JOSE SIQUEIRA DE ASSIS

CICLO DO ACIDO GLIOXILICO EM PICNOPORUS

CINNABARINUS,

Tese de Mestrado apresentada ao
Departamento de Bioqufmica da

Universidade Federal do Parana.

CURITIBA
- 1973~



CONTEUDO

INTRODUGAO

---------------------------

MATERIAIS E METODOS

-------------------

RESULTADOS: : < 64 a0 .

DISCUSSAO

RESUMO. .../t ciiececeransosroneoans

AGRADECIMENTO

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS..

10

15

31

34

35

36



"INTRODUCAO

Muitos microrganismos podem obter a energia necessaria para
0S processos biossintéticos, tendo como fmica fonte, compostos com
dois étomés de carbono, como por exemplo acetato e etanol.

Até hoje sao conhecidas duas éequéncias anapleréticas para o

metabolismo do acetato, A primeira envolve a fixagao do CO, e pare

2
Ce operar somente em organismos anaerébicos; a outra envolve duas
enzimas que desviam as etapas descarboxiléfivas do ciclo dos-écidos
tricarboxilicos, e se encontra amplémente idistribuida entre os rmi-
crorganismos (1),

A elucidacgao dvas ¢tapas que envolvem o ciclo do écidq glioxf—
lico, como é comumente chamada esta via, partiu de uma seérie de

experiéncias e observagoes de diversos autores., Stephenson e Cook

(2) utilizando células intactas de Escherichia coli, crescidas em ace-

tato, observaram que as mesmas oxidavam rapidamente o acetato,
Entretanto o consumo de oxig@nio era de 80% do total necessario pa=
ra a completa oxidagao daquele substrato, Clifton (3) utilizando

Escherichia coli crescida em acetato observou que o consumo de

oxigenio era menor que o teorico e que parte do acetato era incor-

poradc ao material celular, Em 1953, Campbell, Smith e Eagles

(4) utilizando extratos livres de células de Pseudomonas aeroginosa,
tendo citrato como substrato, ndo obtiveram 0- ceto-glutarato no
‘liquido de fermentagdo. Tentando obter as 2-4 dinitrofenilhidrazo-
nas do a.-ceto-glutarato e id_entificaf—las por cromatografia, en-

contraram manchas que foram posteriormente identificadas como
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acido glioxﬂico. Os autores levantaram a hipétese de que o cisa=
'cohitato ou o isocitrato fossem os precursores do glioxalato. Logo
se uma cisdo destes acidos estivesse ocorrendo, haveria formacao
de um mol de glioxalatc e um mol de succinato, Assim foi aventada
a poésibih’dade da existéncia de um desvio do ;:iclo dos acidos tri-
.carboxilicos neste microrganismo, entre as etapas de cis=-aconita-
to a' succinato. A utilizacao de compostos radioativos veio trazer
novos esclarecimentos ao assunto, Quando acetato marcado era adi
cionado a um meio de cultivo dé um microrganismo aerobico, era
}"r?apidamen!rte utilizado e a radioatividade aparecia em todos os cons
tituintes celulares, Goldschmidt, Yall e Koffler (5) fornecendo ace

tato radioativo as celulas de Penicillium Chrysogenum, encontra-

ram —que m? inicio somente os.componentes do ciclo dos acidos tri-
_carboxf'licos e os amino acidos dele derivados diretamente, se en-
contravam marcados. Estes fatos sugeriram que o ciclo dos acidos
tricarboxilicos era a via predominante para o metabolismo do ace=
tato. Entretanto som}en»te o ciclo nao poderfa suprir as necessidades
energéticas da celula evi:)rover os precursores dos constituinte.s ce=~
lulares. Smith e Gunsalus (6) frécionando um extrato 1iv£te de éélu-

/ . . .
las obtido de Pseudomonas crescidas em acetato, conseguiram ob-

ter uma enzima, que denominaram de isocitratase, que era capaz
de catalizar a clivagem do isocitrato dando como produto glioxala=-
to e suécinato em quant’idad.es equimoleculares, A enzima mostrou-
se dependente de ions divalentes e grupos sulfidrilicos. Olson (7)
-em 1959 constatou a presenga de uma isocitratase em extrato livre

de células de Penicillium chrysogenum crescido em acetato e de-




monsirou a reversibilidade da reacao,
Isocitrato ———> Glioxalato + Succinato

A enzima foi posteriormente denominada Isocitrato liase
(E.C.4.1.3.1). |

.Wonig e Ajl (8) utilizando E. coli crescida em acetato pre-
pararam ufn extrato livre de células e identificaram uma enzima que
denominaram malato sintetase (E.C.4.1.3.2) e que éataiisava a se-

guinte reacao,
Glioxalato 4 Acetil CoA —> Malato + CoASH

Estudos efetuados com Pseudomonas crescida em 14(3 ace-
tato (9~10) confirmaram o encontrado por Goldséhmidt et all (5) de
que todos os interm_gdiér”ios do ciclo dos acidos tricarboxilicos ve
amino acidos deles derivados eram os unicos produtos radioativos
detectados apds breve incubacao, Entretanto inesperadamente en-
contraram que no inicio havia muito mais malato radioativo do
que citrato e succinatd, erﬁbora esta diferenca nao seja notada apéé
maior témpo de incubagﬁé. Resultados semelhantes foram encon-

trados em E. coli (11-12), Aspergillus niger (13-14) e Saccharomyces

Sp (15). Se o ciclo dos acidos tricarboxilicos fosse a unica via para

. . . 7
o metabolismo do acetato, o citrato e o succinato seriam sempre 0s
precursores do malato nos primeiros minutos de incubagao. Kornberg

‘e Madsen (16=17) cultivaram Pseudomonas KB1, em meio sintético

contendo acetato como unica fonte de carbono. As suspensoes de cé-
lulas oxidavam rapidamente acetato e todes os componentes do ciclo

de Krebs, Nos extratos livres de celulas quando incubados com 14:C

acetato, ATP, CoASH, pglutation e glioxalato, o primeiro composto



marcado a aparecer foi o malato. Quando o isocitrato foi utilizado
.em lugalr do glioxaLlato, o resultado foi semelhante, formando=-se
primeiramente o malato. Destas exper‘iéncias os autores cqncluf-
ram que a Pseudomonas KB1 crescida em acetato, possufa um me=
canismo.auxiliar que conduziria a formacgao do malato a partir de
isocit_rato,} além dos sistemas enzimaiicos do ciclo dos acidos tri=
carboxilicos, Nesta via nao oxidativa haveria a clivagem do isoci-
traté pela isocitrato liase e a condensacao do glioxalato e acetil
CoA, pela agao da malato sintvetase. Estas reagoes resultariam na
formacao de dois acidos dicarboxilicos com C4 a partir‘_ do isoci=-
trato e acetato. Em 1957 Kornberg e Krebs (18) ﬁ‘cilizando extra=-

tos livres de células de Pseudomonas crescidas em acetato, vari-

anao o tempo de .incubag:io e estudéndo a distribuicao da radioati-
vidade dos compostos formados a partir do acetato, verificaram
que o ace£ato entrava no ciclo dos acidos tricarboxilicos em dois
pontos: no primeiro o acetato se condensava com o oxalacetato
(enzima de condensacgao de Ochoa) e formava citrato, este a seguir
era clivado formando glioxalato e succinato; no outro ponto o ace=-
tato se condensava com o glioxalato (malato siletetase) formando o
malato. A esta sequéncia Kornberg denominou de ciclo do acido
glioxilico. A existencia do ciclo do glioxalato implica no funcio=
namento de duas variantes do ciclo .dos écidos tricarboxilicos,
uma como via terminal do processo respiratorio, 1evand‘o o aceta-
to a completa oxidacgao (Co2 e HZO)’ fornecendo gr“ande.parte da
energia aos processos endergan_icos, e outra fornecendo o succi~-
nato a partir de duas moleculas de acetato, ‘vproduzindo deste mo=

do os precursores para o metabolismo celular,
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O ciclo do acido glioxilico pode tambem explicar a trans=-
formacao direta de acidos graxos em carboidratos. Assim Kornberg
e Beevers (19) demonstraram a presenga do ciclo do acido glioxi=

lico nas sementes de Ricinus Communis (mamona) e a transforma-

~ b ‘ : ; :
¢ao dos acidos graxos (acetil CoA) em carboidratos era explicada
desta maneira, ™’
Como o ciclo do glioxalato serve para suprir os organismos
crescidos em acetato, de acidos -~ - carboxilicos com C4, o funcio=-
4 : .

. ’ 4 . . F .
namento do mesmo nao seria necessario quando os intermediarios do
ciclo dos acidos tricarboxilicos ou compostos que lhe possam dar o=
rigem fossem formados. Mesmo quando o ciclo do glioxalato fosse

.o ) ~ .. ~ . ' ¢
necessario para a produg¢ao de um desses acidos organicos, deveria
existir nas células mecanismos de regulacao para comandar as
operagoes simultaneas do ciclo dos acidos tricarboxilicos e do ciclo
do acido glioxilico afim de evitar um descontrole na utilizagao de
um substrato, para suprimento de energia ou para o fornecimento
dé"precursores do material celular (26), Em muitos organismos es-
te controle seria exercido pela isocitrato liase. As observagoes
de diversos autores de que a isocitrato liase era inibida nao compe-
titivamente por succinato (27-14) e oxalacetato (28) e sabendo-se
ainda que a produgao de succinato e malato e resultado da agao das
enzimas do ciclo do acido glioxilico, sendo o malato o precursor
imediato do oxalacetato, sugeriram a existencia de um mecanismo

: - . N ‘ ] .
de controle do tipo ''feed back'' negativo.
Um segundo tipo de controle se manifesta pela regulagao

da formagao da isocitrato liase. Smith e Gunsalus (29) foram os
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. . . . ;
primeiros a notar que esta enzima so era encontrada em quantidades
abundantes quando os microrganismos eram crescidos em acetato,

. Id . 3 .
Isto foi confirmado em uma serie de microrganismos ( 12-14-20-21-

22-23=24-25), As experiéncias realizadas por Kornberg e Elsden

'(26) com Ps’eu,ldomonas’ova'li'sJ demonstraram que as cclulas quando
célocadés em meio contendo acetato continuavam apresentahdo alta
atividade especifica para isocitrato liase, Entretanto quando estas
células eram colocadas em presenga de succinato, cessava comple=
tar,nente a formagao de isocitrato liase, Se as céiulas crescidas em
succinato fossem colocadas em meio contendo uma mistura de suc-
cinato e acetato, a isocitrato liase so comegava a. ser fofmada apos
todo o succinato ter sido u.tilizador. Assim tambem as células cres-
cidas em succinato, quando transferidas para um meio contendo ace-
tato, sO comegavam a crésce_r apos um periodo de "lag'" de duas ho-
ras quando o nivel de isocitrato liase subia abruptamente, Os niveis
dé isocitrato liase se mantiveram constantes durante a fase logarit=
mica de crescimento (30), Estas observagoes permitiram postular a

funcgao do ciclo da glioxalato como uma sequéncia necessaria para o

érescimento em acetato; Estudos com Micrococus denitrificans (31),
mostraram que a formacao da isocitrato liase era profundamente
influénciada pela composi¢ao do meio de cultivo, Assim a adicao de
pequenas quantidades de extrato de levedura ( que contem succinato)
retardaram a formagéio.de isocitrato iiase nas celulas cfescidas em
acetato, Este é um efeito semelhante ao observado por Kornberg e
Elsden (26) com é adigao de succinato ao fneio de cultivo, Estes fa-
tos sugeriam que a is.ocitrato liase estava su’jeita a repressao pelo

suctinato ou compostos dele derivados (32-33-34), Estes fatos leva=
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‘ram Kornberg e Elsden a afirmar que uma provisao ou produgao de um
& . . . . -~
excesso de acidos dicarboxilicos com C4 conduzem a formag¢ao de um
repressor para a isocitrato liase, Desde que o acetato nao pode dar o=
y ’ z. e -~
rigem a formagao de acidos dicarboxilicos com C4, na ausencia de i=
. . . Id s
socitrato liase, o crescimento continuo seria acompanhado de uma
. if . . s . . ~ .
baixa dos niveis intracelulares destes acidos e em consequencia uma
desrepressao da enzima.

Flavel e Woodward (35) estudando as enzimas do

ciclo do glioxalato em Neurospora crassa, verificaram que o adicio=

nando aos meios de cultivo que continham acetato como fonte de car-
bono, intermediarios do ciclo de Krebs e compostos com ele relacio=
nados, somente o glutamato produzia r;épressa-to significante.na ativi=
dade da isocitrato liase e malato sintetase, AshWorth e Kornberg(36)
sugeriram a existéncia de um controle fino em E, cbli exercido pe-
los niveis de fosfoenolpiruvato nas células‘, que mostrou ser um ini=-
bidor nao compet_itivb da enzima, Séus resultados indicam que o fos=-
foenolpiruvato impede a formacao de compostos com C4 a partir de
acetéto,- nas células ricas em enzimas do ciclo do glioxalato e isto e
conseguido atraves da inibicao da isocitrato liase, A conclusdo de que
o controle do ciclo do glioxalato seja feita pela isocitrato diase e nao
pela malato sintetase outra enzima chave do ciclo, baseia=se em tra=-
balho feito em P, ovalis (3‘7') que mostrou que os niveis intracelulares
de isocitrato liase sao profundamente afetados pela fonte de carbono
utilizada para o crescimento, sem que grandes alteragoes sejam obser
vadas nos niveis de malato sintetase. Resultados semelhantes aos en=

contrados em _I_D. ovalis foram obtidos em M, dentrificans (24) Asper=~

gillus niger (14) Chromatium (26) e diversos membroa da familia das




"~ Athiodaceae (25). I'm contraposigao em Saccharomyces Sp, (20) e

E coli (12~38) foram encontradas grandes variagdes nos niveis de
malato sintetase sugerindo a existéncia de uma indugao sequencial
da malato sintetase, nestes ultimos microrganismos pelo glioxalato
formado pecla agao da isocitrato liase, Estes fatos vem em apoio ao
encontrado em E. coli‘ , de que a formagao da isocitrato liase prece
de a formacao da malato sintetase (38) e tambem de que o ciclo do
glioxalato seja controlado pela agao da isocitrato liase,

Armitt, Roberts e Kornberg (39) (40) estudaram
_a variacado da atividade da isocitrato liase e malato sintetase numa

amostra sc':lvagem»de Aspergillus nidulans, em presenca de diferen=

tes fontes de carbono, Observaram entre outras coisas que a presen
¢a de uma mistura de acetato e glutamato ne—go afetava a atividade es
pecifica da isocitrato liase em relagao as. celulas crescidas somente
em acetato. Investigaram 'tambem os niveis destas duas e'bnzima's <o)
mutantes isocitrato liase negativas e malato sintetase negativas. As
fnutantes malato sintetase negativas apresentavam niveis normais ce
isocitrato liase, quando crescidas em uma mistura de sacarose e a~
cetato, Da mesma forma as mutantes isocitrato liase negativas a-
presentavam niveis normais de malato sintetase, Esta ultima obser=
vacao contraria a hipotese de uma indugao sequencial da malato sin=
tetase pelo menos neste microrganismo. Em suma, podemos concluir
que o ciclo do glioxalato foi amplamente estudado em bacterias e
.fungos imperfeitos. Em fungos superiores, esta via tem sido.pouco
estudada. Casselton, Fawole e Casselton (41) determinaram a ativi-

dade da isocitrato liase em extratos livres de ceélula de um basidio=~

miceto, Coprinus lagopus em diferentes fases de desenvolvimento,
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utilizando acetato, glicose e asparagina como fontes de carbonb. Pos~
teriormente Of Sullivan e Casselton (42) estudaram a localizagao sub-
celular das enzimas do ciclo do glioxalato no mesmo Basidiomiceto.,
Entre a classe dos Basidiomicetos, encontramos
diversos fungos apodrecedores da madeira, pei‘tencentes a familia das

Polyporaceae, Nestes microrganismos nada se conhece a respeito do

ciclo do acido glioxilico., Entre estes basidiomicétos encontra=-se

Picnoporus cinnabarinus, Uma amostra desta especie isolada no Ins=-

tit.uto de Biologia e Pesquisas Tecnolégicas, foi ‘capaz de crescer em
meio sintético, contendo acetatvo como fonte de carbono, O presente
trabalho visé esclarecér o funcionamento desta via quando o fungo é
crescido em diferentes fontes de carbono, Deste modo maiores es=
clarecimentos poderao advi'r., no que concerne a fisiologia e morio-

-~ . 3 . '
genesis destes microrganismos,
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MATERIAIS E METODOS

1~ Microrganismo’: A amostra de Picnoporus cinnabarinus {oi

isolada e classificada no Instituto de Biologia e Pesquisas. Tecnolégi—
cas do Estado do Parana,

2- Condicoes de cultivo: A cultura foi mantida em agar-

Sabouraud fglicose.' O meio liquido de cultivo apresentava a seguinte
composigao: KH,P0, anidro 0,9 g%, Na,HPO, anidro 0,8 g%,

(NH4)2 SO4
0, 001g%, Cu SO

0,2 gh, Mg SO, O,02g%, N1{4N030,1g%, Mn S0,
4 0,002g%, hidrolisado de caseina, 1g%, extrato

de malte C,1g%, glicose, acetato, ou etanol 1g%. A glicose e o
extrato de malte quancio utilizados foram esterelizados separadamente.
O etanol absoluto foi acrescentado apos esterelizagao. Nas experién-
cias em que foi médida a atividade de malato sintetase, o hidrolisa-
do de caseina foi suprimido do meio de cultivo. O meio foi éjustado
a pH 6,0. A seguir foi distribuido em'frascos erlenmeyers de

2.000 ml de capacidade, conteﬁdé 500 ml de meio ligquido em cada um.
Foi eﬁtgo esterelizado durante 30 minutos ém autoclave a uma atmos-
fera de pressao.

f A amostra foi inoculada a partir da cultura estoque em
Sabouraud, em meio contendo glicose, etanol ou acetato como fonte
de carbono. E, seguida os frascos foram colocados em um agitador
rotativo a 100 rotagoes por minu£o % temperatura de 28°C. O micé-
lio foi coletado apE)s 72 horas, por .filtragévo em gase, sendo lavado

* . [ . . - . .9 .
varias vezes com agua destilada. O material coletado foi distribuido

em diversas porgoes, enroladas em papel estanhado e estocadas a



~200(:. Este material foi usado no preparo dos extratos livres de

celulus.

3- Curvas de crescimento: Para a realizagao das curvas de

. ) . . ‘ 3 L
crescimento nas diversas fontes de carbono, foi preparado o inocu-
lo a partir; da cultura estoque em Sabouraud, utilizando glicose, a-
cetato ou etanol como fonte de carbono. Para dar uniformidade ao
3 L4 . ’ ’ . a . |
inoculo foram colocadas perolas de vidro aos frascos de cultivo.

. 5 : . - :
Apos 12 horas de crescimento obtinha-se u.na suspensac uniforme
da qual 1 ral era assepticamente transferido para frascos de 500ml
de capacidade contendo 100 ml do meio liquido. Os frascos eram
. o~ 0 B
mantidos em agitagao constante a 28 C. As diversas amostras fo-
ram coletadas nos diferentes tempos por filtragao em papel de fil-

, . . . . ~O

tro previamente seco e pesado e a seguir levadas a estufa a 100 C
L d
ate peso constante.
O peso seco das diversas amostras foi assim calciiado para
a determinacao da curva de crescimento.

4- Medida de Consumo de Oxiggnio: O consumo de oxige?nio

: ’ . . -, * - . .
por celulas intactas de Picnoporus cinnaba:rinus, em meio conternco

D-glicose, acetato de sodio ou etanol, como fonte de cérbono, ioi
medido manometricamente em aparelho de Warburg. D-glicose e a-
cetato de sodio foram os substratos empregados. As células cole-
tadas foram lavadas tres vezes com égua destilada e 'suspensas em
tampzo fosfato O,lM.pH 5,6 e deixadas em jejum com aerage;o G
rantc 14 horas. A seguir o material foi novamente filtrado e st -
pens~ no mesmo tampao fosfato, na proporgao de 1lg (peso umiav.
para 25 mi, sendo a suspensao utilizada em seguida. O sistema e

incul»aggo continha 2,5 ml da suspensao de celulas e 10 pmoles de
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: G (0] S~ e
subsirato. O sistema foi incubado a 28 C em condigoes aerobicas
e com agitagao constante de 90 ocilagoes por minuto. O COZ’ libe~
rado foi retido em 0,15 ml de KOH a 15g%. O coeficiente respira-
torio (QOz) foi definido como M1 de oxigenio consumidos por mg de

. .
celulas (peso seco) por hora,

. . , . . o )
5- Extrato livre de celulas: Os ‘extratos livres de celulas

foram preparados por dois processos:

a) 3 a 4 g de celulas congeladas foram colocadas em um
gral de porcelana e trituradas com dois volumes de areia do mar,
proviamente lavada e calcinada. A massa thida foi suspensa com
trés volumes defampgo Tris HCLl pH 7,8, se a en{zir.na a ser es-
tudada era a isociirato liase e pH 7,9 se a atividade a ser medida
era a da malato sintetase. |

b) 2 a 3 g do .micéliq foram suspensas em cinco volumes de
tampeTo Tris HCI pH 7,8 ou 7,9 conforme a enzima a ser analise-
da; a suspensgo foi a seguir submetida a tratamento em ultra som
por dois minutos em um Biosonik~Ultrasonic-Prove Bronwil modelo
BPII a frequéncia de 20 Keps. As suspensoes obtidas pelos dois
metodos fbram centrifugadas a 12.000 r.p.m. durante 10 minutos
em centrifuga refrigerada O~4OC (modelo PR 2) e os sobrenadantes
foram utilizados como fonte de enzima.

6- Medida das atividades enzimaticas .

6.1 - Isocitrato liase. A isocitra:to liase foi determinada pe-
lo méctodo de Daron e Gunsalus (43) usando D-L isocitrato como
substrato e medindo o glioxalato acumulado. O sistema de incuba-
¢éo foi o seguiﬁte: 10 moles de tampao Tris HCL 3 pmoles de
Mg Clz; 2 M moles de cistelna HCl; 7,5 pmﬁoles de D—L isocitra=-

to; enzima 50 a 100 pg e égua para perfazer um volume de 1,9 ml.



A atividade especifica foi expressa como: WKmoles de glioxalato
por mg de proteinas por hora nas condigses de ensaio.

6.2 - Malato sintetase. A atividade de malato sintctase foi
ensaiada medindo a liberacao de coenzima A”SH, quando os extratos
ve‘ram incubados com acetil-coenzima A e glioxalato, segundo Orston
e Orston (44) modificando o volume e é tempo de incubagzo. A com-
posicao do sistema era a seguinte:v tampao Tris HCl pH 7,9, 350

L moles, Mg Cl2 5 umoles, acetil-coenzima A 0,2 umoles, glio-
xalato bde sodio 0,5 umoles, enzima 50 a 200 nge. Volume final de
incubagao 0,5 ml. A mistura foi incubada a 30°C durante dois mi~
nutos e a Areagé'o interrompida pela adiggd de 1 ml de ureia 6N e
0,5 pmol de acido 2-nitrobenzoico (5, 5!'Ditiobis). Ap(')_s dez minu-
tos, a absorg50 a.412 m foi determinada em espectrofqtometro
Beckman modelo DU2. A atividade especifica foi definida como

moles de grupamentos SH formados por mg de prote‘fna por hora,

nas condigoes de ensaio.

7~ Identificacdo dos produtos das reac;aes.v

7. 1L - Idenfificagé'O' do glioxalato. Para a identificagcao do
g¢lioxalato formado pela ag§o=,.da isocitrato liase foi utilizada a téc-
nica de Daron e Gunsalus (43). O sistema de incubacao tinha a se-

3 umoles,

guinte conupbsiggé: Tampao Tris HCl 10 pmoles, MgC12

cistelna HCl 2 pmoles, D-L~isocitrato de sodio 7,5 umoles, ex-
trato livre de celulas 0,04 ml, (120 pg de proteina) agua para per-
fazer o volume de 1,9 ml. Um padrgo de glioxalato foi tratado da
mesma maneira. Os espectros da 2-4 fenilhidrazona formada, no
ensaio e no padrgo, foram determinados em espectrofotometro

Beckman, modélo DB com registrador acoplado.
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7.2 - Identificacdo do malato. Para identificdgao do malato

o . . ot 3 .
pela agao da malato sintetase, foi usada a tecnica descrita por
Warner et alli (45). O sistema de incubagao continha: 50 umoles de

Tris IHCl pH 7,9, 10 moles de MgCl,,0,2 u%oles de glioxalato de

o2
2

sodio, 0,2 uCi de glioxalato de sodio - 1-C 4’ 0,5 umoles de

1
scetil CoA, 0,1 ml de extrato livre de ceélulas ( 1 mg de proteina)
,ég‘ua para perfazer 0,56 ml. Paralelamente foram efetuados dois

controles, jum com enzima fervida e outro com enzima dialisada
. i
curante seis horas em tampao Tris HCl 0,01MpH 7,9. As  aliquo-
tas retiradas apos a incubacao foram acrescentados 50 umoles de
acido mélij:o como carreador. O acido org§nico férmédo pela agé'o
da enzima foi localizado por comparaggo, com um padrgo de zcido
mélico, ccrrido no mesmo cromatograma e revelado com aniling,

xilose em metanol (4_6). As amostras radioativas foram detectadas

em contador de cintilagao liquida Beckamn modelo LS-133.

. oot ¢ ¢
8 - Determinacgao de protelnas: As proteilnas foram deter-

minadas pelo método‘ de Lowry et alli (47).

9 ~ Reagentes: D-L isocitrato sal trissodico, acido glioxi-
lico sal sodico, S-acetil coenzima A sal sodico, albumina bovina cris
talina e acido malico, erarm produtos fornecidos pela Sigma
Chemicgl Company, acido 2~ nitrobenzoico fornecido pela Calbiochem,

glioxalato de sodio 1~C produto da Amersham Searle, Tris

14’
(hidroximetil) amino~-metano, 2-4 dinitrofenil-hidrazina, e os sais

minerais usados para o meio de cultivo, eram produtos Merck.

Extrato de malte e hidrolisado de caseina fornecidos pela Difca.
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RESULTADOS

Curvas de crescimento: O fungo Picroporus cinnabarinus
foi crescido em meio contendo glicose, etanol ou acetato como
fonte de carbono. Os gréficos das figuras I, II e III relacionarm
O peso seco dos micélios com o tempo de crescimento. Os re-
sultados mostram que o crescimento variou em ordem decres-
cente quando a fonte de carbono era glicose, acetato ou etanol.

,

A fase exponencial do crescimento se situa entre 24 e 128 horas
para as celulas crescidas em glicose e 48 a 150 horas para as
células crescidasb em acetato e etanol. O peffodo de- lag
observado, quando.és células eram crescidas em etanoi e em

. * .
acetato pode ser explicado como sendo o tempo necessario para

a indugao das enzimas:do ciclo do glioxalato.

Utilizacao .da glicose e do acetato: As experiéncias reali-
zadas para medir o consumo de oxige?nio em respirametro de
Warburg, estao evidvé\nciadas nas figuras IV, V, VI e na tabela I,
Pode~se observar que as celulas crescidas em glicose utilizaram
melhor a glicose que ¢ acctato.. Para ag crescidas em acetato,

a oxidagﬁb deste foi maior que a da glicose. Quando as celulas
foram crescidas em etanol, o cbnsﬁmo de oxig@nio fol maior para
a glicose do que para o acetato.

Atividades enzimaticas: As atividades da isocitrato liase e

malato sintetase variaram de acordo.com a fonte de carbono uti-

lizada para o crescimento como mostra a tabela II. A presenca de

-~

N . € . o .
hidrolisado de caseina no meio de cultivo, ocasionou a represssao
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da V-atividade da malato sintetase. Para a medida da atividade
daquela enzima, foi necessario suprimir o hidrolisado de caseina
do meio de cultivo..

Os dados da tabela II derhonstram ainda o aumento da ati-
vidade tanto da isocitrato liase como da malafo sintetase quando
o fungo era crescido em acetato. Houve tambem um ligeiro au-
mento da atividade enzimiatica quando o microrganismo 'era cres-
cido em etanol. O crescimento erﬁ glicose resultou na repressao

da atividade das duas enzimas.

‘Influéncia da concentraééb de enzi'ma sobre a velocidade da
reaggo. YA\influé'ncia da concentraggo de enzima sobre a velocida-
.dé da reacgao esta evidenciada nas figuras VII e VIII.Os dados mos
.tram que existe proporcionzlidade entre a velocidade da reaggo e
a concéntraggo de_enzima, para a isocitrato liase até a concen-
tragao de 120 ug de ‘protefnas e para a malato sintetase ate a

concentracao de 0,2 ug nas condigoes dos ensaios.

Identificagé‘fo dos produtos das reag;Ses. O giioxalato formado
pela agé"o da isocitrato liase foi identificado por comparaga"o com O
expectro‘das 2-4 fenil-hidrazonas preparadas a partif de um pa-
drao de glioxalato de sodio. Os dados da figura IX mostram a
identidade dos espectros, sugerindo ser o acido glioxilico o pro-
duto da reagao.

A forrhaggo do maiato pela aggo da malato sintetase foi
comprovada utilizando glioxalato ~1~C14 como substrato. O pro-
duto radiocativo apresentou a mesma mobilidade cromatogréfi ca do
padrgo de acido mé}ico. Os resultédos da incérporéggo do glioxa~

lato em malato encontram-se. na tabela III.
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Efeito do Mg sobre a atividade da isocitrato liase. O

L . ) ~ . . ~ . . .
grafico da figura XI demonstra a ativagao da isocitrato liase pelo
® . . . . [d . >
magnesio. Houve ‘aumento da atividade enzimatica ate a conccn-
- -4
tragao de 6 x 10 "M.

Efeito dos grupamentos SH sobre a atividade da isocitrzto

liase. A atividade da isocitrato liase demonstrou ser totalmente
- -~ .. .
dependente da presenga de grupamentos SH. Na ausencia de cis~

teina HC1 a atividade foi reduzida em 83%. Por outro lado o p-

.. e .. ~ -5
cloromercurio benzoato de sodio na concentracao final de 10 "M

i . . . - ) . - . o .
provocou uma inibicao de 97% na atividade enzimatica.
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FIGURA 1
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IRVA CRESCIMENTO ACETATO
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FIGURA 111
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FIGURA 1V

. -~ . ¢ . .
Oxidacao da glicose e acetato por celulas de P.. cinnabarinus
em glicose.
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Sistema de incubagzo: 2,5 ml da suspensao de celulas 1g {(peso
umido) em 25 ml de tampao fosfato 0.1M pH £.6:. 10 pmoles de
substrato, 0,15 ml KCH 15¢%. '
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FIGURA V

Oxidagao da glicose e acetato por celulas de P. cinnabarinus, crescidas

em acetato.
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FIGURA VI

. - . , . %
Oxidacao da glicose e acetsto por celulas de P.cinnabarinus,
crescidas ern etanol.
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em 25 ml de tampao fosfato 0,1 M pH 5.6; 10 jimoles de substrato,
0.15 ml KOH 15g%.
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FIGURA VI

Influencia da cencentragao de isocitrato liase. sobre a velocidade

da reagao.

{
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FIGURA \Vill

Influencia da concentragao de malato sintetase sobre a velocidade da resgao.
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FIGURA Ix*

Caracterizagao do produto da reagao da isocitrato liase.
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FIGURA X

s Heeke o : .
Efeito do Mg sobre a atividade da isocitrsto Jiase.
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DISCUSSAO

-“ 3 . v L4 - . :
As experiencias realizadas com cclulas intactas e extratos

Rl

livres de cclulas de Picnoporus cinnabarinus demoﬁstraram ser o
ciclo do acido glioxﬁico operante neste microrganismo, conforme
ficou demonstrado pelos resultados das fig‘urés IV, V e VI e pelas
tabelas I e II. Os exiratos livres de células apresentaram ativi-
dade para as»duas enzimas chave do ciclo do glioxalato, isocitra-
sto liase e. malato sintetase‘ (Tébela II). Ficou igualmente demons=-
trado que a atividade de isocitrato lia‘.se aumentava cerca de iGO
Vezés quando. o acetato efa usado como fonte de carbono para o
crescimento, em relaggo a mesma concentraggo de glicose. Qua_r}
do as celulas eram crescidas em etanol, o aumento da atividade
da isocitrato liase em relagévo, as celulas crescidas em glicose
foi de cerca de 10 vezes. Estes dados estao de acordo com o que
foi observado primeiramente por Smith e Gunsalus (29) e poste-
riormente cor%firmado em uma serie de microrganismos (12=-14-20-
21-22~23-24-25). O aumento da atividade especffica da malato sin-
Atetase, QUando o fungo era crescido em acetato, fdi de 3,5 vezes
‘em relagio a das células crescidas em glicose. Quando cresci-
das em etanol o aumento fol de duas veées‘exn relar;éfo a glicose .
Estes dados estao de acordo.com o que foi observado por Armitt

et all em Aspergillus nidulans (40). Fiavel e Woodward (35) en-

contraram que em Neurospora, a isocitrato liase e a malato sin-

tetase se encontravam reprimidas quando, se acrescentava gluta-
. . ¢ o

mato ao meiocde cultivo. Concluiram que esta rpressao era de-

vido a capacidade do glutamato secr catabolizado da mesma manei-
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ra que outros intermediarios do ciclo de Krebs.
O meio de cultivo utilizado para o crescimento do Picno-

porus cinnabarinus apresenta em sua composigao hidrolisado de

2

caseina. Sabe-se que o mesmo ¢ rico em glutamato e em succi-
nato. Sabendo-se que tanto o glutamato como o succinato e outros
intermediarios do ciclo de Krebs reprimiam a atividade das en-
zimas do ciclo do acido gliox{lico (27-14~28), foi testado o efei-
to do hidrolisado de caselna presente no meio de cultivo sobre

4 atividade destas enéimas. No qué concerne a isocitrato liase
nao foi observadé repressao.Isto vem confirmar o que ja havia

‘sido observado por Armitt et all (40) em Aspergillus nidulans ,

onde o acrescimo de glutamato ao meio de cultivo que - continha
acetato nao reprimiu a atividade da isocitrato liase. A presenca
. . < . : .
de hidrolisado de caseina no meio de cultivo teve eutretanto pa=
pel importante na atividade da malato sintetase. AS primeiras
. . . s .~ ¢
tentativas para a medida desta enzima foram infrutiferas, mesmoc
P 2 g f z 9
utilizando-se metodos extremamenie sensiveis com glioxalato

1C A retirada do hidrolisado de caseina do meio de cultivo

14°
resultou entretanto na desrepressgo da malato sintetase que pode
ser entdo determinada. Estes resultadoé sugerem que a repres-
sao da enzima tenha sido causada por glutamato, succinato ou
outro amino.écido ou intermediario do ciclo de Krebs, presente

no hidrolisado de caseina e que estaria sendo usado como inter-
mediﬁrio da sintese de material celular o que tornaria desnecessa-
rio o funcionamento da via anaplerética. Como entretanto a iso-

citrato liase continuava ativa mesmo em presenga do hidrolisado

P r - % 1 X ~
de caselna e de se esperar que o glioxalato formado pela agao



desta enzima, tenha sido utilizado de outro modo, que nao via
malato sintetase. Sabe~se que em um fungo imperfeito Blasto-

cladiella emerson, Mc C'urdy e Cantino (48)*encontraram uma

glicina-clamina transaminase que atuava paralelamente com a
isocitrato liase, utilizando assim o glioxalato formado pela acgao
AP . cysqs , - . s
desta ultima enzima. Esta possibilidade devera ser investigada

no Picnoporus cinnabarinus . Desde que foi possivel detectar ati-

vidade de isocitrato liase em condigoes em que a malato sinte-

’

tase se achava quase completamente reprimida, pode-se supor
~que neste fungo a exemplo do que acontece com o Aspergillus
S e e e
nidulans (40) mao exista a chamada indugao sequencial da mala~
to sintetase como parece ocorrer em E. coli ( ). Entretanto
l} & L
este fato so podera ser totalmente esclarecido utilizando-se mu-

tantes, para 'malato sintetase e isocitrato liase a exemplo do que

foi realizado com o Agpergillus nidulans (39-40).

A dependencia de magnesio para a atividade da isocitrato
liase confirma o que fol enconirado tanto em bacterias como em
leveduras (6-—7-—49) dé mesma forma que a necessidade de cistel-
na ou glutation, demonstrando ser esta enzima SH dependente.

Do presente trabalho infere-se a importz;ncia. do ciclo do
acido glioxflico neste basidiomiceto. A grande variagao na dis-
ponibilidade de nutrientes, associada a necessidade de ac}aptagé{o
do microrganismo as condigSes ecolf)gicas deverao influenciar

. . s . & .
profundamente na fisiologia e morfogenesis deste fungo.
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R ESUMDO

As enzimas isocitrato liase (E.C. 4.1.3.1.) e malato

sintetase (E.C. 4.1.3.2.) enzimas chave do ciclo do acido glioxi

'rinus :

Estudou-se a variagao de concentracao das enzimas,
quando o fun_go era cresci&o em glicose, acetato e etanol como -
fonte de c.:érbono.‘Obs‘ervou-se que a atividade da isocitratase au
mentou 160'vezes quando o f.ungo era crescido em acgtato, nzo se
observando alteracao significativa na atividade da malato sinte-

tase.
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