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I I N T R O D U Ç Ã O 

Há mui tos anos a elucidação da estr•utura bem como 

biossíntese de glicoproteínas, tem sido centro de pes

quisa de muitos bioquímicas que estudam glicÍdios. 

Após a descoberta de nucleotídios-açúcares, por LE 

LOIR e colaboradores em 1950, iniciaram-se estudos de gl! 

cosil transferases que catalisavam a transferência de resí 

duos glicídicos a partir do respectivo nucleotídio para a 

porção oligossacarídeo de glicoproteínas e para polissaca 

rÍdeos. 

Foi observado que esta transferência em muitos casos 

não era feita diretamente do nucleotídeo derivado para es 

tes compostos. O glicÍdio era ligado intermediariamente a 

um lipídio. 

WRIGHT e WEINER, 1965, estudando o antígeno-O de ~al 

monella typhimurium, verificaram a presença de um lipídio 
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intermediirio envolvido nas reaçoes de síntese da cadeia 

lipopolissacarídica deste antígeno. 

Alguns anos depois foi descoberto em bactéria (ROTH 

FIELD e ROMEOu, 1971; LENNARZ e SCHER, 1972) que o lipídio 

intermediário era um álcool poli-isoprenóide (undecapr~ 

nol) e que o glicídio era ligado por urna ponte fosfato ou 

pirofosfato. 

Ao contririo do nucleotídio derivado, que e hidrofíli 

co, este composto tem caráter hidrofÓbico, e sua síntese é 

catalisada por enzimas associadas com a membrana celular 

(LENNARZ, 1975). 

A descoberta de um lipídio intermediário no processo 

de glicosilaçáo de proteínas e polissacarídeos em bacté 

rias, estimulou estudos similares em células eucarió-ticas, 

que permitiram a elucidação do mecanismo de síntese de al 

gumas glicoproteinas (PARODI e LELOIR, 1979). 

1. LIPfDIO INTERMEDIÁRIO 

O lipidio envolvido nas reações de glicosilação e 

um poliprenol pertencente a classe dos terpenos, e apr~ 

senta na porç;o terminal um àlcool primário. Sua estru 

tura e biossintese foi discutida por BEYTfA e PORTER 
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(1976), e aqul sao mencionadas algumas características 

gerais. 

Apresenta a seguinte fÓrmula geral: 

O número de unidades isoprênicas (n) varla de 17 

a 21 para organismos superiores, de 14 a 24 para leve 

duras, fungos e plantas (PARODI e LELOIR, 1979). Os 

prenois mais conhecidos aparecem na tabela (I). 

TABELA I 

Poliprenois de diferentes fontes naturais 

! 

Nome Fonte natural n ] 
Solanesol Folhas de tabaco 9 

Espadicol A. maculatum lO 

Cast aprenol Folhas de castanha 10-13 

Ficaprenol Folhas da borracha 10-13 

Heveaprenol 

Betulaprenol 

Bactoprenol 

Decapreno1 M. tubercu1osis 10 
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;------------,.------· -------·-------~---

M. smegmatis 10 

1 

Undecaprenol s . newi_l'lgton 11 

M. 1_ysodeiktic_!Js 11 

Salmone11a 11 

A. aerogene§ 11 

L. lantarum 11 

E. co li 11 

s. aureus 11 

S. faeca1is 11 

Dolicol A. niger• 19-23 

A. fumigatus 19-23 

Leveduras llt-·18 

P. cacto rum 14-16 

Invertebrados marinhos 17-21 

MamÍferos 17-21 

-------------~----------------------------------------

1.1. Classifica~~ 

Os poli-isoprenos podem ser distinguidos p~ 

lo grau de saturação da unidade d... -isoprênica. 

A presença ou ·-na o de dupla ligação na unid~ 

de cL-isoprênica (do grupo alcoólico) permite ela~ 

sificá-los em poliprenóis oC-insaturados (por exe~ 

plo undecaprenol) e oC -saturados (tipo dolicóli-

co). 
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Logo, a diferença entre dolicol (do grego do 

likos = comprido) e undecaprenol, não se deve so 

mente ao tamanho da cadeia hidrocarbonada, mas p~ 

la unidade oC-isoprênica ser saturada. 

Nos tecidos, o dolicol pode se encontrar na 

forma livre (BUTTERWORTH e HEMMING, 1968), ou es 

terificado por ácidos graxos, e ainda como doli 

col-fosfato, que é a forma envolvida na glicosi 

lação de proteínas. 

O poliprenol que atua como intermediário na 

síntese de glicoproteínas em células eucarióti 

cas, possui a unidade oL: -isoppênica saturada (ti 

po dolicÓlico), com 14 a 24 unidades de isopr~ 

nos, e o análogo correspondente, encontrado em 

bactérias é oC-insaturado e contém ll unidades de 

isopreno (undecaprenol). 

Em plantas, também foi encontrado um compo§_ 

to com 10-12 unidades isopreno insaturado, cha

mado de ficaprenol. Este poli-isopreno foi assim 

denominado, porque foi purificado pela primeira 

vez, das folhas da planta Ficus elástica. Sua fun 

ção fisiolÓgica é desconhecida. (PARODI e LELOIR, 

1979). 
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1.2. Prenil fosfato 

Os poliprenóis podem se encontrar na forma 

fosfatada como estéres alÍlicos (com dupla lig~ 

ção) ou oi-saturados (sem ela). Na figura 1 pod~ 

-se observar a forma esquemática dos dois tipos: 

fH3 TH3 
H (CH 2 - C = CH - CH 2 )n-l - CH 2 - C = CH - CH 2 - O -

CH 3 I 

Fosfato alílico 

o 
11 

p - o 
I 
OH 

o 
ll 

H (CH 2 - C = CH - CH ) - CH - C -2 n-1 2 
1 

CH 2 - CH 2 - O - P - O 
I 

H OH 

Fosfato oL-saturado 

Figura 1- Estrutura dos poliprenóis fosfatados 

~-saturado e insaturado 

A esterificação do álcool primário alílico, 

ou L-saturado pelo grupo fosfato confere proprl~ 

dades químicas diferentes a cada composto. A du 
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pla ligação torna o residuo fosfÓrico mais lábil 

a hidrÓlise ácida suave, redução com H
2 

e trata 

mente fenÓlico. 

Os poliprenóis, na forma de seus -esteres de 

fosfato, têm a função de transferir o residuo gli 

cidico do citoplasma para a membrana da célula, d~ 

rante a sintese de lipopolissacarideos, peptidogli 

canos, ácido teicóico e glicoproteínas. As enzimas 

envolvidas no processo de transferência estão asso 

ciadas a membrana, bem como a proteÍna a ser glic~ 

silada CLENNARZ, 1975). 

O lipÍdio intermediário tem como função peE 

mitir a síntese de macromoléculas num meio lip~ 

filico (por exemplo, membrana celular), a partir 

de precursor hidrofÍlico. 

A transferência da ose ou derivado de ose 

tem a seguinte reação geral: 

NDP - glicÍdio + lipÍdio - P ~ lipÍdio - P -

glicÍdio + NDP 

LipÍdio - P - glicÍdio + aceptor' ~ aceptor -

glicidio + lipidio - P 

MOLNAR e colaboradores (1970, 1971) relata-

ram pela primeira vez a produção de lipÍdio-pi~ 
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fosfato-N-acetilglicosamina de acordo com a segui~ 

te reação: 

UDP-N-acetilglicosamina + dolicol - P ~ dolicol 

- P - P - N - acetilglicosamina + UMP 

Observa-se que esta reaçao difere da meneio 

nada anteriormente, pois ocorre a transfer~ncia 

do glicídio-fosfato, formando-se um glicolipÍdio 

com ligação pirofosfato. 

2. GLICOPROTEfNAS 

Um grande número de proteínas de diversas origens 

e funções biolÓgicas são conhecidas por conterem carboi 

dratos, ligados covalentemente, e são classificadas co 

mo glicoproteínas. Estudos biossintéticos tem indicado 

que estas proteínas tem em comum não somente carboidra 

tos, mas um sistema enzim~tico similar que une o glici 

dio a cadeia peptÍdica. 

É evidente na tabela II que glicoproteínas estão 

amplamente distribuÍdas na natureza, ocorrendo nao so 

mente em animais vertebrados e invertebrados, mas tam 

bém em plantas, organismos unicelulares e vírus (KORN 

FELD e KORNFELD, 1976). 
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As funções das glicoproteínas sao diversas, abran 

gendo atividades biolÓgicas vitais (tabela II). 

TABELA II 

Distribuição e função de algumas glicoproteínas 

Fonte 

Vertebrados 

Plasma 

Urina 

Leite 

Saliva 

Pituitâria 

Função 

Transporte 

Coagulação 

Imunoprote-

çao 

Enzimas 

Hormônio 

Transporte 

Enzima 

Nutrição 

Enzima 

Hormônios 

Exemplo 

Transferrina 

Fribrinogênio 

Protrombina 

Imunoglobulinas: IgG 

IgA, IgM 

Colinesterase, amino 

oxidas e 

Gonadotropina coriôni 

c a 

Lactotransferrina 

Lactose sintetase 

(proteína A) 

K-caseina 

L-amilase 

Hormônio-folículo-es-

timulante, e luteini 

zante 



Glândula 

submaxilar 

Estomago 

Pulmão 

Pele 

Retina 

Membranas 

celulares 

Veneno de 

cobra 

Invertebrados 

Fungo 

-lO-

Lubrificação, Glicoproteínas submaxi-

Proteção lares 

Enzima Pepsinog~nio e pepsina 

Anticoagula~ Heparina 

te 

Estrutural 

Processo sen 

sorial 

Receptores, 

adesão. célu 

la-célula 

Enzimas 

Proteção 

Estrutural 

Transporte 

Agregação c e -
lular 

Enzimas 

Estrutural 

Colágeno 

Pigmento visual 

Glicoproteínas de mem

brana de leucócitos 

Proteinases 

Colágeno 

Hemocianina 

GlicoproteÍnas das cé-

lulas de esponJa 

Glicose oxidase, lipa-

se, invertase 

GlicoproteÍnas de par~ 

de celular de levedura 
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Bactéria Enzima Micrococcus sodonensis -----·----
nuclease 

Virus Desconhecida Glicoproteína de membra -
na 

2.1. Ligaçcies peptÍdio-carboidrato 

A ligaç~o covalente entre o glicÍdio e o ami 

noácido é a Única característica estrutural das 

glicoproteínas. Esta ligação envolve o C-1 do r~ 

síduo do glicídio mais interno e um grupo funcio 

nal de um aminoácido da cadeia peptÍdica. Os ti 

pos de ligaçcies glicopeptídicas podem ser observa 

dos na figura 2. 

3. GLICOSILAÇAO DE PROTEÍNAS 

É conhecido que a biossíntese de oligossaca-

rídeos ligados ao resíduo de asparagina de glicoproteí 

... 
nas, e efetuada pela transferência em bloco da por-

çao oligossacari.dica ligada ao dolicol-pirofosfato(WA~ 

CHTER e LENNARZ, 1976; ROBBINS et alii, 1977; HUNT et 



Ligação 

N-GLICOS!DICA 

p-N-acetilglicos~ 

minil-asparagina 

0-glicosídica 

oL-N-acetilgalactos~ 

minil-serina/treoni-

na 

~-manosanil.serina/ 

treonina 

fl·Galactosil-hidroxil~ 

sina 

-12-

Estrutura 

NHAc 

NHAc 

OH 

Ocorrência 

o 

- ~ - CH I 2 
H

2
N - CH - COOH 

R 
I 

O-CH 
I 

H
2

N-CH - COOH 

R 
I 

- CH 
I 

H2N - CH 
I 
COOH 

ti~u~a 2 - Tipos de ligaç6es glicopeptídicas 

Animais, 

.plantas e · 

nismos 

Glicopro-

teínas de 

animais 

superiores 

glicopro-

teínas de 

fungos e 

leveduras 

colágeno 
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alii, 1978). Este oligossacarÍdeo, ligado a proteína, 

é processado para, em etapa posterior, receber outros 

resíduos de ose e formar o oligossacarideo definiti 

vo, característico de cada glicoproteina. Isto foi de 

monstrado na biossíntese da proteína G do virus da es 

tomatite vesicular (KORNFELD et alii, 1978; LI, 1978). 

A estrutura do oligossacarídeo unido ao lipídio 

precursor da glicoproteína, foi elucidada, e contém 

3 resíduos de glicose, 9 manoses e 2 N-acetilglicos~ 

mina (figura 3). 

A formação do lipídio-oligossacarídeo é iniciada 

com a transferência de N-acetil-glicosamina-1-fosfato 

para dolicol-fosfato, gerando uma ponte pirofosfato. 

Nas etapas seguintes sao adicionadas outra 

glicosamina, 9 resíduos de manose e 3 resíduos 

cose. A transferência destes glicídios pode 

N-acetil 

de gli 

ser atra 

vés dos nucleotídeos derivados, do dolicol fosfato ou 

outros derivados glicídicos não identificados (HUGHES 

e BUTTERS, 1981). Isto pode ser observado na figura 3. 

O lipídio-oligossacarídeo é o imediato doador da 

porçao glicídica para a proteína nascente no retículo 

endoplasmático, não somente em mamíferos (STANELONI e 

LELOIR, 1979),mas também em levedura (PARODI, 1979 ab), 

insetos CQUESADA-ALLUE e BELOCOPITOW, 1978;BUTTERS e HU 

GHES, 1980) e plantas (BRETT e LELOIR, 1977; PONT LEZI

CA et alii, 1978). 
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Em Saccharomyces cerevisiae é observado outro ti 

po de glicoproteína, o manano. Nesta levedura existe 

dois tipos de polissacarÍdeos unidos a proteína (fig~ 

ra 4). Um deles é composto por pequenos oligossacari 

deos ligados aos aminoácidos serina ou treonina da 

proteína. O outro tipo é composto por uma cadeia in 

terna com duas N-acetilglicosaminas e cerca de 12 ma 

noses; e uma cadeia externa com 100 a 150 manoses. O 

aminoácido envolvido nesta ligação 
.. 
e provavelmente as 

paragina. 

Dolicol-fosfato-manose é o precursor das manoses 

unidas diretamente a serina/treonina, enquanto que 

GDP-manose 
... 
e o substrato para as glicosilações poste 

riores destes resÍduos (SHARMA et alii, 1974) (figura 

4). A síntese da cadeia interna é através de deriva 

dos do dolicol-pirofosfato. O polissacarÍdeo formado 

é transferido posteriormente para resÍduos de aspara 

gina da proteína. A cadeia externa é sintetizada a 

partir de GDP-manose, utilizando como "primer" o oli 

gossacarÍdeo ligado a proteína (PARODI, 1978). 

Outras leveduras e fungos, também mostraram que 

dolicol-fosfato-manose -e o precursor da manose unida 

aos resÍduos de serina e/ou treonina da proteína. 

Isto foi verificado em Hansenula holstii (BRETT 

HAUER e WU, 1975), Neurospora crassa (GOLD e HAHN,l976, 

1978), e Aspergillus niger (LETOUBLON e GOT, 1974). 
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4. MUCOR ROUXII 

O dimorfismo exibido por numerosas espécies de 

fungos, é um exemplo elementar de diferenciação morfo 

lÓgica. 

O fungo MUcor rouxii, saprÓfi ta, é dimÕrfico, e 

em condições aerÓbicas, cresce na forma alongada, mi 

célio, e em anaerobiose, na forma esférica, levedura 

(figura 5). Este é um fenômeno que mostra grande cap~ 

cidade do microrganismo se adaptar em diferentes am 

bientes, modificando sua constituição celular. 

BARTNICKI-GARCIA e NICKERSON (1961-1962 a, b, c, 

d) encontraram diferenças significantes entre a pare

de celular da forma filamentosa e levedura. Revelaram 

diferenças na espessura das paredes celulares e conteú 

do de proteínas, purina, pirimidina e manose. 

A conversao da forma micélio em levedura está as 

sociada a uma quantidade cinco vezes maior de manose. 

A parede celular, da forma micélio do Mucor rou 

xii, contém como matriz, polÍmeros de mucorano (um p~ 

liuronÓide), glicoproteínas e glicopeptÍdeos (BARTNICKI 

-GARCIA e REYES, 1968; DOW et alii, 1977, 1981). 

BARTNICKI-GARCIA, em 1968, chegou a conclusão que 

a atmosfera de incubação é um determinante primário da 
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morfogenese no Mucor, mas 
... 

nao e o fator mais importa~ 

te. A concentração e o tipo de hexose, no meio, é tam 

bém um fator do dimorfismo. 

Embora a estimulação no desenvolvimento da forma 

levedura por co2 ter sido confirmada, o fato 
... ... 
e que ce 

lulas esféricas podem crescer na ausência de co 2 , p~ 

rém com altas concentrações de glicose no melo (BART 

NICKI-GARCIA, 1968a).Na verdade ausência total do gás é 

impossível, pois há contínua produção de co2 metabÓli 

co~ 

TERENZI e STORCK (1969) obtiveram a forma levedu 

ra do Mucor rouxii, em condições aerÓbicas, mas na 

presença de 2-fenil etanol, com hexose presente no 

meio de cultura numa concentração aclma de 2%. Estas 

células foram caracterizadas por uma ativa fermenta 

ção aerÓbica. 

A forma micélio foi obtida por BARTNICKI-GARCIA 

(196 8 b )em condições aerÕbicas com concentr'ações de gli:, 

cose abaixo de 0,01%~ 

Na ausência de glicose, ou quando glicose e tro 

cada por xilose, maltose ou sucinato, os esporos não 

germinam. 

Altas concentrações de hexose estimulam o desen 

volvimento da forma levedura a partir de esporos, mas 
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não inibem a elongação do micélio, obtido em baixas 

concentrações. 

A transformação da forma levedura para micélio é 

observada quando a cultura de levedura é exposta ao 

ar. 

Paralelamente a esta conversão oco,rre a síntese 

de citocromo oxidase, indicando que a transformação 
... 
e 

acompanhada de adaptação respiratória (HAIDE; e STOR 

CK, 1966). 

FRIEDENTHAL e colaboradores (1973) estudaram o 

efeito do cianeto de potássio (inibidor da atividade 

respiratória em muitos sistemas) na morfologia do fu~ 

go Mucor rouxii, em germinação aeróbica. Determina-

ram que na concentração de 8mM de KCN germinam somen 

te células esféricas. 

Estudos sobre assimilaçao de co 2 sugerem que o 

gas opera através de mecanismos envolvendo sua fixação 

em metabÓlitos celulares (BARTNICKI-GARCIA e NICKER 

SON, 1962 a). 

Determinação dos produtos finais da fixação de 

co 2 , revelaram que dois terços era incorporado em com 

ponentes protéicos, como ãcido-aspártico, (75%), ácido 

glutâmico e treonina (BARTNICKI-GARCIA e NICKERSON, 

1962 d). 
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BARTNICKI-GARCIA (1963) sugerlu que dióxido de car 

bono opera sobre o dimorfismo, aumentando os níveis de 

ácido aspártico e subsequente indução da síntese de ma 

nano, uma glicoproteína. 

5. OBJETO DE ESTUDO 

O papel de glicolipídio intermediário 

so de glicosilaçào de polissacarídeos e 

no proce~ 

glicoprotef 

nas tem sido objeto de estudo há muitos anos. 

Em 1969 (TANNER, 1969; VILLENEZ et alii, 1969) 

surglram os primeiros trabalhos revelando a existên 

cia de poli-isoprenÕides glicosilados, como glicosil 

doadores na síntese de glicoproteínas ou polissacarí 

deos. A partir deste momento, inúmeros estudos foram 

feitos em procariotes, organismos superiores e outros 

eucariotes. Em levedura, especialmente saccharomyces 

cerevisiae, tem-se estudado mais intensamente a bios 

síntese do manano. 

Os fungos sao modelos simples de célula eucariõ 

tica, por lsso podem ser Úteis no estudo de aspectos 

gerais da estrutura, função e biossíntese de glicopr~ 

teínas. Em alguns fungos, polissacarÍdeos ligados co 

valentemente a proteína, são principais constituintes 
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da parede celular CBARTNICKI-GARCIA, 1968b).Apesar dis 

so, em fung6s poucas pesquisas foram desenvolvidas. 

LETOUBLON e colaboradores (1973) bem como GOLD e 

HAHN (1976) estudando Aspergillus niger e Neurospora 

crassa respectivamente, identificaram um poli-isopr~ 

nol-fosfato-manose, como participante na glicosilação 

de glicoproteínas. 

O fungo Mucor rouxii preenche as necessidades de 

estudo, e além disso por ser dimórfico é um modelo ln 

teressante para estudos de diferenciação. 

Estudos com a forma micélio do fungo Mucor rou 

Xll foram desenvolvidos em nosso laboratório. Verifi 

cou-se que fraç~o particulada deste fungo catalisava 

a incorporação de glicose, a partir de UDP-glicose 

[c14] a um composto lipÍdico, caracterizado como doli 

col-fosfato-j3-glicose (BERNARD et alii, 1982), e a um 

composto solÚvel em água, identificado como glicogênio. 

Incubando-se com GDP-manose [ c14] , constatou-se a tran~ 
ferência do glicÍdio para dolicol-fosfato, formando d~ 

licol-fosfato-j3-manose, e para uma glicoproteína (BER 

NARD et alii, 1982). 

Dando prosseguimento à linha de trabalho deste 

laboratório e considerando que a diferenciação morfo 

lógica frente as diferentes condições do meio de cres 

cimento, é importante para o estudo bioquÍmica da -c e 
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lula, procurou-se investigar a formação de glicolipi

dios, polissacarÍdeos e/ou glicoproteínas, na forma 

levedura deste fungo. 



, 

I I - M A T E R I A L E M E T O D O S, 



I I M A T E R I A L E M É T O D O S 

A - MATERIAL 

1. GDP-manose [c14 Cu)] - (208-227 -1 Ci. mol ) 

2. UDP-glicose [c 14 cu~ -1 - (200-309 Ci.mol ) 

- . . - . r l'+c )J ( . -1) 3. UDP-acldo gllcuronlco LC U - 207 Cl.mol 

4. Fosfatase alcalina (Sigma Chemical CO, de Escherichia 

coli) 

5. Pronase (Calbiochem) 

6. Tunicamicina (doada pelo Prof. G. F. Wassermann) 

7. Areia (Merck) 
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8. Silica Gel G (Seg. Stahl-Merck)-

9. DEAE-celulose (Serva, type SS p. A) 

10. DOWEX SOW x 2 (H+)- 200-400mesh (Baker Analyzed Rea 

gent) 

11. Sephadex G 25 (Pharmacia) 

Os compostos radioativos foram preparados no Insti 

tuto de Investigaciones BioquÍmicas "Fundación Campomar 11
, 

Buenos Aires, Argentina, como relatado por GARCIA e colabo 

radores (1974) e causo e colaboradores (1980). 

Todos os demais reagentes e solventes foram de pur~ 

za "prÓ-análise" (p. A.) adquiridos dos laboratórios Herck 

ou semelhante. 

B - MÉTODOS 

1. MÉTODOS GERAIS 

1.1. Cultivo da forma levedura 

O material biolÓgico usado, foi o fungo Mu 
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cor rouxii, cepa NRRL 1894. 

Todos os cultivos foram feitos em melos ana 

erÓbicos contendo 1% de peptona de caseina, 0,3% 

de extrato de levedura e 3% de glicose, e o pH 

ajustado para 4,5 com H2so
4 

(BARTNICKI-GARCIA e 

NICKERSON, 1962 b). 

Os melos eram preparados em frasco Erlenmeyer 

de l ou 2 litros. A solução de glicose era autocla 

vada separadamente do extrato de levedura e pept~ 

na, sendo as duas partes então a~pticamente combi 

nadas (BARTNICKI-GARCIA, 1968~. 

As autoclavagens eram efetuadas 
o a 121 C, l 

atm, 30 minutos. 

Os esporos eram semeados neste meio e manti 

dos sob atmosfera de co 2 , a 28°C (BARTNICKI-GARCIA 

e NICKERSON, l962a).O crescimento exponencial ini 

ciava em 24 horas. 

1.2. Produção de esporos 

Mantinha-se a cultura de esporos 
... 

em melo so 

lido. Este melo, agar-tomate, era preparado com 

suco de tomate comercial 40% e agar 5%, em 
... 
agua 
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destilada (HAIDE e SToRCK, 1966). O suco de toma 

te era esterilizado separadamente do agar, os 

quais eram misturados em condições a~pticas. 

Tubos e placas de petri eram usados para as 

culturas sÓlidas 

As culturas eram mantidas a 28°C e produziam 

esporos aerobicamente, num perÍodo de 7 dias. 

1.3. Curva de crescimento 

O crescimento da forma levedura, em melo lÍ 

quido de cultura, era determinado pela densidade 

Óptica (DAVIS et alii, 1973). A turvação era me 

dida no espectrofotômetro Beckmann, modelo DB-G, 

a 640 nm. Media-se a densidade Óptica com 1 volu 

me de meio para 2 volumes de HCL O,lN. 

Determinava-se então, a curva de crescimen 

to, sendo típica, e que pode ser observada na fi 

gura (6). 

Observava-se uma fase 
... 

de 11 lag 11 por um perl9_ 

do de 24 horas, após uma fase exponencial e por 

Último a fase estacionária. 



-28-

0,6 

- 0.14. 
E 
c: 
o 
'J" 
\0 
........ 

0.2 

o 
í.:::! 

~-

0,0 a.J, 

o,o&.l 
i 

0.02 -----~ 
_, li 

I 
I 

~~,--- I ' I 11 ' l ' 6 9 12 24 27 30 

HORAS 

Figura 6 - Curva de crescimento do fungo Mucor roux11 em 

condiçóes anaeróbicas 



-29-

As leveduras eram coletadas na fase expone~ 

cial. A densidade Óptica do crescimento das leve 

duras, utilizadas nos experimentos, variava~ entre 

0,15 e 0,3. 

1.4. Recolhimento e rompimento das células 

As células eram recolhidas em filtro de Vl 

dro sinterizado, malha G 2, lavadas e rompidas com 

areia, em grat de porcelana. 

- . o 
Todas as operaçoes eram feltas a 4 C. 

Controlava-se a forma levedura e o rompime~ 

to da célula, em um microscÓpio Óptico, modelo 

ausJena, binocular (PK lOx), lente 40/0,65. 

1. 5. Centrifugações 

As células rompidas eram resuspensas em EDTA 

lOmM- Tris-HCl, 70mM, pH 7,5 e centrifugadas em 

centrÍfuga refrigerada Sorvall superspeed RC2-B. 

O esquema seguido obedecia as seguintes eta 

pas: 
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CÉLULAS 

J 
romper com areia 

t 
centrifugar: 

(80 xg - 5 min) 

~ 
(122 xg - 10 min) 

~ 
(1110 xg - 10 min) 

/ ~ 
sobrenadante precipitado 

J (areia e células 
,_.,. 

nao 

centrifugar rompidas) 

(30.000 xg - 20 min) 

J ~ 
sobrenadante precipitado 

(desprezado) (material enzimático utili 

zado) 

O precipitado de 30.000 xg era ressuspendido 

em EDTA lOmM- Tris-HCl 70mM, pH 7,5, em pequeno 

volume e ajustado a uma concentração protéica de 

aproximadamente 20mg/ml. 
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1.6. Determinação de proteínas 

A concentração das proteínas era medida de 

acordo LOWRY e colaboradores (1951), usando soro 

albumina bovina como padrao. 

1.7" Determinaçao da radioatividade 

As determinações quantitativas da radioati 

vidade eram medidas pelo aparelho Beckman LS-100 

-Liquid Scintillation System. 

Os extratos butanõlicos eram transferidos 

para pedaços ( 2xl em) de papel i>lhatman n 9 1 e se 

cos antes de contados no lÍquido de cintilaçao. 

As eletroforeses, cromatografias em papel 

eram cortadas em segmentos de l em de comprime~ 

to, e contadas no lÍquido de cintilaçao. 

As cromatografias em camada delgada eram ras 

padas de em/em e ap5s contadas no liquido de cinti 

lação. 

A solução de cintilaçao tinha a seguinte com 

posição: P0P0P, 50 mg; PP0, 4g; tolueno 1 litro. 
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1.8. Revelação dos glicídios 

Os padrÕes de glicÍdios e polialcoois usados 

nas cromatografias e eletroforeses em papel eram 

revelados com reagente nitrato de prata (TREVELYAN 

et alii, 1950). 

O processo de revelaçáo consistia das segui~ 

tes etapas: 

la. etapa - Imersão do papel em nitrato de prata 

saturado 1:200 em acetona, seguida de 

secagem ã temperatura ambiente. 

2a. etapa - Imersão do papel em solução metanóli 

ca de NaOH 0,5 M. 

3a. etapa - Imersão do -papel em tio-sulfato de so 

dio 2,5%. 

4a. etapa - Lavagem do papel -em agua destilada, 

seguida de secagem. 
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2. MÉTODOS ESPECIAIS 

2.1. Sistema de incubaçao 

O sistema básico de incubaçao continha a se 

guinte mistura: 

Material enzimático 

GDP-manose [cl4 cu)] 

Tris - HCl pH 7,5 

MgC1 2 

Volume total 

o Temperatura: 30 C 

Tempo: 20 minutos 

Concentração 

800-1200 rg de 
.. 

prote.:!:_ 

na 

270-370 pmol 

(60.000-120.000 cpm) 

75mM 

15 mM 

100 JLl 

A reaçao era finalizada ou pela adição de 

0,5 ml de ácido tri-cloro-acético 5%, quando se 

tratava de determinar incorporação total, ou P5: 

la adição de 0,2 ml de n-butanol saturado com 

água, quando se desejava obter fração lipossolÚ 

vel (GARCIA et alii, 1974). 
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2.2. Precipitação por ácido tri-cloro-acético 5% 

Incorporação total era determinada pela fi! 

tração da mistura de reaçao, inativada com ácido 

tri-cloro-acético 5%, através de Whatman-glass fil 

1erpaper 2,5 em GF/A. 

Os resíduos eram lavados 3 vezes com TCA 2,5% 

e 3 vezes com água destilada. Secava-se o papel em 

estufa a 100°c e contava-se a radioatividade (GAR 

CIA et alii, 1974). 

2.3. Precipitação com n-butanol saturado com água 

A incorporação da ose radioativa, a partir 

de . [ 14 c )1 . -GDP-manose . C U 'J em materlal soluvel em buta 

nol, foi determinada por extração da mistura de in 

cubaÇão, por 3 vezes com 0,2 ml de n-butanol satu 

rado com água (GARCIA et alii, 1974). 

Os extratos butanÓlicos combinados foram la 

vados 3 vezes com 0,2 ml de água destilada, e nu 

ma alíquota era contada a radioatividade. 

O material insolúvel neste sistema era lava 

do 3 vezes com água destilada, para a retirada 

do nucleotídeo derivado radioativo que nao rea 
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glu, e extraído 3 vezes com a mistura clorofÓr 

mio: metanol: água (1:2:0,3). Os extratos eram reu 

nidos e contava-se uma alÍquota. O sedimento ("pel_ 

let") que restava no final, também era contado. 

Esquematizando: 

precipitado 30.000 xg incubado com GDP-manose-

-[~14 (U)] 

3 extrações com buta 

nol saturado com -a-

gua 

3 lavagens com -agua 

l 
3 extrações com elo 

rofÓrmio: metanol: 

- (1:2:0,3) agua 

l 
"Pellet" 

Extração de gli 

co lipÍdio na o 

polar 

r---------------------~ 

Extração de gli:_ 

colipÍdio polar 

----------------~ 

Glicoproteínas 

e polissacarí-

deos insolúveis 
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2.4. Cromatografias 

2.4.1. Cromatografia descendente em papel 

Foram feitas em papel Whatman n9 1 

nos seguintes eluentes: 

... 
Solvente A: n-butanol: piridina: agua 

(6:4:3) 

Solvente B: n-butanol: piridina: agua 

(4:3:4) 

-Solvente C: n-butanol: etanol: agua 

(10:1:2) 

2.4.2. Cromatografia em camada delgada 

Foram preparadas sobre placas de v1 

dro, com sílica gel G (tipo 60), 0,25mm 

de espessura, sem indicador de fluorescên 

cia, correu-se no seguinte sistema de sol 

vente: 

Solvente D: clorofÓrmio: metanol: água 

(60:20:2) (BEHRENS et alii, 

197Ja). 
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2.4.3. Coluna cromatográfica de DEAE-celulose 

Preparação de DEAE-celulose-acetato: 

Lavava-se a resina de DEAE-celulose várias 

vezes com água, a fim de retirar impurezas 

e partículas pequenas. Tratava-se com HCl 

lN, e decantava-se por 1 hora. Passado este 

tempo lavava-se com água destilada até que 

o papel indicador determinasse pH neutro, e 

reação negativa para cloretos, com nitrato 

de prata. Tratava-se a resina com NaOH lN, 
... 

durante 1 hora. Lavava-se com agua destila-

da até pH neutro. Retirava-se a água com ál 

cool etílico e depois acetona e levava-se 

para um dessecador a vácuo por 24 horas. Re 

suspendia-se em ácido acêtico glacial, para 

a obtenção da forma acetato, e depois em me 

tanol 99%. 

Foram preparadas dois tamanhos de co 

luna: 

la. DEAE-celulose-acetato, usada para deter 

minar a presença, ou não, de carga do 

composto lipossolÚvel. Preparada em co 

luna de vidro de 70 x 3mm. A amostra 

aplicada na coluna de DEAE-celulose-ac~ 

tato em metanol 99%, era eluÍda inicial 

mente 3 vezes com 0,5 ml de metanol 99% 
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e posteriormente, 3 vezes com 0,5 ml de 

acetato de amônio 0,4M em metanol 99%. 

2a. DEAE-celulose-acetato, usada para ide~ 

tificar ligação fosfato ou pirofosfato 

na molécula do produto de incubação e 

para purificação (DANKERT et alii, 

1966). Foi montada em coluna de vidro 

(30 x 2 em) com torneira de teflon. A 

amostra, aplicada na coluna, era eluida 

com 20 ml de metanol 99% e depois com 

12 ml de acetato de amônio em metanol 

99%, em concentraçôes de O,lM, 0,2M, 

0,4M e lM (GARCIA et alii, 1974). 

2.4.4. Cromatografia em coluna de Sephadex G 25 

Foi preparada uma coluna de Sephad~ 

x G 25 (1 x 50 em) e equilibrada com Tris 

-HCl 0,5M, pH 7,0, quando se aplicava o ma 

terial digerido por pronase. Equilibrava-se 

com Tris-HCl 0,5M, pH 7,0 com 0,1% de dode 

cil-sulfato de sódio quando se aplicava a 

proteína suspensa no mesmo tampão, exceto 

com concentração de 1% de dodecil-sulfato 

de sÓdio. Suspendia-se a proteína neste sls 

o tema aquecendo-se a 50 C por 3 horas. 
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A coluna foi previamente calibrada com 

"Blue dextran" e CoC1 2 para indicar o volu 

me de exclusão e inclusão, respectivamente 

(GOLD e HAHN, 1976). 

2.5. Eletroforese em papel 

A eletroforese em papel foi feita com papel 

Whatman n9 1 (GARCIA et alii, 1974). A amperagem. 

aplicada variou de 6 a 7 mA/em. Foram utilizados 

os seguintes tampÕes: 

Sistema E: 1,2M acetato de piridina pH 6,5 

Sistema F: ácido fÓrmico 5% (ROMERO et alii, 1979) 

2.6. Purificação de dolicol-fosfato-manose 

O material radioativo eluído na concentra 

ção de 0,2M de acetato de amônio, da coluna de 

DEAE-celulose-acetato em metanol 99%, era reunido 

e evaporado. 

O resíduo era dissolvido em clorofórmio-me 

tanol-água (3:2:1), centrifugado, e a fase sup! 
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U F R 6 S 
~ru~t. Cli\nci11s B;i;,:~e;;s dllã Stn'id~ 

~HI;diot®GII 

r1or desprezada. A fase inferior era lavada 3 ve 

zes com a mistura: clorofórmio-metanol-cloreto 

de magnêsió 4mM (3:48:47), para retirada dos sais. 

Evaporava-se e redissolvia-se em clorof6rmio-meta 

nol ( 2: 1) . 

2.7. Preparação de ficaprenol 

Preparou-se pelo método de STONE e colabora 

dores (1967). 

Pesou-se 500 grarr.os de folhas da planta Fi 

cus elástica, previamente desnervadas. As folhas 

foram partidas e extraída com acetona. 

À mistura resultante acrescentou-se éter 

etílico e se deixou extraindo com agitação oca-

sional durante 2-3 horas. Logo filtrou-se por tela 

e o precipitado se tratou com éter de petróleo CPE 

30-65). 

Os extratos organicos, sofreram uma parti-

ção com água, logo a fase orgânica lavou-se com 

água, até que esta fase fiqa.t6!eincolor (4-6 vezes). 

A fase 
~ . 

organ1ca lavada, secou-se com sulfa 

to de sódio anidro. Filtrou-se, levou-se a seco, 
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pesou-se e se suspendeu em éter etílico a 2% em 

éter de petrÓleo (PE 30-65). Neste estado se con 

1 d -20°C. serva em conge a or a 

Este material se separou por cromatografia 

em coluna de alumina. 

A alumina foi resuspendida em éter etÍlico 

a 2% em éter de petrÓleo (PE 30-65). A amostra 

foi eluÍda sucessivamente com os seguintes sol 

ventes: 

2% éter etÍlico em éter de petrÓleo (PE 30-65) 

(v/v) 

10% éter etílico em éter de petrÓleo (PE 30-65) 

(v/v) 

50% éter etÍlico em éter de petrÓleo (PE 30-65) 

(v/v) 

75% éter etÍlico em éter de petróleo (PE 30-65) 

(v/v) 

100% éter etÍlico 

A eluiçáo da coluna se seguiu por cromato 

grafia em camada delgada, no solvente: éter iso 

propÍlico: éter de petrÓleo (30-65) 1:4 v/v. 
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O ficaprenol eluiu-se com solvente que con 

tinha 10% de éter etÍlico em éter de petrÓleo (PE 

30-65). Obteve-se 3 frações: 

a. ficaprenol mals contaminantes de ma1or Rf 

b. ficaprenol puro 

c. ficaprenol mais contaminantes de mencr Rf 

Os tubos que tinham ficaprenol e contaminan 

tes se purificaram por cromatografia em camada 

delgada, em bandas, com o solvente éter isopropf 

lico: éter de petróleo (1:4), usando como revela 

dor fluoresceína. Para sua eluição se utilizou 

éter etílico. A partir de 500 gramos de folhas 

se obteve 0,2 gramos de prenol. 

Fosforilação quÍmica do ficaprenol - Usou-se 

como agente fosforilante o fosfato de ditrietilami 

na (PDTEA). 

Dissolveu-se 2 gramos de H P0 4 99% em 100 ml 
3 . 

de acetonitrilo destilado e se adicionou 41,3 gra 

mo.s de trietilamina. Deixou-se durante a noite em 

dessecador a temperatura ambiente para cristali 

zar. Os cristais são secos e parte deles se usa p~ 

ra preparar a solução fosforilante (O,lM PDTEA em 

acetonitrilo). 
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Fosforilação - A lO ~moles de ficaprenol di~ 

solvidos em 3ml de benzeno se adiciona 0,2 ml de 

tricloroacetonitrilo (CC1 3CN), deixa-se em repouso 

por 15 minutos em dessecador e logo se adiciona 

com agitação, 15 ml da solução fosforilante (1,5 

mmoles de PDTEA), gota a gota. Após 2 horas sere 

pete a operação. Deixa-se durante a noite, e no 

dia seguinte se leva a seco a pressão reduzida em 

evaporador rotatório. 

O resíduo é resuspendido numa mistura de l ml 

de MgCl 2 4mM, 1,6 ml de metanol e 2,4 ml de clor~ 

fÕrmio, com o objetivo de se obter 2 fases. Descar 

tou-se a fase superior e a fase inferior se lavou 

10 a 15 vezes com a mistura de clorofÔrmio: meta 

nol: MgC1 2 4mM (3:48:47). Finalmente a fase infe 

rlor se secou e se suspendeu em 0,6 ml de clorofÕr 

mio: metanol (2:1). 

2.8. Tratamento fenÓlico 

Este tratamento foi realizado com a amos-

tra lipossolÚvel, purificada em coluna de DEAE-ce 

lulose-acetato em metanol 99%. 

Amostra secada em atmosfera de nitrogênio, 

era acrescida de fenol 50%, aquecida 
o 

a 68-70 C, 
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por 2 horas. Ao final do tempo a amostra era res 

friada e centrifugada. Formavam-se 2 fases: fase 

fenólica (inferior) e fase aquosa (superior). A fa 

se fenÓlica era lavada 3 vezes com água, estas ~ 

ram reunidas, e lavadas com éter etÍlico (GARCIA 

e t ali i , 1 9 7 4 ) . 

A fase fenÓlica era evaporada com nitrog~ 

nio, lavada com éter etilico, repetidas vezes, 

até retirada total do fenol. O resÍduo final era 

resuspenso em clorofÓrmio-metanol (2:1). 

Contava-se a radioatividade na alíquota da 

fase aquosa e fenÓlica. 

2.9. Caracterização da configuração cL ou j3 entre a ose 

e o fosfato 

2.9.1. Tratamento alcalino 

Amostra secada em nitrogenio dissol 

vida em O, 1M de NaOH em n-propanol 9 9%' a 

temperatura de 62-68°C, 90 minutos (GAR 

CIA et alii, 1974; HERSCOVICS et alii, 

1974). Ao final do perÍodo se acrescenta 

va clorofÓrmio e água (1:1). ApÓs a cen 

trifugação formavam-se 2 fases. 
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A fase clorofÓrmica (inferior) era 

lavada 3 vezes com água destilada, sendo 
... 

as aguas de lavagem reunidas e neutraliza 

das em colunas de + Dowex 50Wx2 (H), 200 a 

400 mesh. Numa alÍquota contava-se a ra-

dioati vidade. 

2.9.2. HidrÕlise ácida 

Parte do material extraÍdo na fase 
... 

aquosa, apos tratamento alcalino, sofria 

hidrÓlise ácida (HCl lN, pHl) 100°C, S m1 

nutos) (GARCIA et alii, 1974). 

2.9.3. Fosfatase alcalina 

Parte da amostra resultante da hidrÕ 

lise ácida, era submetida a ação da fosfa 

tase alcalina, mediante o seguinte siste 

ma de incubação: 

Tris-HCl O,lM, pH s;., fosfatase alca 

lina (Escherichia coli, sigma), amostra 

S.OOOcpm, num volume total de lOO;Jl, d~ 

rante 15 minutos, a 30°C (JUNG e TANNER, 

1975). 
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Os compostos resultantes 
... 

apos trata 

mente alcalino, hidrÕlise ácida e fosfata 

se alcalina eram aplicados em eletrofora 

se em papel, no sistema tampão E. 

2.10. Tratamento com pronase 

Este tratamento era efetuado no material 

insolÚvel em butanol e água. Consistia de uma 

pré-incubação da enzima proteolítica no segui~ 

te meio: 

pronase 4mg/ml, Tris HCl 0,2M pH8, CaC1 2 0,002M, 

o a 50 C, por 30 minutos. 

A seguir procedia-se a incubaçao do mate 

rial insolÚvel ("pellet") num meio com a segui~ 

te compos içáo: "pellet" ( lmg de proteína/ 2, Oml 

de meio), Tris-HCl 0,2M, pH8, CaC1 2 0,002M, et~ 

nol 4% e 0,3 ml de pronase pré-incubada e 1 gota 

de tolueno. Temperatura ambiente, durante 72 ho 

ras, sendo que após 24 e 48 horas acrescentava 

-se ma1s 0,3 ml de pronase pré-incubada. Prece 

dia-se a inativaçáo da atividade enzimática a 

100°c por 2 minutos (ARIMA et alii, 1972). Acres 

centava-se "carrier" albumina, precipitava-::se com 

TCA na concentração final entre 5 e 10% e centri 
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fugava-se. O sobrenadante era lavado 3 vezes com 

éter saturado com água. A radioatividade era con 

tada numa alÍquota do sobrenadante e no precipit~ 

do, através do filtro, com Whatman-glass fibre p~ 

per- 2,5 em GF/A, segundo técnica já citada. 

2.11. HidrÕlise ácida suave da fração butanÓlica 

HidrÓlise realizada em material solÚvel em 

butanol. 

A hidrÓlise da amostra era feita em melo 

de butanol, metanol e HCl O,OlN, 1) minutos, 

100°C (GARCIA et alii, 1974; COUSO et alii, 

1980). Resfriava-se e extraia-se 3 vezes com 

partiç~o butanol-âgua. Na fase butanÓlica ex 

traia-se o glicolipÍdio nao hidrolizado. Conta 

va-se a radioatividade desta fase, para calcu 

lar a percentagem de hidrÓlise. 

A fase aquosa era secada em evaporador r~ 

ta tório -a vacuo, e acrescida de água, sucessi-

vas vezes, até retirada total do ácido. O resí 

duo era aplicado em cromatografia descendente 

em papel, no sistema A. 
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2.12. HidrÕlises realizadas na fraçao insolúvel em bu

tanol ~ água 

As hidrÕlises a seguir foram realizadas so 

bre o material insolúvel em butanol e água (t!pe!_ 

let"). 

2.12.1. HidrÕlise ácida total 

Ácido tri-fluoro-acético 2N em am 

polas fechadas com atmosfera inerte, a 

120°C, durante 1 hora (GOLD e HAHN,l976). 

2.12.2. HidrÕlise ácida parcial 

Ácido tri-fluoro-acético O,lM em am 

polas fechadas com atmosfera inerte, a 

o 100 C, durante 45 minutos (IVATT e GIL 

V ARG , 19 7 9 ) . 

O material submetido a hidrÕlise 

era resfriado e centrifugado. O material 

solúvel obtido então era retirado e seca 

do em evaporador rotatório -a vacuo, e 

acrescido, várias vezes, de água destil~ 

da a fim de retirar o ácido. O resíduo re 

sultante era analisado em cromatografia 
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descendente em papel, no sistema A e B, 

respectivamente. 

2.12.3. Hidrólise alcalina redutora. forte (GOLD 

e HAI-IN , 19 7 6 ) 

NaOH 2N e NaBH 4 2M em ampola fecha 

da, com atmosfera inerte, 100°c, 6 ho 

ras. 

2.12.4. Hidrôlise alcalina redutora suave (GOLD 

e HAHN, 1979) 

NaOH O,lN e NaBH 4 O,lM, em ampolas 

fechadas com atmosfera in-erte, temp~ra 

tura ambiente; 24 horas. 

Após ambas as hidrÓlises o material 

era resfriado e neutralizado com icido a 

cético glacial. Acrescentava-se TCA a fim 

de se obter concentração final entre 5 e 

10%. Passava-se por coluna de DOWEX - 50 

t.JX2 (H+). 

O eluÍdo da coluna era lavado 3 ve 

zes com éter sulfúrico saturado com agua. 

Secava-se em evaporador rotatório - -a va 
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cuo, acrescentando sucessivas vezes, met~ 

nol acidificado para retirada de borohi 

dreto. O resÍduo era aplicado em cromato 

grafia descendente em papel, no sistema 

B. 

2.13. Re-incubação do lipídio-fosfato-manose endÓgeno 

d "d a 0°C pro uzi o 

A primeira fase de incubação dava-se nas 

condições descritas anteriormente, exceto qua~ 

to ao volume total de 200 ;Jl, tempo de 10 min e 

temperatura de 0°C. 

A reação era suspensa pela adição de EDTA 

lOmM, Tri-HCl 70mM, pH 7,5 (20 volumes). Centri-

fugava-se a 30.000 xg por 20 min. O precipitado 

formado era lavado com tampão Tris-HCl 0,5M, pH 

7,5, numa relação de 20 vezes o volume inicial. 

Centrifugava-se a 30.000 xg, por 20 min. 

O precipitado era resuspenso e acrescido 

de MgC1 2 15mM, MnC1 2 lOmM, de Tris-HCl 75mM, pH 

7,5, num volume final de 200 ji-1. A re-incuba.ção 

se dava a temperatura de °C 5 . ... 30 , 1 mln. Alem da 

mistura de incubação, num dos tubos acrescentava 

-se GDP-manose não radioativa, e em outro tubo 
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controle acrescentava-se GDP-manose [c14 (V)] (COU 

SO et alii, 1980). 

Inativava-se -a reaçao com 0,6ml de butanol 

saturado com agua, e segu1a-se o processo extra 

tivo já citado. 

2.1 1~. Re-incubação do lipídio-fosfato-manose exógeno 

O dolicol-fosfato-manose obtido nas incuba 

--çoes era reunido e purificado por DEAE-celulose 

forma acetato, e usado como substrato. 

O dolicol-fosfato-manose [c14] , acrescido 

de MgC1 2 15mM e/ou MnC1 2 lOmM, era evaporado à vá 

cuo. Este resÍduo se resuspendia com agitaçao com 

0,05% de Triton X-100 e logo se adicionava Tris 

-HCl 75mM, pH 7,5 e material enzimático, num volu 

me final de 100 JD.· Incubava-se durante 1 hora, 

a 30°C. Em outro ensaio se adicionava GDP-manose 

não radioativa, e em outro tubo, como controle da 

atividade enzimática GDP-manose [c1
q (U)] . (GOLD e 

HAHN , 19 7 6 ) • 

O mesmo experimento foi realizado exceto adi 

cionando-se outro detergente, deoxicolato de -so 

dio 1%. 
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O estudo foi realizado com a forma levedura do fun 

go Mucor rouxii, utilizando-se precipitado obtido a 30.000 

xg, segundo foi descrito em Material e Métodos. Neste mate 

rial enzimático foi testada a atividade de incorporação de 

três glicÍdios, a partir de seus respectivos nucleotídeos 

-açucares: UDP-glicose [ç14 (U)] 

lc14 
(Uil e GDP-manose [ c14 

(U)] . 

UDP-ácido glicurônico 

Em experiências preliminares determinou-se incorpo 

ração total, interrompendo-se a reaçao com ácido tri-clo 

ro-acético 5%. Como se pode observar na tabela (III) ocor 

re incorporação de ose, em compostos precipitáveis por ác~ 

do tri-cloro-acético 5%, com os três nucleotÍdios tes-

tados, sendo maior a atividade quando se utiliza GDP-mano 

se [ c14] como doador. 

A fim de investigar-se a presença de glicolipÍdios, 

se efetuou outra incubação, utilizando-se butanol satura 
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.... 
do com agua para interromper a reaçao. 

Por este método, descrito em Material e Métodos, p~ 

de-se separar compostos lipofÍlicos, glicoproteínas e/ou 

polissacarÍdeos. Obteve-se incorporação em composto solú 

velem butanol e no "pellet", material insolÚvel embuta 

- -nol e agua, porem nao se encontrou radioatividade na fra 

çao clorofÓrmio: metanol: água (1:2:0,3) (tabela III). 

TABELA III 

Incorporação de hexoses em material enzimático obtido da 

forma levedura do fungo Mucor rouxii 

Incorporação de hexose [cl~ 

pmol. -1 mg prot 

Nucleotídio 
... 

açucar 

TCA 5% Fração bu nPellet" -
tanÓlica 

GDP-manose [cl4J 70 42 25 

UDP-glicose [cl~ 37 2 32 

UDP-ácido glicurônico 

[cl~ 13 2 10 
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O material solúvel em butanol, obtido por incubação 

em presença de UDP-glicose [c 1~ analisado em coluna de 

DEAE-celulose-acetato, revelou presença de 75% de radioa 

tividade na fraçao correspondente a lipÍdios neutros. O 

estudo destes glicolipídios escapa aos objetivos do pre 

sente trabalho, motivo pelo qual foi descartada a fra 

ção correspondente. 

nlCO 

Por outro lado nas incubações com UDP-ácido glicurô 

[c1 ~ o glicolipídio extraÍdo na fração butanÓlica 

não se hidroliza em condições ácidas suaves (pH2), como 

se esperaria de um poliprenol-fosfato-açúcar. 

Com base nestes resultados, passamos a incubar o ma 

terial enzimático com GDP-manose [c1~. 

Foram, em pr1me1ro lugar, estabelecidas as condi 

çoes ótimas das reações de transferência, tais como: es 

tabilidade do material enzimático, tempo de reaçao, ne 

cessidade de Íon divalente, concentração de proteína, subs 

trato) pH ótimo. 
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l. DETERMINAÇÃO DAS CONDIÇÕES 6TIMAS DE REAÇÃO 

l.l. Estabilidade do material enzimático 

Para se ·testar a estabilidade do material 

enzimático, guardou-se por 24 horas as leveduras 

em congelador. Verificou-se perda de atividade 

em 80%, na transferência de manose, tanto para 

material precipitável por TCA 5%, quanto para m~ 

terial solúvel em butanol e insolÚvel em butanol 

e água. Em outra experiencia o sedimento obtido 

a 30.000 xg de leveduras novas foi guardado em con 

gelador por 24 horas, constatou-se perda de ati 

vidade entre 80-90%. Também se testou o processo 

de liofilizaçao das leveduras, e observou-se des 

naturação total do material. Por estes motivos, 

preparava-se o material enzimático no dia de ca 

da experimento, a partir de cultivos recentes. 

1.2. Curva de tempo 

Constatou-se pela curva de tempo (figura 7), 

realizada a 30°C, que nos 20 minutos de incubação 

tem-se o máximo de incorporação, tanto em campo~ 

tos solúveis, em butanol, quanto compostos inso-

lÚveis em butanol e água. 
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Figura 7 - Curva de tempo - realizada a 30 C como foi des 

crito em Material e Métodos, variando o tempo 

de incubação. 
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Após este tempo, a incorporação na fração bu 

tanÓlica a "pellet" nao varia. 

Realizou-se extração do "pellet" com a mis 

tura clorofórmio: metanol: água (1:1:0,3), porém 

nao se obteve . ·-lncorporaçao em compostos extraí 

dos neste sistema. 

Tendo em vista que a velocidade das reaçoes 

enzimãticas se alteram com a temperatura e ten 

tando se detectar a formação de composto solúvel 

em clorofórmio: metanol: -agua, realizou-se uma 

curva de tempo a 0°C (figura 8). 

Observou-se que a lncorporaçao na fração bu 

tanólica atinge um máximo aos 20 minutos e de 

pols passa a ser constante. O mesmo nao ocorre 

com o "pellet", pols a transferência -e pratic~ 

mente nula nesta fração. 

.. +2 +2 1.3. Curva concentraçao de lon Mg __ e Mn 

Sabendo-se que as reaçoes de transferência 

de glicidios, dos respectivos nucleotideos para 

receptores lipídicos e 

de lon divalente Mg+ 2 

glicoproteinas, dependem 

+2 e/ou Mn , fez-se curvas 

de concentração de ambos os íons, variando de 
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Figura 8 - Curva de tempo - realizada o a O C como foi des 

crito em material e Métodos, variando o tempo 

de incubaçao. 
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let" 
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2 a SOmM de MgC1 2 e de 2 a 20mM de MnC1 2 (figura 

9) • 

Constatou-se 
~ 

que as reaçoes sao dependentes 

de um destes íons. Obtem-se na fração butanõlica 

e "pellet 11
, máximo de incorporaçao quando se tem 

uma concentraçao +2 de lOmM de Mg , tendendo a uma 

atividade constante com o aumento da concentra 

ção. Quanto -fon Mn+ 2 , t ao Á em-se maior atividade 

de incorporação na fração butanÕlica, na concen 

tração de SmM e de lOmM para o "pellet". Em am 

bos os casos o aumento da concentração do 
.. 
1on, 

provoca um decréscimo na ativação. 

1.4. Curva concentração de proteína 

Nesta curva a concentração variou de 48,9 

a 1466,6 ;Ug de proteína por tupo de incubação. 

Observando a figura (10) constatou-se que 

com o aumento da concentração protéica, tem-se 

maior incorporação de manose [c14
] . Na fração cl~ 

rofÕrmio: metanol: água nao se conseguiu transf~ 

rência com o aumento de material enzimático. 

As experiências realizadas utilizavam con 

centração protéica entre 800 a 1000 ;4g por mistu 
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Figura 9 - Efeito da concentração de Íons. As incubações 

foram efetuadas como foi descr'i to em Material e 

Métodos, em presença de Mg+ 2 ou Mn+ 2 nas concen 

trações indicadas. 

( o ---0 ) curva de Mn +2 - incorporação na fra 
- butanólica çao 

( 0--0 ) curva de Mn +2 - incorporação no "pe~ 

let" 

( . ---· ) curva de Mg +2 . - fra - 1ncorporaçao na 

ção butanÓlica 

( "" .. ) d Mg+ 2 . -~---v curva e - 1ncorporaçao no "pe! 
let" 
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500 1000 t 

pg proteinajso p I 

Figura 10 - Curva de concentração enzimática. A incubação 

foi segundo Material e Métodos, variando as 

concentraçÕes de material enzimático. 

C • ---e ) incorporação de manose [c 1 ~] na fra 

ção butanÓlica 

[cl41 no C • --• ) incorporaçao de manos e J "pel 

let" 
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ra de incubação. 

1.5. Curva concentração de substrato 

Nesta curva, a concentração de GDP-manose 

[c14] variou entre 14,8 a 1870 pmol. Verifica-se 

na figura (11) que tanto para a formação de pr~ 

duto da fração butanÕlica como do "pellet" tem 

-se concentração saturante de 370 pmol de subs 

trato. 

As concentrações de GDP-manose [c14] utili 

zadas nos experimentos seguintes foram ao redor 

da concentração saturante. 

1.6. Curva de pH 

A curva de pH foi realizada com o tampão Tris 

-maleato-NaOH 75mM, variando o pH entre 6 e 8. 

De acordo com a figura (12), observa-se que 

a transferência de manose [c 1~ para composto li 
. -

possolÚvel é mais efetiva em pH 7,0. Porém a tran~ 

ferência da ose para composto insolÚvel em buta

nol e água é maior em pH 7,5. 
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7,5 8,0 

pH 

Figura 12 - Curva de pH. A incubação foi efetuada de acor 

do Material e Métodos, variando o pH do 

de 6,0 a 8,0 em tampão Tris-maleato 75mM. 

[c l4-J ( ~ ---t ) incorporaçâo de manose na 

çao butanÓlica 

meio 

fra 

C t --f1 ) incorporação de manose [c14
] no "pe.:!:_ 

let" 
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1.7. Efeito do Íon Ca+ 2 

Na tabela (IV) observa-se que o Íon Ca+ 2 , 

ativa as reações de transferência da manose [c1~ 
para compostos extraÍdos na fração butanÓlica e 

para aqueles insolÚveis em butanol e 
.. 
agua "pe.:!:_ 

let"), isto comparando com o sistema sem Íons.Po 

... . b .,. +2 +2 rem ao lncu ar-se com lon Ca e Mg ocorre uma 

diminuição na atividade de incorporação, em rela 

ção a incubação que só tem Íon Mg+ 2 . 

O efeito de ativação do Íon Ca+ 2 é muito me 

d b d .,. Mg+2 nor o que o o serva o com o lon 
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TABELA IV 

Efeitos do Íon Ca+2 na atividade de transferência 

de manose [c14
] , a partir de GDP-manose 

ra compostos solÚveis em butanol e para aqueles ln 

solúveis em butanol e água 

Sem Íon 

C! Mg +2 (15mM) 

C! Ca+ 2 (lOmM) 

C! Mg+ 2 + Ca+ 2 

( 15 mM - 1 O mM) 

Incorporação de manose 

-1 
pmol. mg prot 

[cl4J 

Fração butan§. 

li c a 

"Pellet" 

o' 9 2 

70 25 

15 14 

7 8 

1.8. Incubação com outros nucleotídeos açúcares 

Tentando-se a formação de oligossacarÍdeos 

mals complexos, adicionou-se ao melo de incuba 



TABELA V 

Efeito de UDP-glicose (UDPG), UDP-ácido glicurônico (UDPGA), UDP-galactose (UDPGAL), 

UDP-N-acetilglicosamina (UDP-GicNAc) na transferência de manose [c1~ , a partir de GDP-ma 

nose [c14 cu~ a compostos solúveis em butanol e insolÚvel em butanol e água 

Controle +UDPG +UDPGA +UDPGAL +UDPGLcNAc +UDPG 

UDPGA 
Fração 

(cmp/mg de proteína) UDPGAL 

UDPGLcNAc 

Butanólica 12.000 11.100 11.500 9.000 10.000 11.300 

"Pellet" 4.400 4.200 I 3.900 4.300 3.800 3.600 

CMH+ I 
' o o I o o o o ~ 

I 

+ CMH: clorofórmio: metanol: água (1:2:0,3) 

Todos os nucleotídeos-açúcares não radioativos se encontravam no melo de incuba 

ção com concentração final de 0,25 ;UM· 

! 
0\ 
-....] 

I 
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çao, além do substrato radioativo, outros nucleo 

tídeos ... -açucares, nao radioativos. Usou-se UDP-

-glicose, UDP-ácido glicurônico, UDP-galactose, 

UDP-N-acetilglicosamina todos a uma concentração 

de 0,25 pM. 

Observando-se a tabela (V) constata-se que 

nao ocorre estímulo da incorporação de radioati 

vidade, tanto no produto obtido na fraçao butan~ 

lica quanto no "pellet''. Da mesma forma não se 

obteve transferencia para composto extraÍdo com 

clorofÓrmio: metanol: água. 

Conclui-se que a incorporação de manose [c1 ~ 

tanto na fração butanÓlica quanto no "pellet", i~ 

depende de uma ligação anterior com outro glicí-

dio. 

2. ANÁLISE DA FRAÇÃO BUTAN6LICA 

Com o objetivo de identificar o produto liposs~ 

lÚvel obtido na fração butanÓlica. 
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2 .1. Cromatografia descendente em papel. 

Material solúvel em butanol foi aplicado em 

cromatografia descendente em papel, no solvente 

B. Observa-se na figura (13) que o composto ra 

dioativo se desloca num só pico perto da linha 

de frente (Rf 0,9), movendo-se como se pode espe 

rar de substâncias lipofÍlicas. 

2.2. Coluna de DEAE-celulose, acetato em metanol 99% 

(70 x 3 mm) 

Esta coluna foi montada com a finalidade de 

se determinar a natureza do composto lipídico 

(neutro ou carregado). 

Observou-se que 25% do material radioativo 

é eluÍdo em metanol 99%, como um composto neu 

tro. O restante, 75% é eluÍdo em acetato de amo 

nio 0,4M. Conclui-se que se trata de um lipídio 

carregado. 

2.3. Hidrólise ácida suave 

Esta hidrÕlise foi realizada com a finalida 
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24 32 40 

DISTÂNCIA (em} 

Figura 13 - Cromatografia descendente em papel do composto 

extraÍdo na fração butanÓlica, após incubação 

do material enzimático do Mucor rouxii com 

GDP-manose [c14] . Eluente - butanol: piridina: 

água (4:3:4) 
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de de investigar união lâbil em melo ácido, como 

é a ligação do fosfato ao carbono anômero do gl~ 

cídio. 

A hidrólise foi com HCl O,OlN, 10 minutos, 

100°C, de acordo Material e Métodos. Obteve-se 

70% de hidrÓlise. 

O material hidrolizado, solúvel em agua, foi 

submetido a cromatografia descendente em papel, no 

solvente A. Identificou-se um so composto que se 

desloca como manose (figura 14). 

2.4. Coluna de pEAE-celulose, acetato em metanol 99% 

(30 x 2 em) 

Para se 

butanÓlica e 

verificar se o composto da fração 

eluÍdo como fosfato ou pirofosfato 

fez-se esta coluna. 

A amostra, aplicada na coluna, foi eluÍda 

com várias concentrações de acetato de amônio em 

metanol 99%, de acordo com Material e Métodos. 

Observando-se a figura (15) constata-se que 

o lipídio é eluído na concentração de 0,2M de ace 

tato de amônio, como os poliprenois-monofosfatados. 



-72-

-~------.,.----~--.----·--r-- ' 

I, 

E 
a. 
o 

I, O 
w 
Cl 

~ 
> 
1-
..t.:::{ 

o 
C:::J 
·<! 
c:t I 
0,5_ 

o 2 

Man 

t 

--------.. ---------------. ..._--"1 

18 26 34 

DISTÂNCIA (em) 

Figura 14 - Cromatografia descendente em papel do produto 

solÚvel em água, obtido na hidrÓlise ácida sua 

ve (O,OlN HCl, 100°c, lO min) do composto sol~ 
vel em butanol. Eluente - butanol: piridina: 

água (6:4:3). Man- manose 
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O,IM 0, 2M 0,4M I,OM 

l J J J 

~~----4li--iiP-#--..... 

· sb ' · · 6o · -.----.-. --:.,..-o----..~ 30 

ml 

Figura 15 - Cromatografia em coluna de DEAE-celulose. Ex 

trações butanÓlicas de várias incubações foram 

reunidas e aplicadas. A coluna foi elufda com 

metanol 99% e acetato de amônio 0,1; 0,2; 0,4 

e l,OM em metanol 99%. Frações de l ml foram 

coletadas e a radioatividade medida. 
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Se o composto fosse pirofosfato, serla eluÍdo em 

concentrações mais elevadas de acetato de amõnio. 

Este composto, purificado pela coluna de DEA~ 

-celulose-acetato, foi 100% hidrolizado quando su~ 

metido a hidrÓlise ácida suave. O produto de hi 

drÓlise, solÚvel em água, foi aplicado em cromato 

grafia descendente em papel, no solvente A, e foi 

identificado como manose. 

2.5. Cromatografia em camada delgada 

Para confirmar os resultados obtidos, a amo~ 

tra em análise foi aplicada em cromatografia em ca 

mada delgada, com o sistema de solvente D. 

Na figura (16) observa-se 

desloca, junto com o padrão 

-fosfato-glicose. 

2.6. Tratamento fenÓlico 

que a amostra se 

utilizado: dolicol-

Tendo evidências de que a malor parte do 

produto lipossolúvel se comporta como polipreno! 

-fosfato-manose, submeteu-se o mesmo a um trata 
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Figura 16 - Cromatografia em camada delgada de silica gel G. Amostra obtida 

por extração com butanol, após incubação de GDP-manose [c14
] com 
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mento fenÓlico. Este determina se o lipÍdio apr~ 

senta a unidade ~-isopreno saturada ou insatura 

da. 

Com o tratamento fenÓlico, se o lipÍdio -e 

insaturado, tem-se ruptura da ligação éster en 

tre o poliprenol e fosfato-manose, obtendo-se a 

radioatividade na fase aquosa após extração. Se o 

lipÍdio é saturado não ocorre a ruptura da lig~ 

ção, e a radioatividade é encontrada na fase fenó 

lica (PONT LEZICA et alii, 1975). 

Usou-se como controle, ficaprenol-fosfato-g~ 

lactose, obtido utilizando-se: material enzimático 

de Acetobacter xilinum no seguinte sistema de incu 

bação: Tris-HCl pH7,5-0,05M; MgC1 2 O,lM; UDP-gala~ 

tose [c14] (268 p.Ci/
1
umol) e ficaprenol-fosfato 

(ver Material e Métodos), num volume de 100 ~1, 

30°C, 40 minutos (ROMERO et alii, 1977). A incuba 

-çao foi inativada com 0,25 ml de butanol saturado 

com água, para extrair o ficaprenol-fosfato-galac 

tose. 

Ficaprenol-fosfato-galactose é um lipÍdio 

oL-isopreno insaturado, que quando submetido a tra 

tamento fenÓlico, rompe-se a ligação entre ficapr~ 

nol e fosfato e obtêm-se galactose-1-fosfato, solÚ 

.. 
vel em agua. 
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De acordo com a tabela (VI), pode-se observar 

que o composto obtido por incubação com a levedura 

permaneceu 97% de material radioativo na fase fenó 

lica, ao contrário do controle (ficaprenol-fosfato 

-galactose) 64%, foi liberado na fase aquosa. Co~ 

clui-se que se trata de um poli-isopreno L-satura

do, ou seja, do tipo dolicÓlico. 

TABELA VI 

Tratamento fenÓlico do glicolipÍdio solÚvel em bu 

tanol 

I 
% de radioativo 

Amostra 

Fase aquosa Fase fenÓlica 

Ficaprenol-fosfa-

to-galactose [cl4J 64 36 

LipÍdio-fosfato-

manos e [cl~ 3 97 

2.7. Tratamento alcalino 

Pelas evidencias apresentadas, o composto e~ 

traído na fração butanÓlica e purificado pela colu 
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.. 
na de DEAE-celulose-acetato, e dolicol-fosfato-ma 

nose. 

A ligação manose-fosfato pode ter duas confi 

gurações: L ou j3 . Para se determinar a configur~ 

ç~o fez-se sucess1vas reaç5es. Um tratamento alca 

lino forte rompe a ligação entre o fosfato e o p~ 

liprenol, liberando manose-fosfato. Se a manose es 

tá em configuração cis(j3) durante o tratamento al 

calino, forma-se um cómposto cÍclico intermediá 

rio, manose-1,2-fosfato, que nas condições de re~ 

ção, rompe a ligação entre fosfato e c1 da ose, 1~ 

berando-se manose-2-fosfato. Se a configuração é 

transC~), não há a formação do composto cÍclico,e 

o glicídio liberado é quase que totalmente destruí 

do, nas condições de reação da hidrÓlise alcalina. 

O resultado da hidrÓlise alcalina forte é observa 

do na eletroforese em papel, no tampão E (figura 

17 A), em que o produto de hidrÓlise se desloca co 

mo manose-fosfato. 

Pa~a confirmar que o fosfato se encontra lig~ 

do ao c2 da manose, fez-se uma hidrÕlise ácida do 

produto, obtido com o tratamento alcalino. Esta hi 

drÓlise rompe a ligação fosfato com o c1 da mano 

se, se esta existir. 

Na figura 17 B, observa-se -que, mesmo apos a 

hidrÓlise ácida, o composto liberado continua car 
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Figura 17 - Eletroforese em papel do produto solúvel em 

água obtido por tratamento alcalino (A); ornes 

mo material após hidrÓlise ácida (B); tratamen 

to da fração anterior com fosfatase alcalina 

(C). Tampão acetato de piridina pH 6,5, SOrnA, 

u h 30 min. Man - rnanose. G-L-P- glicose-1-fo~ 
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regado, se deslocando como manose-fosfato. 

Para provar que a carga do composto, separado 

por eletroforese, se deve ao fosfato ligado a man~ 

se, a amostra que resultou da hidrólise ácida, foi 

tratada com fosfatase alcalina (vide Material e Mé 

todos). Liberou-se um composto, que em eletrofore 

se no sistema E, se comportou como neutro e se des 

locou como manose (figura 17 C). 

Conclui-se que a manose está ligada ao fosf~ 

to com configuração p . Com isto se demonstrou a 

existência de dolicol-fosfato-j5-manose no mate 

rial liposolÚvel extraído com butanol. 

3. RE~INCUBAÇÃO COM DOLICOL-FOSFATO-MANOSE 

Para investigar se o dolicol-fosfato-manose trans 

fere a porção glicÍdica para algum composto, glicopr~ 

teÍna ou polissacarÍdeo, testou-se o glicolipídio (puri 

ficado segundo Material e Métodos) como substrato no 

sistema de incubação. 

Não se obteve transferência de manose [c14] ao 

"pellet", mesmo quando GDP-manose nao radi9ativa era 

acrescentada ao meio de incubação, a fim de estimular a 

reaçao. 
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Observando-se a curva de tempo a 0°C (figura 8), 

constata-se que há acúmulo de glicolipídio radioativo 

na fração butanõlica, sem haver transferência de manose 

[ 11+] .... C para a glicoprotelna ("pellet 11
). Com estes dados 

~ . r 14j- ... 
tentou-se a transferencla de manose LC para a prote~ 

. [ 14] -na, a partir do dollcol-fosfato-manose C endogeno, 

formado a 0°C, re-incubando-se a 30°C. 

O procedimento que segulu-se, foi descrito em Mate 

. ... ... . ' [ 141 
rlal e Metodos. Nao houve lncorporaçao de manose C j 

na proteína. 

Num tubo controle, re-incubado com GDP-manose 

[ llJ.J -C , nao se encontrou atividade, o que demonstra a 

inativação das enzimas durante o processo, por isso nao 

se pode concluir algo a respeito deste experimento. 

4. ANÁLISE DO COMPOSTO INSOLÚVEL EM BUTANOL E ÃGUA 

4.1. Tratamento com Eronase 

Investigando-se a possibilidade da presença 

de uma glicoproteína no material insolúvel em buta 

no1 19 água; submeteu-se o "pelletíl a digestão com 

enzima proteolí tica (pronase) , como foi descr'i to 



-82-

em Material e Métodos. 

Paralelamente se fez um controle, em que a 

amostra foi incubada sem enzima proteolÍtica. 

ApÓs 72 horas de tratamento, se liberou 99% 

da radioatividade, numa forma solÚvel em água. No 

controle s5 se solubilizou 15%. 

Os produtos obtidos pela digestão com pron~ 

se, foram aplicados em coluna de Sephadex G 25. A 

amostra foi eluÍda dentro do volume de inclus~o 

da coluna, comprovando a diminuição peso molecular 

da glicoproteína, por ação da enzima proteolítica. 

A glicoproteína nao tratada com pronase, foi eluÍ 

da no volume de exclusão (figura 18). 

Para provar a natureza dos compostos solubil~ 

zados por pronase, se utilizou eletroforese em p~ 

pelem tampão ácido (tampão F). 

Observando-se a figura (19) constata-se um 

deslocamento do produto radioativo para o polo ne 

gativo como acontece com glicopeptídeos. 

Os resultados confirmam a existência de ico 

proteína, com um ou ma1s glicÍdios ligados, o que 

ser~ analizado a segu1r. 
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Figura 18 - Gel filtração do glicopeptÍdio. Uma coluna de 

Sephadex G 25 foi preparada como foi descrito 

em Material e Métodos. Aplicou-se icopepti 

dios liberados após tratamento com pronase 

( O--- O ) e proteína nao tratada ( 0----e ) , 

solubilizada com 1% de SDS em tampão. Frações 

de l ml foram coletadas 
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tratada 
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D 1ST Â N C I A ( c m ) Ô 
Figura 19- Eletroforese em papel dos produtos solÚveis, 

obtidos incubando a glicoproteína em presença 

ou ausência de pronase. Tampão ácido fórmico 

5%, 40 mA, 6 horas. 
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4.2. HidrÓlises ácidas 

Com a finalidade de analizar quais e quantos 

glicídios estão ligados à glicoproteína, realizou 

-se respectivamente hidrólise ácida total e pa~ 

cial. 

Com a hidrÕlise ácida total(ácido Tri-fluoro 

-acêtico 
o 

.2N - lh - 120 C) obteve-se 95% de hidrÕ 

lise. O hidrolizado foi submetido a cromatografia 

descendente em papel, no sistema A. 

Na figura (20) observa-se que so se encontra 

manose. 

Efetuando-se uma hidrólise ácida parcial se 

liberou 75% de radioatividade que a.o ser aplicada 

em cromatografia descendente em papel, no sistema 

B, 50% desta ·radioatividade fica no ponto de apli 

cação e o restante se desloca como manose. 

4.3. HidrÕlises alcalinas redutoras 

t conhecido que os carboidratos das glicopr~ 

teínas podem estar unidos por ligaç6es N-glicos!d! 

casou 0-glicosídicas, através dos respectivos ami 

noácidos: asparagina, serina ou treonina; hidr"'xi 
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Figura 20 - Cromatografia descendente em papel, do produto 

obtido, após hidrÓlise ácida total da glicopr~ 

tefna (2NTFA, 120°C, 1 h). Eluente- butanol: 

piridina: água (6:4:3). Gal- galactose. Glc

glicose. Man - manose. 
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lisina e hidroxiprolina. 

O tipo de ligação 0-glicosÍdica (com serina 

ou treonina) é lábil em condições alcalinas sua 

ves, entretanto a ligação N-glicosídica (via asp~ 

ragina) se mostra resistente nestas condições. 

Por este motivo se realizou hidrÕlise alcali 

na suave redutora (O,OlN NaOH, O,lM NaBH 4 - 24h -

temperatura embiente) , seguindo técnica descri ta 

em Material e Métodos. Obteve-se 80% de hidrÕlise. 

Este material liberado foi aplicado em cromatogr~ 

fia descendente em papel, no sistema B. Constata 

-se pela figura (21) que o tratamento alcalino so 

produz manos e. 

Com a hidrólise alcalina forte redutora (2N 

o NaOH, 2M NaBH4 - 6 horas - 100 C) obteve-se 95% de 

hidrólise. O material hidrolizado foi aplicado em 

cromatografia descendente em papel, no sistema B. 

Apresentou o mesmo resultado das condições anterio 

res (figura 22). 

O material desta cromatografia foi eluÍdo e 

aplicado no sistema cromatográfico C, que permite 

separar manose de manitol. Observa-se na figura 

(23) que o composto liberado pelo tratamento alca 

lino redutor, é identificado como manitol confir 

mando que sõ uma manose está ligada a glicoprote.f 
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Figura 21 - Cromatografia descendente em papel do produto 

obtido, após hidrÓlise alcalina redutora sua 

ve, da glicoprotefna (O,lN NaOH - O,lM NaBH
4

, 

temperatura ambiente, 24 h). Eluente - buta

nol: piridina: água (4:3:4). Man - manose. 
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Figura 22 - Cromatografia descendente em papel do produto 

obtido após hidrolise alcalina redutora forte 
. ~ o da gllcoprotelna (2N NaOH- 2M NaBH 4 , 100 C, 

-6 horas). Eluente - butanol: piridina: agua 

(4:3:4). 
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Figura 23 - Cromatografia descendente em papel do produto 

obtido após ~ -eliminação redutora da glicopro 

teína [c1~ . O composto isolado na figura foi 

eluÍdo e recromatografado no sistema de solven 

tes: butanol: etanol: ~gua (10:1:2). 
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na pelo extremo redutor. 

Para confirmar a aus~ncia das glicoprotefnas 

via asparagina, efetuou-se incubação do material 

enzimático obtido de levedura, na presença de tuni 

camicina (10 }~g/ml). Este antibiótico inibe a sín 

tese de glicoproteina com ligaç~o N-glicosidicas. 

Por~m, observando a tabela (VII) constata-se que 

n~o h~ inibiç~o de transfer~ncia de manose para a 

glicoproteína. 

TABELA VII 

Efeito da Tunicamicina na transferencia de manose 

[ c1 :J a compostos solúveis em butanol e insolÚveis 

em butanol e água 

Condições de Fração buta- "Pellet" I 
incubação nólica 

cpm/mg de proteína 

---

Controle 9000 3700 

+ Tunicamicina 

(lO )J~glml) 9000 3600 

I 

De acordo com os resultados pode-se concluir 
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que a porção glicÍdica de glicoproteína é formada 

por uma manose, ligada com uni~o 0-glicosídica, 

aos aminoácidos serina e/ou treonina, da proteína. 
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I V D I S C U S S Ã O 

A participação de lipÍdios fosfatados como carreado 

res de grupos glicosi1as ativados, tem sido objeto de est~ 

do em tecidos animais, plantas, bactérias, fungos e levedu 

ras. 

Várias oses ou derivados de oses sao transferidos de 

seus respectivos nucleotídeos para lipídios intermediá 

rlos, na biossíntese de g1icoproteínas, em células eucarió 

ticas e procarióticas. Evidências de tais reações têm sido 

ob·tidas com respeito à manos e ( CACCAN et ali i, 19 6 9; TETAS 

et alii, 1970; WAECHTER et alii, 1973; BtHRENS et alii, 

1973), ga1actose (TETAS et alii, 1970; HELTING e PETERSON, 

1972), glicose (BEHRENS et alii, 1970, 1971), N-acetilgli 

cosamina (TETAS et alii, 1970; BEHRENS et alii, 1973) e 

xilose (WAECHTER et alii, 1974). 

Foi demonstrado por GLASER (1958) que procariotes, co 

mo o Acetobacter xylinum sintetizam celulose a partir de 

UD P- g1icose como doador de radicais glicosil. 
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Mais tarde, COLVIN e colaboradores (1959, 1961) suge-

rlram a participação de lipídios intermediários na biossín 

tese de celulose por este organismo. 

E, em 1978, estes conhecimentos foram demonstrados 

por HOPP e colaboradores. 

Incubando-se fração particulada de vários tecidos com 

nucleotídios-açúcares radioativos, observa-se que o resf 

duo marcado é encontrado numa fraÇão solúvel em solvente 

orgânico. Tentando observar mais detalhadamente esta ativi 

dade enzimática de transferência em precipitado obtido a 

30.000 xg do fungo Mucor rouxii, crescido em anaerobiose 

incubou-se este material com os três nucleotídios-açúc~ 

[ 14 .l [ ~ l.j. J res: UDP-glicose C (UD , GDP-manose CJ. (U) e UDP-á.cido 

glicurônico [c14 cu~ . 

Constatou-se que o material enzimático utilizado 

transferia o resíduo glicídico marcado para compostos pr~ 

cipitãveis por ácido tri-cloro-acético 5%. O mesmo foi ob 

servado em fração particulada da forma micélio deste fungo 

quando se incubava este material na presença de UDP-N-ace 

tilglicosamina e GDP-fucose, além dos três derivados nu 

cleotídicos jã citados. 

Estudando-se a natureza dos produtos de reaçao, obti 

dos na incubação com a forma levedura, verificou-se que a 

transferência se fazia para dois compostos: um de caráter 

lipofí1ico, solúvel em butanol e outro insolúvel, tanto no 
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solvente orgânico como em água. 

Constatou-se que o produto insolavel em butanol e 

água ê de natureza protéica, porque, quando submetido a 

pronase (enzima proteolítica) apresenta 85% de hidrÕlise. 

Foi demonstrado em Neurospora crassa que a presença 

+2 +2 - - . de Mg e/ou Mn e necessarla para que ocorra a transfe 

rência de manose, a partir de GDP-manose para um lipÍdio 

poliprenÕlico e um aceptor endôgeno protéico (GOLD e HAHN, 

1976, 1978). O mesmo foi observado em outros organismos. 

Na forma micélio do fungo Mucor rouxii (BERNARD et 

alii, 1982) foi constatada a necessidade de Íon divalente, 

e o mesmo foi observado na forma levedur•a. 

. - [ 14] A lncorporaçao de manose _C . no lipÍdio e glicopro 

teína é dependente do Íon Mg+ 2 e/ou Mn+ 2 . 

+2 O Íon Ca quando acrescentado ao meio de incubação, 

estimula pouco a atividade enzimática de transfer•ência, P9.. 

- ~ +2 +2 rem quando ambos, lon Ca e Mg , se encontram no melo de 

+2 reação, ocorre inibição por parte de Ca . 

WAECHTER e LENNARZ (1976) relataram que vários orga 

nismos, contêm enzimas que formam oligossacarÍdeos ligados 

a lipídios. Os resíduos glicídicos ligados a estes compo~ 

tos podem ser N-acetilglicosamina, manose, glicose e ou 

tros. O oligossacarÍdeo formado encontra-se unido a um li 
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pÍdio-difosfato. Este produto de reaçao pode ser separado 

de outros lipÍdios por sua solubilidade em solvente conten 

do clorof6rmio: metanol: ~gua, nas proporç6es 1:1:0,3 (ST~ 

NELONI e LELOIR, 1977). Tais compostos foram encontrados 

em quase todos tecidos animais (PARODI et alii, 1973) e le 

vedura (PARODI, l977). 

No fungo Muco-r· _!:Ouxii, nao se constatou ·transferência 

de manose [c1~ para composto solúvel em clorofórmio: meta 

nol: água (1:1:0,3). Na tentativa de obter tal composto, 

incubou-se fração particulada do fungo com GDP-manose 

[c1~ e outros derivados nucleotídicos com a porçâo glicf 

dica transferível, não radioativa. Porém, não se obteve au 

mento de incorporação no lipídio ou proteína, nem mesmo te 

ve-se a formação de lipídio-oligossacarídeo. Isto nao ex 

clui a possibilidade de existência deste composto na forma 

levedura do fungo. Indica apenas que não é formado no pr~ 

parado enzimático obtido a 30.000 xg. 

Como já foi exposto anteriormente, os lipídios carre~ 

dores descritos até o momento, se dividem em dois grupos: 

um que contem um fosfato entre o lipídio e a porção glicf 

dica, e outro que contem um pirofosfato nesta posição. 

Em coluna de DEAE-celulose forma acetato, o lipÍdi9_ 

-manose foi eluÍdo como undecaprenol-monofosfato-manose. 

Estes dados foram confirmados pela labilidade ácida 

d . . .. . . -- [ ll+J ... . o gllcollpldlo. Houve l1beraçao de manos e C _ como un1 
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co composto solúvel em água. Resultado esperado para um li 

pÍdio-monofosfato-manose, desde que um derivado pirofosf~ 

to daria um éster cÍclico de manose-fosfato (LEZICA et 

alii, 1976). 

Os lipídios glicosilados encontrados em tecidos ani 

mais (BURGOS et alii, 1963; CACCAN et alii, 1969; WAECHTER 

et alii, 1973), fungos (TANNER et alii, 1972; BABCZINSKI e 

TANNER, 1973) e plantas (ALAM e HEMMING, 1973) são prov~ 

velmente dolicõis monofosfatados. Estes lipídios pertencem 

a famÍlia dos poli-isoprenos com uma cadeia carbonada de 

C40 a c100 . Diferem dos poli-isoprenos de bactérias pelo 

tamanho da cadeia, como também, porque os dolicõis tem a 

unidade isoprênica terminal saturada (LENNARZ, 1975). Co~ 

sequentemente a ligação fosfato-dolicol é estável frente 

ao tratamento fenÕlico. 

A fim de se determinar, se em fungos, a unidade pol~ 

-isoprenica terminal do glicolipídio, obtido nas incuba 

ções, era saturada ou insaturada, submetemos a um tratamen 

to fenÕlico. A amostra se mostrou resistente a este trata 

menta, comparando-se com ficaprenol-fosfato-galactose de 

Acetobacter xylinum, que possul unidade L-isoprênica in 

saturada (GARCIA et alii, 1974). Conclui-se que o lipÍdio 

em questão é do tipo dolicÕlico. 

A configuração anomérica da manose pode ser L ou j3. 

Os anomeros c!_ e (3 do dolicol-fosfato-manose podem 
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ser distinguidos pelos produtos formados apos hidrÕlise al 

calina, ou pela açâo de L -manosidase (HERSCOVICS et alii, 

1974). 

Conforme foi exposto em Resultados, HERSCOVICS e col~ 

boradores observaram o comportamento de dolicol-fosfato 

/ou (3 -manos e diante do tratamento alcalino. 

Na figura (24) observa-se que quando existe configur~ 

ção ClS Cp) entre O fosfato e O grupo hidroxila do C2 da 

manose, é possível formar-se um composto ciclico intermediá 

rlo, que se transforma em manose-2 -fosfato. Se a config~ 

ração é trans (o[) não é possível haver a ciclização, e o 

resíduo de manose é rompido com este tratamento. 

-0 

oH o~T 
OH'f--r. 

o 
jl 

o - p - o 
I 
OH 

o 
/1 

o - p - o 
I 
OH 

Configuração j:S 

Configuração o{_., 

Figura 24 - Estrutura de fosfato-j3-manose e fosfato-~-ma 

nos e 
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Tratamento alcalino do dolicol-fosfato-manose obtido 

nas incubações liberou um composto que se deslocava como 

glicose-fosfato, em eletroforese. O produto deste tratamen 

to foi submetido a uma hidrÓlise ácida, formando ainda com 

posto carregado, provavelmente manose~fosfato, pois a lig~ 

ção fosfato no c1 da manose é lábil com esta hidrÓlise. 

O tratamento com fosfatase alcalina veio complementar 

as conclusões anteriores, segundo as quais a carga da molé 

cula se deve a um grupo fosfato. 

Diante dos resultados, concluimos que o glicolipÍdio 

é dolicol-fosfato- j3-manose. 

Sabendo-se que 
~ 

um grande numero de prDteínas, de d~ 

versas origens e funções biolÓgicas são conhecidas por con 

terem resíduos glicÍdicos ligados covalentemente a cadeias 

laterais dos resÍduos de certos aminoácidos, suspeitamos 

que o produto radioativo, insolÚvel em solvente organico e 

.. 
agua, tivesse esta natureza. 

Este composto foi submetido a digestão exaustiva por 

pronase, havendo 85% de hidrÓlise. Os resultados da gel 

filtração em Sephadex G 25 da amostra tratada e não trata 

da por pronase, mostram uma diminuição do peso molecular 

com o tratamento proteolÍtico. 

Os produtos liberados por pronase, aplicados em ele 

troforese em meio ácido, se deslocam para o polo negativo, 
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confir1nando o car~ter de glicopeptídio. 

Para elucidar a estrutura da parte glicfdica desta 

glicoproteína, quanto ao tipo e número de r~esfduos glicÍdi:_ 

cos ligados, realizou-se hidrÓlise ácida total e parcial 

da amostra. 

A crornatografia, do produto de hidrÓlise total, rev!:_ 

lou que o glicÍdio radioativo liberado era manose, excluin 

do a possibilidade de alguma reação paralela que transfor 

masse o substrato, por exemplo epimeriza.çã.o. 

O produto de hidrÓlise ácido parcial também correu co 

mo manose, sugerindo que possul manose com ligação ácido 

lábil. 

Os ases ou derivados podem se ligar a proteína atr~ 

v~s de uni~o 0-glicosÍdica ou N-glicosÍdica, isto depende~ 

do da cadeia lateral do resÍduo de aminoácido, envolvido 

na ligação. 

Sabe-se que o manano, uma glicoproteína estudada em 

Saccharomy9~ cerevisiae (WAECHTER e LENNARZ, 1976; PARO

DI, 1979 abont~m resÍduos de manose ligados a cadeia poli:_ 

peptÍdica por uma ponte alcali-lábil com os resÍduos de se 

rina e/ou treonina. Outras manoses estão unidas por lig~ 

ção alcali-estável, provavelmente atrav€s de pontes N-gli:_ 

cosi. dicas de N-acetilglicosamina com asparagina. 
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A glicoproterna em estudo apresentou-se suscetrvel a 

hidrÓlise alcalina redutora suave, liberando uma manose, 

que estava unida 
.,. 

a prote1na. Este comportamento se deve a 

ligação 0-glicosrdica da ose com as cadeias laterais dos 

resrduos dos aminoácidos serina e/ou treonina. 

Eluição e recromatografia do composto revelou que o 

tratamento alcalino redutor libera manitol. 

Outro resultado que veio confirmar nossas conclus5es 

foi o efeito da Tunicamicina. Este é um antibiótico que 

inibe a sintese de dolicol-pirofosfato-N-acetilglicosamina 

e consequentemente afeta a formação de glicoproternas com 

ligação N-glicosrdicas (TAKATSUKI et alii, 1971; TKACZ e 

LAMPEN, 1975; STRUCK e LENNARZ, 1977; WAECHTER e HARFORD, 

l 9 7 7 ; E RI C S O N e t a 1 i i , l 9 7 7 ; J AMES e E L B E IN , l 9 8 O ) • 

Tunicamicina, ao ser acrescentada no meio de incuba 

çao, não produz efeito inibitório na transferência de man~ 

se para a glicoproteína. Isto confirma os dados apresent~ 

dos, e exclue a possibilidade de se formar uma manoprotef 

na com união N-glicosrdica, no sistema de reação. 

Reunindo os resultados de an~lise, deduzimos que a 

porção glicÍdica consta de somente uma manose ligada a pr~ 

teína por união 0-glicosÍdica. 

Apesar de se ter estabelecido, que a forma levedura, 

do fungo Mucor rouxii, sintetiza um manolipÍdio e uma mano 
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~ 

protelna, a partir de GDP-manose, nao se pode estabelecer 

uma relação precursor produto. 

O trabalho apresentado só nos permite afirmar que na 

forma levedura do fungo Mucor rouxii, são formados, a pa~ 

tir de GDP-manose, dol~col-fosfato-j3-manose e uma glic~ 

proteína, com manose ligada ao resÍduo de serina e/ou treo 

nina da proteína. 
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V R E S U M O E C O N C L U S 0 E S 

A transfer~ncia de glic!dios, a partir de seus respe~ 

tivos nucleotÍdeos para compostos complexos (polissacar.f 

deos e glicoproteínas), v1a lipÍdio intermedi~rio, tem si 

do pouco investigada em fungos. 

O estudo desenvolvido nesta dissertaç~o tentou acres 

centar informações à respeito destes or'ga:nismos. 

O trabalho teve como objetivo estudar o mecan1smo de 

transfer~ncia de glicÍdios, a partir de nucleotideos-aç~c~ 

res, na biossíntese de polissacarÍdeos ou glicoproteínas 

no fungo dimÓrfico, Mucor roux11. 

Verificou-se que, na fraç~o particulada da forma leve 

- [ ll~J dura, deste fungo, ocorre a transferencia de manose C , 

[ 14-] a partir de GDP-manose C _ , a um composto de natureza li 

pÍdica e a outro de natureza protéica. 



-·104-

Em prlmelro lugar, determinou-se as condições Ótimas 

de reação, quanto ao tempo de incubação, concentração de 

substrato, concentração de material enzimático, dependê!2_ 

cia de Íons e pH do meio. 

o ... . . 
Observou-se que a 30 C obtem-se o maxlrno de lncorpor~ 

çao de manos e [c14J no lipÍdio e glicoproteína, em 2 O minu 

..,. o - -tos, porem a O C, so ocorre transferencia para o composto 

lipossolúvel. 

Constatou-se que a reaçao de transferência ~ depende!2_ 

te de Íon divalente, Mg+ 2 ou M 
+2 

n ' sendo C 
+2 . que a atlva 

com mui to menor in·tensidade, e que al~m disso, este Último 

inibe o efeito dos dois primeiros. 

Analisando os produtos obtidos conclui-se que o glic~ 

lipÍdio ~ um composto poli-isoprênico, com unidade termi 

nal saturada, ou seja, do tipo dolicÓlico. 

Este poli-isopreno se encontra esterificado com um 

fosfato, e a este, está ligada urna rnanose com configuração 

(2. Ou seja, o produto foi identificado corno dolicol- fos fa 

to-j3-manose. 

O composto insolÚvel em butanol e água foi identifica 

do como de natureza protéica, de acordo com o tratamento 

de pronase e eletroforese dos glicopeptÍdios liberados. 

A glicoproteína foi caracterizada por apresentar uma 
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ligação do tipo 0-glicosÍdica, entre uma Única manose e a 

cadeia lateral dos resíduos de amino~cidos, serina e/ou 

treonina, da cadeia polipeptÍdica. 
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