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RESUMO

Pullularia pullulans (De Bary, 1866) Berkout, 1923, um
fungo imperfeito leveduriforme, metabolisa xilitol atraveés de
uma XiDH intracelular. A sintese da XiDH & induzida especifica
mente pela D-xilose em células em crescimento e em estado nao
proliferante. Experimentos realizados em presenca de cicloexi-
mida indicam que a indugao da sintese da XiDH & dependente da
sintese protéica. Estudos da indugdo da enzima, em culturas em
crescimento, mostram que o nivel mdximo de indugao (cerca de
200 vezes o nivel basal), & atingido em 25-57 horas de cresci-
mento.

A adigao de D-glucose a uma cultura de células em cres-
cimento, em que a XiDH esta sendo ativamente sintetizada, pro-
voca uma brusca queda da atividade especifica. Em células em
estado nao proliferante a adig&o de ‘D-glucose resulta numa ini
bicao da XiDH pré-existente pela indugao, bem como uma fraca
repressao catabdlica da sintese da XiDH. Esta inibigao da enzi
ma, causada pela gluco;e, nao & dependente de uma sintese pro
téica "de novo", mas a repressao catabdlica o &. A remogao de
glucose do sistema de indugao, acarreta numa rapida e completa
recuperacao da atividade da XiDH inibida e reprimida pela glu-
cose. A presenca de AMPc exdgena reverte a "inibigao-repressao

catabolica"estimulada pela glucose.
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1 - INTRODUGAO

A D-xilose & uma das mais abundantes formas de carboidra
to encontradas em biomassas. As pentoses D-xilose e L-arabino
se constituem cerca de 30% dos carboidratos neutros derivados
da madeira, de residuos agricolas, tais como sabugos de milho,
palhas de aveia e arroz, cascas de sementes de algodao, cascas
de cbcos, améndoas e bagago de cana—de—agﬁcar(83). Estes acgu-
cares junto com D-glucose e outras hexoses sao componentes da
"hemicelulose" da parede celular dos vegetais. Muitas espécies
de leveduras e fungos sao capazes de sintetisar hemicelulases
extracelulares que degrééam esta hemicelulose(27). Portanto,
estas espécies de microrganismos sao capazes de utilizar pron-
tamente a D-xilose e a L-arabinose, que sao produtos da degra-
dagdo da hemicelulose. A utilizagao destas duas pentoses atra
vés de enzimas como pentose redutases, resultam frequentemente
em produgao de xilitol e L-arabitol como principatis produtos

metabélicos(ga)

. A subsequente utilizagao Cestes pentitdis, a-
través de polidis desiérogenases, leva a formagao de xilulose,
a qual é fosforilada a xilulose-5-fosfato, conforme © Esquema
1@7,15,18,104)

A xilulose-5-fosfato & o intermediario chave na intercon
versao de pentoses (via das pentoses fosfato) em um "pool" me-

tabdlico de aglicares fosforilados com 3, 4, 5, 6 e 7 carbonos

em inter-relagao com a via glicolitica de Embden-Meyerhoff Par



2
nas. E sabido que estes intermediarios da via das pentoses fos
fato sao requeridos pelas células para a formagao de acidos nu
cléicos, amino-Acidos, lipideos e outros produtos metabdlicos
de importancia. Além disso, recentemente, tem sido descrito

que a D-xilulose pode ser fermentada para etanol por uma varie

dade de leveduras como a do género Saccharomyces(43).

ESQUEMA 1: Via de utilizacao de D-xilose e L-arabinose.

+
L-arabinose —2PPH o 1 . rabitol —>AD (b) Ll
(a) " NADH  L-xilulose

/

+
NADP NADPH
(c)
NADPH V
D-xilose (@) > Xilitol

/
NADH NAD*t

(b)

v
D-xilulose

ATP
(d)

D-xilulose-5-fosfato

(a) aldopentose redutase; (b) pentitoerAﬁ%esidrogenase; (c) L-

xilulose-NADPH redutase; (d) D-xiluloguinase.

Ha duas possiveis vias de utilizacao de D-xilose pelas
bactérias, leveduras e fungos que levam a formagao de D-xilulo

se(54):

i) D-xilose ———= D-xilulose

ii) D-xilose &=— xilitol T=——— D-xilulose
A D-xilose & isomerisada diretamente a D-xilulose por

uma D-xilose isomerase, ou pode ser transformada em sua ceto-
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pentose através de um sistema de reagoes de redugdao e oxida-
¢ao, tendo xilitol como intermedidrio. A D-xilulose formada &
entao, fosforilada pela D-xiluloguinase dando D-xilulose-5-fos
fato que podera seguir a via das pentoses fosfato ou ser fer-
mentada a etanol.

Este sistema enzimatico de oxido-reducao foi descrito pe

la primeira vez em Penicillium chrysogenum por Chiang e Knight

em 1959(15), e logo a seguir em 1960, por Veiga e colaborado-

res(l35). Também tem sido estudado em Rhodotorula(l39), Oospo-

ra lactis ), pichia miso'®?), candida utiics (Y4158+59,112)

Candida poZymorpha(98), Candida aZbicans(l32’l33’l34), Pichia

quereuum(124'125), Pachysolen tannophilus(zg'llg) e em onze ou

(83)

tras espécies de fungos miceliais . O fungo imperfeito Pul-

lularia pullulans, conhecido como "levedura preta", & também
capaz de utilizar D-xilose como fonte de carbono e energia. A
presenga de D-xilose em meio mineral induz a sintese de xili-

tol desidrogenase que catalisa aoxidagao do xilitol, a D-xilulose,

em presenga de seu cofator NAD+(123).

A via de conversao de D-xilose a D-xilulose parece de-
pender do microrganismo. Geralmente, os procaridticos (bacté-

rias) empregam uma isomerase para converter D-xilose diretamen

(11,51,52,53,66,71,85,111,115,118,151)
4

te a sua cetopentose ao

passo que os eucaridticos como leveduras e fungos, metabolizam

a D-xilose através de um intermediario, o xilitol. Poucas ex-
- 4 ) ¢
cegoes tem sido descritas(5 '76'129’149’152).

A oxidagao de polidis para cetoses foi descrita pela pri
(8)

meira vez em Acetobacter xylinum por Betrand em 1898 ' mas

os primeiros estudos de uma poliol desidrogenase couberam a

(10)

Blakley , que em 1951 descreveu uma sorbitol desidrogenase-
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+ -~ - -
NAD dependente, na fragao soluvel de figado de rato. Subse-

quentemente, varias desidrogenases tendo xilitol e/ou outros

polidis como substrato foram descritas em diferentes tecidos
animais(5’22’49’50’55’82'144), em hemolinfa de invertebradé34)
(26,77,116)

e em bactérias . Em leveduras e fungos também tem si

do descritas enzimas capazes de oxidar xilitol a D-xilulose.Ar

(4)

cus e Edson em 1956 relataram que extrato livre de células

de Candida utilis poderia oxidar manitol, sorbitol, L-ramnitol

e xilitcl. Poucos anos mais tarde Chiang e Knight(lS) e Veiga e

(135)

colaboradores descreveram as etapas inicais do metabolis-

mo de D-xilose em Penicillium chrysogenum e em Candida albi-
cans como sendo a redugao de D-xilose a xilitol, por uma reduta
se NADPH,dependente, e a oxidagcao do xilitol a D-xilulose por
uma desidrogenase NAD+ dependente. Varias xilitol desidrogena-

(14,58 159'112), C. albicans

e Pullularia puZZuZanélZ%

ses tem sido estudadas, as de (. utilis
(133'135), Pachysolen tannophilus(llg)
tem sido purificada e as suas propriedades caracterizadas.

A presenca deste sistema enzimatico em diversos microrga
nismos mostra a capacidade de adaptacao destes ao meio em cue se en
contram, ja que xilitol e outros polidis como manitol e sorbi-
tol, sao encontrados em quantidades significantes em frutas e

vegetais(l38)*.

A relativa facilidade com que as leveduras podem utili-
zar a D-xilulose através da via das pentoses fosfato ou pela

fermentagdo para etanol, sugere que a conversao de D-xilose a

D-xilulose, atraves do xilitol, esta sob um proces-

* Teor de xilitol(mg/100 g de péso séco)(l38): ameixa(935), mo

rango (362), framboesa(268), couve-flor (300), vagem (258),
berinjela (180), alface (131) e cogumelo (128).



(63)

so de regulagao .

Muitas enzimas como a xilitol desidrogenase sao enzimas
induzidas e sao encontradas somente quando o microrganismo e
crescido em presencga de um indutor especifico. Assim sendo, a
sintese destas enzimas, como todas as outras proteinas na célu
la estad geneticamente controlada. Os denes cue iniciam a sinte-
se de certas enzimas chaves podem ser seletivamente "dispara

" para produzir mais moléculas de enzimas, se a célula esta

das
em presenga de algum substrato especifico, que & chamado de in
dutor. Portanto, a indugao pode ser interpretada como sendo o
aumento na velocidade de sintese de determinada enzima causa-
da pela presenga do indutor.

A sintese induzida de novas proteinas,é portanto,um even
to basico em muitos processos celulares fundamentais como a di
ferenciagao celular, controle do crescimento, regulagao metabd
lica e secregao celular. Somente com a formulagao do modelo de
operon da lactose em organismos procaridticos, por Jacob e

(61,89,90) e subsequente explicacao dos detalhes & que

Monod
forneceram subsidios para a formulagao quantitativa dos aspec-
tos da inducao. A formagao induzida de novas proteinas & atual
mente estudada em grande variedade de sistemas, incluindo re-
gulagao bacteriana, infecgao viral em células procaridticas e
eucaridoticas, adaptacdo enzimatica em cultura de células, efei
tos hormonais-neurais em varios tecidos e modelos de sistema

(150). A questao & saber, até que ponto, os

de diferenciagao
conceitos formulados para operon bacteriano se aplicam a estes
sistemas citados, especialmente em células eucaridticas, como

leveduras e fungos.

Um dos mais bem conhecidos exemplos de sistema regulato-
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rio & o da sintese de B-galactosidade, a gqual tem sido utiliza
da como um modelo para o estudo da indugao e repressao da sin-
tese de enzimas em microrganismos.

A indugao de B-galactosidase tem sido estudada em Esche-

. . 4 -
richia colz(89’90'9 ) e em outros organismos procarioticos(Sl)

e eucariéticos(s’zs)

. Em todos, ha diferencas relativas aos
niveis maximos de indugao, especificidade de indugao, ‘concen-
tracao do indutor necessaria para produzir a sintese maxima de
enzima, cinética da sintese, e outros parametros.

Desde os pioneiros estudos sobre a B-galactosidase, em
1947, um grande numero de trabalhos tem sido publicado sobre
indugao e repressao de numerosas enzimas. Tem sido descrito que
a inducgao de determinadas enzimas era reduzida pela adigao de
glucose ao meio de cultivo. Esta observagao conhecida na época
como "efeito da)glucose“ foi considerada como um fendmeno que
participava na regulagao do metabolismo de carboidratos, somen

(33,89) __ oo

(121,

te em 1942, gragas aos trabalhos de Epps e Gale
térias. Cinco anos mais tarde, Spiegelman e colaboradores

122) observaram efeito semelhante durante a indugao da "galac-

(74) propoe a este

tozimase" em leveduras. Em 1961, Magasanik
efeito a denominacao de "repressao catabdolica", baseado em da-
dos de que nao sd a glucose, mas também seus catabdlitos  que
sdo rapidamente formados e acumulados na célula, sao responsa-
veis pela repressao da sintese das enzimas. Portanto, a repres
sdao catabdlica sera interpretada como uma redugao ou parada da
velocidade da sintese de certas enzimas, na presenga de gluco-
se ou de outra fonte de carbono.

Além desta repressao, pode ocorrer um fenomeno conhecido

. (102)

como "repressdao transitodria . Neste efeito ocorre um pe-
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riodo de intensa repressao, imediatamente apds a exposicao das
células a glucose que pode permanecer até O tempo de uma geracao.

A "repressao transitdria" foi descrita inicialmente em B-galac

(101)

tosidase de mutantes de Escherichia colz , sempre queogli

cerol era substituido por glucose, e em outras cepas de E. co-

17, quando a glucose era adicionada ao meio contendo glice-

(92)

rol . Este fenomeno também foi observado em B-galactosidase

de Salmonella typhimurium(13l)

(1)

, em galactoguinase de Saccha-

romyces cerevisiae
(102)

, em triptofanase e D-serina desaminase

(20)

de E. colz e em amidase de Pseudomonas aeruginosa .

Dentre as enzimas de leveduras e fungos sujeitas a 're-

pressao catabolica pode-se citar as envolvidas na hidrolise de

dissacarideos como as maltases u-glucosidases)(35'142),

galactosidases(77'85), as invertases(l3), as B-galactosidases

(28’68'103); as galactoquinases(l); as desidrogenases de L-ram

(24,73,136)

as o=

nose, L-fucose e de alcool . Outras enzimas sob o)

efeito da repressao catabdlica estao sumarizadas na revisao

feita por Paigen e Williams(loz).

O local de agao no mecanismo regulatdrio da repressao ca
tabdlica, tanto na permanente como na transitdria, & conflitan

te. A B-galactosidase de E. coli descrita por Nakada & Magasa-

nik(93’94) e por Kepes(65) parece estar regulada ao nivel da

transcricdo. A repressao catabdlica de a-glucosidase de Saccha
romyces carlsbergensis ocorre também ao nivel da transcrigao,

porém, mais tarde os autores sugeriram que a glucose pode a-

tuar ao nivel da ,tnadugéo(l42).

O nivel de controle destes dois tipos de repressao pare-

~ R w 4
ce estar scbre a transcriggo,ou seja, na sintese do mRNA(93’9 '142),

(142)

e/ou sobre a tradugao do mRNA . Contudo sdo resultados nao
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conclusivos, pois ha duvidas se a glucose pode exercer contro-
le independente sobre os dois niveis da sintese de uma mesma
enzima (transcrigao e tradugao), ou se o nivel da regulagao &
dependente de que o microrganismo seja procaridtico ou eucarid
tico.

O efeito do AMPc no mecanismo regulatdorio da sintese en-
zimatica de organismos procarioticos e eucaridoticos tem sido
descrito, mas controvertido. Em bactérias, o AMPc varece combi
nar com uma proteina receptora especifica (CAP ou CRP) :resul-
tando num complexo, o qual se liga ao DNA na regiao promotoré
do operon dependente de AMPc, estimulando a sintese protéica ao
nivel datxan&xi@k#42JA7). Sendo assim, o AMPc tem um paprel
essencial e definido no mecanismo da repressao catabdlica em
bactérias. Contudo, muitos trabalhos tém sido realizados a pro

- 76
cura de um sistema regulatorio em leveduras e fungos( » 113,127,

141)

Embora a "repressao transitdria" e a " repressao catabdlica

permanente" tenham cinéticas diferentes, parece que ambas sao causa
das pelo decréscimo nos niveis de AMPc intracelular, uma vez

gue o AMPc exdgeno reverte tanto a "repressao transitoria" co-

- . 10 - .
mo a "catabolica permanente"( 5). Este decréscimo na concen-

tracao intracelular de AMPc é causado pela glucose e/ou seus

(105,113,147)

metabdlitos . Em células de Séhizosaccharomycespom

be foi demonstrado que o nivel intracelular de AMPc e a ativi-

dade de enzimas sensiveis a catabdlitos sao inversamente pro-

~ 3
porcionais a concentragao de glucose presente no meio(ll ). E

conhecida uma excegdo que & a que ocorre na galactoguinase de

(79)

mutantes de S. cerevisiae. Matsumoto e colaboradores suge-

riram que o AMPc nao estad envolvido no mecanismo de repressao
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catabdlica nesta levedura, porque a glucose reprime a sintese
da galactoquinase tanto na presenga quanto na auséncia deste
nucleotideo no meio. Portanto, nao existe uma correlagao clara
entre o nivel de AMPc em células de leveduras e a alteragao da
sintese de enzimas controladas pela repressao por glucose e/ou
seus catabolitos. E desconhecido, também como a glucose e/ou
seus metabdlitos exercem influéncia scbre os niveis de AMPc in-
tracelular em leveduras. Experimentos em Schizosaccharomyces pom-

pe (113)

indicam que além da mudanga de permeabilidade da membra
na celular com respeito ao AMPc ha outros sistemas regulatd-
rios a serem considerados: i) inibicao da adenil ciclase; ii)
inativagéo da fosfodiesterase-AMPc; iii) inativagéo do AMPc sin
tetisado através da ligagao reversivel do nucleotideo com uma
proteina especifica para AMPc; iv) mudanca na concentragao de
AMPc entre os compartimentos celulares. Sy e Rychter(127)damm§
traram que a atividade de adenii ci;iase em Saccharomyces fra-
gilis era alterado em funcao das condigdes de crescimento. Spe-

ziale e van Wijk(lZO)

observaram que a atividade de fosfodies-
terase~-AMPc de Saccharomyces carlsbergensis era reduzida por
polifosfatos inorganicos e pirofosfatos i Se for provado que a glu-
cose diminui os niveis destes fosfatos em células de leveduras,
o papel regulatdorio da fosfodiesterase-AMPc, pode ser sugerido.

7

Os dois Gltimos mecanismos sugeridos por Schalanderer eDellweg
(113) nao tem ainda o respaldo de um suporte experimental.

A outra forma de controle de utilizagao de carboidratos

€ a "inativagao catabOlica", ao lado da "repressao transitdria" e "repres-

sao catabolica permanente". A "inativagao catabblica" € um controle exerci
do pela glucose sobre a atividade de certas enzimas, preferen-

cialmente sobre a formagao da enzima(ss). E um efeito inibito-
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rio sobre as moléculas pré-existentes da enzima e & distinto
da "repressao catabdlica". Este decréscimo na atividade especi
fica de certas enzimas & mais rapido que o provocado pela re-
pressao catabdlica da sintese da enzima e pela diluigadao provo-
cada pela sintese de outras novas proteinas.

Apesar deste fenomeno ter sido reconhecido como um meca

(41)

nismo de controle por Gaudy e colaboradores somente em

1963, Woods (148

, ja descrevia em 1935, provavelmente pela pri-
meira vez que a producao de indol pelo triptofano pelas célu-
las lavadas de E. coli, era inibida por glucose. Mais tarde

(122) relataram que a adigcao de glucose ao

Spiegelman e Reiner
cultivo de células de leveduras em crescimento em galactose,
nao sO reprimia a sintese do sistema metabdolico da  galactose
("galactozimase") mas também inativava rapidamente este siste-

ma enzimatico.

O fendmeno de inativagao catabdlica ficou sendo chamado

de "inativagao-repressao", por acharem Ferguson e cokﬁnrmkxes‘gn,
tratar-se de um tipo incomum de repressao catabdlica. Poste-
(84)

riormente, McGinnis e Paigen introduziram o térmo "inibi-

¢ao catabdlica" e, finalmente em 1975 e 1976, Feldman e Datta*

(36) (56), respectivamente, propuseram o térmo "inati-

e Holzer
vacao-catabdlica" para descrever o mesmo fendmeno.
Dentre os mecanismos para regulacao da inativagao de en-
X . ~ (56)
zimas, os melhores conhecidos sao :
i) degradagao proteolitica limitada ou total da enzima;
ii) modificagéo covalente da enzima, sem a quebra de 1li-

gagcao peptidica;

(*) os autores usaram este térmo para a inativagao de treonina

deidratase de Escherichia coli pelo piruvato.
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iii) mudang¢a conformacional e/ou na estrutura quaterna-
ria da enzima, dependente do efetor, na auséncia de formagao ou
quebra de ligagao covalente.

O mecanismo proteolitico & aceito para explicar a inati-
vagao catabdlica de um grande grupo de enzimas, mas a elucida-
cao das bases moleculares da regulagao pela inativagao &€ moti
vo de pesquisas.

Holzer(56)

observou que todas as enzimas sensiveis a
inativacao cataboOlica eram irreversivelmente inativadas e que ha-
via necessidade de sintese "de novo" para a recuperagao da ati

(69)

vidade enzimatica perdida. Mas em 1980, Lenz e Holzer , apos
sucessivas pesquisas, concluiram que a inativagao induzida pe-
la glucose, da frutose-1l, 6-bisfosfatase de Saccharomyces ce-
revisae,ocorria em 2 etapas: uma perda rapida de cerca de 60%
da atividade inicial dentro dos trés primeiros minutos apds a
adicao de glucﬁse} e a outra, seguida por um processo de inati
vagao lenta, que leva a perda completa da atividade remanescen
te.em cerca de 1 hora. A inativagao inicial rapida & reversi-
vel gquando a glucose do meio & substituida por acetato, e em
presenga de cicloeximida, sugerindo’uma modificagao covalente
como o mecanismo de inativagao. Contudo, a segunda e lenta eta
pa do fendmeno & irreversivel, em presenca de cicloeximida, uma
vez que & o resultado de uma seletiva degradagao proteolitica

(130). Trabalhos posteriores de Mazdn e colaboradores(SO) e de

Purwin e colaboradores(107)

permitiram concluir que uma seleti
va protedlise pode ser iniciada através da fosforilagao (depen
dente de AMPc) de enzima sensivel a inativacao. A forma fosfo-

rilada é susceptivel a agao de proteinases de citoplasma e/ou

vacuolar, ao passo que a forma nao fosforilada nao sofre prote
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Olise.
A inativagao catabdlica de carbono nao & um fendmeno cau
sado exclusivamente por glucose e/ou seus metabdolitos, mas tam

bém por agﬁcares como frutose, sacarose, manose e maltose, que,

metabolicamente, sao estreitamente relacionados(56), formando

efetor(es) que provocaria(m) uma modificagao covalente (efeito
alostérico) na molécula da enzima. Assim haveria a estimulacao
da.adenilciclase e/ou inibigao da fosfodiesterase-AMPc, levando

a um aumento nos niveis de AMPc, o qual serviria de sinal para

a fosforilagao da enzima para posterior protedlise seletivauﬂ?

A ocorréncia da inativagao catabdlica em diferentes espé

cies de leveduras tem sido estudada em malato desidrogenase ci

toplasmética(32’37), em frutose-l,6—bisfosfatase(40’87) em pro

(48), em aminopeptidase 1(382

em sistemas de consumo ("uptake") de galactose(78) e maltose

(44) (126)

teinases A e B e carboxipeptidases
, € Switzer em sua revisao, cita 41 enzimas que sé;
controladas por inativagao.

O principal papel da "inativacao catabdlica" junto com a
"repressao catabdlica" nao esta claro, mas parece contribuir pa
ra a economia celular reprimindo e inativando as enzimas (56).
Nao se sabe claramente ainda, por que a célula necessita da
"inativagao catabdlica", tendo ela a capacidade de utilizar a
"repressao catabdlica”. Evidéncias sugerem que a inativagao &
usada quando a célula necessita de uma rapida remogao da enzi-
ma, pois o desaparecimento da atividade enzimatica de uma enzi
ma reprimida pela sua "diluigao" devido ao crescimento celu-
lar, & muito lento(56'84).

Muitos esforgos tem sido dedicados no sentido de eluci-

dar o mecanismo de "efeito da glucose". Tendo em vista o que
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diz em varias publicacoes sobre o assunto, pode-se sugerir que
a glucose guando adicionada a uma suspensao de células, provo-
ca alteragoes em varios niveis como: i) na transcrigdo; ii) na
pos-transcrigao, diminuindo a estabilidade de mRNA; ii) na tra
ducao; iv) na modificagao da protelna-enzima; v) na glicosila-
gcao e secregao da enzima. Dependendo do nivel de controle mole
cular, a inibicao pela glucose e/ou seus metabdlitos, portanto
chamada de inibicao catabdlica, recebe denominacoes diferentes
como: "repressao catabdlica transitdoria", "repressao catabdlica
permanente" e "inativacao catabdlica".

O presente trabalho tem por finalidade estudar os parame
tros cinéticos da indugao da xilitol desidrogenase pela D-xilo
se, bem como mostrar que a adigéo de glucose no sistema de in-
ducao no decorrer da sintese induzida da XiDH em Pullularia pul
lulans nao & reprimida atraveés de mecanismos ja conhecidos,mas
€ por um tipo incomum de "inibicao catabdlica transitdria",as-
sociada a uma fraca'repressao catabdlica permanente". O efeito
de cicloeximida e AMPc sobre a inibigéo da sintese da XiDH,pe-

la glucose, & também estudada.



2 - MATERIAIS E METODOS

2.1. REAGENTES

D-xilose, NAD+, NADH, D-xilulose, cicloeximida, o-diani-
sidina, dibutiril-adenosina-3',5'-monofosfato ciclico, albumina
do sb6ro bovino, glucose oxidase, DEAE-celulose, " azul de dextra-
rna", foram obtidos da SigmaChemical Co., USA.

"Blue-Sepharose" CL-6B, Sephadex G-150, da Pharmacia, Sué
cia.

D-glucose, xilitol, clqridrato de tiamina, da E. Merck,
Alemanha. o |

Agar (Bacto-agar), extrato de levedura, adjuvante comple
to e incompleto de Freund, da Difco Laboratories, USA.

Metilbisacrilamida, TEMED, persulfato de amonio, da Bio-
Rad Laboratories, USA.

D-xilose, da Carlo Erba, Italia.

Extrato de levedura, da Inolex, USA.

Agar (n® 3), da 6xoid, Inglaterra.

As demais substancias utilizadas foram de alto grau de

pureza, sendo consideradas produtos prd-analise.
2.2. ORGANISMOS

O micorganismo empregado foi a cepa de Pullularia pullu-
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lans em estagio leveduriforme. A cepa original foi cedida gen-
tilmente pela Dra. S. Joly do Instituto Zimotécnico da Univer-
sidade de Sao Paulo, Piracicaba - SP.

O coelho albino (New Zealand) macho (OD-U 182, OE-CA 436

B) foi procedente da coelheira Campina, Curitiba - PR.

2.3. MEIOS DE CULTURA

2.3.1. O meio sdolido empregado foi agar-D.P.F., abaixo descri
to contendo agar 1,75%, tiamina 0,4 mg% e glicerol 0,5%. A es-
terilizagao deste meio foi realizada por autoclavacao a 1 atm.
de pressao por 25 minutos, e a seguir, os tubos foram inclina-
dos.

2.3.2. O meio liquido foi o descrito por Cooper et alf23)nm-
dificado e suplementado com 0,4 mg% de cloridrato de tiamina
ou cam 0,1% deextrato de levedura. O meio descrito a seguir foi
denominado de meio mineral de composicao definida e designado

pela sigla D.P.E. Este meio continha os seguintes componentes
por litro: 2,0 g de sulfato de amdnio, 1,0 g de nitrato de am§
nio, 1,23 g de fosfato acido de potassio, 0,14 g de fosfato ba
sico de sddio, 0,5 g de sulfato de magnésio heptaidratado, 1,5
g de cloreto de potéssio,’O,S»g_de cloreto de sédio, 0,1 g de
cloreto de calcio, 0,0145 g de nitrato férrico nonaidratado,
0,0088 g de sulfato de zinco heptaidratado, 0,0041 g de sulfa-
to de manganés tetraidratado, 0,003 g de cloreto de cobre,
0,000064 g de molibdato de amdnio tetraidratado. O pH do meio
foi ajustado para 5,6 com fosfato acido de potassio e esterili

zado em autoclave a 1,5 atm. de pressao por 25 minutos. As fon



16
tes de carbono e cloridrato de tiamina foram esterilizadas se-
paradamente em vapor fluente, durante 20 minutos e acrescenta-
das separadamente ao meio mineral liquido definido na concen-

tracao final requerida.
2.4. METODOS <
2.4.1. CONSERVAGCAO DAS CEPAS

As cepas de Pullularia pullulans foram mantidas e repica
das em meio agar-DPE contendo glicerol 0,5% como fonte de car-
bono. As culturas foram incubadas a 280C. Repiques para o mes

mo meio foram feitos em intervalos regulares de aproximadamen-

te 1 mes.
2.4.2, PRE-INOCULO

Células do meio sdlido foram transferidas para um frasco
Erlenmeyer de 250 ml contendo 50 ml do meio DPE, 0,4 mg% de ti
amina e 0,5% de glicerol. O cultivo'foi incubado por 24 horas
(exceto quando especificado) a 28°C em um sistema aerdbico ob-
tido por agitagdo mecanica a 120 rotagOes por minuto (rpm) em
agitador rotatdrio New’Brunswick. O cultivo assim obtido cong

titui o pré-inodculo.
2.4.3. CURVA DE CRESCIMENTO DO MICRORGANISMO

Aligquotas de 10 ml do pré-indculo com densidade Otica a

660 nm entre 0,26 a 0,30, foram transferidas para Erlenmeyer de
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2 litros contendo 500 ml do meio liguido DPE com diferentes fon
tes de carbono a 0,5% e 0,4 mg% de tiamina. Somente para a ob-
tencao das curvas da Figura 13 foi empregado meio DPE contendo
0,1% de extrato de levedura em substituicdo a tiamina. Estes
meios foram incubados em agitador rotatdrio a 120 rpm a 28°cC.
O crescimento das células em diferentes fontes de carbo-
no foi acompanhado determinando o aumento de turbidez a 660nm
em espectrofotometro Coleman Jr., em intervalos de tempo deter
minados. Antes das leituras, a suspensao celular foi sempre di
luida até alcangar valores de absorbancia menores que 0,4 uni-
dades.

A velocidade especifica de crescimento (u) foi calculado

de acordo com a equagao:

(ln %X, - 1ln xl)

)

2

U=
1

onde x, e x, representam a concentracao celular nos tempos t

1 2

respectivamente, na fase exponencial do crescimento

1
(88)

e t,,
O tempo de geragao (T) foi determinado pela eqguagao:
T_- 1ln 2 , (143).
u
2.4.4. PREPARO DA SUPENSAO DE CELULAS EM REPOUSO OU EM ESTADO

NAO-PROLIFERANTE

As células foram crescidas em meio DPE contendo 0,4 mg$
de tiamina, 0,5% de glicerol, a 280C, num agitador rotatdorio a
120 rpm. Quando o crescimento celular atingiu o tergo final da
fase exponencial de crescimento (31 h de cultivo), as células
foram coletadas assepticamente, por centrifugagao (5000 xg por

5 minutos em centrifuga Beckman, modelo J-21 B ou Sorvall, mo-
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delo RC-5, a 3—50C), lavadas com agua destilada estéril (cerca
de duas vezes o volume do meio) e resuspensas em tampao fosfa-
to de potassio 0,1M, pH 6,6 estéril num volume aproximado de
7-8 vezes menor que o inicial. Esta suspensao celular foi jeju
ada por 10-12 horas sob agitacao a 120 rpm a 28°c. ApOs o je-
jum as células foram, novamente, coletadas assepticamente. por
centrifugacao a 28°%C e resuspensas em tampao fosfato fresco man
tida a 280C, resultando numa densidade celular de 1,8 a 2,5
unidades de absorbancia a 660 nm, que foi utilizado para os ex-

perimentos.
2.4.5. OBTENCAO DO EXTRATO LIVRE DE CELULAS

As células foram coletadas por centrifugacao a 5.000 x g
por 5 minutos a 4°c, lavadas duas vezes com solugao de cloreto
de potassio 0,15 M; é mantidas a -15°C até o preparo dos extra
tos.

Os extratos foram obtidos rompendo-se as células com es-
feras de vidro (0,5 mm de diametro) (1:3 p(Gmido)/p) em tampao
fosfato de potassio 50 mM, pH 7,0 ¢om 2-mercaptoetanol 1 mM,
por agitacdo durante 2 minutos, com refrigeragao em banho de
gélo apds cada 30 segundos de agitacao. As agitagOes foram fei
tas em tubos de plastico (150 mm X 65 mm) num agitador de tu-
bos Vortex Genie a velocidade maxima. O material extraido com
tampao fosfato (2 vezes o peso Umido p/v) foi centrifugado a
15.000 x g por 15 minutos a 2°c. Os sobrenadantes foram usados

como fonte de enzima.
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2.4.6. DETERMINAGAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA

A atividade enzimatica de xilitol desidrogenase (XiDH)
foi medida espectrofotometricamente, seguindo a redugéo<ﬂeNAD+
a 340 nm, em espectrofotdmetro Varian Techtron modelo 635-D ou
Beckman modelo DB, termostatizado 3 temperatura de 25 i‘O,SOC.

O sistema de reagao (1,0 ml) continha 25 u moles de tam-
pao glicina/NaOH, pH 9,5; 2 u moles de NAD+ e enzima em um vo-
lume final de 100 ul, sendo a reagéo iniciada pela adigéo de
20 yu moles de xilitol.

Uma unidade de xilitol desidrogenase foi definida como
sendo a quantidade de enzima que catalisa a reducgao de 1 p mol
de NAD+ por minuto, nas condigoes especificadas.

A atividade especifica foi definida como unidade de xili

tol desidrdgenase por miligrama de proteina.
2.4.7. DETERMINAGAO DE PROTEINAS

A determinagao da concentragao de proteinas foi executa-

(72)

da pelo método de Lowry et al. utilizando albumina do soOro

bovino como padrao ou pela técnica descrita por Warburge Chris

ian(l37) nas etapas da purificagao enzimatica ou pela absor-

t
cao a 280 nm, uéilizahdo-se o fator no valor
de 1,34 (60) , durante o preparo do anticorpo anti-xilitol
desidrogenase. A determinacao de proteinas em células intactas
foi executada apds solubilizagao da proteina celular em NaOH
1 N a 90° por 15 minutos, conforme descrito por Jayaraman e CO

2
laboradoresfs')-
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2.4.8. DETERMINACAO DA CONCENTRAGAO DE COENZIMAS

~ + -
As concentragoes de NAD em tampao fosfato 10 mM, pH 7,0,
foram determinadas espectrofotometricamente a 260 nm, utilizan

do-se o coeficiente de extingao molar aproximado de l7,6.lO3

M_l. cm—l(7). As concentragoes de NADH em tampao glicina / NaOH
20 mM, pH 9,5, foram determinadas espectrofotometricamente a
340 nm utilizando-se o coeficiente de extingao molar aproxima

do de 6,22.103 M Y.em 137,

2.4.9., DETERMINAGCAO DA CONCENTRAGAO DE AGOUCARES

A determinagao da concentragao de D-xilose no sistema de
indugao foi realizada pelo método de fenol-sulfﬁrico(3l), usan
do D-xilose como padrao. A coloragao desenvolvida foi medidaes
pectrofotometricamente em Coleman Jr., a 480 nm.

A concentragao de glucose no sistema de inducao foi de-
(25)

4

terminada pelo método da glucose-oxidase-peroxidase in-

(146) e a medida da

terrompendo-se a reagao com H,SO, a 25% p/v
coloracgao desenvolvida foi feita a 515 nm. O padrao utilizado

foi D-glucose.
2.4.10. PURIFICACAO DA ENZIMA
2.4.10.1. PREPARO DO EXTRATO LIVRE DE CELULAS
Todas as manipulagoes feitas com a enzima foram realiza-

das em baixa temperatura, utilizando banho de gélo ou camara

fria a 4°C.
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O extrato livre de células foi obtido por trituragao, em

gral de porcelana, de 6,0 g (péso Umido) de células congela-
das de Pullularia pullulans crescidas em D-xilose por 15-20 ho
ras, com aproximadamente o dd0bro do péso de células em esferas
de vidro (0,5 mm de diametro), mais 2 ml de tampao fosfato de
potassio 50 mM, pH 7,0 contendo 1 mM de 2-mercaptoetanol. O ma
cerado foi suspenso no mesmo tampao fosfato e centrifugado a
16.000 x g por 10 minutos. A solugao sobrenadante foi utiliza-
do como fonte de enzima para as seguintes etapas de purifica

cao.
2.4.10.2. PRECIPITACAO COM SULFATO DE PROTAMINA

Ao extrato livre de células (19,0 ml) foi adicionada len
tamente, com agitagao constante, solugao de sulfato de protami
na a 2%, pH 7,0 até uma cogcentragéo final de 0,25%.

A suspensao foi mantida em repouso por 15 minutos em ba-
nho de gélo e centrifugada a 16.000 x g por 10 minutos. O so-
brenadante foi utilizado para a etapa seguinte da purificacgao,
sendo que uma pequena aliguota da fragao de cada etapa da puri
ficacao foi reservada para o controle da atividade enzimaticae

determinacao de proteinas.
2.4.10.3, FRACIONAMENTO COM SULFATO DE AMONIO

Ao sobrenadante (20 ml) da fragao de sulfato de protami-
na mantido em banho de gélo, foi adicionado lentamente e com
agitacdao constante, sulfato de amdnio pulverizado até atingir

a saturacao de 40%. Apds a adigao de sulfato de amdnio foi
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prosseguida a agitagao por mais 30 minutos e em seguida o pre-
cipitado protéico formado foi descartado por centrifugacao a
16.000 x g por 10 minutos. Ao sobrenadante anterior (21 ml) man
tido em banho de gélo, foi adicionado lentamente e com agita-
¢ao constante, sulfato de amdonio pulverizado em quantidade su-
ficiente para alcancar 70% de saturacao. Apos 4 1/2 horas de
repouso em banho de gélo, a suspensao foi centrifugada nas mes
mas condigoes anteriores. O precipitado obtido foi redissolvi-
do em tampao fosfato de potassio 10 mM, pH 7,0 contendo 1 —mM

de 2-mercaptoetanol em volume final de 2,7 ml.
2.4.10.4. FILTRAGAO EM GEL SEPHADEX G-150

A fracao proteica precipitada entre 40-70% de saturacgao
em sulfato de amonio (2,5 ml) foi aplicada em uma coluna de
Sephadex G-150 (2,6 ; 36,5 cm) previamente equilibrada com tam
pao fosfato 10 mM, pH 7,0 contendo 1 mM de 2-mercaptoetanol e
calibrada com azul de dextrana. A eluigao foi realizada utili-
zando-se o mesmo tampao com fluxo de 0,36 ml/min. Fragées de
3,2 ml foram coletadas com auxilio de um coletor de fragoes (Ul
tro-Rac-Fraction Collector LKB 7.000). As fragOes que apresen-
taram maior atividade foram reunidas e cromatografadas na eta-

pa seguinte.
2.4.10.5. CROMATOGRAFIA DE TROCA IONICA EM DEAE-CELULOSE
A fragao contendo XiDH (28,3 ml) obtida na etapa ante-

rior foi aplicada em uma coluna (3 x 3,5 cm) de DEAE-celulose

com capacidade de troca igual a 0,98 mEq/g, previamente trata-
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da como recomendado por Peterson e Sorber(loe) e equilibrada
com o mesmo tampao fosfato utilizado anteriormente. Apds a ad-
sorgao da proteina a resina foi lavada com 65 ml de tampao fos
fato 40 mM, pH 7,0 contendo 1 mM de 2-mercaptoetanol e coleta
das fragoes de 4,2 ml. A seguir as proteinas foram eluidas com
um fluxo de 0,45 ml/min. com gradiente linear (50-90 mM) de tam
pao fosfato (50 ml de cada concentragao) e coletadas fracodes

de 3,0 ml, no mesmo coletor anteriormente citado. As fragoes

mais ativas foram combinadas e usadas na etapa seguinte.
2.4.10.6. CROMATOGRAFIA DE AFINIDADE EM "BLUE SEPHAROSE"CL-6B

As fragoes da etapa anterior (13 ml) com atividades enzi
maticas superiores a 0,9 unidade/ml foram reunidas e adiciona -
das a seis vezes o péso umido da resina de "blue Sepharose" CL-
6B previamente equilibrada com tampao fosfato de ﬁotéséﬂ: 10 mM,
pH 8,0. A suspensao foi mantida em banho de gélo com agitagao
suave até que toda a enzima fosse adsorvida ou que nao houves-
se atividade de XiDH no sobrenadante desta preparacao. ApOs,
esta suspensao foi transferida para’ uma coluna (1,8 x 25 cm) e
lavada com tampao de equilibrio (3 vezes o volume da resina)
ou até que a absorbancia a 280 nm fosse igual ou inferior a
0,002 unidades. A enzima foi eluida com solugao de NAD' 3 mM
em tampao fosfato 10 mM, pH 8,0, com um fluxo aproximadode l,5
ml/min., As fragoes de 2 ml foram coletadas em um coletor de
fragdes LKB 7.000; a atividade enzimatica e o contelido protéi-
co de cada fragao foram determinados. As fragdes com maiores
atividades de XiDH (16,4 ml) foram reunidas, concentradas pela

ultrafiltracao (membrana Diaflo PM 10) sob pressao de nitrogé-
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nio de 1,5 kg/cmz. A seguir, foi adicionada glicerina até uma
concentragao final de 10% (v/v) & preparagao enzimitica e esto

cada a —lSOC.
2.4,11. ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA

A eletroforese em gel de poliacrilamida foi feita utili-
(99,140) - .

zando-se gel a 7% em tampao Tris/borato 0,065M, pH

9,0 e corrente de 5 mA por gel durante 1 a 1 1/2 horas, a 4OC,

(99 ), ou fonte LKB-Bromma,

em um aparelho Ortec, modelo 4.200
modelo 3971E.

O indicador de corrida empregado foi o azul de bromo fe-
nol 1%. Os géis foram polimerizados em tubos de 0,6 x 5,5 cm,
usando persulfato de amdonio 0,1% (p/v) como catalisador. Apds
a polimerizagao os cilindros de gel foram submetidas a uma
pré—eletréférese a uma corrente elétrica de 3 mA/tubo durante
aproximadamente 60 minutos, com a finalidade de eliminar o per
sulfato de amonio.

Aliguotas de 10 pl de uma solugao glicerinada a 50% con-
tendo aproximadamente 42 ué de XiDH'purificada e 1 ul da solu-
cao de azul de bromo fenol foram aplicadas sobre o gel e subme
tidas ao processo de eletroforese. As bandas de proteinas do

14

gel foram reveladas imergindo o gel em uma solugao de "coomas-

sie brilliant blue" G-250(9)

. A atividade de XiDH no gel foi
observada pela incubagao a 25°C e ao abrigo da luz durante 1-2
horas no seguinte sistema (7 ml): 167 umoles de tampao glic¢i-
na/NaOH pH 9,5; 16,5 umoles de NAD'; 196 umoles de  xilitol;

0,49 mg de azul de p-nitrofenil tetrazolium e 0,43 mg de fena-

zina metassulfato. O controle foi efetuado pela incubagao do
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gel no sistema na auséncia do substrato.
2.4.12. PREPARO DE ANTICORPOS CONTRA A XiDH

O coelho antes de receber a primeira injecao de antigeno
foi submetido a pung¢ao cardiaca, coletando-se 15 ml de sangue.
O sangue foi incubado a 37% por 40 minutos e em seguida o so-
ro foi separado por centrifugacao numa centrifuga clinica (ve-
locidade 4), por 10 minutos. O sOro (3 ml) assim obtido (soOro
controle) foi distribuido em tubos de ensaio em aliquotas de
até 1 ml e estocadas a -15°cC.

Os anticorpos contra a XiDH foram obtidos por injecoes
subcutaneas de emulsoOes preparadas com a enzima purificada e
adjuvante de Freund em coelho albino (New Zealand) macho com 7
meses de idade. O coelho recebeu 4 inj¢96e§ com intervalos de
15, 23 e 25 dias, sendo que nas duas pfiméiras a emulsao conti
nha 0,1 mg de xilitol desidrogenase purificada e 1,0 ml de ad-
juvante completo de Freund. A terceira injeg¢ao continha 0,5 mg
de xilitol desidrogenase purificada e 0,5 ml de adjuvante com-
pleto de Freund, sendo que a ultima‘emulsao foi constituida de
0,1 mg de XiDH purificada e 1,0 ml de adjuvante incompleto de
Freund. Parte da 32 injecao e da 48 injegcao foram intramuscu-
lares.

O titulo de anticorpos foi acompanhado semanalmente apds
a 22 injecao da XiDH purificada, pelo método de dupla difusao

(100) empregando-se diferentes diluigoes da enzi

de Ouchterlony
ma purificada. Para a determinagao do titulo de anticorpo no
soro, o coelho foi sangrado pela veia marginal da orelha, cole

tando-se aproximadamente 1 ml de sangue. Apbs a retragao do co
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agulo, o soro foi separado por centrifugacao e usado na imuno-
difusao.

Aos 83 dias apbs a primeira injecao de emulsao com a en-
zima, canulou-se a artéria cardotida do coelho, coletando cerca
de 83 ml de sangue, que foi incubado a 37°¢ por 10 horas. O s0
ro formado foi coletado e o coagulo foi mantido por mais 15 h
ras a 4°C. 0 sdro expulso pela retragao deste coagulo foi  a-
crescentado ao primeiro e foi centrifugado a 5.000 rpm por 10
minutos, obtendo-se um volume de 36,5 ml de soOro.

O sdro obtido foi submetido &s seguintes etapas de puri-
ficagao: precipitagao com sulfato de amonio: o soro foi trata-
do com sulfato de amdonio e apOs 5 horas a 4OC, o material foi
centrifugado a 16.600 x g por 15 minutos (5°C). As proteinas
precipitadas entre 0 a 45% de saturagao, foram resuspensas em
20 ml de tampao fosfato de potassio 10 mM, pH 8,0. Esta prepa-
racao foi dialisada contra o mesmo tampao fasfato (2 litros),
mantido sob agitagao por 14 horas a 4°c. as proteinas precipi-
tadas foram eliminadas por centrifugagao a 16.600 x g por 15
minutos e o sobrenadante (26 ml) foi tratado com DEAE-celulose
(3,0 g, péso Umido) previamente equilibrada com tampao fosfato
10 mM, pH 8,0. O material foi mantido em banho de gélo por 1
hora com agitagao suave a cada 10 minutos. ApOs a adsorgao da
proteina albumina, a suspensdo foi submetida a filtragao atra-
vés de papel Wheaton com auxilio de uma trompa de agua. A resi
na foi lavada com o mesmo tampao fosfato (cerca de 3,5 vezes o
volume da suspensdo) até que neste "lavado" nao houvesse absor
bancia a 280 nm. O "lavado" que contém gama-globulina anti XiDH
foi concentrado pela ultrafiltragao (Amicon com membrana Dia-

flo PM 10 sob pressao de nitrogénio de 1,5 kg/cmz) e passado
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através da coluna (1,6 x 30 cm) de gel Sephadex G-100 previa-
mente equilibrada com tampao fosfato 10 mM, pH 6,95 para reti-
rar tragos de hemoglobina resultante da hemdlise. A eluicgao
foi efetuada utilizando-se o tampao de equilibrio com fluxo
aproximado de 0,4 ml/min. Foram coletadas frag6es de 3 ml com
o auxilio de um coletor de fragoes (Ultro-Rac-Fraction Collec-
tor LKB 7.000). Cada fragao foi monitorada a 280 nm. As fra-
¢Oes com maior teor protéico foram reunidas e concentradas pe
la ultrafiltragao como descrito anteriormente. A fragao concen
trada foi distribuida em aliquotas de 0,5 ml e estocadas a -15°

C‘
2.4.13. PREPARO DE AGAR-GEL PARA PLACAS DE IMUNODIFUSAQO

Uma solugao de agar (Difco"special agar noble) a 15% foi
preparada em agua destilada em.ébuligéo. ApOs solidificada por
esfriamento, o gel foi cortado em pequenos fragmentos (5 x 5mm)
e lavados, inicialmente em dgua destilada com agitagao por 48
horas. Em seguida foram lavados em solugao tampao barbital/HCl
25 mM, pH 8,6 por 48 horas e filtrados em gaze. Os pedagos de
agar-gel foram fundidos e aliquotas de 10 a 15 ml foram trans-
feridas para tubos de ensaio, esterilizados e estocados a 4c.

Para a imunbdifuééo de Ouchterlony foram utilizadasipla-
cas de vidro de 4 x 6 cm, sobre as quais foram transferidas vo
lumes de 10 a 15 ml de agar-gel fundido. Apds solidificagao fo

ram abertos 4 orificios perifericos e um central nesta camada

de agar-gel e utilizados para imunodifusao.
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2.4.14. IMUNODIFUSAO DE OUCHTERLONY

A imunodifusao foi feita segundo a técnica descrita por

(100). No orificio central foi aplicado 50

Ouchterlony e Nilson
pl da solugao de gama-globulina anti XiDH (70,9 mg/ml protei
na) e nos periféricos foram aplicados diferentes preparagoes de
XiDH. Paralelamente, efetuou-se uma outra placa de imunodifu-
sao, na qual, substituiu-se o imunosdoro anti-XiDH por 50'ul de
sOro controle obtido como descrito no item 2.4.12 de Materiaise
Métodos. A seguir a placa de imunodifusao foi colocada em ¢ama
ra umida saturada com tolueno e mantida a temperatura ambiente
por 48 horas. ApdOs este periodo a placa foi lavada 3 vezes, com
agitacao, em solugao de cloreto de sdodio 0,9% por 48 horas e
em seguida em Agua destilada por 24 horas. ApOs estas lavagens
a placa de agar-gel foi secada com auxilio de secador a ar quen
te, inicialmente e transferida para estufa a 40°C.‘fara a vi-
sualizagao das linhas de precipitinas, o agar-gel seco foi co-

(9)

rado com solucao de "coomassie" G-250 .

2.4.15, DETERMINACAO DO PONTO DE EQUIVALENCIA ANTIGENO-ANTI-

CORPO

A determinacao do ponto de equivaléncia entre o antigeno
e anticorpo foi de acordo com o descrito por Kabat e Meyer(64h
Foi adicionado uma quantidade fixa de gama-globulina anti-XiDH
(10ul) ou soro controle, sobre diluigoes crescentes de XiDH con

tendo 0,023 a 0,184 unidade. O volume final destas diluigoes

foi . de 0,20 ml. Este sistema foi incubado a 30°%¢ por 4 ho-



29
ras e a seguir a 4°c por 14 horas. Apds este tempo, cada dilui
cao foi centrifugada a 16.600 x g por 15 minutos 3%) e foi dosa

da a atividade remanescente de XiDH nos sobrenadantes.



3 - RESULTADOS

3.1. PURIFICAGAO DA XiDH

A XiDH obtida pela ruptura das células de P. pullulans
crescidas em meio liquido DPE, contendo 0,5% de D-xilose 55
rante 15 a 20 horas, foi purificada até a homogeneidade com a
finalidade de preparar anticorpos contra a XiDH.

Os resultados da purificacao da enzima estao sumarizados
na Tabela 1. Inicialmente, o extrato livre de ceélulas foi tra-
tado com solugao de sulfato de protamina para precipitar os a-
cidos nucléicos. A seguir a preparaqgo enzimatica foi fraciona
da com sulfato de amonio em 2 etapas: 0-40% de saturacao e en-
tre 40-70% de saturagao. Neste tratamento parte das proteinas
contaminantes foram descartadas. A XiDH precipitada entre 40-
70% de saturagcao em sulfato de amdonio foi submetida a filtra-
cao em gel Sephadex G-150. A XiDH foi eluida em um Gnico pico
de atividade. Nesta et?pa, os _.pigmentos presentes na prepara-
¢do enzimatica foram eluides do gel no volume morto da coluna
(Figura 1).

A cromatografia de troca ionica em DEAE-celulose (Figura
2), possibilitou a recuperacao de uma preparagao enzimatica com
melhor rendimento que agquela efetuada em trabalho anterior(lza
Na lavagem da coluna, grande parte das proteinas contaminantes

foram excluidas e a XiDH foi eluida como um Gnico pico de ati-
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vidade em gradiente de tampao fosfato 60-70 mM. Como nesta eta
pa de purificagao nao se obteve uma preparagao homogénea, as
fragSes com atividade enzimatica superior a 0,9 unidades/ml, fo
ram reunidas e cromatografadas em "blue sepharose" CL-6B (Figu
ra 3), conforme descrito no item 2.4.10.6 de Materiais e Méto-
dos.

A eluicao especifica da enzima da coluna de afinidade foi
realizada com o seu cofator NAD+ 3 mM em tampao fosfato 10 mM,
pH 8,0, uma vez que em concentragoes inferiores deste coenzima
e em pH acima ou abaixo deste valor empregado, nao se obteve

resultados satisfatodrios.
3.2. CRITERIOS DE PUREZA
3.2.1. ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA

A homogeneidade da preparagao de XiDH purificada foi de-
terminada por eletroforese em gel de poliacrilamida a 7% de a-
cordo com o método descrito no item 2.4.11 de Materiais e Méto
dos. Na figura 4 observa-se a presenga de uma unica banda de
proteina indicando que a preparagao enzimatica esta eletrofore

ticamente homogénea.
3.2.2. IMUNODIFUSAO

A imunodifusao efetuada segundo descrito por Ouchterlony
e Nilson(loo), mostrada na Figura 5, indica que tanto o extra-
to livre de células como a preparagao enzimatica mais purifica

da formam uma nica linha de precipitagao. Estes ensaios de-
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monstram que a preparagao de XiDH empregado para obtengcdo de
anticorpos estad com alto grau de pureza. A imunodifusado efetua
da com o "sOro controle" em lugar do imuno-sdro anti XiDH puri
ficado nao apresenta nenhuma linha de precipitac¢ao, indicando
que o soro do coelho utilizado nao possui anticorpos contra

XiDH, antes de ter sido sensibilizado com a XiDH.
3.3. DETERMINACKO DO PONTO DE EQUIVALENCIA ANTIGENO-ANTICORPO

Com a finalidade de titular o anticorpo formado foi rea
lizado a determinagao do ponto de equivaléncia entre o antige-
no e o anticorpo. A Figura 6 mostra que o titulo do anticorpo
obtido & da ordem de 72 mU de xilitol desidrogenase para 10 ul

de imunosoro.

3.4. MECANISMO DE REAGCAO DA XILITOL DESIDROGENASE

3.4.1. ESTUDO DA VELOCIDADE INICIAL

(39,114,109) de Oxido-redu-

Estudos da velocidade inicial
cao de xilitol-NAD' pela XiDH sao mostradas na Figura 7 e 8.

A Figura 7 mostra que o grafico dos inversos das veloci-
dades iniciais contra o inverso das 'concentragoes de NAD+(7O),
em varias concentragoes fixas de xilitol da uma série de retas
que cruzam em um ponto comum, & esquerda do eixo das ordenadas
e acima do eixo das abéissas. 7

A figura 8 mostra que o grafico dos inversos das veloci-
dades contra o inverso das concentragdes de xilitol, em varias
concentracgoes fixas de napt da, também, uma série de linhas

gue se cruzam em um ponto comum, a esquerda do eixo das ordena

das e acima do eixo das abcissas.
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Estes resultados sugerem um mecanismo cinético do tipo
sequencial, isto &, todos os substratos precisam estar presen-
tes, simultaneamente, no sitio ativo da enzima antes da forma

cao do produto(39).

3.4.2, ESTUDO DA INIBIGCAO PELOS PRODUTOS DA REACAO

(3,

O estudo da inibicao da XiDH pelo produto da reagao
114) NADH com respeito a concentragoes variaveis de NAD® & mos
trado na Figura 9. A inibicao & do tipo competitivo, ou seja,
todas as retas se cruzam sobre o eixo das ordenadas.

A figura 10 mostra o estudo da inibicao da XiDH pelo pro
duto da reagao NADH com respeito & concentragdes variaveis de
xilitol. Todas as retas se cruzam num ponto comum, a esquerda
do eixo das ordenadas e acima do eixo das abcissas (inibigao
do tipo misto ou nao competitivo na ﬁomé&clatura de Cleland)
(114).

A figura 11 mostra o estudo da inibicao da XiDH pelo pro
duto da reagao D-xilulose com respeito a concentragao varia-
veis de NAD'. A inibigdo & do tipo misto (nao competitivo na
nomenclatura de Cleland)(21'114).

A Figura 12 mostra o grafico da inibigao da XiDH pelo
produto da reagao D-xiiulose com respeito 3 concentragdo varid
veis de xilitol. A inibic3do mostra ser do tipo misto ou nao com
petitivo.

Os resultados obtidos dos experimentos registrados nas
Figura 9 a 12 mostram que had 3 inibig¢oes pelo produto do tipo

(21).

ndo campetitivo (namenclatura de Cleland , e 1 inibicdo pelo produto :..do

tipo competitivo. Estes dados permitem identificar um mecanismo se-
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. . (3,114) . NP -
guencial do tipo ordenado . Este mecanismo cinetico esta

descrito abaixo. A enzima & simbolizada por uma linha horizon-
tal, e as sucessivas adigoes dos substratos e a dissociagao dos
produtos sao designados por setas verticais. As formas de enzi
mas sao mostradas abaixo da linha:

A B P
l l 1

E EA (EAB) (EPQ) EQ E

—> 0

. +
E= XiDH; A= NAD ; B= xilitol; EA, EAB= complexos enzima subs-
tratos; P= D-xilulose; Q= NADH; EPQ, EQ= complexos enzima pro-

dutos.

3.5. CURVAS DE CRESCIMENTO E UTILIZAGCAO DE DIVERSOS ACOCARES

COMO FONTE DE CARBONO E ENERGIA POR PULLULARIA PULLULANS

A Figura 13 mostra as curvas de crescimento deste fungo
em sua forma de levedura em presenga de diversos aglicares como
fonte de carbono. Através destas curvas & possivel calcular a
velocidade especifica de crescimento (u), bem como o tempo de
geracao (T) do fungo (Tabela 2). :

O resultado obtido pela Figura 13 indica que o microrga-
nismo utiliza diferentes fontes de carbono para sua prolifera-
¢ao, sendo que a velocidade especifica de crescimento maxima
foi alcangada em presenga de D-glucose (u= 0,35 h_l), seguida

pela D-xilose (u= 0,23 h_l) e D-manitol (u= 0,23 h-l

1

). A utili
zagao de pentoses como D-arabinose (u= 0,09 h™") e ‘D-ribose
(u= 0,06 h—l) foi ineficiente em relacgao a D-xilose. Portanto,

o menor tempo de geracao & alcangado em D-glucose (T= 2h) e D-

xilose (T= 2 h), seguido por D-manitol (T= 3 h) e D-galactose
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(T= 4,6 h).

3.6. NIVEIS DA XiDH EM CELULAS DE PULLULARIA PULLULANS CRESCI

DAS EM DIFERENTES FONTES DE CARBONO

A capacidade de indugao da xilitol desidrogenase foi tes-
tada através do crescimento do microrganismo em presenga de di
versas fontes de carbono utilizaveis pelo mesmo, comparando-se
as atividades especificas em extratos livres de células.

O nivel da enzima em células crescidas em D-glucose, 6-
manitol, glicerol, succinato, D-arabinose, D-ribose e D-galac-
tose, nao é significativo. Embora D-manitol seja utilizado co-
mo fonte de carbono para o crescimento das células, este com
posto nao & um eficiente indutor.

A Tabela 2 mostra que a atividade especiﬁica de XiDH e

cerca de 200 vezes maior em cé€lulas crescidas em D-xilose.

3.7. RELACAO ENTRE O CRESCIMENTO E A SINTESE DE XiDH EM CELU-

LAS DE PULLULARIA PULLULANS COMO UMA FUNGAO DO TEMPO

A Figura 14 mostra a sintese da XiDH em fungao do tempo
de crescimento induzidé com D-xilose no meio salino DPE conten
do cloridrato de tiamina ou extrato de levedura. Em ambos os
cultivos, observa-se gque apOs uma pequena fase de "lag" a ati-
vidade induzida da XiDH & aparentemente fung¢ao linear do tem-
po, alcangcando um nivel maximo apds 25-27 horas de crescimento
a partir do qual ha um declinio. Este decréscimo da atividade
enzimatica parece estar associada a chegada da cultura em sua

fase estacionaria de crescimento. No entanto, gquando as celu-
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las de P. pullulans na fase estacionaria de crescimento sao di
luidas com meio de cultivo fresco e mantidas em sua fase expo-
nencial, a atividade de XiDH nao aumentou, significativamente,

apos 4 tempos de geragoes.

A Figura 14 mostra também que o perfil da atividade espe
cifica da XiDH induzida em presenca de cloridrato de tiaminaou
de extrato de levedura é similar. Portanto, substituiu-se o)
extrato de levedura do meio de DPE por tiamina, passando este

meio a ter uma composicao definida.

3.8. DETERMINAGCAO DA VELOCIDADE DIFERENCIAL DE SINTESE DA XiDH

EM CELULAS DE PULLULARIA PULLULANS EM CRESCIMENTO

(102)

Conforme Paigen e Williams o comportamento de um

cultivo em crescimento pode ser expresso como o aumento da sin

tese enzimatica a um dado tempo (AE= E, - EO) em termos da mas

t

sa celular inicial (MO), e a massa celular presente a um dado

tempo (Mt), ou seja:

Nestes termos, o valor da velocidade diferencial de sin -
tese da XiDH obtida pela inclinagao da curva mostrada na Figu-
ra 15-A & da ordem de 1,4 unidades/mg de proteina sintetisada.
Os dados mostrados na Figura 15-A indicam que no inicio do

crescimento, a quantidade de enzima sintetizada & maior que a
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sintese de outras proteinas. Subsequentemente esta proporgao se

torna constante.

3.9. CINETICA DE INDUGCAO DA SINTESE DA XiDH EM CELULAS DE PUL-

LULARIA PULLULANS EM ESTADO NAO PROLIFERANTE

A XiDH & induzivel tanto em células em crescimento em
presenga do indutor D-xilose, como em suspensoes de células in
tactas em condigOes nao-proliferantes. A Figura 16 mostra que
as células pré-crescidas em meio contendo glicerol e incubadas
em presenga do indutor, conforme descrito em Materiais e Méto-
dos, sintetizam a XiDH logo apds a adigao do indutor. Esta ati
vidade induzida & fungao linear do tempo de incubagao em pre-
senca do indutor, contudo, na sua auséncia nao se processa a
sintese da enzima. Durante este processo indutivo nao se obser

va variagoes significativas da densidade celular.

3.10. EFEITO DA CONCENTRACAO DO INDUTOR SOBRE A CINETICA DE
INDUCAO DA SINTESE DA XiDH EM CELULAS DE PULLULARIA

PULLULANS EM ESTADO NAO-PROLIFERANTE

A Figura 17 mostra que a velocidade de sintese da XiDH depen

L e

de da concentracio do ‘indutor ” empregado. A adigdo de 2% de D-xilo
se no sistema de incubacao nao aumenta significativamente, a
velocidade de sintese da indugao da XiDH acima daquela obtida
com uma concentracao de D-xilose de 1,7%. Logo, nas condigoes
de indugdo utilizadas a concentragao de D-xilose capaz de indu
zir a enzima ao maximo & de 1,7 . Na auséncia do indutor nosis

tema de incubacgao (tampEo'fosfato 0,1 M, pH 6,6) ou a sua subs
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tituigcao por glicerol a 0,5%, nao ocorre o processo de indugao
da enzima. A percentagem residual de D-xilose no sistema de in
cubagcao, apds 8 horas de indugao, & de 32,8%, 31,7% e 26,5% da
concentragéo inicial de 0,7 g, 1,7 g e 2,0 g em 100 ml do sis-

tema, respectivamente.

3.11. EFEITO DA CICLOEXIMIDA SOBRE A INDUGAO DA SINTESE DA
XiDH EM CELULAS DE PULLULARIA PULLULANS EM ESTADO NAO-

PROLIFERANTE

A Figura 18 mostra que o aparecimento da atividade indu-
zida da XiDH & inibida pela cicloeximida quando este composto
é adicionado ,simultaneamente, com a D-xilose no inicio da indu
¢ao, ou 4 horas apds a indugao. Estes resultados indicam que

0 aumento da at1v1dade en21matica por inducgao depende de uma
ARSI

sintese protéica atlva, uma vez que a c1cloex1m1da & um poten-

. . o (117)
te inibidor de sintese protéica em organismos eucaridticos .

3.12. EFEITO DO "PRE-INOCULO", CRESCIDO EM DIFERENTES EONTES
DE CARBONO, SOBRE A INDUGCAO DA XiDH EM CELULAS DE PULLU

LARIA PULLULANS EM CRESCIMENTO
A Figura 19 A-B Aostra gque guando células pré-crescidas
em meio contendo D-glucose ou glicerol sao inoculadas em um
meio de cultivo contendo D-xilose, o nivel maximo da XiDH & in
duzida, respectivamente, apds 15 e 23 horas de crescimento.
Observa-se a indugdo da XiDH apOs um curto periodo de "lag" a-
tingindo o maximo na sua fase logaritmica de crescimento. Quan

do se usa células previamente adaptadas 3 D-xilose no "pré-ino
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culo" nao ha incremento na induc¢do mantendo-se niveis constan-
tes da XiDH durante toda a fase logaritimica de crescimento e

decrescendo na fase estacionaria do cultivo em D-xilose (Figura

19-C).

O crescimento do "pré-indculo" num meio em presenca de D-
glucose ou glicerol nao afeta o nivel maximo da sintese da
XiDH durante o crescimento das células em um meio contendo (o}
indutor.

3.13. EFEITO DA ADIGAO SIMULTANEA DO INDUTOR E DE GLUCOSE ou
GLICEROL SOBRE A CINETICA DE INDUGAO DA XiDH DE CELULAS

DE PULLULARIA PULLULANS EM ESTADO NAO-PROLIFERANTE

A Figura 20 mostra gque a cinética de indugao da  sintese
da XiDH por D—xilosg‘é alterada, quando a indugéo e efetuada em
presenga simu%}énea de D-xilose e de glicerol ou D-glucose no
sistema de indugao. A adigao simultanea de glicerol e D-xilose
& uma suspensao de células jejuadas leva a formagao de um perio
do de "lag" (4 horas) da sintese da XiDH. ApbOs este periodo a
velocidade de formagao da enzima aumenta e retomando aquela do
sistema de indugao na auséncia de glicerol (controle).

A adigao simultdnea de D-glucose e de D-xilose ao sistema
de indugdo demonstra que as células nao sintetizam detectaveis
quantidades de XiDH por um periodo de 4 horas, apds o qual,estas
células recuperam a capacidade de sintese a uma velocidade me-
nor que a do sistema controle.

Este retardamento inicial da capacidade de sintese da

XiDH mostrada na Figura 20 sugere uma repressao transitoria.
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3.14, EFEITO DA GLUCOSE SOBRE A XiDH INDUZIDA EM CELULAS DE
PULLULARIA PULLULANS EM CRESCIMENTO EM PRESENCA DE D-

XILOSE

A Figura 21 mostra que quando se adiciona D-glucose a um
cultivo de células na fase exponencial de crescimento em pre-
senga de D-xilose, a atividade especifica inicial que era de
630 mU/mg proteina decresce até 240 mU/mg protina dentro de 5
horas de crescimento, ou seja, ha perda de 62% da sua ativida-
de. No entanto, as células em crescimento sem a presenca de
glucose (cultivo controle), continuam sintetizando a XiDH até
o nivel maximo em torno de 800 mU/mg proteina, a partir doqual
passa a declinar naturalmente. Observa-se que o decréscimo na
atividade especifica da XiDH causada pela adigao de glucose ao
cultivo de células em crescimento, esta abaixo da "curva teéri
éé" que“;epéésenta a diluicao da enzima pré—exis%eﬁzggmﬂx>cre§

cimento celular.

3.15. EFEITO DA GLUCOSE SOBRE A XiDH INDUZIDA EM CELULAS DE

PULLULARIA PULLULANS EM ESTAPO NAO-PROLIFERANTE

A Figura 22 mostra que celulas do microrganismo cresci-
“daé'pfevigméﬁte em gliéerol e induzidas pela xilose sintetizam
XiDH em sua velocidade maxima, enquanto que aquelas expostas a
duas concentragoes diferentes de glucose no sistema contendo
xilose, provocam inibicdo transitdria das enzimas pré-existen-
tes (um tipo de inibig¢do catabdlica transitdria) e repressao do

actmulo adicional da enzima (repressao catabdlica). Portanto a

adigéo‘de glucose ao sistema de inducao da XiDH provoca um ti-
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po de inibigao catabdlica transitdria seguida por uma fraca re
pressao catabdlica permanente. Este efeito & proporcional a
concentragao de glucose adicionada. Observa-se na Figura 22que
a inibicao catabdlica transitdoria da atividade de XiDH pela
glucose inicia somente 1 hora apds a adigao deste aglcar. A a-
tividade XiDH nao €& totalmente inibida e nem a indugao & total
mente reprimida mesmo em presenca de 1,3 vezes mais glucose que

xilose no sistema de incubagao.

3.16. EFEITO DA ADIGAO SIMULTANEA DE GLUCOSE E CICLOEXIMIDA SO
BRE A XiDH INDUZIDA EM CELULAS DE PULLULARIA PULLULANS

EM ESTADO NAO-PROLIFERANTE

A Figura 23 mostra que a adigao de cicloeximida simulta-
neamente com a glucose ao sistema de indugao nao impede gque o-
corra a inibigéo transitéria4da'XiDH.causada peia glucose. Por
tanto, este resultado sugere que nao & necessiria uma sintese
protéica ativa para a inibicao transitdria da XiDH estimulada
pela glucose. Além disso, observa-se gue em presenga de ciclo-
eximida, este efeito inibitdrio sobre a XiDH & gquase imediato,
ao contrario do sistema de incubagao com glucose sem a adigao
de cicloeximida. Cinco horas apds a adigao simultanea de gluco
se e cicloeximida ha récuperagso do nfvél da XiDH pré-existen-
te, o qual & mantido constante pelo menos por 3 horas sem que

haja sintese de novas moléculas de XiDH.

3.17. EFEITO DE REMOGAO DE GLUCOSE SOBRE A XiDH INDUZIDA POR
D-XILOSE EM CELULAS DE PULLULARIA PULLULANS EM ESTADO

NAO-PROLIFERANTE
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A Figura 24 mostra que quando células incubadas em pre-
senga de glucose sao lavadas e resuspensas em tamgao fosfato
sem fonte de carbono, obtem-se uma reativagao completa da ati-
vidade da XiDH. Esta reativacao & completamente impedida pela
adigao de cicloeximida no tampao fosfato, sugerindo que uma sin
tese de proteina & necessaria para o restabelecimento da ativi
dade da XiDH. A figura mostra também que esta atividade recupe
rada da XiDH & totalmente perdida apds 3 1/2 horas de incuba-
¢ao em tampao fosfato (sem a fonte de carbono). Quando as célu
las incubadas em tampao fosfato contendo glucose sEo»lavadas"e
resuspensas novamente no tampao contendo xilose, observa-se tam
bém uma completa reativagao da atividade especifica da enzima

seguida de uma nova indugao da XiDH.

3. 18 EFEITO DA ADIGAO DE GLUCOSE E CICLOEXIMIDAS SOBRE A XlDH

PREVIAMENTE INDUZIDA AO MAXIMO PELA XILOSE EM CELULAS EM

ESTADO NAO-PROLIFERANTE

A adigao de D-xilose ou de D-glucose a suspensao de célu
las em condigoes nao-proliferantes,‘previamente crescidas em
meio de DPE contendo D-xilose, nao modifica o nivel constante

da atividade da XiDH (Figura 25). Esta atividade enzimaticaman

’ .
'—'l‘\

tem-se constante desde o inicio da incubagao até 10 horas apos:'
a partir do qual passa a declinar lentamente. A adigao simulta
nea de cicloeximida e glucose também nao afeta os niveis maxi-
mos da XiDH previamente induzida . A enzima manteve-se esta-
vel, isto &, sem perda da atividade até pelo menos 7 horas de

incubagdao em presenca deste antibidtico.



43

3.19. EFEITO DA DIBUTIRIL AMPc SOBRE O "EFEITO DE GLUCOSE" ES
TIMULADA DURANTE A INDUCAO DA XiDH EM CELULAS DE PULLU-

LARIA PULLULANS EM ESTADO NAO-PROLIFERANTE

A Figura 26 mostra que a adicao de glucose & suspenao de
células resulta numa inibigcao transitdoria seguida por uma re-
pressao permanente. A adigcao de 3 mM de AMPc reverte a inibi-
cao transitdbria, bem como a repressao permanene aos niveis do
controle (sistema com D-xilose). Com 1 mM deste nucleotideo o-
corre a reversao da inibigao transitdoria e repressao permanen-’

te, mas em um nivel menor que a do controle.

3.20. ANALISE PELA TECNICA DE IMUNODIFUSAO DUPLA DA XiDH INI-

BIDA PELA GLUCOSE

A Figura 27 mostra que tanto a XiDH induzida pela D-xilo
se como a "inibida-reprimida" pela D-glucose forma uma Unica
linha de precipitacao com o antisdro preparado contra a XiDH pu
rificada. A intensidade destas linhas de precipitinas sao seme
lhantes, apesar da enzima aplicada no orificio 3 e 4 do gel pa
ra a imunodifusao dupla estar "inibida-reprimida" em torno de

50%.



44

3.21. EFEITO DA CONCENTRAGAO DE XILITOL SOBRE A ATIVIDADE DA
XILITOL DESIDROGENASE DE CELULAS DE PULLULARIA PULLU-

LANS INCUBADAS COM D-XILOSE E COM D-GLUCOSE

Efetuou-se o experimento mostrado nas Figura 28 e 29, com
o intuito de verificar se a atividade da XiDH obtida de célu-
las incubadas em presenga de glucose & devida somente a molécu
las de XiDH que ainda nao sofreram o "efeito da glucose" (con-
siderando que aquelas que sofreram este efeito estariam total-
mente sem atividade), ou a uma populagao de enzimas que estdo
sob diferentes estagios do efeito deste aglcar e que ainda con
servam uma pequena atividade remanescente, com aquelas gque nao
foram "inibidas-reprimidas".

A Figura 28 mostra o efeito da concentracao de xilitol so
bre a atividade Qa XiDH induzida em estado nao proliferante e

.

de celulas incubadéé por 4 horas em présenga de glucose. Os va
. lores de Km aparente obtidas pelo grafico de Lineweaver-Burﬁ7m
foram 8,00 mM e 6,06 mM, respectivamente, para as enzimas sem

e com "inibicao-repressao". O comportamento da enzima apds o

"efeito da glucose" permanece ser do tipo michaeliano.

3.22. EFEITO DA CONCENTRAGAO DE NAD+ SOBRE A ATIVIDADE DA XI-
LITOL DESIDﬁCGENASE DE CELULAS DE PULLULARIA PULLULANS

INCUBADAS COM D-XILOSE E COM D-GLUCOSE

~ +

A Figura 29 mostra o efeito da concentragao de NAD so-
bre a atividade da XiDH induzida em estado nao proliferante e
de células incubadas por .4 horas em presenca de glucose. O com

portamento das enzimas & do tipo michaeliano, sendo gque os va-
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lores de Km aparente obtidos, pelo grafico dos inversos(69), e
de 0,14 e 0,18 mM, respectivamente para as XiDHs sem e com o}

"efeito da glucose".



TABELA 1: Purificagdo da xilitol desidrogenase de células de Pullularia pullulans.

ATIVIDADE ESPE-

ETAPAS DE PURIFICACAO VOLUME UNIDADE/ml PROTETNA UNIDBDES — pprep PURIFICAGAO RENDIMENTO
TOTAL (ml) (mg/ml) TOTAIS - 5
(U/mg proteina) (%)
Extrato bruto 19,0 8,0 12,30 152,0 0,6 - 100,0
Scbrenadante de sulfato
de protamina 20,0 6,4 7,00 128,0 0,9 1,5 84,2
Precipitado de 40-70%
saturacao de sulfato 2,5 43,8 19,28 109,5 2,3 3,8 72,0
de amdnio .
Eluato da coluna de gel
Sephadex G-150 28,3 1,5 0,35 42,5 4,3 7,1 28,0
Eluato da coluna de
DEAE-celulose 13,0 1,6 0,13 20,8 12,3 20,5 13,7
Eluato da coluna de
"blue-Sepharose" 16,4 0,7 0,029 11,5 24,1 40,2 7,6

CL-6B

9%



TABELA 2: Efeito de diferentes fontes de carbono sobre o cres-
cimento e a atividade de xilitol desidrogenase de

PULLULARIA PULLULANS

VELOCIDADE ESPECI ATIVIDADE ESPECIFI-

FONTE DE CARBONO TEMPO DE GERA- FICA DE CRESCIMEN CA (b)

(0,5%) GAO () TO (a) (h~1) T (MU xmg proteiné'])
D-glucose 2,0 0,35 0
D-xilose 3,0 0,23 197
D-manitol 3,0 0,23 4
D-galactose 4,6 0,15 0,30
glicerol 5,3 0,13 0
Succinato de so

dio 5,8 0,12 0
D-arabinose 8,1 0,09 3
D-ribose 11,5 0,06 0

(a) estes valores representam a média de 2 ou mais experimen
tos.

(b) enzimas obtidas de células crescidas até a fase exponen-
cial final em fontes de carbono acima listados e nao subme

tidas ao processo de jejum.

O tempo de geragao, a velocidade especifica de crescimen
to e a atividade especifica foram calculados a partir das cur-
vas das Figuras 13 e 14, utilizando as eqguagoOes descritas no

item 2.4.3. de Materiais e Métodos.

-
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Figura 1 - CROMATOGRAFIA EM GEL SEPHADEX G-150.

A coluna de gel Sephadex G-150 (2,6 x 36,5 cm) foi pre-
viamente equilibrada com tampao fosfato 10 mM, pH 7,0 conten-
do 1 mM de 2-mercaptoetanol. Foram aplicadas & coluna 109,5 u
nidades de enzima (2,5 ml) obtidas por precipitagao com sulfa-
to de amdnio entre 40-70% de  saturacgao. A eluigao
da enzima foi efetuada com tampao de equilibrio, com fluxo de
0,36 mi/min. e acompanhada a 280 nm (—e— ). A atividade enzi

matica foi medida em cada fracgao de 3,2 ml ( —e—).

A 280 nm(—&—)
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Figura 2 - CROMATOGRAFIA DE TROCA IONICA EM DEAE-CELULO

SE.

A coluna de DEAE-celulose (3 x 3,5 cm) foi previamente
equilibrada com tampao fosfato 10 lﬁM, pH 7,0 contendo 1 mM de
2-mercaptoetanol. Foram aplicadas a coluna 73,6 unidades de en
zima, num volume de 28,3 ml obtidas na etapa de filtragéo em
coluna de Sephadex G-150. Apds a lavagem da coluna com 65 'ml
de tampao fosfato 40 mM, pH 7,0 contendo 1 mM de 2-mercaptoeta
nol e coletadas em fragoes de 4,2 ml (F} a Fp3), a eluigao da enzima foi
efetuada com um gradiente de tampao fosfato entre as concentra
¢oes de 50 a 90 mM num volume total de 100 ml e coletadas fra-

¢oes de 3,0 ml, a partir da fragao 21.

mM fosfato (
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Figura 3 - CROMATOGRAFIA DE AFINIDADE EM "BLUE SEPHARO-
SE" CL-6B.

A coluna de "Blue Sepharose" CL-6B (1,8 x 25 cm) foi e-
gquilibrada com tampao fosfato 10 mM, pH 8,0. Foram aplicadas a
coluna 20,8 unidades de enzima num volume de 13 ml. A coluna
foi lavada com tampao de equilibrio até gue a absorbancia a
280 nm (—p~) dos eluatos fossem iguais a 0,003 unidade (cerca
de 3 vezes o volume da resina). As fracgoes coletadas (F; a Fyo
eram de 12 ml/tubo . A eluicao da enzima (—e—) foi efetuada
com solugao de NAD' 3 mM em tampao de equilibrio, com fluxo de
1,5 ml/min. e coletadas em fragoes de 2,0 ml, a partir da fra-
cao 11.



51

Figura 4 - ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA.

A eletroforese foi efetuada em gel de poliacrilamida a
7% (polimerizada com persulfato de amdnio) em tampaoc Tris/bora
to 0,065M, pH 9,0 durante 1 1/2 horas e corrente de 5 mwA/gel.
A proteina foi revelada com "coomassie brilliant blue" G-250.
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Figura 5 - IMUNODIFUSAO DE OUCHTERLONY.

No orificio central foi aplicado 50 ul de imunosoro an-
ti-XiDH purificado de Pullularia pullulans e nos periféricos fo

ram aplicados diferentes preparagoes de XiDH:
1= 50 ul (29 mU) de XiDH purificada e homogénea.

2 e 4 =25 pyl (70,8 mU) de XiDH parcialmente purificada.
3 =25 pl (2,4mU) de extrato livre de células
As linhas de precipitinas foram coradas com "coomassie bri

lliant blue" G-250.



53

UNIDADE DE XiDH RECUPERADA

0 0, 0,2
UNIDADE DE XiDH ADICIONADA

Figura 6 - DETERMINACAO DO PONTO DE EQUIVALENCIA ENTRE
A XILITOL DESIDROGENASE E SEU RESPECTIVO ANTICORPO.

As quantidades de xilitol desidrogenase indicadas na fi
gura foram incubadas com 10 ul de soro controle (—0— ) ou
com 10 pl de imunosoro ( —®—). Apds a incubagao a 30°%¢ por
4 horas e a seguir a 4°c por 14 horas, os precipitados foram

eliminados para dosagens da atividade enzimatica.
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Figura 7 - GRAFICO DA INFLUENCIA DE VARIAS CONCENTRA-
COES FIXAS DE XILITOL SOBRE A VELOCIDADE INICIAL DA ATIVIDADE
DA XiDH, EM CONCENTRACOES VARIAVEIS DE NAD'.

A atividade enzimatica foi medida espectrofotometricamen
te a 340 nm a pH 9,6 em 25 mM de °tampao glicina/NaOH; 8,0
mU de XiDH purificada e concentragoes de NAD' entre 0,36 a 3,6
mM e xilitol de 10, 20 e 30 mM. A velocidade da reagao esta ex

pressa em umoles de NADH formados por minuto por ml de sistema.
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Figura 8 - GRAFICO DA INFLUENCIA DE DIFERENTES CONCEN-
TRACOES FIXAS DE NAD' SOBRE A VELOCIDADE INICIAL DA ATIVIDADE
DA XiDH, EM CONCENTRACOES VARIAVEIS DE XILITOL.

A atividade enzimatica foi medida  espectrofotometrica
mente a 340 nm em pH 9,6 em 25 mM de tampao glicina/NaOH;
9,8 mU de XiDH purificada e concentracoes de xilitol entre 1,0
a 20,0 mM e Napt ae 1,1; 2,3 e 3,4 mM. A velocidade da reacgao
esta expressa em umoles de NADH formados por minuto por ml de

sistema.
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Figura 9 - GRAFICO DA INIBICAO DA ATIVIDADE DA XILITOL
DESIDROGENASE PELO PRODUTO DA REACAO NADH A VARIAS CONCENTRA-
COES FIXAS, EM RELACEO'AO NAD' COMO SUBSTRATO VARIAVEL.

A atividade enzimatica foi medida espectrofotometrica-
mente a 340 nm a pH 9,6 em 25 mM de tampao Jlicina/NaOH;
10,4 mU de XiDH; 20 mM de xilitol; concentragoes de NaDt  en-
tre 0,23 a 2,27 mM e 10; 30; 50 e 80 uM de NADH. A velocidade
da reagéo esta expressa em umoles de NADH formados por minuto

por ml de sistema.
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Figura 10 - GRAFICO DA INIBIGCAO DA ATIVIDADE DE XiDH PE
LO PRODUTO DA REACAO NADH A VARIAS CONCENTRACOES FIXAS , EM
RELACAO AO XILITOL COMO SUBSTRATO VARIAVEL.

A atividade enzimatica foi medida espectrofotometrica
mente a 340 nm a pH 9,6 em 25 mM de tampao glicina/NAOH;
10,4 mU de XiDH purificada; 2,3 mM de NAD+; concentragées de
xilitol entre 2 a 20 mM e 10; 50 e 100 uM de NADH. A velocida-
de da reagao esta expressa em umoles de NADH formados por minu
to por ml de sistema.
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Figura 11 - GRAFICO DA INIBIGAO DA ATIVIDADE DA XiDH PE
LO PRODUTO DA REACAO D-XILULOSE (A VARIAS CONCENTRACOES FIXAS),
EM RELAGCAO AO NADT COMO SUBSTRATO VARIAVEL.

A atividade enzimatica foi medida espectrofotometrica-
mente a 340 nm a pH 9,6 em 25 mM de tampao glicina/NaOH;
10,6 mU de XiDH purificada; 20 mM de xilitol; concentragoes de
NAD+ entre 0,55 a 2,18 mM e 0,5; 1,5 e 5 mM de D-xilulose. A
velocidade de reacgao esta expressa em umoles de NADH formados

por minutos por ml de sistema.
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Figura 12 - GRAFICO DA INIBICAO DA ATIVIDADE DA XiDH PE
LO PRODUTO DA REAGAO D-XILULOSE A VARIAS CONCENTRACOES FIXAS
EM RELACAO AO XILITOL COMO SUBSTRATO VARIAVEL.

A atividade enzimatica foi medida espectrofotometrica-

mente a 340 nm a pH 9,6 em 25 mM de tampao glicina/NaOH;

10,6 mU de XiDH ;
tre 5 a 20 mM e O,

2,2 mM de NAD; concentragoes de xilitol en-
5; 5,0 e 10 mM de D-xilulose. A velocidade da

reagao esta expressa em umoles de NADH formados por minuto

por ml de sistema.
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Figura 13 -CURVAS DE CPRESCIMENTO DE PULLULARIA PULLULANS
EM DIFERENTES FONTES DE CARBONO.

As células foram crescidas em meio D.P.E. contendo ex-
trato de levedura 0,1%,como descrito em Materiais e Métodos. As
fontes de carbono (0,5%) usadas para o crescimento foram: ——,
D-xilose; =-x-x-, D-glucose; —A—, D-manitol; —\/— , D-arabino
se; —O— , D-ribose; —{}—, glicerol;—#—, D-galactose; —(®— ,
succinato de sddio; —@— ,sem adicao de fonte de carbono.

As densidades celulares foram medidas a 660 nm usando espectro

fotometro Coleman Jr.

60
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Figura 14 - RELACAO ENTRE O CRESCIMENTO E A SINTESE DA
XiDH EM CELULAS DE PULLULARIA PULLULANS COMO UMA FUNGAO DO TEM
PO. ’

D-Xilose (0,5%) foi adicionada ao tempo zero do cresci-
mento em meio D.P.E. contendo 0,4 mg ¥ de tiamina (meio defi-
nido (—0—) ou 0,19% de extrato de levedura (—/— ). Nos inter-
valos de tempo indicados foram coletadas amostras de células e
as atividades da XiDH (——) em presenga de tiamina;(—&— ) em
presenca de extrato de levedura foram determinadas como descri

to em Materiais e Métodos.
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Figura 15 - DETERMINACAO DA VELOCIDADE DIFERENCIAL DE
SINTESE DA XiDH EM CELULAS DE PULLULARIA PULLULANS EM CRESCI-

MENTO.

A : AE = aumento da sintese enzimatica a um dado tem-

po; M_= proteina das células presentes no inicio do cultivo;
Mt= proteina das ceélulas presentes a um dado tempo. Os 'dados

mostrados na Fig.l1l5A foram obtidos da Fig 15B. B : As celulas
foram crescidas em meio definido (—e— ) sob as mesmas condi-
cOes descritas em Materiais e Métodos. Amostras de cultivo fo-

ram coletadas para o ensaio enzimdtico ( —&—) e determinagao

de proteinas totais ( —0O—).
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Figura 16 - CINETICA DE INDUCAO DA SINTESE DA XiDH EM
CELULAS DE PULLULARIA PULLULANS EM ESTADO NAO-PROLIFERANTE.

Células de Pullularia pullulans pré-crescidas em glice-
rol foram suspensas em tampao fosfato como descrito em Mate-
riais e Métodos. A densidade celular foi acompanhada a 660 nm
(—O—). A atividade da XiDH foi determinada em células sem a
adigéo de D-xilose (—A—) e em células induzidas com 1,5% de
D-xilose (—e—).

AGGOnm €-<>-9
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Figura 17 - EFEITO DA CONCENTRACAO DO INDUTOR SOBRE A
CINETICA DE INDUCAO DA SINTESE DA XiDH EM CELULAS DE PULLULA-
RIA PULLULANS EM ESTADO NAO-PROLIFERANTE.

Células de Pullularia pullulans pré-crescidas em glice-
rol, suspensas em tampao fosfato 0,1 M, pH 6,6 foram incubadas
em presenca das seguintes concentragoes iniciais de D-xilose :
—— , 0%; ——, 0,7%; —/— , 1,7%; —O— , 2%. Amostras de
células foram coletadas para a determinacao da atividade da
XiDH ( —&—A——0—— ) e do desaparecimento de D-xilose no
meio de indugao (--e -4 --0-- ).

X1LOSE RESIDUAL (g/100ml) &--9
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Figura 18 - EFEITO DA CICLOEXIMIDA SOBRE A INDUCAO DA
SINTESE DA XILITOL DESIDROGENASE EM CELULAS DE PULLULARIA PULLU
LANS EM ESTADO NAO PROLIFERANTE.

As células foram pré-crescidas em glicerol, jejuadas e
suspensas em tampao fos’fato 0,1 M, pH 6,6 como descrito em Ma-
teriais e Métodos. A atividade da XiDH foi medida em presenga
de: —€—, 0,5% de D-xilose; —&— , 0,5% de D-xilose mais 20
pg/ml de cicloeximida, adicionada apds 4 ' horas de inducgaoc;
—@®— , 0,5% de D-xilose mais 20 ug/ml de cicloeximida adicio
nada no tempo zero da indugao.
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Figura 19 - EFEITO DO INOCULQ, CRESCIDO EM DIFERENTES
FONTES DE CARBONO, SOBRE A INDUCAO DA XiDH EM CELULAS DE PULLU
LARTA PULLULANS EM CRESCIMENTO.

Os indculos foram crescidos até o final da fase exponen
cial em meio D.P.E. cor;tendo um dos seguintes acglcares: (A) D-
glucose; (B) glicerol; (C) D-xilose. ApOs, as células foram co
letadas, lavadas e suspensas em um volume igual ao inicial de meio D.P.E.
sem fonte de carbono.Esta suspensao celular foi inoculada em meio D.P.E.con
tendo 0,5% de D-xilose para o crescimento. Amostras de celulas fo-
ram coletadas nos tempos indicados para a determinagao enzima-
tica (—E§—) e crescimento celular: —e—, indoculo crescido em
0,5% de glucose e induzide com 0,5% de D-xilose; —p—, indculo
crescido em 0,5% de glicerol e induzida com 0,5% de D-xilose;

—7/+—, indculo crescido e induzido em 0,5% de D-xilose.
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Figura 20 - EFEITO DA PRESENCA SIMULTANEA DE D-XILOSE E
DE GLUCOSE OU GLICEROL SOBRE A CINETICA DE INDUCAO DA XiDH DE
CELULAS DE PULLULARIA PULLULANS EM ESTADO NAO-PROLIFERANTE.

As células foram previamente crescidas em glicerol, je-
juadas e suspensas em tampao fosfato 0,1 M, pH 6,6 como descri
to em Materiais e Métodos. A inducao foi iniciada adicionando-
se: 0,5% de D-xilose,—e— ; 0,5% D-xilose mais 0,5% de glice-
rol,—&— ; 0,5% de D-xilose mais 0,5% de D-glucose, —\— .
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Figura 21 - EFEITO DA GLUCOSE SOBRE A INDUCAO DA XiDH EM
CELULAS DE PULLULARIA PULLULANS EM CRESCIMENTO EM PRESENCA DE
D-XILOSE.

As céelulas foram crescidas em meio DPE contendo 0,5% de
D-xilose (~-0-=-) como descrito em Materiais e Métodos. No tem-
po indicado pela seta, o cultivo foi separado em duas porgoes.
Uma delas serviu de controle (--O--) e a outra foi adicionada 2%
de glucose (--§--). Foram determinadas as atividades da XiDH no
cultivo controle ( ——) e apds a adigao de glucose (—® );cur
va tedrica que representa a diluicao pelo crescimento,das enzi-

mas pré-existentes (---4&--).
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Figura 22 - EFEITO DA GLUCOSE SOBRE A INDUCAO DA XiDH
EM CELULAS DE PULLULARIA PULLULANS EM ESTADO NAO-PROLIFERANTE.

As células foram pré-crescidas em meio DPE com glice-
rol, jejuadas e suspensas em tampao fosfato 0,1 M, pH 6,6 co-
mo descrito em Materiais e Métodos. A indugao foi iniciada pe
la adicdo de 1,5% de D-xilose. Apds 2 horas de incubagao a sus
pensao celular foi dividida em 3 partes. Uma delas serviu de
controle ( —e— ) e nos demais foram adicionados 0,5% e 2% de
D-glucose, (—®,—) . Foram determinados os aglcares residuais
no sistema de indugao:--e--, D-xilose residual no controle,-v-

e--[+-, D glucose residual no sistema de indugao.
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Figura 23 - EFEITO DA ADICAO SIMULTANEA DE GLUCOSE E CI
CLOEXIMIDA SOBRE A INDUCAO DA XiDH EM CELULAS DE PULLULARTIA
PULLULANS EM ESTADO NAO-PROLIFERANTE.,

As células previamente crescidas em meio DPE com 0,5% de
glicerol, jejuadas e suspensas em tampao fosfato 0,1 M, pH 6,6,
como descrito em Materiais e Métodos, foram incubadas em pre-
senca de 1,5% de D-xilose ( —e— ); 1,5% de D-xilose mais 2% de
D-glucose ( —A—-); 1,5% de D-xilose, 2% de D-glucose e 100 ug/
ml de cicloeximida (—&—).
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Figura 24 - EFEITO DA REMOQKO DE GLUCQSE SOBRE A XiDH

INDUZIDA POR D-XILOSE EM CELULAS DE PULLULARIA PULLULANS EM ES
TADO NAO-PROLIFERANTE.

‘As condigoes de indugao foram as mesmas descritas na Fi
gura anterior. Apds 6 horas de indugao (—e—), 2% de D-glucose
foi adicionada ao sistema de incubag¢ao, e apds mais 2 horas,
as células foram coletadas, lavadas e suspensas em tampao fos-
fato: sem glucose (—O—); sem glucose, com 1,5% de D-xilose
(—1—); sem glucose, com 100 ug/ml de cicloexi.mida (—e—);
com D-glucose 2% (—/); sem glucoseé, com 1,5% de - D-xilose
mais 100 ug de cicloeximida (—&-); +G —, adigao de glucose;
-G ¢«—, remogao de glucose.
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Figura 25 - EFEITO DA ADICAO DE GLUCOSE E CICLOEXIMIDA
SOBRE A XiDH TOTALMENTE INDUZIDA PELA XILOSE EM CELULAS DE
PULLULARIA PULLULANS EM ESTADO NAO-PROLIFERANTE.

As células foram crescidas previamente em meio DPE con-
tendo 0,5% de D-xilose, lavadas e suspensas em tampao fosfato

0,1 M, pH 6,6 como descrito em Materiais e Métodos. O experimen

to foi iniciado pela adicao de
de D-glucose
eximida (—®—).

1,5% de D-xilose

(—o— );

2%

(--A--); 2% de D-glucose mais 100 pg/ml de ciclo
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Figura 26 - EFEITO DE DIBUTIRIL AMPc SOBRE O "EFEITO DA
GLUCOSE" ESTIMULADA DURANTE A INDUCAO DA XiDH EM CELULAS DE
PULLULARIA PULLULANS EM ESTADO NAO-PROLIFERANTE.

As células foram previamente crescidas em meio DPE con-
tendo glicerol, lavadas e suspensas em tampao O,1 M, pH 6,6 co

mo descrito em Materiais e Métodos. A inducao foi iniciada pe-

la adigao de 1,5% de D-xilose ( —e— ). ApOs 2 horas de incuba
cao foram adicionados ao sistema: 2% de D-glucose (—IXx—); 2%
de D-glucose mais 1 mM de AMPc (—@—); 2% de D-glucose mais 3

mM de AMPc ( —4— ).
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Figura 27 - IMUNODIFUSEO DUPLA DA XiDH INIBIDA PELA GLU
COSE:

No orificio cen£r31 foi aplicado 50 ul de imunosoro an-
ti-XiDH purificado de Pullularia pullulans e nos periféricos fo
ram aplicados: (1), (2), 50 pl da enzima sem "inibigao-repres-
sao™ pela glucose( 0,7 mU/ml x h = 100% de atividade]; (3),(4),

70 u1 da enzima apds 50% de "inibigao-repressao”.
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Figura 28 - EFEITO DA CONCENTRAGAO DE XILITOL SOBRE A
ATIVIDADE DA XILITOL DESIDROGENASE DE CELULAS DE P. PULLULANS
INCUBADAS COM D-XILOSE E COM D-GLUCOSE.

As enzimas ensaiadas foram os extratos livres de células
induzidas em presenca de 0,75% de D-xilose ( —e— ) e de célu-
las incubadas em D-glucose por 4 horas (—8—). As condigoes de
indugao da XiDH foram as mesmas descritas na Figura 26. ApOs 6
horas de inducdo, foi adicionada a uma parte do sistema de incubagao
2% de glucose e 4 horas apds, as células Gos 2 sistemas de incubacao foram
coletadas, lavadas e os extratos preparados. A velocidade da reacac esta ex

pressa em umoles de NADH formados por minuto por ml de sistema..
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Figura 29 - EFEITO DA CONCENTRACAO DE NAD' SOBRE A ATI-
VIDADE DA XILITOL DESIDROGENASE DE CELULAS DE P. PULLULANS IN-
CUBADAS COM D-XILOSE E COM D-GLUCOSE.

As enzimas ensaiadas foram os extratos livres de células
induzidas em presencga de 0,75% de D-xilose ( —e— ) e de célu-
las incubadas em 2% de D-glucose por 4 horas(—®—). As condig6es
do experimento foram as mesmas descritas na Figura 28- A veloci
dade da reagcao esta expressa em pmoles de NADH formados por

minuto por ml de sistema.



4 - DISCUSSAO

As vias de utilizagao de D-xilose como fonte de carbono

e energia, em organismos procaridticos e eucaridticos, estao am

olamente estudadas( 14715/16,43,51,53,58,59,66,83,86,91,97,98,111,

112,115,119, 123,125,132,133,135,139,151). No entanto, pOUCO

tem sido publicado, até o momento, sobre a indugao, purifica-
cao, propriedades gerais e mecanismo cinético da xilitol desi-

drogenase em leveduras e fungos, com excecao feita para Candi-

S(133) (14,58,59)

da albican , Candida utilis

(119) e Pullularia puZZuZans(123).

, Pachysolen tanno-
rhilus
A Pullularia pullulans crescida em meio contendo D-xilo
se induz a sintese de uma xilitol desidrogenase capaz de oOXi-
dar xilitol a D-xilulose em presencga de NAD'. A XiDH deste fun
go imperfeito foi parcialmente purificada e as suas principais
propriedades caracterizadas em nosso trabalho anterior(123).

Com a finalidade de se obter anticorpos anti-XiDH, esta
enzima foi novamente purificada, uma vez que na purificacao an
terior nao se conseguid chegar 5 homogeneidade necessaria.

A XiDH foi purificada 39,6 vezes, com 7,6% de rendimen-
to final, apresentando-se homogenea pela eletroforese em gel
de poliacrilamida.

A cromatografia de afinidade possibilitou a eliminacao

de aproximadamente 72% das proteinas contaminantes que estavam

presentes na fragao eluida da coluna de DEAE-celulose, mostran
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do ser uma etapa importante no processo da purificagao da XiDH.
Com a XiDH obtida da fragao mais ativa eluida da coluna
de DEAE-celulose efetuou-se os estudos para determinar o meca-
nismo cinético de reagao da XiDH.
Estudos da velocidade inicial da reacgao catalisada pela
XiDH forneceram dados para sugerir um mecanismo sequencial(z),
pois os graficos dos inversos das velocidades iniciais contra
os inversos das concentragoes dos substratos (69)(NNf_e xilitol,
Figuras 7 e 8) apresentam a inte:-:secgéio das linhas num unico ponto acima
do eixo das abcissas e & esquerda do eixo das ordenadas. Se ©
mecanismo fosse o do tipo "ping pong" as varias linhas nao se
cruzariam em um ponto comum, mas seriamparalelas. Portanto, xi-
litol e NAD+ necessitam estar simultaneamente no sitio ativo
da enzima antes de formar os produtos da reagao (NADH e D-xilu
lose).

(3)

Segundo Alberty , O mecanismo sequencial com bi-subs-

tratos pode ser diferenciado pelos estudos de inibicao pelos
produtos da reacgao.
A anilise cinética das Figuras 9 a 12 estao de acordo

com a proposicao de que o mecanismo de reagao da XiDH seja se

(114)

quencial ordenado Bi Bi . Logo, NAD+ e xilitol devem-se 1li

gar a XiDH por uma sequéncia obrigatdria, bem como a liberagao

s

dos produtos (NADH e D-xilulose) formados.
Os dados dos graficos 7 a 12 estao de acordo com a pro-
posicao de que NAD' & o primeiro substrato a se combinar com a

enzima livre, seguida pelo xilitol. A ordem de liberagao dos

(21). Entao, a

representacio grdfica, segundo a notagao de Cleland(21), para

produtos formados & D-xilulose seguido por NADH

opossivel mecanismo de oxidagao de xilitol pela XiDH é:
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NAD" xilitol
l |
XiDH XiDH.NAD" XiDH.NAD.xilitol
XiDH.NADH. xilulose
D-xilulose NADH
! 1
X1iDH.NADH XiDH

O mecanismo sequencial ordenado BiBi proposto para XiDH

& concernente com outras desidrocenases como a alcool desidroge-

nase(l45), lactato desidrogenase(47) (96)e

(67)

glucose 6-fosfato desidrogenase .

, ribitol desidrogenase

A Pullularia pullulans & capaz de metabolizar diferentes
fontes de carbono para a sua proliferacao, pois possui enzimas
constitutivas para a degradagao da maioria dos mono e dissacari-
deos mais comuns como a glucose, galactose, maltose, manose, ra-

(19)

finose, sacarose e trealose . A analise das curvas de cresci-
mento (Figura 13) deste fungo mostra que o tempo de geracgao do
microrganismo crescido em presenca de diferentes fontes de carbo
no varia de 2 a 11 horas e a velocidade especifica de crescimen-
to de 0,06 a 0,35 h—l. Estes dados indicam que este funco utili-
za preferencialmente D-glucose, D-xilose e D-manitol para o seu
crescimento.

Embora este fungo tenha crescido em presenca de diversos
aglcares testados, nenhuma atividade significativa da XiDH foi de

tectada, com excecao do crescimento em D-xilose.(Tabela 2)Este fato

sugere que a XiDH deste fungo nao & uma enzima constitutiva. As célu
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las de Pullularia pullulans somente sintetizam a XiDH em pre-
senga de D-xilose, tratando-se portanto de uma desidrogenase in
duzivel, sendo a D-xilose um efetivo indutor. Grande parte dasxi

litol desidrogenases das leveduras e fungos descritos em "Introdugao" sao

induziveis, como também & a XiDH da "bactéria entérica“(BO).

O nivel maximo de indugao da XiDH em células de Pullu-
laria pullulans, em crescimento em presenga de D-xilose, & al-
cancado apds 25-2?7 horas, a partir dai o fenomeno entra em de
clinio(Figura 14) .Este decréscimo da atividadé enzimatica parece ser uma
condicao fisioldgica natural das células em crescimento, uma

vez que a L-fucose desidrogenase e L-ramnose desidrogenase de

Pullularia puZZuZans(24'l36); as R-galactosidase de Streptomy-

(110) (103)

ses violaceus , de Candida pseudotropicalis e de Kluyve

(28)

, a manitol desidrogenase de Aspergillus pa-
(12)
’

romyces lactis

(95)

rasiticus e a celulase de Sporotrichum thermophile tam
bém apresentam efeitoﬂéemelhante.

A velocidade diferencial de sintese da XiDH da Pullula-
ria pullulans & de ordem de 1,4 unidades/mg proteina sintetiza
da (Figura 15).Isto significa que nas culturas ‘em crescimento exponencial
a quantidade de XiDH formada é proporcional a sintese proteica
liquida, isto &, a enzima & uma fragao constante do total de
novas proteinas sintetizadas pelas células. Porém, no inicio
do crescimento, a quantidade de enzima sintetisada em relagao
a da proteina total & maior, atingindo subsequentemente, pro-
porcdes decrescentes em relagdo a proteina total, até alcangar
uma velocidade diferenciai constante. Estes dados indicam que
no inicio do crescimento, as células biossintetizam quantidades

necessarias de XiDH para se adaptarem a nova condigao fisiold-

gica e apds a adaptagao, a velocidade diferencial de sintese
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tornou-se constante.

Conforme os resultados apresentados neste trabalho a sin
tese induzida da XiDH & obtida tanto em células em crescimen
to, como em células em estado nao-proliferante, sempre em pre-
senga do indutor D-xilose(Figuras 14 e 16)‘. A cinética de indugao da
XiDH (Figura 16) mostra cue o grau de indugao & vroporcional ao tempo . de
indugdo, assim como & da concentracdo do indutor presente, sendo  que,
baixas concentragoes do indutor levam a um periodo de "lag" a-
centuado.

O aumento da atividade da XiDH por indugao envolve a sin
tese protéica "de novo", ja que a adigao de cicloeximida no ini
cio ou apds 4 horas de indugao cessa completamente o seu apare
cimento(Figura 18). No_entanto, este aumento da atividade da XiDH estimu
lada pela D-xilose nao significa, necessariamente, que a pro-
teina-enzima esteja sendo sintetisada "de novo" sob as condi-
¢oes de uma indugdo. Ela pode ser o resultado de uma ativagao
ou modificagao, pelo indutor, de uma proenzima (proteina inati
va), ja presente na célula, as custas da sintese de uma protel
na especifica para tal. Até o momento, nao se tem conhecimento
de nenhuma poliol desidrogenase gque ‘tenha este mecanismo de in
dugao.

(46)

Guimaraes e colaboradores estudando duas desidroge-

nase induzidas de P. pullulans: L-ramnose e L-fucose desidroge
nase, excluiram a possibilidade de ativagao de enzima latente
através de experimentos com cicloeximida. O mesmo ocorrendo com

a XiDH, pode-se sugerir desta forma que a XiDH deste fungo de-

va também ser sintetizada "de novo".

Foi verificadoque olicerol e glucose causar repressao dasintese de
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XiDH guancdo colocacdos simultaneamente com a D-¥ilose tanto no siste-

ma de indugao ou de crescimento(Figuras 20 e 21). Portanto, o efeito
repressor e exercido tanto em células em crescimento como em célu-
las em estado nao-proliferante.

A adicao de D-glucose a um cultivo de células de P.
pullulans em crescimento, em presenca de D-xilose, causa um
decréscimo de 62% na atividade especifica (Figura 21). A principio,
esta queda seria atribuida somente a uma repressao catabdolica e a
diluicao da enzima pelo crescimento. Assim sendo, a concentra-
cao da enzima pré-existente quando submetida a adigao da gluco
se é reduzida a metade ao final de uma geragao, & um quarto apds
duas geragoes e assim sucessivamente. Entretanto, observa-se
que o decréscimo da atividade da XiDH & mais acentuado que a
"curva tedrica" que representa a diluicao da enzima pré-existen
te por crescimento celular. Dai, esta perda da atividade espe-
cifica da XiDH estimulada pela glucose, poder ser interpretada
como sendo resultante da parada de sua sintese pela repressao
catabdlica, da subsequente diluicao pelo crescimento celular e
finalmente, de um processo adicional de "inativacgao" da XiDH
pré-existente.

A adigao de D-glucose ao meio de cultura contendo D-xi-
lose, provoca um rapido decréscimo na atividade especifica da
XiDH, mas ao mesmo templo causa um maior crescimento da culturg
sem no entanto, exibir o tipico fendomeno de diauxia(Figura 21).0s
substratos que oromovemrapido crescimento como & a glucose, sao
conhecidos serem fortes repressores de sistemas induziveis(lO%)
A presenca de D-glucose e D-xilose no sistema de indu-

cdo de células em estado nao-proliferante (Figura 20),provocaa

completa repressao catabdlica da atividade da XiDH por 4 horas e em
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seguida reinicia a sintese da enzima sob uma fraca repressao
permanehte. A substituicao da D-glucose por glicerol nas condi
Goes acima descrita induz também a repressdo catabolica transi
toria (4 horas), mas de intensidade menor, pois observa-se ni-
veis significativos da atividade da XiDH. Verifica-se que ap0s
este periodo de fraca repressao transitdria a velocidade de sin
tese da enzima iguala aquela do sistema controle, ou seja, na
auséncia de repressores. Portanto, a presenga simultanea de gli
cerol e D-xilose no sistema de indugao provoca somente uma re-
pressao catabdlica transitoria inicial e fraca, ao contrario
da D-glucose que além de reprimir totalmente a sintese inicial
da XiDH, reprime parcialmente a induc¢ao posterior da enzima.
Em P. pullulans, o efeito repressor da D-glucose sobre
a indugao de enzimas de degradagao da L-ramnose e L-fucose tem

(108) (45) A

sido relatado por Rigo e colaboradores e Guimaraes
presenca de D-glucose junto com o indutor reprime guase total-
mente a sintese das enzimas das duas vias oxidativas, tanto em
células em crescimento como em estado nao-proliferante. Quando
a glucose & adicionada em baixas concentragoes junto com o in-
dutor, as enzimas das duas vias aparecem somente quando a glu-
cose do meio diminui.

A adicao de D-glucose a um cultivo de células em estado
nao-proliferante, cuja sintese da XiDH fora previamente induzi
da provoca um decréscimo transitdrio na atividade  especifica
pré-existente, seguida por uma repressao parcial da sintese a-
dicional da enzima (Figura 22).Este fendmeno & proporcional as con-
centragoes de D-glucose presentes no sistema de indugao. Esta queda

inicial na atividade da XiDH causada pela adigao de glucose no

sistema de inducado com células em estado nao-proliferante nao
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€ causada por:

i) diluigao da enzima pré-existente pelo crescimento ce
lular, pois as celulas sao mantidas em condig¢des ndao-prolife -
rantes (nao se observa aumento na densidade celular a 660 nm);

ii) instabilidade da XiDH, pois esta enzima apds O pro-
cesso da tradugao & estavel em células em condigcdes de repouso
por um periodo de 10 horas, tanto em presenga como em auséncia
de glucose (Figura 25); a XiDH também nao & inibida "in vitro"
pela presenga de glucose (concentragao de 2%) no sistema de en
saio enzimatico;

iii) repressao catabolica como o efeito uGnico, porque o
nivel da atividade especifica da XiDH pré-existente nao & man-
tido constante pela interrupgao da sintese enzimatica, apbs a
adicao de glucose no sistema indutor.

O "efeito da glucose" nao se manifesta sobre a XiDH pre
viamente induzida em seu nivel maximo, pelo crescimento (Figu
ra 25).

Estes resultados sugerem que a glucose exerce um efeito
mais acentuado quando adicionado nas eFapas iniciais do proces
so indutivo (Figura 20). A presenca de glucose no inicio da in
ducido junto com o indutor, causa uma repressao total da sinte-
se da XiDH(repressao catabdlica transitoria) por 4 horas, seguida
‘de uma fraca repressao catabolica. A adigdo da glucose apds um
certo nivel de indugao (Figuras 22 & 24 e 26) provoca inicialmente ini
bicdo (por 1-3 horas) na atividade da enzima pré-existente e depois repri-
me parcialmente a indugao adicional. Finalmente, sendo adicionada a

pds a expressao total da XiDH, nao tem efeito algum (Figura 25) .

Este fendmeno observado em células de P. pullulans nao

foi ainda descrito em fungos e leveduras. Contudo, McGinnis e
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descreveram em Escherichia coli a inibigao catabdli

(84)

Paigen
ca como um fendmeno geral no controle da utilizagao de carboi-
dratos. Ampla pesquisa bibliografica revela que a glucose pode
exXercer em graus diferentes uma repressao catabdlica transito-

(74 ,102)

ria ou permanente ou uma inibigao da atividade enzima-

. . . . ~ - 5
tica do tipo inativagao catabolica(‘G)

. Como o "efeito da glu-
cose" em células de P. pullulans nao & uma simples repressao ca
tabolica, nem um caso tipico de inativagdo catabdlica, denomi-
"i

nou-se este efeito encontrado em células de P. pullulans de
nibigao transitdria-repressao catabdlica". Provavelmente, tra-
ta-se de uma associagao destes 2 fendmenos, pois & conhecido que
muitas vias metabolicas possuem um segundo mecanismo de contro
le, o qual permite um controle mais rapido e flexivel da ativi
dade enzimética(4l).

A adigao simultanea de glucose e cicloeximida & suspen-
ééo'ceiuiér ém estado nao-proliferante, cuja sintese da XiDH es-
ta sendo induzida, nao provoca alteragao no decréscimo da ati-
vidade enzimatica causada pela glucose, sugerindo que o efeito
inibitdrio-catabdlico nao & dependente da sintese protéica (Figu
ra 23). ApoOs a inibigdo ha recuperagao natural do nivel da enzima pré-
existente (antes da adigao de glucose), o qual & mantido cons

tante sem que haja sintese adicional de novas moléculas da

4

XiDH, ou seja, a cicloeximida inibe a repressao catabdlica. Por
outro lado, observa-se que ha desaparecimento do aumento ini-
cial de poucas unidades de enzima gue normalmente & observa-
do apds a adicao de glucose. A resposta inibitdria & adigao de
glucose ao sistema sem cicloeximida nunca & imediata, ha sem-
pre um pequeno tempo necessario requerido para metabolizar a

glucose para formar produto(s) que seria(m) um efetivo. inibi-
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dor/repressor. Portanto, a inibicao catabdlica & um mecanismo
que nao requer a formagao de licacgoes peptidicas nos ribosso-
mas, mas durante a repressao catabdlica ha sintese proteica
"de novo". De acordo com os resultados obtidos a inibigao cata
bdlica da XiDH causada pela glucose, pode ser sugerida como re
sultado de uma mudanga na estrutura e/ou conformagao da molécu
la da XiDH, como foi sugerido para a inativacao catabdlica do
sistema de consumo ("uptake")de galactose em leveduras(78).

A inibigao catabdlica da XiDH observada apds incubacao
das células de P. pullulans com glucose nao & provavelmente ‘o
resultado de uma inativagao catabdlica pela degradagao proteo-
litica da enzima. Um dado que favorece esta interpretacao & a
reativagao ou recuperagao da XiDH apds a remocao de glucose do
sistema de inducao pela transferéncia das células em tampao fos
fato sem fonte de carbono (Figura 24). Apds a reativacao total da XiDH ha
um brusco declinio nesta atividade, provavelmente porque a XiDH
representa uma valiosa fonte de amino-acidos e carbono, o qual
poderia ser utilizado para a sintese de novas proteinas ou pa-
ra suprir energia para a célula.

A recuperagao da atividade inibida da XiDH apOs a reti-
rada da glucose do sistema, parece ser dependente da ‘sintese

protéica (Figura 24). A XiDH poderia ser sintetizada "de novo" a partir de
aminoadcidos, ou a recupéragéo poderia ser devida a associagao
de subunidades inativas ou uma mudang¢a conformacional em que a
formagao da ligagao peptidica nos ribossomas estd envolvida.

O decréscimo na atividade da enzima apds a adigao de ci
cloeximida, num sistema livre de glucose, pode ser justificado

pela falta de fonte de carbono para as células e a parada to-

tal da sintese protéica, o que acarretaria uma degradagao rapi
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da da XiDH para suprir as células de suas necessidades fisiold

gicas (Figura 24). Este tipo de efeito e encontrado também durante a reati

vagao da inativagao (causada pela glucose) do sistema de consu

mo ("uptake") de maltose(44) (78)

e de galactose em leveduras. A
pesar da presenca de uma fonte de carbono representada pelos
respectivos indutores, a adigéo de cicloeximida causa uma que-
da na atividade destas enzimas.

Um outro fato que depoe contra uma inativagao catabdli-
ca do tipo proteolitico & a reversibilidade natural da ativida
de inibida da XiDH causada pela glucose, apds um periodo inibi
torio aproximado de 1-2 horas (Figura 22).Esta reversibilidade natural,
apds o periodo de inibigao e em presenga de glucose renanescen
te, se da com uma velocidade reprimida ou menor que a do siste
ma controle (indugao em presenga de D-xilose), estando, portan
to, sob o efeito de uma fraca repressao catabdlica.

Ocorre uma reativagao total da XiDH, inibida pela gluco
se, quando as células sao suspensas em tampao fosfato contendo
D-xilose (Figura 24). A presenca do indutor faz com que o sistema de indu-
cao da sintese da XiDH retome novamente, a sua velocidade maxi
ma. O mesmo nao ocorre quando as células sao suspensas em tam-
pao fosfato contendo cicloeximida e xilose. Nao ha reativagao
da XiDH "inibida-reprimida" e o nivel desta atividade permane
ce constante pelo menos'por 5 horas (Figura 24).

A inibicao catabdlica transitdria da XiDH estimulada pe
la glucose & revertida em presenca de 1 mM de AMPc, e a repres
sao catabdlica da XiDH & completamente evitada pela  presenga
deste nucleotideo (Figura 26). A falta de uma total reversao no inicio do

processo pode ser atribuida a uma quantidade limitada (1lmM)des

te nucleotideo e a demora na permeabilidade do AMPc  éxdgeno.
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Quando a concentragao do AMPc utilizado & de 3 mM, tanto a ini
bigao transitdria como a repressao catabdlica sao  revertidas

aos niveis do sistema controle. Esta reversao & fato conhecido
(105)

em diferentes microrganismos principalmente em bactérias ,

onde a permeabilidade deste nucleotideo através da parece celu

lar é relativamente facil. Porém em leveduras e fungos (75,113,127,

128,141) ~ ~ P - . .
, a reversao da repressao catabolica & muitas vezes i-
noperante ou parcial, devido a problemas com permeabilidade das
células ao nucleotideo. Portanto, o resultado sugere que ambos
os mecanismos estejam associados com a diminuicao da concentra -
cao intracelular de AMPc, mas & desconhecido ainda se a gluco-
se e/ou seus metabdolitos reduzem a atividade das enzimas sensi

veis & catabblitos, exclusivamente pela diminuigao da quantida

de de AMPc.

O estudo imunologico efetuado pela técnica de Ouchterlony (Figura
27) mostra que o extrato livre de células sob o efeito de "inibicao-re-
pressao" pela glucose forma uma Gnica linha de precipitina com o anti -
soro contra XiDH. A intensidade desta linha de precipitina, obtida de
extrato com atividade enzimatica "inibida-reprimida" em 50%, & semelhan
te & daquela obtida com o extrato nao "inibido-reprimido". Isto se deve
ao fato de ter sido aplicado quantidades semelhantes das duas prepara -
goes enzimaticas.
Esta propriedade imunoldgica pode ser atribuida a mole-
culas de XiDH que ainda nao sofreram o "efeito da glucose" e,
portanto, mantém ainda a regiao responsavel pelo reconhecimen-
to da reagao antigeno-anticorpo. A possibilidade desta respos-
ta imunoldgica ser devida a uma forma molecular da XiDH  "ini
bida-reprimida" & pouco provavel, ja que os valores das cons-

+
tantes de Michaelis-Menten (Km aparente) dos 2 substratos (NAD

e xilitol, Fig.28-29) para a XiDH de células incubadas com e sem glucose
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foram semelhantes. Os valores de Km aparente da XiDH de célu-
las na auséncia de glucose sao de 0,14 mM e 8,0 mM para NAD' e
xilitol respectivamente, e apOs a adic¢ao de glucose ao sistema
de indugao, os valores de Km aparente para NAD' e xilitol sao
0,18 mM e 6,06 mM, respectivamente. Desta maneira, pode-se su-
gerir que a atividade enzimatica do extrato de cé&lulas incuba-
das em presenga de glucose € de moléculas de XiDH que nao so-
freram o "efeito da glucose". Portanto, a XiDH sob o "efeito da
glucose" parece sofrer uma alteragao na sua estrutura e/ou con
formagao, acarretando na perda de sua atividade enzimdtica bem

como na sua capacidade de reacgao imunoldgica.

Os estudos realizados neste trabalho mostram que a for-
macao da XiDH em Pullularia pullulans & controlada por um sis-
tema indutor-repressor, no qual a D-xilose serve como um indu-
tor. Esta formagao induzida da XiDH & afetada pela adigao de
glucose mostrando um exemplo de "efeito da glucose" em fungos
leveduriformes.

Os resultados obtidos em celulas de P. pullulans mos-
tram que nao somente a D-glucose, mas também o glicerol, repri
mem temporariamente a inducdao da XiDH. A indugao da L-ramnose
desidrogenase deste mesmo fungo leveduriforme & também parcial
mente reprimida por D—élucose, D-galactose e D-frutose 36)J\lr
fucose desidrogenase de P. pullulans também & reprimida por D-
glucose, D-xilose, D-galactose, glicerol e L—arabinose(24x
Estes dados sugerem que a repressao catabdlica ocorrida nao &
causada diretamente pela glucose e seus metabolitos imediatos,
mas por algum metabdlito comum a estes aglcares que atuam nas

vias metabolicas deste fungo leveduriforme.

Durante o fendmeno da repressao da XiDH pela glucose, a
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atividade desta enzima diminui temporariamente a um nivel mais
baixo que aquela antes da adigao de glucose (inibigao transitd
ria), possivelmente pela alteragao na molécula induzida da XiDH.
Apds, a enzima & novamente sintetizada a uma velociade menor
que a do sistema sem a glucose (repressao catabdlica permanen-
te). Por esta razao, o térmo "inibigao transitdria-repressao ca
tabdlica" & usado para descrever um tipo nao comum de mecanis-
mo regulatdrio da XiDH de Pullularia pullulans.

Esta alteragcao na atividade da XiDH & um fenOmeno que
apresenta as seguintes caracteristicas:

i) a inibicgao nao depende da sintese protéica "de novo'

ii) & reversivel naturalmente, mesmo em presenca de glu
cose, pois o retorno ao nivel anterior ao da inibigao ocorre ge
ralmente dentro de 1 a 3 horas ap0s a adigao de glucose;

iii) a atividade inibida € reativada apds a remogao de
glucose do sistema, sendo dependente de uma sintese protéica
"de novo";

iv) tanto a inibigao como a repressao sao revertidas por
AMPc exOgeno;

v) a glucose nao exerce efeito sobre a XiDH induzida ao
nivel maximo, pelo crescimento celular.

Como a natureza quimica e as bases bioquimicas do "efei
to da glucose" sobre ag enzimas sensiveis a catabdlitos em or-
ganismos eucaridticos, ainda nao estao elucidadas, fica difi-
cil esclarecer o mecanismo regulatdorio da glucose e/ou seus me

tabdlitos sobre a indugao da XiDH.



5 - CONCLUSOES

1. A XiDHde Pullularia pullulans foi purificada a homo-
geneidade.

2. O mecanismo da reagao catalisada pela XiDH & do tipo
sequencial ordenado Bi Bi, sendo NAD+ O primeiro substrato a
ligar-se a enzima, seguido pelo xilitol. O primeiro produto a
ser liberado na reagao & a D-xilulose e apds o NADH.

3. A XiDH de Pullularia pullulans & controlada por um
sistema indutor-repressor, no qual a D-xilose & um especifico
indutor, tanto em células em crescimento como em células em es
tado nao proliferante.

4. A sintese induzida da XiDH e inibida por cicloeximi-
da mostrando que o seu aparecimento & dependente da sintese
protéica "de novo".

5. A XiDH induzida por D-xilose em células em crescimen
to ou em estado nao-proliferante & inibida pela adigcao de  D-
glucose ao sistema de indugao.

6. A inibicgao daIXiDH pela glucose & de um tipo incomum,
isto & uma associacao de inibigao transitdria e uma fraca re-
pressdo catabdlica. Esta inibicao inicial parece nao ser depen
dente de cicloeximida, porém a repressao catabdolica necessita
de uma sintese protéica "de novo".

7. A inibicdo da XiDH estimulada pela glucose & reversi

vel espontaneamente ao nivel anterior ao da inibigao, mesmo em
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presenca de glucose no sistema indutor.
8. A atividade da XiDH inibida pela glucose & reativada
apd0s a remogao da glucose do sistema, sendo que o seu apareci-
mento & dependente da sintese proteéica "de novo".

9. Tanto a "inibigao transitdria" como a "repressao cata
bolica" sao revertidas por AMPc exdgeno.
~ , +
10. O efeito da concentragao de xilitol e de NAD sobre

a atividade da XiDH induzida por xilose e da "inibida-reprimida"

pela glucose sao semelhantes.
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