalitica maxima foi observada pela incubacdo da enzima com
a trealose em pH 6,0 - 6,2 a 459C e apresentou energia de ativa-
cao de 12 kcal/mol. Trata-se de uma glicoprotéina tetramérica
com peso molecular estimado em 430.000. A enzima apresenta natureza
acidica com pI em torno de 2,9. Constatou-se inibicao do tipo com-
petitiva pelo Tris (Ki = 71 mM) e PCMB (Ki = 0,11 mM) e nao com-
petitiva pelo Hg++(Ki = 0,016 mM). Este fungo sintetiza grande
quantidade de trealase em baixas concentragoes de amido ou maltose.
A sintese da trealase sofre o fendmeno da repressao pela glucose.
Experimentos efetuados com a cicloheximida, um antibiotico conhe-
cido por inibir a sintese protéica, indicaram que a producdo da

trealase em presenca de amido ou maltose &€ decorrente da sintese

"de novo". A trealase micelial possivelmente € a mesma daquela
encontrada no meio de culture,por apresentarem propriedades seme-

lhantes.
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' 1. INTRODUCAO

1.1. TREALOSE.

A a,a—frealose é um dissacarideo nao redutor composto
por duas unidades de glucose unidas por ligagao glicosidica a(l>1),
isto &, o carbono anomérico de uma molecula de glucose esta ligada a hidro-
xila do carbono anomérico da outra. Este aclicar se encontra lar-
gamente distribuido na natureza, particularmente nos fungos, le-
veduras, bactérias, plantas e invertebrados ( 7, 31 ), constituin-
do ainda a maior concentracao de carboidratos no sangue de inse-
tos ( 61 ).

Em microrganismos, tém sido relatados valores muito os-
cilantes para os teores de trealose por peso seco de ceélula. Em
Saccharomyces cerevisiae ocorrem variacoes de 1 a 23%, dependendo
das condigoes de cultivo e estagio do ciclo celular (63 ). Em di-
ferentes espécies do género Candida a variacao @ de 1 a 6% ( 1 ).

Em funéos as concentracoes desse dissacarideo variam de
1,5 a 35%, sendo 1,5% em conidios de Aspengillus oryzae ( 57 ) e
30 a 35% em esporos de Phycomyces blakesleeanus (110, 114 ). Va-
lores intermediarios de 5% foram observados em esporos de Dictyos-

telium discoideum ( 15 ) e 15% em Neurospora crassa ( 54 ).
|

ll

1.1.1. FUNCOES DA TREALOSE.

Por se tratar de um acgicar de ocorréncia generalizada,

varias funcoes lhe & atribuida:
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a) substincia de reserva em plantas ( 98 ), insetos ( 61 ) e fun-
gos e leveduras ( 14, 50, 57, 63, 76, 87-88, 108 );

b) fonte de energia para (i) divisao celular de leveduras ( 85 ),
(ii) crescimento de Baciflus popilliae ( 6 ) e do esporozoario
Nosema apis (112 ), (iii) germinagao de leveduras (89)e esporos
de Streptomyces hyghroscopicus (53), DictyostelLium discoideum
(16) e Neunrospora crassa (50), (iv) vSo dos insetos (75);

c) osmoregulagéo, desempenhando um papel como agente protetor na
manutengao de estrutura das macromoléculas e do citoplasma no es-
tado de "stress" em Saccharomyces cerevisiae (63), bem como da

membrana plasmatica durante a perda de agua (anidrobiose) (26).
1.1.2. BIOSSINTESE DA TREALOSE.

A biossintese da trealose ocorre geralmente pela trans-
feréncia de D-glucose da uridina 5'-di-fosfato-glucose para BP-glu-
cose-6-fosfato, catalisada pela trealose -6-fosfato sintase. O
produto formado sofre acgao posterior de uma fosfatase, dando ori-
gem a trealose pela remocao do grupamento fosfato, como foi des-
crito por CABIB & LELOIR em 1958 (1l1l) para leveduras.

Excelentes revisoes foram feitas por BIRCH (7), ELBEIN
(31) e PANEK (83), onde sao relatados estudos das enzimas envol-
vidas na biossintese da trealose em leveduras de panificagéo, in-
setos e outros invertebrados. EIBEIN (31) menciona a variacao da
sintese da trealose durante a diferenciacao morfoldgica de Dic-
tyostelium discoideum. Foram descritas a utilizacgao de outros és-
teres de nucleotideos fosfatados como doador de D-glucosila, tais
como, GDP-D-glucose para Streptomyces hygroscopicus (52) e Sagchw
nomyces cenevisiae(83) ou ADPG, CDPG e TDPG além de UDPG e GDPG
em Mycobacterium smegmatis (31), porém, neste ultimo caso, ha di-

ferenca na eficiéncia entre os doadores de glucosila.
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Outro mecanismo de sintese da trealose, independente da
trealose-6-fosfato sintase, foi sugerido por OPERTI et al.(83) em
1982, ao estudar uma mutante de Saccharomyces cerevisiae deficien-
te na atividade da trealose-6-fosfato sintase, portanto, incapaz .
de acumular a trealose durante o crescimento em meio contendo gluL
cose ou galactose,ou em condigoes nao proliferantes em presenca de
glucose. Esta cepa, no entanto, consegue acumular a trealose quan-
do cultivada em meio contendo maltose como fonte de carbono. Isto
demonstra que o acamulo de trealose & regulado pelo produto do
gene que governa a fermentacao da maltose em leveduras. Tal afir—%
macao foi comprovada pela introdugdao de um gene MAL constitutivo
( capaz de fermentar a maltose ) em cepa sstl ( trealose-6-fosfa-
to sintase inativa ). Isto resultou em cepa capaz de acumular tre-
ilose durante o crescimento em glucose, mas, nao restaurou a ca-
vacidade de converter a glucose em trealose nas condigGes nao
proliferantes.

Em sua revisao, PANEK (88) mencionou que a pesquisa pa-
ra isoenzimas de trealose-6-fosfato sintase, utilizando GDPG ou
ADPG como doador de glucosila, foi negativa. Sugeriu entao, uma
possivel reagao do tipo descrita por MARECHAL & BELOCOPITOW (73)
para Euglena gracilis, que pode catalisar a sintese da trealose
no sentido reverso da reagao fosforolitica. A sintese da trealose’

ocorre pela reagao de a-D-glucose e B-D-glucose-l-fosfato.

1.2. TREALASE.

I
A etapa inicial do metabolismo da trealose depende da |
i

sua hidrblise a duas moléculas de glucose, pela reagao catalisada,

pela enzima trealase, como segue:

Trealose + H20 - o~D-glucose + B-D-glucose.
A analise cromatografica dos produtos da reacao da trea

lase renal de porco resultou em duas moleculas de a-D-glucose(67).
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No entanto, com a trealase de Sarncophaga barbata foi verificada a
inversao parcial de configuragdo, ou seja, ocorre a liberacao de
quantidade equimolecular de oa-D-glucose e B-D-glucose (24). Resul-
tado idéntico foi descrito com a enzima de levedura (51).

Embora a trealase seja conhecida como uma enzima estri-
tamente especifica para a hidrdlise da trealose, HEHRE et al.(51),
em 1982, relataram que a trealase isolada do cortex renal de coe-
lho ou de Candida tropicalis parcialmente purificada pode hidro-
lisar l-desoxi-1l-fllhor o-D-glucopiranosila ou l-desoxi-1l-flGor B-
D-glucopiranosila, bem como catalisar a transferén%ia do grupa-
mento glucosila de l-desoxi-l-flUor B-D-glucopiranosila para g :
aceptor a-D-glucopiranose, formando a,o-trealose como um interme-
diario que & rapidamente hidrolisado. O sitio ativo, responsavel
pela hidrOlise desses substratos, parece ser o mesmo da trealose,

uma vez que eles inibem a enzima competitivamente.

-Assiﬁ, a trealase pode catalisar as duas reagoes:

I- l-desoxi-l-flGor a-D-glucopiranosila (ou trealose) + H2O —_—
——— B-D-glucose + HF (ou o-D-glucose)

II- l-desoxi-1l-flior B-D-glucopiranosila + a-D-glucopiranose -~—

-  o,0—-trealose + HF
1.2.1. DISTRIBUIQEO DA TREALASE EM ANIMAIS E VEGETAIS.

Os primeiros trabalhos com a trealase foram relatados por
BOURQUELOT (10). Esta enzima hidrolitica tem sido isolada de di-
versos organismos, sendo caracterizada e purificada. Nos insetos,

|
foi detectada no sistema circulatdério (20, 38), nosH masculos (40,

100) , no intestino (4, 100) e em homogeneizados (21, 61, 75). Em
mami feros foram realizados estudos com as enzimas intestinais em
ratos (79, 101), nos rins de camundongos (99, 106), homens (29, 99),

porcos, macacos,ratos, gatos, cabras, etc.(99). E encontrada tam-

bém em protozoarios (112), plantas. (98) e outros invertebrados (68).



1.2.2. DISTRIBUICAO DA TREALASE EM MICRORGANISMOS.

A trealase & encontrada em grande niimero de microrga-
nismos, dentre eles: Asperngillus ornyzae (57), Dictyostelium dis-
coideum (15, 65), Neurospora crassa (48, 50, 55,77) ,Neurospora
Letrnasperma (49), Pullularnia pullulans (14, 76), Phycomyces bla-
kesLeeanus (108, 110), Saccharomyces cerevisiae (51,63,64, 86,
115, 122), Picchia pastornis (107), Schizosaccharomyces pombe
(58), Candida trhopicalis (71), Mycobacternium Amegmatis (91),
Stneptomyces hygnOAcochu$ (52, 91), Pseudomonas 5£uone4£en4
(44) , Humicola Lanuginosa (94), Tnichodenma‘neeéei (117) e Scle-

notindia sclenotiorum (119).
1.2.3. FUNCOES DA TRBALASE.

Diversas fungoes para a trealase foram.descritas:
a) a trealase exerce o principal paprel no metabolismo da trealose
(3);
b) desempenha uma fungao muito importante no crescimento e forma-
cao de esclerdcios em Sclerotfinda sclerotiorum (119);
c) desempenha funcao na germinacao de Neurospora crassa (55), Dic-
tyostelium discoddeum (16) e Phycomyces blakesleeanus (108);
d) a sua atividade é requérida para a mobilizacao da trealose ar-
mazenada em grande quantidade nas folhas de Sefaginella martensidi
(98);
e) promove a digestao da trealose ingerida, quando estad presente
em organismos que nao acémulam tal substrato (31);
f) participa do transport; de carboidratos, sugestao esta devida
a sua presenca na fracao particulada das folhas de Selfaginella
mantensii (98) ou ligada a membrana dos rins de coelho (99). Porem,

MALATHI & CRANE (72) declararam que a trealase nao deve estar en-

volvida no mecanismo de transporte de acgucares no intestino de



roedores devido a auséncia de inibicdo pela florizina;

g) pode ser usada como como instrumento para a determinagao a-

nalitica da trealose (3, 38).

1.2.4. TREALASE E TREALOSE NO PROCESSO DE GERMINACAO DE ES-

POROS.

Estudos preliminares relacionados com a utilizacao da
trealose no processo de ativagao e germinacao de esporos foram
realizados em Neuirospora chassa em 1964, onde foi obser&ado um
aumento de 4 vezes na atividade trealasica na germinacdo dos as-
cosporos. (55).

Nos micélios vegetativos de cepas de Neunrospora crassa
altamente conidiantes, a atividade trealasica aumentou rgpidamen—
te e o acimulo do seu substrato & reduzido com o inicio da germi-
nagao. No entanto, em conidios recém-formados, grande gquantidade
de trealose e trealase sao encontradas (47).

CHAN & COTTER (19), estudaram a influéncia dos agentes
utilizados para a ativacao dos esporos de Dictyostelium discodi deum
e observaram que a mudanga quantitativa e temporaria da trealase
dependia do tratamento usado’para a sua ativacao, sendo o chogque
térmico o mais eficiente.

CECCARINI (16), analisou a relacdo entre a trealase e
trealose durante o crescimento e diferenciacao celular de Dictyos-
telium discodideum e verificou que a enzima aparece durante a ger-
minagao e desaparece na agregagao, sendo liberada ao meio de cul-
tura. g
i

i

VAN ASSCHE & CARLIER(11l) reportaram dgue nos esporos -dor-
mentes de Phycomyces blakeslfeeanus, a trealase ocorre em forma de
baixa atividade e que apds a quebra de dorméncia provocada pelo

choque térmico, surge uma forma ativa. Essas enzimas diferem entre

si pela termoestabilidade e sensibilidade a inibicao pelo ATP,
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sendo a trealase menos ativa mais suscetivel a esse efeito inibi-
torio.

THEVELEIN et al. (108), utilizando os esporos deste mes-
mo fungo ativados pelo choque térmico, observaram que, no estagio
inicial da germinagao, ocorre o desdobramento da trealose mesmo
sem a concomitante ativagao da trealase. No entanto, no estagio
subsequente ha rapida ativagao da enzima quando os esporos sio
colocados no meio de germinacao e este aumento de atividade nao
€ decorrente da sintese protéica, uma vez que n3o & inibida pela
cicloheximida.

Em esporos dormentes de Picchia pastonis (107), a trea-
lase encontra-se inibida pelo ATP nas concentrac¢oes fisioldgicas,
ocorrendo,como consequéncia, pouca mobilizacao : da trealose. Nos
esporos germinantes, porém,ocorre o oposto. A alta atividade da
enzima e a baixa inibicao parecem ser responsadveis pela quebra
de dorméncia e rapido desdobramento da trealose.

O aumento da atividade trealasica durante a esporulacgao
e a sua auséncia nas células vegetativas, bem como a capacidade
de acumular a trealose no meio isento de fonte de nitrogénio, fo-
ram observados somente em cepas esporulantes de Schizosaccharomy-
ces pombe. No entanto, os autores sugeriram a possibilidade de
que este aclmulo de trealose e a inducgao da atividade trealisica
durante a esporulacdo, sejam etapas preparatdrias para a germina-

cao e nao necessariamente um pré-requisito para a esporulagao (58).

1.2.5. LOCALIZACAO CELULAR DA TREALASE E DA TREALOSE.

A trealose & encontrada em grande quantidade como car-
»idrato de reserva em leveduras e esporos de fungos que normal-
ms..te apresentam atividade trealasica. Este fato sugere que a en-
zima e o substrato devam estar separados intracelularmente em com

partimentos distintos e que durante os processos de ativacao ha



liberacao destes componentes (3, 50, 55, 110).

A presenca da trealase na fragdo solivel e da trealose
ligada & fragao particulada dos protoplastos de Saccharomyces ce-
nevisdiae foi descrita por SOUZA & PANEK (104). Discordando destes
resultados, KELLER et al.(63), em 1982, verificaram a localizacao
vacuolar da trealase, engquanto que a trealose foi encontrada no
citosol deste mesmo microrganismo. Estes autores atribuiram esta
discrepancia ao método empregado para o rompimento dos protoplas-
tos. Assim, um tratamento suave deixaria os wvacuolos in?actos se-
dimentando consigo o seu conteﬁdo.%Por outro lado, um método mais
drastico poderia rompé-los liberando a enzima. No entanto, estes
autores nao conseguiram explicar a presenca da trealose na fragao
particulada.

No mesmo ano, WIEMKEN & SCHELLENBERG (122) confirmaram
a localizacao da trealase ativa nos .vaclolos e uma forma de trea-
lase zimogénio foi encontrada no citosol.

Em 1981, INOUE & SHIMODA relataram a presenca de trea-
lase ativa na parede celular dos esporos e trealose na fracao ci-
toplasmatica em Schizosaccharomyces pombe (58).

Nos ascosporos dormentes de Neutrospora crassa, a trea-
lose e encontrada no citoplasma, enquanto que a trealase esta
possivelmente associada a parede celular, sendo assim protegida
contra o aguecimento, necessario péra a ativacao ( 22, 50, 55).

A trealase de Streptomyces hygroscopicus (91), de mice-
lios de Neuwrospora crassa (22, 54) e de Aunreobasidium pullulans
(14) tem sido encontradas na fragao soluvel e (eu). ligada a pare-

de celular.
1.2.6. REGULACAO DA TREALASE.

O mecanismo de regulacao da trealase parece envolver um

processo de fosforilacao e desfosforilacao da enzima em um sistema



dependente de AMP ciclico (84, 114).

A primeira referéncia sobre o envolvimento deste nucleo-

tideo ciclico na ativagao da trealase foi observado por VAN DER

PLAAT & VAN SOLINGEN (113), em 1974, quando verificaram que a
trealose era rapidamente desdobrada na fase lag que antecede o -
crescimentc. de leveduras. Nesta fase, a atividade trealdsica era
aumentada juntamente com a concentragao de AMPc, sugerindo que o
‘nivel de trealose em leveduras & um processo controlado pela tre-
alase e AMPc e que requer ATP e Mg++. No anco seguinte, oOs mesmos
autdres (115) purificaram parcialmente a trealase "criptica" (i-
nativa) e uma proteina ativante. SupOe-se que esta seja uma pro-
teina quinase gue~perde a dependéncia pelo AMPc durante a purifi-
cagao, talvez, em decorréncia da perda da subunidade. regulatdria.

Com base no conhecimento da localizagao vacuolar (63)
da trealase ativa em Saccharomyces cerevisiae, WIEMKEN & SCHEL-
LENBERG (122), mostraram, em 1982, que a trealase "criptica" (zi-
mogéﬁio) era citosdlica e que em presenca de nucleotideo ciclico
era ativada pela fosforilagao dependente de AMPc. Sugere-se entao,
gue esta transformacgao pode iniciar um processo de transfe-
réncia da trealase ativa do citosol para os vactolos.

Recentemente (1983), ORTIZ et al.(84), deram prossegui-
mento aos estudos de ativacao da trealase utilizando varias cepas
de §acchanomgceé cernevisiae. Em extrato de cepa de Saccharomyces
cenevisiae S2886 ( normal') foi encontrado uma proteima guinase
dependente de AMPc que tem a capacidade de catalisar a incorpora-
cao de y fosfato marcado do ATP para a trealase "criptica". Esta

prot%ina quinase nao tem efeito sobre a trealase ativa em mutan-

I
]

tes de Sacchanomyces cerevisiae deficientes,na capacidade de acu-
mular trealose e glicogénio. Isto sugere gque as mutantes apresentam
uma proteina quinase anormalmente ativa por perda da sua dependén-
cia pelo AMPc, mantendo a trealase e a glicogénio sintase na for-

ma fosforilada. A trealose nao & acumulada em presenca da forma
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mais ativa da enzima responsavel pela sua degradagao, enguanto
gue a sintese do glicogénio & prejudicada pela baixa atividade da
glicogénio sintase.

UNO et al.(109) demonstraram que a regulacao da inter-
conversao da forma ativa e inativa da trealase & resultante do me-
canismo de fosforilagao e desfosforilagdao. Esses autores mostra-
ram que a trealase & um dos substratos da proteina quinase depen-
dente de AMPc, portanto, a fosforilagao & um processo de ativa-
cao da enzima. Além disso, a incubacao da trealase previamente
ativada em presénga de fosfatase alcalina de origem bactériana a-
presentou reducao da atividade trealdsica, indicando que a treala-

se fosforilada foi inativada pela desfosforilacao.
1.2.7. INIBIDORES DA TREALASE.

A presencga de inibidores da atividade trealasica teﬁsﬁr
do descrita no sistema circulatério de Panstrnongylus megdistus
(20), Trniatoma vitticeps (12) e Phormia regina (39). Nos micror-
ganismos, a existéncia de inibidores da trealase tem sido mencio-
nada com pouca frequéncia. SUSSMAN et al. (105) encontraram um i-
nibidor de natureza protéica, em mutantes de Neurosporna crassa,
gue nao apresentavam atividade trealasica e nem metabolizavam a
trealose. Em 1930, foi isolada uma cepa de Streptomyces Lavandulae
que produzia grande quantidade de um composto com estrutura qui-
mica idéntica ao da l-desoxinojirimicina obtida quimicamente, de-
signada de S-GI, que tem a capacidade de inibir a hidrolise enzi-
matica da trealﬁse (78) . Inibidor semelhante foi encontrado em

i
uma leguminosa, Lonchocarpus seniceus (33).
i

1.2.8. OUTRAS VIAS DE DEGRADACAO DA TREALOSE.

Outros mecanismos de degradagao da trealose sao descritcs



-11~

na literatura. Em 1972, MARECHAL E BELOCOPITOW (73) mencionaram
uma clivagem fosforolitica da trealose em Euglena gracifis dando
formagao de glucose e B-glucose-l-fosfato, pela agao enzimitica
da trealose fosforilase. Mais tarde, um outre mecanismo diferen-
te foi proposto por BHUMIRATANA et al.(6), utilizando enzimas de
Bacillus popilliae. Neste caso, a trealose sofre inicialmente um
processo de fosforilacao dependente de fosfoenolpiruvato dando
origem a trealose-6-fosfato, que &€ posteriormente hidrolisada pe-
la fosfotrealase com formagao de glucose e glucose-6-fosfato como

produto.

1.3. ESTUDOS RELACIONADOS COM O FUNGO Scopularniopsis brevi-

caulis.

O Scopulariopsis brevicaulis & um epiparasita do corpo
de frutificacao de certos fungos presentes na madeira em decompo-
sicao. Secreta uma série de hidrolases, dentre elas a trealase,pa-
ra a utilizacao da trealose (como fonte de carbono) presente, por
exemplo, na orelha de pau.

Este fungo filémentéso tem sido isoiaéo do solo, ar, -
estercos, queijos e outras fontes (60). E capaz de metabolizar a
queratina (62) provocando onicomicose humana (36, 82). Quando i-
noculados em camundongos pode induzir atividade carcinogénica(9).
O fungo tem a peculiaridade de produzir compostos organo-metalicos
ao ser cultivado em meios contendo mercurio(118), arsénio(l7)e se-
lénio ou teldrio(l8). Esta propriedade & utilizada para a analise
quantitativa do arsénio(60).

KISHIDA & YOSHIMURA (66) descreveram a presenca de pro-
tease em Scopulariopsis brevicaulis capaz de hidrolisar a cadeia
A e B da insulina. SINGH & VEZINA (102), por sua vez, isolaram

uma enzima proteolitica que hidrolisa a caseina, hemoglobina des-

naturada com uréia, gelatina, fibrinogénio e insulina, porém, sem
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efeito sobre a albumina do soro humano e ovoalbumina.

Pesquisas com este fungo vem sendo desenvolvido neste
departamento, desde 1976. Entretanto, devido a uma classificacgao
errbnea, o microrganismo era denominado Picnoporus cinnabarinus.

Foram realizados estudos relacionados com a composigao da parede

celular, onde a alteragao morfoldgica resultante da relacdo en-
tre a glucosamina e a galactosamina depende da fonte de carbono
utilizada para o crescimento do fungo (27). Estudos subsequentes
do metabolismo de aminoagﬁcares foram efetuados por CARNIERI &
AMARAL (13). |

Foi constatada a presenga de enzimas isocitrato liase
e malato sintase pertencentes ao ciclo do acido glioxilico, gue
sao induzidas quando o fungo & crescido em meio contendo acetato
ou etanol (2).

Foi demonstrado , pela medida da atividade enzimatica
e por técnica de radiorespirometria que o metabolismo da glucose
se da através da via glicolitica e do ciclo das pentoses (56).

A analise das diferentes condigOes nutricionais sobre
a sintese de enzimas do ciclo dos acidos tricarboxilicoes, bem co-

mo o metabolismo de glutamato foram estudados por PETIZ & AMARAL

Dentre as carboidrases de Scopularniopsis sp foi descri-
ta a obtencao de B-galactosidase e sua imobilizacao em resina
Duolite ( fenol formaldeido ), com a finalidade de promover a hi-
drolise da lactose presente no soro de leite (90).

CRAWFORD (25), ppr sua vez, relatou a presenca de celu-
iz no fungo Scopuzaniopbké brevicaulis e observou que a produ-

"o desta enzima estava relacionada,de modo inverso, a disponibi-

lidade da concentracao de nitrogénio.
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1.4. OBJETIVO.

Em virtude do importante papel desempenhado pela trealo-
se como carboidrato de reserva e também como agente protetor da
membrana plasmatica, parece-nos oportuno estudar as propriedades
a trealase, o principal elemento envolvido na degradagao desse
agucar.

O presente trabalho visa correlacionar as enzimas extra-
celular e a intracelular. Portanto, tornam-se necessarias a ex-
tragao e a purificacao da trealase micelial para a determinacao
de parametros cinéticos e das suas propriedades com a finalida-
de compara-los com os da enzima liberada ao meio de cultura, cu-
jo estudo foi efetuado anteriormente (93).

O conhecimento do efeito indutor do amido sobre a pro-
ducao da trealase extracelular (93), possibilita executar expe-
rimentos buscando esclarecer o efeito desse polissacarideo, da

glucose e da cicloheximida na sintese e secrecao da enzima.



2. MATERIAIS E METODOS

2.1. REAGENTES.

"Blue Dextran", CMC, estaquiose, gentiobiose, isomalto--
se, maltotriose, "PNPG, rafinose, trealose, albumina do soro bovi-
no, albumina e hemoglobina "cross linked", catalase, citocromo c,
glucose-oxidase, peroxidase, tireoglobulina,-tripsina, acrilamida,
bis-acrilamida, o-dianisidina, SDS, TEMED, DEAE-celulose, .NEM,
PCMB, foram obtidos da Sigma Chemical Co.-USA.

Celobiose, maltose, melibiose, sacarose,obtidos da Cal-
biochem - USA.

Glucose, lactose, Tris,- Merck - Alemanha .

Amido , etanol, Reagen - Brasil.

Trealose-6-fosfato, gentilmente cedida pela Prof2.
Juliet K. Sugai. .

Sephadex G-100 , Pharmacia - Suécia.

Biogel A 1,5m, ‘Bio-Rad - USA.

As demais substa@nc¢ias utilizadas sao de alto grau de

pureza, sendo consideradas produtos pro-anilise.
2.2. MICRORGANISMO.

A cepa de Scopularniopsis brevicaulis IMI 239748 utili-
zada, ‘gentilmente . bedida pela Dra. Déa Amaral, foi isolada em
Curitiba e classificada pela Commonwealth Mycological Institute,

Surrey - Inglaterra.
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2.3. MEIOS DE CULTURA.

2.3.1. O meio sb6lido utilizado foi Agar Malte que continha
extrato de malte 3%, extrato de levedura 0,5% e agar
1,5%. ApOs .a esterilizacao em autoclave (30 minutos, 1 atm de

pressao),os_tubos foram inclinados.

2.3.2. O meio liquido de MARKUS et al. (74), continha os se-

guintes componentes:

KH2PO4anidro 9,0 g
Na,HPO ,.12H,0 20,1 g
MnSO,, . 5H,0 2,0 mg
(NH4)ZSO4 2,0 g
MgSO4.7H20 0,2 g
NH,NO ., 1,0 g
Tiamina HC1l 5,0 mg
CuS0,.5H,0 2,5 mg
Agua destilada g.s.p- 1000 ml

O pH do meio foi ajustado para 6,0 com acido fosforico
diluido. O meio foi esterilizado em autoclave a 1 atmosfera de
pressao durante 30 minutos. Ao meio de MARKUS foram acrescentadas
as fontes de carbono adequadas, previamente esterilizadas em va-

por fluente durante 30 minutos.

2.4. ESPORULACAO E CONSERVAGCAO DO MICRORGANISMO.
|
O fungo foi cultivado em tubo incl?nado contendo 20 ml
de agar Malte, durante 6 dias, em estufa a 289C e posteriormente
deixado em presenga de luz solar para completar a esporulacao. A
conservagao da cepa foi feita fazendo-se repiques a cada trés me-

ses e mantendo-a em geladeira a 49C, até o uso.
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2.5. OBTENCAO DE ESPOROS.

Ao fungo cultivado em meio s0lido foi adicionado 10 ml
de agua destilada estéril e as células foram removidas com auxilio
de uma alca de piatina filtradas através da 1la de vidro estéeril.
Os micélios ficaram retidos e os esporos foram colhidos no filtra-
do. Essa suspensao de esporos foi inoculada em meio liguido de MAR-

KUS com a fonte de carbono apropriada.

2.6. CRESCIMENTO DO FUNGO.

O cultivo do fungo foi efetuado em frascos Erlenmeyer
contendo meio de MARKUS com a fonte de carbono adequada. A rela-
cao entre o volume de meio e do frasco foi de 1:2-5. A incubacao
foi feita em estufa a 289C durante 48horas .(exceto quando especi-
ficado), em um sistema aerdbico obtido por agitagdo mecdnica a

120 rotagoes por minuto em agitador rotatdrio New Brunswick.

2.6.1. EFEITO DA FONTE DE CARBONO NO CRESCIMENTO E PRODUCAO

DA TREALASE E MALTASE.

Os espbros (4X106 células) do fungo foram inoculados
em frascos Erlenmeyer de 250 ml contendo 50 ml de meio, suplemen-
tados com diferentes fontes de carbono na concentracao de 0,2%.
Os mesmos foram incubados durante 60 horas, com excegéo dos cul-

tivos em etanol e carboximetilcelulose sodica (100 horas).
|

#
f
L)

2.7. OBTENGAO DA FONTE DE ENZIMA.

O microrganismo foi cultivado em frascos Erlenmeyer de
2 litros contendo 600 ml de meio de MARKUS com 0,2% de amido. Os

micélios (4 g) foram colhidos por filtracao através de  fibra
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sintética com auxilio de uma bomba de vAcuo. O filtrado (meio de
cultura) dialisado foi utilizado para a anilise da enzima extra-
celilar. Os micélios foram lavados com agua destilada (cerca de
trés vezes o volume do meio) e rompidos com areia do mar trata-
da (1:2 p/p) em gral de porcelana previamente gelado. O material
foi extraido com tampao fosfato 0,1 M, pH 6,0 ( 3 vezes o peso
micelial p/v). A suspensao foi centrifugada a 7800 x g durante
10 minutos em centrifuga refrigerada ( BECKMAN - Modelo J = 21 B).
O precipitado foi descartado e o sobrenadante foi dialisado durar

te uma noite em tampao fosfato 5 mM, pH 6,6 a 49C.
2.8. DETERMINACAO DO PESO SECO.

O crescimento do microrganismo foi monitorado pelo peso
seco das celulas. ApOs a filtracao em papel de filtro previamente
pesado, o0s micélios foram submetidos a secagem em estufa a 609C
até a obﬁengéo de peso constante. O valor do peso seco foi obtido
pela extrapolagao na curva de calibracdo previamente estabeleci-

da pelo grafico do peso seco versus peso umido.
2.9. DETERMINACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA.

| A atividade trealasica foi determinada pela dosagem do
acucar redutor liberado pela clivagem enzimatica da trealose. Ex-
ceto quando mencionado, o sistema de incubacgao contendo tampao
fosfato 50 mM, pH 6,0, 5 umles.de txealose (25 mM) e enzima em um
volume fi%al de 200 pl, foi incubado a 409C. A glucose liberada
foi dosad; pelo método colorimétrico de SOMOGYI (103) e NELSON
(81) ou da Glucose-oxidase-Peroxidase (28), interrompendo-se a rea-
¢ao com sto4 a 25% p/v (123) e usando-se a glucose como padrao.

A coloragao desenvolvida foi medida espectrofotometricamente em

Coleman Jr. a 540 e 515 nm respectivamente. O controle foi efetuad
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utilizando as mesmas condigags anterjormente descritas, poreém,
com a adigcao da enzima previamente inativada. A inativagao da en-
zima foi feita pela adigao do reativo de SOMOGYI ao sistema ou
pelo aquecimento em banho de agua fervente durante 5 minutos, an-
tes da adigao do substrato. ,

Uma unidade de trealase (U ) foi-definida como a quan-
tidade de enzima que libera 1 pymol de glucose por minuto nas con-
digées de ensaio e a atividade especifica (A.E.) como unidade de
enzima por miligrama de proteina.

Os calculos de todoséos experimentos, exceto da curva

de concentracao de proteina foram efetuados para 1 ml de enzima.
2.10. DETERMINACAO DE PROTEINAS.

A determinagao do teor protéico foi executada pelo mé--
todo colorimétrico de LOWRY et al. (70) utilizando albumina do
socro bovino como padrao ou pelé técnica descrita por WARBURG &

CHI ISTIAN (120).
2.11. PURIFICACAO DA TREALASE.

Todas a manipulagées;feitas com a enzima foram executa-
das em baixa temperatura, utilizando banho de gelo ou camara fria
a 4eocC. -

O extrato bruto (130 ml) obtido por trituracao de 60 g

de células foi submetido as segquintes etapas de purificacao:

]
|
H

4
2.11.1. PRECIPITAGCAO COM SULFATO DE PROTAMINA

O extrato bruto (130 ml) foi tratado com sulfato de pro-
tamina segundo HABA & RACKER (45). Apos 30 minutos o material foi

centrifugado a 7.800 x g por 10 minutos. O precipitado foi descar-
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tado e uma aliguota do sobrenadante foi dialisado para se fazer

o controle da atividade.
2.11.2. FILTRAGCAO EM GEL SEPHADEX G-100.

O sobrenadante (130 ml) da etapa anterior, foi fracio-
nado em wvolume de 20 ml e passado através da coluna (3,5 x 21 an')
der.Sephadex G-100 previamente equilibrada com tampao fosfato 5 mM,
pﬁ 6,6 e calibrada com "Blue Dextran". A eluicao foi efetuada uti-
lizando-se o tampao de equilibrio com fluxo de 1 ml/min e 30 cm
de pressao de operacao. Foram colhidas amostras de 5 ml com o au-
xilio de um coletor de fracdes (Ultro-Rac-Fraction Collector LKB
7000 ). Cada fracao foi analisada guanto ao teor protéico e ativi-
dade enzimatica. ApOs cada passagem do material através da coluna,
a mesma foi lavada com NaCl O,1M em tampao de equilibrio para re-

mover os possiveis materiais adsorvidos.
2.11.3. CROMATOGRAFIA DE TROCA IONICA EM DEAE-CELULOSE I.

As fracoes do Sephadex G-100 gue apresentaram maior ati-
vidade (100 ml) foram passadas através de uma coluna (1,9 x 11 am)
de DEAE-celulose, previamente equilibrada com tampao fosfato 5 mM,
pH 6,6. Apds a adsorcao da proteina, a coluna foi lavada ocom 100ml
de tampao de equilibrio e igual volume de NaCl 0,1'M no mesmo tam-
pao. A eluicao foi efetuada com fluxo de 0,4 ml/min com gradiente
linear de NaCl (0,1 - 0,5 M) em tampao de equilibrio (150 ml em
cada frasco). O gradiente foi determinado pela condutividade elé-
trica (KONDUKTOMETER E 527 - Metrohn - Herisau - Switzeland). As
fracoes mais ativas foram combinadas, concentradas pela ultrafil-
tragao (AMICON com membrana Diaflo PM 10 sob pressao de N, de
1,5 Kg/cmz) e finalmente dialisadas contra o tampao de equilibrio

por uma noite.
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2.11.4. CROMATOGRAFIA EM DEAE~-CELULOSE II.

O material dialisado da etapa anterior (2,3 ml) foi re-
cromatografado em condigoes similares . A lavagem da coluna com o
material foi efetuada com ﬁaCl 0,15 M ( 150 -ml) com vosterior
aplicagao de gradiente de 0,15 - 0,4 M (150 x 150 ml). As fracoes

com atividade enzimatica mais elevadas foram combinadas, concen-:

tradas por ultrafiltracao e dialisadas. Para a determinacgao das
pr.:> itedades da trealase foi utilizada essa preparacao purificada.
4

ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA.

A eletroforese em gel de poliacrilamida foi feita uti-
lizando-se gel a 7% (121) em tampao Tris - acetato 100 mM, PH 7,2,
e corrente de 5 mA por gel (0,5 x 8,5 cm) durante 4 horas. O indi-
cador de -corrida empredgado foi o Azul de Bromo fenol (ABF). A
revelacao das proteinas dolgel foi feita com "Coomassie Brilliant
Blue" G-250 (8). A atividade trealasica no gel foi observada pela
incubagéo a 409C durante 1-2 horas em tampao fosfato 50 mM, ©bH 6,0,
contendo Glucose-oxidase-Peroxidase (28) e 10 umoles de trealose.
O controle foi efetuado pela incubacao do gel na auséncia de subs-

trato. As glicoproteinas foram'detectadas pela técnica descrita por RACUSEN

(95) utilizando tireoglobulina, ovoalbumina e tripsina camo referéncia. .
2.12.1. ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA COM SDS.

A trealase obtidafpelo experimento da isoeletrofocaliza-
cao (Ver MATERIAIS 'E METODO%, item 2.14.) e os padroes de hemoglo-
bina e albumina com ligacoes cruzadas, previamente tratados com
mercaptoetanol e SDS a 1% e fervidos durante 15 minutos foram sub-

metidos a eletroforese em gel de poliacrilamida,a 7% com 0,1% de

SDS. A corrida eletroforética foi efetuada a temperatura ambiente
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em tampao Tris -acetato 0,1 M pH 7,4 contendo 1 mM de EDTA e 0,1%
de SDS durante 4 horas com corrente de 8 mA/gel (0,5 x 8,5 em).
A revelagao de proteinas foi feita com "Coomassie Brilliant Blue"

G-250 (8).
2.13. DETERMINACAO DO PESO MOLECULAR.

O peso molecular da enzima foi determinado através da
filtragcao em gel wutilizando coluna (1 x 62 cm) de Bio gel A 1,5m
equilibrada e eluida com tampao fosfaté 5 mM, pH 6,6 contendo
0,9% de NaCl. A coluna foi calibrada com os seguintes padroes:
citocromo ¢ (12.400), tripsina (23.800), ovoalbumina (45.000),
hemoglobina (64.000), albumina do soro bovino (67.000), catalase
(230.000-250.000) , tireoglobulina (669.000) e "Blue Dextran"
(2.106). A trealase foi detectada pela atividade enzimatica, a
hemoglobina e o citocromo c pela medida espectrofotométrica a
425 nm; a catalase a 410 nm; a tripsina, a albumina bovina e. a:iti-
reoglobulina pela absorbancia a 280 nm e finalmente o "Blue Dex-

tran" espectrofotometricamente a 625 nm.
2.14. DETERMINACAO DO PONTO ISOELETRICO

A determinacao do ponto isoelétrico (pI) da enzima foi
efetuada utilizando-se a coluna de isoeletrofocalizagao (LKB Am-
pholine Electrofocusing Columns) com 110 ml de capacidade. O en-
saio foi executado segundo VESTERBERG (116) substituindo o acido
fosforico do anodo por acido acético}i{?,O. A eletrofocalizagao
foi efetuada utilizando anfolina a 1% éom pH na faixa de 3,0 - 10
com 1 ml da enzima purificada (DEAE-II) durante 48 horas a 400V
sob refrigeracao a 49C. O material foi retirado da coluna com au-

xIlio de uma bomba peristaltica com fluxo de 30 ml/h, coletando-

se fragoes de 1 ml. O pH, perfil protéico (120).e atividade .da
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trealase foram determinados em cada fracao.

2.15. ESPECIFICIDADE DA ENZIMA.

Com a finalidade de se verificar a especificidade da
enzima, o extrato brutoe as fracoes mais ativas da filtracao em
gel e DEAE-celulose foram ensaiados utilizando diversos substra-
tos, tais como: sacarose, trealose, maltose, melibiose, celobio-
se, gentiobiose, lactose, isomaltose, maltotriose, estaquiose,
rafinose, amido, carboximetilcelulose sddica, _trealose-6-fosfa-
to, p-nitrofenil-a-D-glucosideo.

A enzima (0,07 pyg de proteina) foi incubada a 409C du-
rante 20 minutos no sistema convencional, contendo 12,5 mM de
substrato, excecoes feitas para trealose-6-fosfato (18,3 mM) e
amido (0,5 mg) e CMC (0,5 mg). A atividade foi monitorada pela
dosagem da glucose liberada pela clivagem enzimatica dos substra-
tos, utilizando o metodo da Glucose-oxidase-Peroxidase(28,123). A

atividade sobre PNPG foi executada segundo HAN & SRINIVASAN (46).

2.16. EFEITO DO TEMPO DE INCUBACAO E CONCENTRACAO DE PROTEI-

NA NA ATIVIDADE DA ENZIMA.

O sistema de 6 ml contendo 0,7 ug de proteina, 25 mM de
trealose em tampao fosfato 50 mM, pH 6,0 foi incubado a 409C du-
rante 180 minutos. Nos tempos determinados, foram colhidas amos-
tras para a dosagem do agucar redutor liberado.

O efeito da concentracao de proteinas foi verificado
incubando-se um sistema de 200 ul contendo tampao fosfato 50 mM,
pH 6,0, 25 mM de trealose e quantidade crescente de proteina (8,5-
170 ng), a 409C durante 15 minutos, com posterior dosagem da glu-

cose liberada.
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2.17. INFLUENCIA DO PH NA ATIVIDADE E ESTABILIDADE DA ENZIMA.

O pH em que ocorre a maxima atividade da enzima foi de-
terminadq, incubando-se 0,6 ug de proteina (50 ul), 50 ul de tre-
alose 0,1 M e 50 ul de tampoes de diferentes pHs (2,6 - 10,4) du-
rante 30 minutos a 409C. Apds a incubacao, o pH de uma aliquota '
de 10 nul foi ajustado para 6,0, com tampao fosfato 0,2 M em um
volume final de 200 ul. O agicar redutor liberado pela hidrdlise
da trealose foi dosada pelo método de SOMOGYI (103) e NELSON (81).

éPamia averiguagao da estabilidade da enzima em funcao
da variacao de pH, foi feita uma pré-incubacado de 0,6 ug de pro-
teina em 50 ul de tampoes de diversos pHs em um-sistema de 150 ul
durante 17 horas a 49C.

.ApOs este periodo de incubacao, o pH de uma aliquota de
10 ul foi ajustado para 6,0 com tampao fosfato 0,2 M e aatividade
trealasica foi entao determinada utilizando o método convencio-.
nal (Ver IMATERIAIS E METODOS, item 2.9 ). Foram executados con-
troles em todas as variagoes de tampao e pH para eliminar qual-

quer interferéncia na determinacao do aclcar redutor.

2.18. INFLUENCIA DA TEMPERATURA NA ATIVIDADE E ESTABILIDADE

DA ENZIMA.

Para a determinagao da temperatura onde a atividade da
enzima & maxima, foi efetuada incubacao de 0,03 ug de proteina no
sistema convencional (Ver MATERIAIS E METODOS, item 2.9) durante
30 minuto% .em temperaturas variaveis (0-949C).

jNa verificag¢ao da estabilidade térmica, 0,03 ug de pro-
teina foi pré-incubada com 100 ul de tampao fosfato 0,1 M, pH 6,0
em um volume de 150 pl, durante 30 minutos em diferentes tempera-
turas. Posteriormente o substrato foi adicionado e a atividade

enzimatica foi determinada conforme item 2.9 de MATERIAIS E MRTODOS.
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2.19. INATIVACAO TERMICA DA TREALASE 2 559C,

Para a avaliacao da inativacdo térmica da enzima a 559C,
um sistema de 3ml de tampao fosfato 50 mM, pH 6,0 contendo 10,2
ng de proteina foi pré-incubado a 559C durante 2 horas. Nos tem-
pos determinados, a atividade hidrolitica sobre a trealose (25 mm)
e maltose (25 mM) foram ensaiadas com 20 e 200 ul respectivamen-
te.ApOs a incubagao a 409C com o substrato, a glucose liberada

foi dosada pelo metodo da Gliucose-oxidase-Peroxidase (28, 123).
2.20. EFEITO DA CONCENTRACAO DE SUBSTRATO.

A enzima foi incubada no sistema convencional, com a
concentracao variavel de trealose (0,2 - 10 mM). O-Km e a Vmax
foram calculados pelo grafico duplo-reciproco de LINEWEAVER-BURK.
Para .cada concentracao de substrato foi feita uma curva de tempo

de incubagao para a avaliacao da velocidade inicial.

2.21. EFEITO DOS CATIONS DIVALENTES E OUTROS COMPOSTOS NA ATI-

VIDADE TREALASICA.

3
Foi analisado o efeito provocado por diversos cations

++ ++ ++ ++ ++ ++ ++

divalentes (Zn , Co , Ca , Mg , Fe , Cu , Mn e Hg++

)y
Tris (hidroximetil)amino metano (Tris), N-etilmaleimida(NEM) e p-
cloro-mercuribenzoato de sodio (PCMB) sobre a atividade da trea-
lase.

{
A enzima foi pre-incubada sem o substrato,em presencga

|
destes compostos durante 10 minutos. ApOs a adicao do substrato,
a atividade enzimadtica foi determinada pelo metodo convencional,
utilizando a Glucose-oxidase—-Peroxidase (28, 123)para a dosagem
da glucose liberada.

.= . + .
O tipo de inibigao causada por Tris, Hg T e PCMB, foi
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ensaiado adicionando-se diferentes concentragoes de inibidores
ao sistema convencional, porém, contendo quantidade crescente de
substrato (0,5 - 5 mM). A atividade treali3sica foi determinada pe-
la dosagem da glucose liberada pelo método da Glucose-oxidase-Pe-
roxidase ((28, 123) para os dois primeiros compostos e pelo SOMO-
GYI (103) e NELSON (81) para o caso de PCMB. O Ki foi calculado
utilizando-se o método grafico de LINEWEAVER-BURK. O pH de

todos os compostos ensaiados foram ajustados para 6,0.

2.22. EFEITO DA GLUCOSE E AMIDO NA PRODUGCAO DA TREALASE EXTRA-

CELULAR.

Os esporos (8 x lO4 células/ml de meio) do fungo Scopu-
Larndiopsis brevicaulis foram inoculados em 600 ml de meio liguido
de MARKUS, contendo 0,2% de glucose ou amido , como fonte de car-
bono. ApOs 48 horas, os micélios foram coletados, lavados com pe-
lo menos trés vezes o volume do meio com agua destilada estéril e
transferidos assepticamente para frascos de 2 litros contendo
600 ml de meio mineral. Apds 12 horas sob agitacao a 120 rpm e
289C, os micélios coletados como fol descrito acima, foram trans-
feridos para frascos de 1 litro com 300 ml de meio contendo: a)
0,2% de amido; b) 0,2% de amido + 30 ug/ml de cicloheximida; c)
0,2% de glucose; d) 0,2% de glucose + 30 ug/ml de cicloheximida.

Nos tempos indicados, foram colhidos 10 ml do meio de cultura
para a avaliagao do crescimento, determinagao da atividade trea
lasica, conteudo de proteinas e carboidrato residual.

De todas as amostras coletadas, uma aliguota foi diali-

sada em tampao fosfato 5 mM, pH 6,6 durante uma noite.
2.23. INDUCKO DA TREALASE PELO AMIDO OU MALTOSE.

O indoculo inicial foi efetuado em glucose a 0,2% ou 1%.
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ApOs O tratamento como descrito no item anterior, as células foram
transferidas para frascos de 2 litros contendo 1000 ml de meio com
amido ou maltose a 0,2% respectivamente. Apds 12 a 15 horas do i-
nicio da indugao, o material foi dividido em trés partes iguais:
a) controle - sem adigao;
b) adicao de 0,2% de glucose;
c) adigcao de 30 pg/ml de cicloheximida.

Nos tempos determinados, foram colhidas amostras ( 2x
10 ml ) para a avaliagao do crescimento do fungo, determinacao da
atividade trealasica, teor protéico e carboidrato residuél.A tre%—
lase intracelular foi obtida pelo rompimento das células confor-
me item 2.7 de MATERIAIS E METODOS, porém utilizando 1 ml de tam-
péo fosfato 071 M, pH 6,0 para a extragéo. Todo material, exceto
aquele utilizado para-a dosagem do acucar residual, foi dialisado
contra tampao fosfato 5 mM, pH 6,6 durante uma noite, com a fina-
lidade de eliminar compostos que interferem na determinagao de

proteinas e na atividade enzimatica.



3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. EFEITO DA FONTE DE CARBONO SOBRE A ATIVIDADE DA TREALA-

LASE E MALTASE.

O fungo foi cultivado em meio liguido de MARKUS contendo
acetato, etanol, mono, oligo ou polissacarideos para a determi-
nagao da melhor fente de carbono para a sintese da trealase e da
maltase.

A Tabela I mostra o efeito das fontes de carbono e ener-
gia. Foi observado que o comportamento geralmente & similar, ou
seja, quando um determinado composto induz a sintese da tre
alase, ha um aumento correlato com a maltase, exceto quando o fumn
go foi cultivado em etanol.

Em presenca de trealose e maltose a quantidade das en-
zimas produzidas foram bastante elevadas. Esse resultado era espe-
rado, uma vez que & conhecido o fenSmeno da indugao de carboidra-
ses pelos seus substratos (59, 69, 77).

A mpaltose e a trealose afetaram a secregao das enzimas
extracelulares produzindo efeito na mesma ordem de grandeza, en-
quanto que para as duas hidrolases intracelulares, a maltose mos-
tyou ser indutor mais eficiente. No entanto,a maior produgéo das duasé
enzimas ocorreu guando o amido foi utilizado como fonte de carbono
para o crescimento do fungo, possivelmente pela liberacao gradual
da maltose no meio de cultura. A atividade mais baixa em fungo

cultivado em presenca de maltose ou trealose poderia ser devido a

adicao de dissacarideos, em uma Unica etapa, que leva a rapida
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hidrolise desses compostos, elevando a concentracao de glucose,
que por sua vez pode provocar o fendmeno da repressao (77, 97).

Quando o microrganismo foi cultivado em glucose ou Dex-
trosol, produto comercial constituido exclusivamente de glucose
(determinada pela Glucose-oxidase-Peroxidase), a produgao destas
hidrolases foi reduzida de 3 a 6 vezes em relagao ac do amido. O
Karo (produto comercial constituido predominantemente de aclicares
redutores, onde apenas 44% corresponde a glucose), produziu, por
sua vez, quantidade de trealase similar ao do amido, porém, a
produgéo da maltase foi menor.

O fungo Scopulardiopsis brevicaulis apresentou melhor <.
crescimento em presenga de dextrina (Nidex), amido e dissacarideos
com excegao da maltose qﬁe teve um comportamento similar ao da
glucose. O microrganismo apresentou crescimento muito pobre em a-
cetato, etanol e CMC sO0dico. Esse fungo mostrou melhor crescimen-
to em trealose do que em glucose, O gue nao ocorre em determinados
microréanismos como em leveduras hibridas (3) e Neuxrovspora crassa
(48) , onde foi verificado um crescimento de 5% e 32% respectiva-
mente.

O estimulo na produgao da trealase observado em Scopula-
niopsis brevicaulis difere dos resultados obtidos por AVIGAD et
al. (3), onde a fonte de carbono utilizada no cultivo de leveduras
hibridés nao afetou na atividade trealasica (U/g de células secas.

METZENBERG (77) observou, em 1962, gue a Neurospora pro—
"i1zia maior quantidade de trealase, invertase e maltase, guando O
iungo era cultivado em galactose, enguanto gue na mutante VI-178,
a prodégéo de trealase foi mais elevada com O crescimento do mi-
crorgaiismo em xilose. Em Scopulardlopsis brevicaulis, o cultivo
em presenca de galactose produziu somente 1/3 da atividade compa-
rado ao de amido (dados nao mostrados).

Em Candida tropicafis (71) cultivado em 5%de trealose.

como unica fonte de carbono, a atividade trealasica foi aumentada
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de 8,5 vezes em relagao aguela observada com o cultivo das levedu—
ras em 5% de glucose.

HANKS & SUSSMAN (48) estudaram o efeito da fonte de car
bono na produgao da trealase por peso micelial em cepas de Neu-
nospora crassa nao conidiante e verificaram que o meio contendo
arabincse, acido glutamico ou glicina, onde o crescimento era mais
restrito, favorecia a atividade, O que era decorrente da sintese
"de novo" e nao da remogao de algum inibidor. Quando o fungo foi
cultivado em presenca de maltose, sacarose ou glucose, houve um

bom desenvolvimento, porém, a atividade trealasica, por peso mi-

celial, foi baixa.

3.2. EFEITO DA CONCENTRACAO DE AMIDO NA PRODUCAO DA TREALASE

PELO FUNGO Scopulariopsis brevieaulis.

No trabalho anterior (93) foi demonstrado que o nivel
de trealase extra e intracelular do fungo Scopulardiopsds brevicau-
Lis aumenta paralelamente com o crescimento do microrganismo,que
atinge o maximo em 60 horas. ApOs esse tempo, as células entram em
fase autolitica, reduzindo a massa micelial. Nessa fase, a trea=
lase extracelular continua se elevando. No entanto, a enzima intra
celular € rapidamente inativada. Por esta razao, os cultivos do .
fungc para a obtencao da trealase micelial, foram efetuados duran-
te 48 horas.

A produgao e a secrecgao da trealase mostraram.ser mais
eficientes quando o microrganismo foi cultivado em meio contendo
amido como fonte de carbono e energia (tabela I).

Com a finalidade de se determinar a concentragao ideal
de amido na producgao da trealase, o fungo foi cultivado em meio con-
tendo quantidades crescentes (0,05 - 1,5%) desse polissacarideo (Fig. 1).

A preparacao enzimatica obtida das células cultivadas em

baixas concentracoes de amido (0,05 - 0,1%) apresentou atividade
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especifica mais elevada, enguanto que a sua liberacao foi favo-
recida com 0,2%. Em concentragoOes superiores, ocorreu a queda da
atividade trealasica, provavelmente ocasionada pela repressao da
sintese (77) pela glucose liberada em grande quantidade( resultan-

te da degradacao do amido) ou inativacao proteolitica pelo efeito

da glucose (23).

Em virtude da pequena massa micelial obtida com 0,1%‘éé"‘

amido .e pelo fato da atividade especifica da trealase extracelua
ser maior em 0,2%, o crescimento do microrganismo nos experimentcs
subsequentes foi efetuado com 0,2% de amido. O aumento no forneci-
mento da fonte de carbono provocou uma elevagao na massa micelial,
atingindo o crescimento maximo a 0,6%. Em concentracdes superiores

o crescimento ficou estacionario.
3.3. EFEITO DE MICROELEMENTOS NA PRODUQEO DA TREALASE.

Com o propdosito de melhorar o crescimento do fungo, bem
como a produgéo da enzima, o meio de MARKUS et al. (74) foi alte-
rado na concentracao de fosfato (15 - 120 mM)e teor de nitrogénio
ou entao suplementado com Jons metalicos gue sao micronutrientes
(Fe++, Ca++ e Zn++) na concentracao final de 11 uM. As altera-
¢oes introduzidas resultaram na redugao do crescimento e da ativi-
dade enzimatica. O extrato obtido das células cultivadas no meio

original apresentou atividade especifica 3 vezes maior do que a-

quela do meio enrigquecido com os micronutrientes.
3.4. PURIFICACAO DA TREALASE INTRACELULAR.
}

A trealase obtida do rompimento das células de Scopula-
niopsdis brevicaulis cultivado em meio de MARKUS et al.(74), con-
tendo 0,2% de amido durante 48 horas, foi purificada com a finali-

dade de se obter uma preparacao enzimatica isenta de inibidores m
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ativadores que possam interferir nos experimentos posteriores.

O procedimento mais adequado se encontra resumido na Ta-
bela II. A trealase foi purificada 362 vezes com 51% de rendimen-
to. O tratamento inicial foi com sulfato de protamina a fim de ez
liminar os acidos nucléicos (45). A tentativa de utilizar MnCl,,
(91) para a remocao do acidos nucléicos nao foi satisfatdria devi-
do a precipitacao parcial da trealase e seu efeito inibitdrio so-
bre a atividade da enzima ( Tabela V ).

O fracionamento com sulfato de amonio (3, 54, 64, 76,
86, 91, 119), acetona (57, 86,117) ou etanol (15, 64, 71;86) foi
descrito por muitos autores. No presente caso, esses procedimentos
resultaram na precipitacao parcial da trealase.

Quando o material foi submetido a filtragao em gel Se-
phadex G-100, a trealase foi eluida em um tnico pico de atividade
no volume morto da coluna (Fig. 2), sugerindo apresentar um peso
molecular superior a 150.000. Nesta etapa,os pigmentos foram re-
tardados pelo gel possibilitando a obtengao de uma fragao enzima-
tica despigmentada.

A cromatografia de troca iOnica em DEAE-celulose I (Fig.
3 ), possibilitou a eliminacao da grande maioria das proteinas
contaminantes. Nesta etapa de purificacao houve a separagao da
trealase e da maltase em picos bem distintos, sendo a primeira e-
luida com a concentragéo salina entre 0,18 = 0,27 M e a outra com
0,27 - 0,40 M.

Com intuito de se obter uma preparagao mais purificada,
as fracoes mais ativas da etapa anterior foram dialisadas e recro-
matografadas em DEAE-celulose II (Fig. 4), onde apresentaram-se
como um Unico pico de atividade. Boa parte das proteinas foi eli-

minada com a lavagem da coluna.



-32-

3.5. MOBILIDADE ELETROFORETICA DA TREALASE.

O material resultante das etapas de tratamento efetuado
para a purificagao da trealase intracelular, foi submetido 3 ele=
troforese em gel de poliacrilamida (Fig. 6). Os géis foram coradcs
com "Coomassie Brilliant Blue" G-250 para revelar as proteinas
(Fig. 6E, 6S, 6D), enguanto que a atividade trealasica foi revela-
da pela Glucose-oxidase-Peroxidase (Fig. 6E', 6S', 6D').

Pode se oObservar ainda que a maioria das proteinas foram
eliminadas durante os processos de purificagao. No entanto,%a;xe—
paragao enzimatica final nao se mostrou homogénea, apresentando
trés bandas de proteinas (Fig. 6D), das gquais duas foram coinci-
dentes com a banda difusa de atividade enzimatica (Fig.6D').

A presenga de duas bandas de atividade no extrato bruto
(Fig. .6E') e nas fracoes do Sephadex G-100 (Fig. 6S') mostram a
existéncia de mais de uma forma de trealase com mobilidade eletro-
forética distintas. A forma que apresentou menor migracao poderia
apresentar menor carga ou peso molecular mais elevado. Neste ulti-
mo caso, poder-se-ia sugerir que esta proteina seria uma forma re
cém-sintetizada da trealase e que sofreria posterior clivagem proteo-
litica removendo certos fragmentos protéicos ( 96). Com relagao a
carga, esta proteina realmente deve apresentar-se menos carregada
em pH 6,6, uma vez que foi eluida com forga ibnica inferior ao pi-
co da trealase em coluna de DEAE-celulose (Fig. 5A). Esta fragéo
apresentava baixa atividade enzimatica (cerca de 5%) e elevado teor
de proteinas, sendo, por esta razao descartada nos procedimentos

posteriores. ﬁ
!

Os géis da Fig 6D e 6D' da fragao de DEAE-celulose II,
podem sugerir a presenga de isoenzimas, cujas propriedades parecem
ser muito semelhantes, uma vez que aparece apenas uma unica banda

de atividade (Fig.6D'). A existéncia de outras formas de trealase

foi descrita em Melolontha vulgarnis (43), Bombyx morndi. (100 ) e
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Neuncspora chassa (54). Resultado semelhante ao do presente tra-
balho foi encontrado em Humicofa Lanuginosa (94), onde a treala-
se purificada nao era homogénea, porém, a maior banda de proteina
coincidia com a da atividade enzimatica. A purificacao da treala-
se até a homogeneidade foi obtida em mixamoeba de Dictyostelium

discoideum (65), trealase renal de camundongos (106) e da mucosa

intestinal de ratos (101).

3.6. VERIFICACAO DO CARATER GLICOSIDICO DA TREALASE.

A natureza glicosidica da trealase foi demonstrada pela
eletroforese em gel de poliacrilamida (Fig. 7), seguida de colo-
racao especifica para revelar as glicoproteinas (96) .As bandas.de
glicoproteinas( Fig. JC) coincidiram com as duas bandas superiores
de proteinas (FIg. 7E) e consequentemente,com a da atividade trea
lasica (Fig. 7D).

KILLICK (65), em 1983, sugeriu uma associagéo da protei-
na ao carboidrato, em virtude da adsorgéo da trealase de Dictyos-
telinm discod{deum em concanavalina A sepharose e eluida com metil
manosideo. Esta hipotese foi confirmada com a coloragao especifica
com "Alcian Blue" e reagente de SCHIFF, ap0s a eletroforese em

gel de poliacrilamida.

‘ad
~

DETERMINACAO DO PESO MOLECULAR.

O peso molecular da trealase determinado pela filtragao
¢: onluna de Bio gel A-1,5m, foi de 430.000 (F%g. 8A) . Quando a
enzima dissociada com SDS foi submetida é.elet?oforese em gel de
poliacrilamida, apresentou uma unica banda de proteina, cujo com-
portamento mostrou apresentar um monomero com peso molecular em
torno de 107.000 (Fig. 8B). Esses valores sugerem que a trealase

intracelular do fungo Scopulariopsis brevicaulis seja uma proteina
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oligomérica constituida de 4 subunidades idénticas. A natureza te-
tramérica da trealase com peso molecular de 320.000 foi sugerida
por UNO et al. (109) em enzimas de leveduras.

A trealase de varias procedérrcias tem sido relatada na
literatura apresentando os mais diversos pesos moleculares, 'tais
como: 60.000 - 107.000 em insetos (21, 43); 73.000 - 240.000 em
mamiferos (79, 101, 106); 90.000 em bactérias (44); 100.000 -
400.000 em fungos (49, 65, 94, 111).

HECKER & SUSSMAN (49) , observaram que o peso molecular
da trealase de Neurospora cdrassa-variava de 105.000 a 400.0@0 de-
pendendo da forga idnica do tampao utilizado para a eluicao da co-
luna de gel.

Valores semelhantes ao da subunidade da trealase de Sco-
pulariopsdis brevicauldis foram encontrados em Dictyositelium discod-
deum (65) e mucosa intestinal de rato (10l1). No entanto, nos dois
ultimos casos, o peso molecular da enzima nao dissociada é seme-
lhante, sugerindo a natureza monomérica destas enzimas. Val&res
baixos de 88.000 daltons foram relatados para a unidade monoméri-
ca da trealase de Trnichodeama neesed (117) e de 30.000 daltons pa-

ra a subunidade da enzima da mucosa intestinal de rato (79).

3.8. DETERMINACAO DO PONTO ISOELETRICO DA TREALASE.

A trealase do fungo Scopuﬂaaéopéké bneuicaukié; quando
foi submeti&aéfisoeletrofocalizagéé, mostrou um tnico pico de ati-
vidade em pH 2,9 (fig. 9). Este resultado sugere que esta enzima
deve apresentar grande quantidade de aminoacidos de natureza acifédica.

A preparagao enzimatica parcialmente pufificada(DEAE—ce—
Julose II) quando submetida a eletrofocalizagao, promoveu melhor
purificacao da enzima, obtendo-se uma fracao homogénea . Porém, como O
pH no qual a enzima é focalizada € muito acido,ocorre a rapida i-

nativagao da trealase, nao compensando esta operagcao como etapa &
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purificacgao.

Trealase com ponto isoelétrico acido foi observado em Melo-
Lontha vulgarnis {(4), que apresentou pPI de 3,95. Valores elevados
de 5,7 foram reportados para a enzima de T@Lchodenma neesed(117)e

de 7,2 a 7,3 para Dictyostelium discoideum (65).
3.9. ESPECIFICIDADE DA TREALASE.

Quando o extrato livre de células obtido do fungo Sco-
pulariopsis brevicaulis foi ensaiado com varios substratos, a maiar
atividade fol observada quando a maltose era o substrato (Tabela III). Po-
rém, essa atividade maltasica foi totalmente eliminada durante os
processos de purificagao, quando o material foi submetido &: cro-
matografia de troca iOnica em DEAE-celulose (Fig. 3). Nas condi-
¢oes de ensaio, a preparagao enzimatica mostrou-se altamente espe-
cifica para a trealose como fora relatado para fungos (16, 54, 57,
65), leveduras (3, 64), bactérias (52), insetos (21, 38, 61, 100)
e mamiferos (101, 106).

Como mostra a Tabela III, a enzima nao apresentou ativi-
dade sobre trealose—6—fosfatq, concordando com Os resultados para
a trealase de Saccharomyces cerevisdiae (86) e Humicola Lanuginosa
(94) . A hidrOlise desse substrato € catalisada por uma fosfotrea-
lase que foi encontrada em Baciﬂﬁuéypopiﬂﬂiae (6) .

Tem sido descrita a existéncia de preparagOes enzimati-
cas de trealase com atividade sobre 6-desoxi-trealose (44)e trea-
losamina e maltose (91). No entanto, a homogeneidade dessas prepa-

i

racoes nao foram demonstradas. |
H

3.10. ESTEQUIOMETRIA DA REACAO.

A analise dos dados da Tabela IV, mostra gque a hidrdolise

enzimatica de um mol de trealose, produz 2 moles de glucose,dosada



-36-

pelo método especifico utilizando glucose oxidase e peroxidase.
Resultados idénticos foram observados por varios autores em dife-
rentes organismos, tais como: Streptomyces hygroscopicus (52),

Aspengillus onyzae (57), Saccharomyces cerevisiae (86), Humicola

Lanuginosa (94) e invertebrados (61, 68, 100).

3.11. EFEITO DA CONCENTRACAO DE PROTEINA E TEMPO DE INCUBACAO

NA ATIVIDADE ENZIMATICA.

Conforme ilustra o grafico da Fig. 10, a atividade trea-
lasica € diretamente proporcional a quantidade de proteina exis=._
tente no sistema de incubagao, indicando auséncia de inibidores
ou ativadores na preparagao enzimatica. Nas condicOes experimen-
tais, nao ocorreu inibigao pelo produto, o que pode ser visto pe-
la linearidade da reagao durante o decorrer de um longo tempo de

incubacgao.

3.12. EFEITO DO PH NA ATIVIDADE E ESTABILIDADE DA TREALASE

INTRACELULAR.

Quando a trealase intracelular do fungo Scopulariopsis
brevicaulis foi mantida em diferentes pHs, durante 17 horas a 49C,
a atividade enzimética permaneceu estavel somente na faixa de pH
entre 5,0 ¢ 7,2. Em pH acido (inferior a 5,0), a enzima sofreu i-
nativagao mais acentuada do que em pH alcalino (superior a 7,2).
Quando pré-incubada em pH 10,4, cerca de 60% da sua atividade per-
manecia, ao passo q%e em pH 3,0 era de somente 30% (Fig. 11).

A enzima apresentou maior atividade catalitica sobre a
trealose quando o sistema de reacao continha tampao com pH entre
6,0 e 6,2 (Fig.1ll).

O pH O0timo, encontrado neste trabalho, possui um valor

intermediario quando comparado com os dados citados na literatura,
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para a trealase de microrganismos. Na maioria dos casos, a ativi-
dade maxima & atingida na faixa de pH que oscila entre 4,0 a 6,5
(15, 44, 53, 54, 64,.65, 71, 76, 86, 94, 117). Valores elevados
(6,8 - 7,0}Iﬁmﬁm1desctuxs para as leveduras hibridas (3) e de 7,5
para PhycoM;EEZMEZdEEJEEéanuA (110) e Mycobactenium smegmatis (91).
Sao raros na literatura, os relatos da estabilidade da
trealase frente a variagao de pH. A enzima de Candida tropicalis
(71) manteve-se com alta atividade na faixa de pH entre 4,5 e
5,3, sofrendo rapida inativagao em pH alcalino. A trealase de Tni-
chodenrma ne?Aei também sofmnfinativagéo em pH 8,0. Em contraste,

a trealase de leveduras hibridas (3) perdeu atividade em pH acido

e manteve-se estavel na faixa de pH entre 7,0 e 8,0.

3.13. EFEITO DA TEMPERATURA SOBRE A ATIVIDADE E ESTABILIDADE

DA TREALASE.

Alhidrélise enzimatica da trealose aumentou gradativa-
mente com a elevagao da temperatura de incubagao, atingindo um va-
lor maximo eﬁ torno de 459C(Fig. 12). Temperaturas superiores a
459C levaram a inativacgao e, nas condigoes experimentais, a trea-
lase perdeu cerca de 10% da sua atividade a 509C e foi totalmente
inativada a 709C. A temperatura Otima calculada pela interseccdo
das duas reﬁx;do grafico de ARRHENIUS foi de 469C (Fig. 14). A a-
tividade da trealase permaneceu constante, quando a enzima foi man-
tida entre 0 a 409C na auséncia do substrato e ocorreu a perda .
total de atividade quando a enzima foi mantida a 609C durante 30
minutos (Fié.“lZ). Isto sugere um possivel efeito protetor exerci-
do pelo.sub;trato (49) , quando o mesmo esta presente durante a in-
cubagao.

Toda a preparagao enzimatica foi mantida congelada e a

enzima purificada nao perdeu atividade durante os processos de con-

gelamento e descongelamento, mantendo-se ativa pelo menos durante
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o periodo de um ano.

A temperatura de maxima atividade observada no pfesente
trabalho, & semelhante aos resultados descritos para Dictyoste-
Lium discodideum (16), Saccha@amyceé cenrevisdiae (86) e Sclenotinda
sclenotiorum (119) . Em leveduras hibridas (3) e Pseudomonas §Luo -
nescens (44), a temperatura Otima encontrada foi de 309C com ra-
pida inativagao acima de 409C. No entanto, foi verificado que em
temperatura .de 509C a atividade trealasica de Dictyostelium discoi
deum (65), Humicola Lanuginosa (94) e Trichoderma reesei (ll7)era
favorecida. A trealase de camundongo (106) apresentou mé;ima ati-
vidade a 609C. Porém,nesta temperatura 75% da atividade treala-
sica de Dictyostelium discoideum (15) foi perdida em 15 minutos.
Em Traichodenma neesed (117) verificou-se a redugdo de 50% da ati-
vidade em menos de 2 minutos. A trealase de Sclenotindia sclenrnotio-
Aum (119) era rapidamente inativada em temperatura superior a 509C
e inferior a 109C. A enzima de Pseudomonas fLuorescens  (44) tem
baixa estabilidade mesmo a 4¢%C.

Nas condigoes experimentais, quando a trealase de Scopu-
Landiopsis brevicaulis ( fragcao de DEAE-celulose II) foi submetida
a incubagao a 559C, apresentou um tempo de meia vida de 82 minu-
tos. Em duas horas, 65% da sua atividade foi perdida (Fig. 13).
Esta preparagao nao apresentou nenhuma atividade quando foi incu
bada em presenca de maltose .como substrato.

A inativacao da trealase a 559C tem sido descrita para
Dictyostelium discoddeum (15), Saccharomyces cernevisiae (86), Phon-
mia regina (38), Sclerotinia sclerotiorum (119) e Nosema apis(112),
cuja perda de atividade foi de 36, 40, 50, 60 e 100% respectiva-
mente. Em 1963, HILL & SUSSMAN (54) sugeriram que a resisténcia &
trealase de Neuncpora crassa a temperatura de 609C, poderia ser a
tribuida ao envolvimento da enzima na germinagao, uma vez dque a
grebra de dorméncia pelo chogque térmico requer temperatura eleva-

da, na qual a enzima deve sobreviver. HECKER & SUSSMAN (49), em
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1973, verificaram gue a estabilidade da trealase a 659C poderia
ser aumentada, elevando-se a concentragao da proteina-enzima, ou
pela adigao de polidis (glicerol, inositol, manitol, glucose e
'trealose,) & preparagao enzimatica. Estes autores observaram ain-
da que a presenga de parede de ascosporos, parede micelial puri-
ficada, glucanas ou poligalactosaminas ou ainda albumina do soro

bovino protegem a trealase contra inativagao térmica (50).
3.14. DETERMINAQKO DA ENERGIA DE ATIVACAO DA TREALASE.

A velocidade da reagao enzimatica foi determinada em di-
ferentes temperaturas . A energia de ativagao, calculada pela re-
-presentagao grafica de ARRHENIUS, foi de 12 kcal/mol (Fig. 14). O
coeficiente de temperatura (Qjg) observado foi de 2,1 entre 27 e
379C e 2,0 entre 30 e 409C. Resultado idéntico de energia de a-
tivacao foi encontrado em trealase de Dictyostelium .idiscai-
deum por KILLICK em 1983 (65). Outros autores reportaram valores
entre 7,9 e 9,7 kcal/mol para leveduras hibridas (3), bactérias
(44) e bicho-da-sé&da (100). Energia de ativagao mais elevada de

lo,4 kcal/mol foi observada em Melolontha vulganis (43)
3.15. EFEITO DA CONCENTRAQKO DE SUBSTRATO.

A trealase intracelular do fungo Scopuﬂaﬁiopéié brevi-
caulis, apresentou um comportamento cinético de Michaelis-Menten
com Km na ordem de 0,48 mM para a trealose e a sua velocidade ma-
xima foi calculada em 48 ymol de glucose liberada em um minuto
(Fig. 15 ).

Valores semelhantes de Km foram observados em micélios -
de “Neunospord erassa (54), ‘em Saccharomyces cerevisiae (64, 86),
em Humicola Lanuginosa (94) e em insetos (4, 38). Em microrganis-

mos, sao reportados valores de Km que variam de 0,15 a 55 mM para
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a trealase de Neunrospora tetraspeama (49) e Phycomyces blakes-
Leeanus (111) respectivamente. Valores intermediarios de 1,2 mM
foi encontrado em Dictyostelium discoideum (15, 65 ); em torno de
3,0 mM em AApe@gLZKuA oryzae (57), Pullulania pullulans (76) e
Thichodeama @eeéei (117); 10,2 mM em leveduras hibridas (3); em
torno de 20 mM em Pseudomonas fluorescens (44) e Streptomyces hy-

groscopdcus (91) .
3.16. EFEITO DOS CATIONS E OUTROS COMPOSTOS SOBRE A TREALASE.

Na Tabela V esta sumarizado o efeito provocado pelos
compostos idonicos, Tris e bloqueadores do grupamento sulfidrila
sobre a atividade da trealase do fungo Scopulariopsdis brevicaulis.
Com excegao do Mg++, todos os cations divalentes ensaiados apre-
sentaram influéncia negativa e o grau de inibicao foi crescente
na seguinte ordem: Ca++, Co++; Mn++, Zn++, Cu++ e Hg++.

Em virtude da interferéncia da méioria destes metais e
do Tris no método de SOMOGYI & NELSON, a atividade enzimatica foi
determinada pela dosagem da glucose liberada, pelo método da Glu-
cose~oxidase-Peroxidase, onde o efeito & praticamente nulo.

A auséncia de inibigao com o NEM e inibicdo do tipo ndo competitiva

+ (Ki=0,016 mM) , ambos conhecidos como blogueadores do gry-

com Hg+
pamento sulfidrila, podem indicar a auséncia desse grupamento no
sitio catalitico da enzima (41). No entanto, foi verificada inibi-
gao competitiva com PCMB (Ki=0,11 mM), outro composto com a capa-
cidade de se ligar ao grupamento SH. Segundo a literatura (124),

|
no centro catalitico da trealase, existe um sitio de ligagao para

"o grupamento glucosil e outro para fenil. E possivel que nesta
trealase, o PCMB esteja ligado ao sitio de encaixe de fenil, impe-
dindo dessa maneira, a complexacao da enzima com o seu substrato

sem nenhum envolvimento direto com o grupamento sulfidrila. NAKANO

et al.(79) sugeriram uma mudanga conformacional da trealase em presenca
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de bloqueadorgs do grupamgnto sulfidrila e gue este grupo SH &
importante na‘atividadg e conformagao da molécula da enzima.

BAR-GUILLOUX ‘et al.(4) e SASAJIMA et al.(10l) verifica-
ram que nenhum grupamento sulfidrila esta diretamente envolvido
no citio catalitico da trealase de Mefolontha vulgaris e da enzi-
ma intestinal de -rato.

O grau de inibicao observado na trealase de Scopulario-
" psis brevicaulis com Tris & semelhante ao resultado descrito para
Dictyostelium discoideum (65), onde foi constatada 28% de inibigao
com 100 mM desse compésto. Em leveduras hibridas (3) foi observa-
da inibigao de 20% com a mesma concentragao.

A inibigao do tipo competitiva provocada em altas con=
centragSes de Tris, apresentando Ki de 71 mM (Fig. 16B), difere
dos resultados obtidos por SASAJIMA et al.(10l), onde observaram
inibicao total com 10 mM em trealase de rato.

NAKANO et al.(79) afirmaram gue os bloqueadores do gru-
pamento SH inibem competitivamente a trealase e que pode ser desi-
nibida em presencga de anions cloreto, brometo, iodeto e tiociana-
to (80).

Os compostos idnicos ou os blogueadores de SH produzem
efeito variavel dependendo da procedéncia da enzima em estudo. A
atividade da trealase de leveduras hibridas (3) nao foi afetada

' - + + +
pelo NaF (10 mM) e pelos cations Fe +, Fe ++, Mg++, Mn+ e Ca-'_+ na

concentragao de 1 mM. Porém,totalmente inibida pelo Hg++, Ag++ e
++ =~
Cu na mesma concentragao.
O N-etilmaleimida ( 1.mM.), ‘iodoacetato. de s6dio- (5 .mM),
i -~ .
PCMB .{0,1 mM)e Hg++ (%,l mM) nao afetaram apreciavelmente a ati-
vidade trealasica de Sclenotinia sclerotiorum (119) . No entanto,
0 .N-etilmaleimida inibiu 50% da atividade em leveduras hibridas
(3) com 0,5 mM e houve inativagao total da enzima com PCMB a Q,2mM.

Discordando com os resultados do presente trabalho, ha

++ .
relatos em que o0 Mg atua como inibidor da enzima de leveduras
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+

+ +
(86), ou que o Zn e o Ca + tem pouco ou nenhum efeito sobre a

trealase intestinal de rato (101), enquanto que o Mg++, Mt e o
++ . ~ '
Ca  promoveram a ativagao da trealase de Phycomyces blakesleeanus

(110).

A analise das propriedades da trealase extracelular(93)
e micelial de Scopulariopsis brevicaulis mostraram resultados
semelhantes em relaéao ao Km, estabilidade térmica, temperatura
otima, comportamento frente a variagao de pH, especificidade, pro-
dutos da reagao.e efeito da ;fonté de carbono na produgao da en-
zima.

Valores diferentes de ponto isoelétrico e de peso. mole-
cular fofam observados entre as duas enzimas. A trealase extra-
celular foi focalizada em pH de aproximadamente 4,2. E possivel
que a variagao no ponto isoelétrico seja em decorréncia das téc-
nicas empregadas para a sua determinacao. O pI da enzima micelial
foi obtido em coluna de meio liqﬁido "LKB Ampholine. Electrofocusing"
e daguela liberada ao meio, pela eletroforese em gel de poliacri-
lamida ( menos precisa ).

O peso molecular de 590.000 encontrado para a trealase
extracelular talvez seja resultante do elevado grau de glicosila-
cao , uma vez que este fenOmeno parece estar envolvido no proces-
so de secregao de enzimas.

Além disso, a eletroforese em gel de poliacrilamida da
preparagao bruta micelial, mostrou duas bandas de atividade, suge-
rindo a existéncia de duas isoenzimas; O que nao ocorre com a tre-
alase extracelular (dados nao mos%rados).

E possivel que a treala;e micelial isolada, purificada
e estudada no presente trabalho, que foi encontrada em maior quan:
tidade durante a passagem em DEAE-celulose (Fig. 5), seja uma for-

ma da enzima que apo6s sofrer um processo de glicosilagao poderia

ser secretada, comom ocorre com.a invertase em leveduras (5).
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ﬁ admissivel que a forma da trealase que apresentou me-
nor mobilidade eletroforética seja a verdadeira trealase intrace-
lular. A sua detecgao talvez tenha sido dificultada durante os _
processos de_purificagao, uma vez que se apresentava com pouca a-=
tividade trealasica. E possivel ainda, que esta seja uma forma de
baixa atividade que sofreria posteriormente algum processo de ati-
vagao, envolvendo talvez, uma fosforilagao da proteina. A eluci-
dagao desta suposigao requer estudos mais aprofundados, inclusive
com a fragao protéica que fora descartada em razao da auséncia de

! - -~
atividade da mesma na ultima etapa de purificagao (DEAE-celulose

I1).

3.17. EFEITO DA GLUCOSE E AMIDO NA PRODUCAO DA TREALASE EXTRA-

CELULAR.

Os resultados da Tabela I sugerem que a sintese da trea-
lase pode ser induzida, quando o fungo &€ cultivado em meio conten-
do amido como fonte de carbono e energia.

Com a finalidade de verificar o efeito indutor deste po-
lissacarideo, o microrganismo previamente crescido em glucose a
0,2% foi submetido a diferentes condigoes de cultivo.

As fontes de carbono como acetato e glicerol, que aparen-
temente nao apresentam efeito repressor sobre a sintese de enzimas,
nao foram utilizadas para a pré-cultura do microrganismo, pois re-
sultaram em crescimento muito pobre.

A Fig. 17A nostra que a welocidade de degradagao do agucar € de-
pendente da condig%o experimental. Assim, em 8 horas, quando toda
glucose & consumida, cerca de 25% do amido permanece no meio. A a
dicao de cicloheximida juntamente com os agucares levou a redugao

da velocidade de metabolizagao, possivelmente pela inibigao da sin-

tese das enzimas responsaveis pela degradacgao desses carboidratos.
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Resultado semelhante foi observado em Sacchairomyces ce-
@eviéiae, quando a liberagéo de diboxido de carbono foi reduzida
em presencga de cicloheximida no metabolismo de glucose (35) ou
maltose (42).

Na fase inicial do experimento, onde se verificou maior
consumo da fonte de carbono(Fig. 17A), notou-se o crescimento do
fungo, porém, no periodo subsequente o peso da massa micelial man—
ieve—se constante (Fig. .17B).

Observa-se na Fig. 18, que a atividade especifica da
trealase em presenga de amido aumentou em fungao do tempo de incu-
bagéo da cultura, tornando-se mais evidente ap0s 12 horas, quando
grande parte do padlissacaridee foi consumido (Fig. 17A).

A aﬁivid;de trealésiéa do fungo cultivado em amido au-
mentou 35 vezes em relagao ao nivel inicial. Na presenca de glu-
cose nao houve a elevacao da atividade enzimatica, porque n3o ha-
via indutor no sistema. A adigcao da cicloheximida juntamente
com o amido levou a redugao da atividade trealasica, sugerindo a
inibicao da biossintese protéica.

Em 24 horas, a atividade_especifica da trealase obtida
do fungo cultivado em amido foi cerca de 14 vezes maior em relaga
aquela da glucose e de 6 a 7 vezes, quando a cicloheximida estava
presente juntamente com estes carboidratos.

Quando o fungo foi cultivado em meio contendo glucose e
cicloheximida, poder-se-ia esperar a redugao mais acentuada do ni-
vel de trealase, uma vez que & conhecida a participagao destes e-
lementos impedindo a sintese protéica. No entanto, um fato curioso
foi *otado no sistema contendo os dois compostos, onde se observou
ligeira elevagao da atividade em relagao aquele que continha ape-
nas a glucose. Este fendmeno poderia sugerir a inibicao de algum
fator protéico responsavel pelo efeito repressor da glucose.

Quando a pré-cultura do fungo foi efetuada em 0,2% de a

mido (substituindo a glucose) e transferidas para as mesmas condigoes
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do experimento dgscrito anteriormente, foi observado um comporta-
mento semelhante quanto ao perfil de consumo de acucares (Fig.l9a)
e crescin=nto do microrganismo (Fig. 19B). Com relagcdo a ativida-
de especifica (Fig. 20), em 24 horas, houve menor acréscimo (6 ve-
zes) ccrmparado ao nivel inicial, em decorréncia do sistema ter sido
pré-induzido. Assim, a variagdo de atividade entre a enzima produ
zida em amido e em glucose foi de somente 3 vezes.

Em um sistema pré-induzido & de se supor que os RNAm
responsaveis pela sintese da trealase ja estejam sintetizados. Por-
tanto, a adigao de glucose ou de cicloheximida nao deveria provo-
car efeitos muito significativos.

Na Fig. 20, pode-se observar que a adigao de glucose pa-
rece ter um efeito repressor, uma vez que a atividade enzimatica
foi baixa, porém esse efeito poderia ser resultante da inibicao
do processo de secregao. A elucidacdao deste fendmeno requer estu-
dos com a trealase intracelular.

Quando o amido foi adicionado juntamente com a ciclohe-
ximida, verificou-se a redugao do consumo do polissacarideo (Fig.
192), talvez pdla inibicao da sintese das enzimas degradativas do
amido, levando a limitacao da fonte de energia para a liberacao |
trealase. Consequentemente, a atividade da enzima foi menor em
presenca do antibidtico.

O efeito da cicloheximida em presenca da glucose, mos-
trou resultado contrastante, promovendo a liberagao acentuada da
enzima ao meio. Isto sugere, a utilizagcao da glucose como fonte de
energia para a secregao da enzima e o efeito inibitdrio da_ciclo-
heximida sobre. sintese de alguma proteina que impede a liberagao
da trealase.

FERGUSON et al.(35) observaram o fendmeno da inativagao
da malato desidrogenase em leveduras, quando a glucose foi adicio-
nada ao sistema induzido. A adigao simultanea de cicloheximida e

a glucose, impediu esta inativagao. No entanto, a adigao posterior
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do antibidtico, levou a rgdugéo da atividade enzimatica. FendOme-
no semelhante de redugao. da inativagao provocado pela glucése,foi
observado no sistema de consumo de maltose (42).

Um ligeiro aumento na atividade trealasica observado no
presente trabalho, quando o fungo foi incubado com glucose, ocor-
reu apds o esgotamento do aglcar. Fendmeno semelhante foi verifi-

cado com a-galactosidase de Saccharomyces carlsbengensis (69).
3.18. EFEITO DA GLUCOSE E CICLOHEXIMIDA NA INDUGCAO DA TREALASE

.De posse dos resultados obtidos na Fig. 18 e 20, com a
trealase extracelular, novos experimentos foram programados com a
finalidade de observar o fenOmeno da repressao pela glucose e e-
feito da ciéloheximida sobre a sintese e secregao da trealase pe-
lo fungo Scopulariopsis brevicaulis.

Quando o fungo cultivado em glucose a 0,2% foi transfe-
rido para o0 meio contendo amido, ocorreu um aumento da trealase
extra (Fig. 22A) e intracelular (Fig.22B). A produgao da enzima
tornou-se mais evidente apds 15 horas, quando cerca de 75% do in-
dutor foi consumido (Fig. 21A). Neste periodo, o crescimento do
microrganismo entrou na fase estacionaria, porém, a adigao de glu-
cose provocou o desenvolvimento do fungo conforme esperado {Fig.21B)..

A.aﬁgéockaglwxme na concentragéo de 0,2%, no sistema in-
duzido, interrompeu a sintese da trealase seguido de uma fase em
que a enzima foi sintetizada . com velocidade inferior ao do con=.
trole (Fig. 22A). Este fenOmeno € conhecido como repressao "tran-

siente" .e foi observado na sintese de a-galactosidase em Saccha-
romyces ~ca&ﬂébehgenbié (69). A sintese e a secrecao dessa o-ga-
lactosidase foi reprimida com 0,045% de glucose (69).

A sintese da invertase em Saccharomyces cerevisiae foi

reprimida catabolicamente pela glucose ao nivel de transcrigao,

tradugao e pelo aumento da velocidade de degradagao do RNAm sem
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interferir com a glicosilagao e secregao da enzima (32). Em con- -
tradigaa, outros trabalhos indicam que a glucose controla o nivel
intracelular dessa enzima, pela limitacao de glicosilacao, tornan-
do-a mais suscetivel a inativacao proteolitica (23).

A redugao da atividade da;a—glucosidase de leveduras,
observada pela adigao da glucose, parece ser também ocasionada pe-
la inativacao da enzima (37). A completa inibicao pela hexose na
sintese da maltase em Saccharomyces carlsbengensis, ocorreu ao ni-
vel de transcricao e da estabilidade do RNAm, sem afetar no entan-
to, a atividade da enzima (34). %

A substituicao do amido pela maltose como fonte de car-

bono, na inducao da sintese da trealase pelo Scopulariopsis brevi-

caulis, resultou-em comportamentc semelhante ao do amido quanto

aos perfis de consumo de acicares (Fig. 23A), de crescimento (Fig.

23B) e de producao enzimatica (Fig.24).
Quando a prée-cultura do microrganismo foi feita em glu-
cose a 1%, foi observado menor aumento na massa micelial no ini-

cio da indugao. Poréem, a producao da enzima foi prejudicada.

o A anéiiée destes resultados reforca as obsefvagaes da
Tabela I, onde foi verificada a maior eficiéncia do amido como in-
dutor da sintese da trealase. No entanto , a menor atividade espe-
cifica .observada, quando o microrganismo foi cultivado em maltose
{Fig. 24), talvez seja decorrente do sistema gue se encontrava re-
primido, em virtude da elevada concentragéo de glucose utilizada
na pré-cultura.

Uma vez que a cicloheximida blogueou o aumento da trea-
lase intracelular, pode indicar queha produgao da enzima em presenca
d amido (Fig. 22B). ou maltose (Fig. 24B) & dependente da sintese

”de novo" e nao da ativagdo de uma proteina pré-existente.

Partindo da premissa de que o amido & um composto ina-

cessivel como indutor, & provavel que algum produto da sua degra-

/
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dagcao seja responsavel pelo estimulo na producdo da trealase.

A analise da Tabela I, mostrou que a utilizacao da dex-
trina (Nidex) como fonte de carbono, resultou no aumento da sin-
tese da trealase, porém, a quantidade de enzima produzida foi
maior em presencga de amido. A maltose, mostrou ser bastante efi-
ciente na produgao dessa enzima, podendo sugerir dessa maneira,
ser essa hexose , um possivel oligossacarideo responsavel pelo
estimulo na shtese da trealase quéndo o microrganismo & cultivado
em meio contendo amido. Porém, a  elucidagdo do verdadeiro in-
dutor da sintese da trealase, reéuer melhores- estudos.

O estudo comparativo das propriedades da trealase intra-
celular e extracelular, bem como o perfil de atividade das duas
enzimas durante o processo de indugao da sintese enzimatica, mos-
traram ser semelhantes. A existéncia de uma mesma enzima dentro
da célula e no meio de cultura, possibilita o melhor aproveita-
mento da fonte de enzima, “proporcionando maior rendimento na
obtencao da trealase. Essa enzima purificada, pode ser utilizada
como instrumento para a determinacao quantitativa do. teor de trea-

lose bem como na determinacao estrutural de carboidratos.
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Tabela I - EFEITO DA FONTE DE CARBONO SOBRE O CRESCIMENTO DO
FUNGO Scopularniopsis brevicaulis E A PRODUGAO DA
TREALASE E MALTASE.
FONTE PESO ATIVIDADE ESPECIFICA
DE SECO TREALASE MALTASE
CARBONO (mg/50ml) Intra- Extra- Intra- Extra-
celular celular celular celular

Acetato 12,0 0,20 0,08 0,25 0,43
CMC 0,7 0,01 0,13 0,14 0,43
Etanol 17,0 0,02 0,21 0,01 0,00
Celobiose 54,0 0,30 0,03 0,25 0,33
Melibiose 54,0 0,12 0,27 0,57 1,40
Trealose 52,0 0,68 1,12 0,58 4,12
Sacarose 50,0 0,88 0,80 0,98 2,13
Glucose 43,0 0,57 0,36 0,57 0,71
Dextrosol* 45,0 0,54 0,50 0,51 1,00
Karo¥* 39,0 1,48 1,00 1,85 2,46
Maltose 40,0 1,45 1,07 2,96 4,00
Maltose} 47,0 1,54 0,86 3,50 2,90
Nidex* 54,0 0,84 1,21 2,54 5,00
Amido 48,0 1,58 1,73 3,30 6,33
* - éroduto comercial
¥ - Grau pratico

O crescimento do fungo foi efetuado pela inaiag&adetdeG

esporos em 50 ml de meio liquido contendo 0,2% de diversas fon-

tes de carbono a 289C com agitagao de 120 rpm durante 60 horas,

exceto a cultura em etanol e CMC(100 horas) .A atividade enzima-

tica foi determinada pela dosagem da glucose liberada pela hi-

drolise da trealose e maltose

respectivamente

pelo

SOMOGYI & NELSON e Glucose-oxidase-Peroxidase.

método de



Tabela II - TABELA DE PURIFICAGAO DA TREALASE MICELIAL DE Scopulariopsis brevicaulis

ETAPAS DE v PROTEINAS  ATIVIDADE u” PURIFI- ~ RENDI-
PURIFICAGAO ml1ENZ. (mg/m1l) ESPECIFICA TOTAIS CACEO MENTO (%)
Extrato bruto 4,3 8,36 0,5 559 1 100
Sulfato de 4,2 1,35 3,1 538 6 96
protamina

Sephadex G-100 2,3 0,39 5,9 494 12 88
DEAE-celulose I 69,0 0,70 98,6 338 197 60
DEAE-celulose II 67,0 0,37 181,1 288 362 51

1

* \ . .-
U - Unidades de Enzima ( ymol de glucose liberada.min

Atividade especifica - Unidades de enzima/mg de proteina

-0G-
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Tabela III - ESPECIFICIDADE DA ENZIMA

ATIVIDADE RELATIVA (%)
~ SUBSTRATO
E. bruto S. G-100 DEAE I DEAE II

Trealose 100 100 100 100
Celobiose 5 0,8; 0 0
Isomaltose 71 48 | 0 0
Sacarose 4 0 0 0
Maltotriose 34 23 4 0
Gentiobiose 20 6 0 0
Estaquiose 0 0 0 0
Maltose 122 222 3 0
Melibose 4 0" 0 0
Rafinose 2 0 0 0
Lactose 0,8 0 0 0
Amido 33 83 0 0
Trealose-6-fosiato - - - 0
PNPG - - - 0
CMC 0,6 0" 0 0
PNPG - p-Nitrofenil-o-D-glucosideo

CMC - Carboximetil celulose sodico

O 'sistema de reagéo contendo 0,07 ug de proteina, 12,5 mM de
substrato com excecao de trealpse-G—fosfato(18,3 mM), amido (0,5 mg)
e CMC (0,5 mg) em tampao fosfato 50 mM,pH 6,0 em um volume de 200
ul foi incubado a 409C. A glucose liberada foi medida pelo mée-

todo da Glucose-oxidase-Peroxidase, exceto para o PNPG (46).
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Tabela IV- ESTEQUIOMETRIA DA REACAO

TREALOSE GLUCOSE LIBERADA ( umol )

( pmol-) 30 min 60 min ;
1,1 2,1 2,1
2,1 4,0 4,1
3,1 6,1 6,0

O sistema de reacdo de 0,5 ml que continha 1 unidade de en-

zima e diferentes concentragoes de trealose em 50 mM de tampao

fosfato pH 6,0 foi incubado a 409C.Nos tempos determinados, uma

aligquota foi coletada e a trealose foi medida pela técnica' de do-

sagem de aglcares totais (30) e a glucose liberada pelo metodo da

Glucose-oxidase-Peroxidase.
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Tabela V - EFEITO DOS CATIONS E OUTROS COMPOSTOS SOBRE A ATI-

VIDADE TREALASICA

REAGENTES CONCENTRACAO $ INIBICEO
(mM )
Controle - 0
: zn*t 5 ' 60
cott 5 55
mtt 5 56
ca™t 5 43
Fe' " 5 76
Mg++ 5 0
cu'’ 5 85
Hg't 0,05 100
NEM 10 0
PCMB 1 58
Tris - 50 16

NEM- N-etilmaleimida
PCMB- p-cloro-mercuribenzoato de sodio

Tris- Tris(hidroximetil) aminometano

A enzima foi previamente incubada em presenca destes compostos
durante 10 minutos em tampao fosfato 50 mM, pH 6,0. Posteriormen-
i
te 5!mM de trealose foi adicionada e incubada a 409C. A glucose

, .
liberada foi medida pelo método da Glucose-oxidase-Peroxidase.
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Fig. 1 - EFEITO DA CONCENTRACZO DE AMIDO NA PRODU(}AO DA

TREALASE PELO Scopulardiopsis brevicauldis.

Os esporos do fungo Scopulariopsis brevicaulis (4xlOGCélu—
las) foram crescidos durante 48 horas em meio de MARKUS contendo
diferentes concentracoes de amido. A atividade enzimatica foi de-
terminada pela incubacao da enzima a 409Cem tampao fosfato 50mM
pPH 6,0 com 25 mM de trealose em um sistema de 200ul. O agucar re-
dutor liberado foi dosado pelo método de SOMOGYI & NELSON e a pqy-
teina pelo de LOWRY et al. - - ﬂ

Simbolcs: B - peso seco; O—O - trealase intracelular;

@-® - trealase extracelular; OO - carboidrato residual.



_55_
1,51
10,4
o .
(-]
T
.ﬁ ',0' ’05 :
E . B
.~ m
; ) g
3

3 {02, @
'!_)"* v
Q
)
o Q5 o
i C o

10,1

0 F28%66 80 108 120 140 160 180 200 220

Volume de eluigao (ml)
Fig. 2 - PERFIL DE ELUICAO DA TREALASE NA FILTRACAO EM

GEL SEPHADEX G-100.

O extrato bruto (130ml) tratado com sulfato de protamina
foi aplicado(20ml) em uma coluna de Sephadex G-100 (3,5 x 2lcm)
previamente equilibrada com tampao fosfato 5mM, pH 6,6. A eluigao
foi efetuada com tampao de equilibrio. Aliquota de 25 pl de cada
fracao foi incubada em presenga de 2,5mM de trealose %m 50mM de
tampao fosfato pH 6,0 em um sistema de 200ul a 409C. A glucose
liberada foi medida pelo método de SOMOGYI & NELSON e as proteinas
pelo de WARBURG & CHRISTIAN. Simbolos: @—® - trealase intracelu-

lar; OO - protefhas.
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Fig. 3 -~ PERFIL DE ELUICAO DA TREALASE EM CROMATOGRAFIA

DE TROCA IONICA EM DEAE-CELULOSE I.

A preparagao enzimatica obtida da filtragado em gel(100 ml)foi
aplicada em coluna de DEAE-celulose (1,9 x 11 cm) eeluida com gra-
diente linear de NaCl conforme descrito em MATERIAIS E METODOS.A-

liguota de 10ul da enzimal foi incubada com 2,5mM de trealose ou
|

10mM de maltose em 50mM deqtampéo fosfato pH 6,0. A glucose libe-

)
rada foi medida pelo método de SOMOGYI & NELSON ou da Glucose-oxi-
dase-Peroxidase respectivamente. Simbolos: ~——— - Gradiente de

NaCl; O-O - proteinas; - trealase; m-m maltase.
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Fig. 4 - PERFIL DE ELUICﬁO DA TREALASE EM DEAE-CELULOSE II.

A fragao enzimatica obtida de DEAE-celulose I(2,3ml) foi recroma-
tografada em DEAE-celulose, efetuando-se a lavagem da coluna(l,9x
llcm) com tampao fosfato 5mM,pH 6.6 contendo 0,15M de NaCl. A
eluicao foi feita com gradiente de NaCl de 0,15 a 0,4M no mesno tam-
pao. A atividade enzimatica foi determinada pela incubagao ée 10yl
da enzima com 2,5mM de trealose em tampao fosfato 50mM pH 6,0 em um volume
final de 200pl a 409C. A glucose liberada foi medida pelo método de SOMOGYI &

NELSON. Simbolos:

- gradiente de NaCl, o—e - proteinas; e—e

trealase.
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Fig. 5 - CROMATOGRAFIA EM DEAE-CELULOSE. ELUICAO DA TREALA-

SE POR ETAPAS 'CDM CONCENTRACAO CRESCENTE DE NaCl.

Em uma coluna de DEAE-celulose (1,8 x 27cm) previamente e-
quilibrada com tampao fosfato 5mM,pH 6,6 , foi aplicadda 420 unida-
des de trealase parcialmente purificada em Sephadex G-100. ApOs a
lavagem da coluna com tampao de equilibrio, foi efetuada a eluigao
da trealase i'por etapas utilizando concentracao crescente de NaCl
(0,2-0,5 M) ncg> mesmo tampao (200°ml) . Foram coletadas fragoes de 5 ml gque

)
foram analisadas quanto ao teor protéico pelo método de WARBURG &
CHRISTIAN e a atividade trealasica pelo método convencional confor-
me descrito ;’10 item 2.9 de MATERIAIS E METODOS.

Simbolos: ¢ — trealase micelial; o—o - proteinas.
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Fig. 6 = ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA.

A eletroforese foi efetuada em gel a 7% em tampao Tris-
acetato 100 mM, pH 7,2 durante 4 horas a 42Ccom 5 mA/gel. A reve-
lacao das proteinas foi feita com "Coomassie Brilliant Blue"G-250
e a atividade trealasica pela incubagao do gel com Glucose-oxida-=
se-Peroxidase contendo 10 pmoles de trealose a 409C.

E e E' - Extrato bruto - 400 ug de proteina;

S e S' - Sephadex G-100 - 40 pg de proteina;

D e D' - DEAE-celulose II - 19 ug de proteina.
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Fig 7 - DIAGRAMA DA ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILA-

MIDA PARA A DETECCAO DE GLICOPROTEINAS.

A eletroforese foi executada em gel a 7% utilizando tampao
is-acetato 100 mM, pH 7,2 durante 4 horas com 5mA/gel. As gli-
>roteinas foram reveladas utilizando timol e acido sulfiarico(96).

A- Owoalbumina - 50 ug de proteina;

B- Tireoglobulina - 50 pg de proteina;

C- Trealase micelial (DEAE-celulose II)- 19 pg de proteina;

D- Trealase micelial (DEAE II) - 19 ug, revelado com GOP;

E- Trealase micelial‘(pEAE ITI) - 19 ug, revelado com "Coo-

massie Brilliant Blue" G-250.
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Fig. 8 - DETERMINACAO DO PESO MOLECULAR DA TREALASE INTRA-
CELULAR DE Scopulariopsis brevicauldis.
A - Filtracao em coluna (1 x 62 cm) de Bio-gel A-1,5 m e-

quilibrada e eluida com tampao fosfato 5 mM,pH 6,6 contendo (,9%
de NaCl. Padroes utilizados: 1~ Citocromo c (12.400); 2—" Tripsina
(23.800); 3- Ovoalbumina (45.000); 4- Hemoglobina (64.000); 5- Al-
bumina do soro bovino (67.000); 6- Catalase (230.000 - 250.000);
7- Tireoglobulina (669.000) ‘e "Blue Dextran" (2.106).

B - Eletroforese em gel de poliacrilamida com SD|S empre-
gando a proteina dissociada: A trealase utilizada foi ob}tida da
isoeletrofocalizagao,que se mostrou homogénea gquando s’ubm’etida- a
eletroforese em gel de poliacrilamida. Padroes empregados: @ - Hemo-
globina (1- 16.000; 2- 32.000; 3- 48.000; 4- 64.000); ™ - Albumi-
na do soro bovino (5- 66.000; 6- 132.000, 7- 198.000: 8- 264.000).

O -Trealase micelial purificada.
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Fig. 9 - DETERMINACKO DO PONTO ISOELETRICO DA TREALASE.

A isoeletrofocalizacao foi efetuada em coluna (LKB) com
110 ml de capacidade durante 48 horas a 49C a 400 V, utilizando
anfolina na concentragao de 1% com pH na:faixa de 3,0 a 10,0.A
atividade enzimatica foi determinada pelo,método convencional e
a proteina pela técnica descrita por WARBURG & CHRISTIAN.

Simbolos: @—@ - trealase; O-O - proteinas; y—x - pH.

-1

pmol glucose.min
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Fig. 10 - EFEITO DO TEMPO DE INCUBACAO E CONCENTRACAO DE

PROTEINA SOBRE A ATIVIDADE TREALASICA.

O sistema de reagcdo de 6 ml contendo 0,7 ug de proteina em
tampao fosfato 50 mM, pH 6,0 com 25 mM de trealose foi incubado
a 409C durante 180 minutos. Nos tempos indicados, amostras foram
coletadas e a atividade trealasica foi determinada.

O efeito da concentracao de proteina foi verificada pela

incubagao de quantidade crescente de proteina em um sistema de

A
] ‘

200 pl contendo 25 mM de tgealose e 50 mM de tampao fosfato pH
6,0 durante 15 minutos a 4092C. A glucose liberada foi dosada pe-
lo método de SOMOGYI & NELSON. Simbolos: @@ - efeito da concen-

tracao de proteina; 0—0 - efeito do tempo de incubagao.
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Fig. 11 - EFEITO DO PH NA ATIVIDADE E ESTABILIDADE DA

TREALASE .

A estabilidade da trealase a variacao de pH foi verificada
incubando-se 0,6 ug de enzima durante 17 horas a 49C com 50 ul de
tampoes (0,1 M) com diferentes pHs (2,6 - 10,4) em um volume de
150 pl. O pH de uma aliquota foi ajustado paraé6,0 com tampao fos-
fato 0,2 M, com subsequente adigao do substrato para a determina-
cao da atividade. O pH Otimo foi determinado péla incubagao de 0,6
ug de proteina,5.unoles de trealose e 50 pl de tampao 0,1 M (pH2,6-
10,4) em um volume final de 150 pl a 409C durar];te 30 minutos. O
pH de uma aliquota foi ajustado para 6,0 e o ;jsgﬁcar redutor libe-

rado foi medido pelo método de SOMOGYI & NELSON.
Tampoes utilizados: t. McIlvaine(2,6-7,0); t. fosfato(7,0-8,0);
t. Acido bdrico/borax(8,0-8,6) e t. glicina/NaOH (8,6-10,4).

Simbolos: @—e - curva de pH; O—< - curva de estabilidade
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Fig. 12 - EFEITO DA TEMPERATURA NA ATIVIDADE E ESTABILIDA-

DE DA TREALASE.

A enzima (0,03 ug) foi incubada durante 30 minutos em di-
ferentes temperaturas em um sistema de 200 pl contendo 25 mM de
trealose e 50 mM de tampao fosfato pH 6,0.

A estabilidade da enzima foi determinada fazendo-se uma
pré-incubacao de 0,03 pg de proteina com 50 pl de tampao fosfato
0,1 M,pH 6,0 em um volume de 150 ul durante 30 minutos em diferen-
tes temperaturas antes da adicao de 5 umoles de substrato .

O agiicar redutor liberado foi medido pelo método de SOMOGYI & NEL-
SON.
Simbolos: @—@ - curva de temperatura; O-O - curva de es-

tabilidade enzimatica.
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Fig. 13 - INATIVACAO TERMICA DA TREALASE.

A enzima (10 pug) foi incubada a 5592C durante duas horas em
tampao fosfato 50 mM,pH 6,0 em um volume de 3 ml. Nos tempos espe
cificados, uma aliquota foi retirada para se déterminar a ativida
de enzimatica sobre 25 mM de trealose e maltose. A glucose libera
da apos a incubacado a 409C foi medida pelo método da Glucose-oxi+

dase.
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Fig. 14 - DETERMINACAO DA ENERGIA DE ATIVAGCAO DA REACAO

DE HIDROLISE DA TREALOSE.

A enzima (0,03 ug) foi incubada com 25 mM de trealose em
tampao fosfato 50 mM, pH 6,0(200 pl)em diferentes temperaturas duran-
te 30 minutos. A glucose liberada foi medida pelo método de SOMO-
GYI & NELSON. A energia de ativacao foi calculada pelo grafico de;

, |
ARRHENIUS. : ) - ,
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Fig. 15 - EFEITO DA CONCENTRACAO DE SUBSTRATO NA ATI-

VIDADE DA TREALASE.

A enzima (0,05 pg de proteina) foi incubada a 409C em
tampao fosfato 50 mM, pH 6,0 contendo concentragao variavel de
trealose (0,2 - 10 mM) em um volume total de 200 pl. O agucar
redutor liberado foi dosado pelo método de SOMOGYI & NELSON. A

constante de Michaelis-Menten (Km) e a velocidade maxima foram

]

calculadas pela representacao -grafica de LINEWEAVER-BURK .
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Fig. 16 ~ INIBIGAO DA TREALASE DO FUNGO Scopulariopsis brevicauldis.

Apds a pré-incubagao da enzima durante 10 minutos com os inibidores, a atividade trealasica foi

determinaaa utilizando concentragéo variada de substrato (0,5 - 5,0 mM).

+

Simbolos: A- PCMB 0,25 mM A-A; 0,50 MM A—A ; B- Tris 0,2M OO ,0;5 M m-m ;C- Hg+ 2,5 uM

0-0,4,0 UM - @=@ 37 Sem adigao do inibidor ¢—€¢ . - -
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Fig. 17 - EFEITO DA GLUCOSE, AMIDO E CICLOHEXIMIDA NO QON-
SUMO DE AGCUCAR E CRESCIMENTO DO FUNGO EM MICROR-

GANISMO PREVIAMENTE CRESCIDO EM GLUCOSE.

Os micélios do fungo (2 g) previamente crescido em glucose
a 0,2% foram transferidos para frascos Erlenmeyer de 1 litro con-
tendo 300 ml de meio com: amido a 0,2% ( OO %; amidp a 0,2% +
30 pg/ml de cicloheximida ( m-m ); glucose a 0,2% ( 0-0.); glu-
cose 0,2% + 30 pyg/ml de cicloheximida ( e—e.).

A- Carboidrato residual

B- Crescimento do microrganismo
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Trealase extracelular (A.E.)

Tempo (horas)

Fig. 18 - EFEITO DO AMIDO, GLUCOSE E CICLOHEXIMIDA NA
PRODUCAO DE TREALASE EXTRACELULAR EM FUNGO PRE-

VIAMENTE CRESCIDO EM GLUCOSE.

Os micélios do fungo (2 g) previamente crescido em gluco-
‘ |
se a 0,2% foram transferidos para frasco Erlenmeyer de 1 litro
o
contendo 300 ml de meio com: .amido a 0,2% ( OO ); ‘amido a 0,2%

+ 30 pg/ml de cicloheximida ( MM ); glucose a 0,2% ( OO ) e

glucose a 0,2% + 30 ug/ml de cicloheximida ( e—@ ).
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Fig. 19 - EFEITO DA GLUCOSE, AMIDO E CICLOHEXIMIDA NO

CONSUMO DE ACUCAR E CRESCIMENTO DO FUNGO EM

MICRORGANISMO PREVIAMENTE CRESCIDO EM AMIDO.
'Os micélios (3 g) previamente crescido em amido a 0,2% fo-
ram transferidos para frasco Erlenmeyer de 1 litro contendo 300ml
de meio com: amido a 0,2% ( O-O.); amido a 0,2% + 30 pg/ml de ci-

cloheximida ( M- ); glucose a 0,2% ( 0-O0 ); glucose a 0,2% +
|

i

30 pug/ml de cicloheximida.( @@ ).
A- Carboidrato residual

B- Crescimento do microrganismo



-73-

1,2}

Trealase extracelular (A.E.)

1 N 9 1
o 4 8 12 16 20 24

Tempo (horas)

Fig. 20 - EFEITO DA GLUCOSE, AMIDO E CICLOHEXIMIDA NA PRO-
DUCAO DA TREALASE EXTRACELULAR EM FUNGO PREVIA-

MENTE CRESCIDO EM AMIDO.

Os micélios(3g) do fungo previamente crescido em amido a
0,2% foram transferidos para frascos de 1 litro contendo 300 ml
meio com: amido a 0,2% ( O8O );amido a 0,2% + 30 ug/ml de ciclo-
heximida ( m® ); glucose a0,2% ( 0O ) e glucose a 0,2% + 30

pg/m1l de cicloheximida ( e® ).



-74 -

00
. o
m©
+
o]
A > {ost
~
©
6]
3
O
<
o A
o
_20r B F—o
=
S 3
>
Eo .
8
(0]
n
0
% 1 L 4
T ) 5 10 15 20 25 "' 39

Tempo (horas)

Fig. 21 - EFEITO DA GLUCOSE E CICLOHEXIMIDA SOBRE O CON-
SUMO DE AQUCAR E CRESCIMENTO DURANTE A INDUCZO
DA TREALASE PELO AMIDO EM Scopulariopsis brevi-

caulds.

O fungo previamente crescido em glucose.a 0,2% e apos 12
horas de jejum foi transferido para frasco de 2 litros oonten-
do 1 litro de meio com 0,2% de amido (2 g de célula/ 1).
Depois de 15 horas de incubacao o material foi dividido em_tres
partes iguais., Um deles sefviu de controle ( e ) e nos demais
foi acrescentado 0,2% de glucose ( OO ) e 30 pg/ml de ciclohe-
Ximida ( A4 ).

A- Carboidrato residual

B~ Crescimento do microrganismo
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Fig. 22 - INDUCKO DA TREALASE PELO AMIDO E EFEITO DA GLU-

COSE E CICLOHEXIMIDA SOBRE A PRODUGCAO DA ENZIMA.

Os micélios (2 g) do fungo previamente crescido em glucose

a 0,2¢% e apOs jejum de 12 horas foram transferidps para frasco

|
de 2 litros contendo 1 litro .de meio de.MARKUS com  0,2% de a

mido . Apos 15 horas de incubaééoi o material foi dividido em 3

partes iguais. Um deles serviu de controle ( eo—e ) e nos outros

B-

foi acrescentado 0,2% de glucose ( 0O ) ou 30 ug/ml de ciclohe-
ximida ( A4 ).
A- Trealase extracelular

Trealase intracelular
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Fig. 23 - EFEITO DA GLUCOSE E CICLOHEXIMIDA SOBRE O CON-
SUMO DE ACUCAR E CRESCIMENTO DO FUNGO DURANTE

A INDUCAO DA TREALASE PELA MALTOSE.

O fungo foi previamente crescido em glucose a 1% e apos 12
horas em jejum, as células (4 g) foram transferidas para o meio
contendo maltose a 0,2%. Apos 12 horas de incubagao, o material
foi dividido em trés partes i‘g;:tais. Um deles serviu de controle
( @@ ) e nos demais foi adicionado 0,2% de glucose ( 0O ) e 30 ug/ml de
cicloheximida ( A—4A ).

A- Carboidrato residual

B- Crescimento do microrganismo
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Fig. 24 - EFEITO DA MALTOSE, GLUCOSE E CICLOHEXIMIDA

NA PRODUGCAO DA TREALASE.

O fungo previamente crescido em glucose a 1% foi transferido pa-
ra frasco de 2 litros contendo 1 litro de meio .com 0,2% de maltoc
se. ApOs 12 horas de incubagao foi dividido em treés partes iguais:

©-® - controle; O-O - adigao de 0,2% de glucose; A—A- adicao
de 30 ug/ml de cicloheximida.

A- Trealase extracelular

B- Trealase intracelular



4. CONCLUSOES

A trealase micelial do fungo Scopularniopsis brevicaulis
foi purificada 362 vezes com 51% de rendimento.

A enzima é especifica para .a trealose com Km de 0,48mM.
A maioria dos cations divalentes testados apresentaram
efeito inibitdOrio scbre a atividade -da enzima.

A enzima foi inibida competitivamente pelo Tris (Ki=71mM)
e PCMB (Ki=0,11 mM) e nao competitivamente pelo Hg++
(Ki= 0,016 mM).

A enzima mostrou maxima atividade catalitica em pH

6,0 - 6,2 a 459C e apresentou .energia de ativacgao de

12 kcal/mol.

A trealase & uma glicoproteina tetramérica com 430.000
de peso molecular.

A enzima apresentou ponto isoeletrico em torno de 2,9.
A trealase micelial apresentou a maioria das .proprieda-
des, semelhantes @ da enzima liberada ao meio de cul-
tura, exceto o ponto isoelétrico e o peso molecular.Su-
gerindo a presenca ‘'de uma enzima dentro da célula que

apOs<um processo de glicosilagao seria secretada.

A adigao da glucose em um sistema induzido, levou 3
reducao da atividade trealadsica, demonstrando a exis-
téncia do fendmeno da repressdao da sintese protéica

por esta hexose.
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Os experimentos executados com a cicloheximida sobre a
indugao da trealase, resultaram na redugao da velocida-
de de sintese da enzima, sugerindo que o estimulo na
produgao da enzima em presenca de amido e  decorrente

da sintese "de novo" e ndo da remogao de um inibidor ou

da ativacao de uma proteina pré-existente.
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