Manoel Cardoso de Barros, Roberto do Nascimento Silva, Cirano José Ulhoa. Avaliacdo do efeito de
Tunicamicina no crescimento, producao e secrecdo de uma a-amilase produzida por Cryptococcus
flavus. ANAIS DO COMPEEX 2006

Avaliacdo do efeito de Tunicamicina no crescimento, producdo e

secrecao de uma a-amilase produzida por Cryptococcus flavus
Manoel Cardoso de Barros’, Roberto do Nascimento Silva®, Cirano José Ulhoa®

1. Introducéo

As leveduras sao fungos que se apresentam predominantemente sob a
forma unicelular, podendo se reproduzir por esporulagdo, gemulagdo ou por
fissdo. Sao classificadas de acordo com as caracteristicas sexuais como
ascomicéticas ou ascoporogenas (esporos resultantes de cariogamia e meiose
em ascos), basidiomicéticas (esporos resultantes de cariogamia e meiose em
basidios) ou como pertencentes aos fungos imperfeitos (Deuteromycetes), e
em categorias menores baseado em caracteristicas morfoldgicas, fisioldgicas e
genéticas (Walker, 1999).

As leveduras tém um grande significado econémico e social na cultura

dos seres humanos, pois vém sendo utilizadas na produgdo de bebidas
alcodlicas e paes durante séculos.
Atualmente existe um grande interesse da comunidade cientifica em melhorar a
capacidade amilolitica destas espécies, pela adicdo de genes de amilases
advindos de outras espécies de levedura ou mesmo de outros microrganismos
(Forgaty & Kelly, 1990; Moraes et al., 1999 Walker, 1999). Esta estratégia
podera trazer beneficios tais como: simplificagdo dos estagios que precedem a
fermentacdao, aumento da eficiéncia na conversao do amido e eliminacdo da
etapa de adicdo de enzimas amiloliticas no processo (Tubb & Hammond,
1987).

Recentemente, Wanderley et al. (2004) isolou uma levedura que foi
classificada como C.flavus. Essa levedura se mostrou uma grande produtora
de a-amilase. O mesmo grupo purificou e caracterizou uma a-amilase
secretada por esse microrganismo. A enzima € uma glicoproteina que possui
uma massa de 75 kDa, pH étimo de 5,5 e temperatura étima de 50°C. Uma
caracteristica interessante desta enzima é que a mesma possui cerca de 50%
de carboidratos em sua massa.

O processo de glicosilagdo € uma das maiores modificagbes que
ocorrem na estrutura da maioria das proteinas secretadas. Existem dois
diferentes tipos de glicosilagdo de proteinas: O-glicosilagdo, que ocorre nos
grupos hidroxil de residuos de serina e treonina e a N-glicosilacdo que ocorre
nos residuos de asparagina na sequéncia consenso Asn-X-Ser/Thr. As fungdes
biologicas das glicoproteinas sédo bem estabelecidas, porém o papel que os
carboidratos exercem nessas fungdes sdo, na maioria dos casos, ainda
desconhecidos e os artigos publicados sao contraditérios (Jafari-Aghadam et
al., 2005).

A Tunicamicina é um antibiético que bloqueia a N-glicosilacdo de
proteinas pela inibicdo de transferéncia de N-acetilglicosamina fosfato para
dolicol fosfato, o primeiro passo na sinstese do precursor oligosacaridico
(Eriksen et al., 1998). Este antibidtico tém sido utilizado como uma ferramenta
para o estudo do papel da N-glicosilagdo na secrecao, atividade e estabilidade
de glicoproteinas secretadas por fungos filamentosos (Chiba et al., 1993; Kim
et al., 1991 e Ulhoa et al., 2001).

Este trabalho teve como objetivo analisar o efeito da Tunicamicina no
processo de glicosilagdo de uma a-amilase produzida por C.flavus bem como
os efeitos desse processo na secregao e crescimento da levedura.
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2. Materiais e Métodos

2.1. Levedura utilizada e manutencgao

O isolado de C.flavus, obtido da Colegdo do Laboratério de Biologia
Molecular da Universidade de Brasilia (CEL/ICB) foi mantido em placas de
petri, contendo meio SD (Synthetic Dextros Minimal Médium), constituido de:
0.67% YNB (Bacto Yeast Nitrogen base without amino acids), 2% glicose, 2%
bacto-agar e agua destilada (qsp), a temperatura de 28°C.

2.2. Producao de amilases em meio liquido

Colbnias isoladas da levedura foram primeiramente inoculadas em 10mL
de meio SD glicose (0.67% YNB e 2% glicose). Apos incubacao sob agitacao
constante (200 rpm) a 28°C por 24 horas, 1 mL do pré-in6culo foi transferido
para frascos de erlenmeyer de 500mL, contendo 100 mL do meio de indugao
SD amido (0,67% YNB e 2% amido). Os frascos foram incubados sob agitagéo
constante (200 rpm) a 28°C por aproximadamente 30 horas.

2.3. Avaliacdo do efeito da Tunicamicina na N-glicosilacdo da a-amilase

Para a avaliagdo do efeito da tunicamicina na N-glicosilagao,
concentragdes do antibiético (0,5; 1,0 e 5 ug/ml) foram adicionados ao meio de
indugao de acordo com Ulhoa et al. (2001).

2.4. Determinacao da atividade amilolitica

A atividade amilolitica foi determinada pelo método que se baseia na
variagdo da intensidade da cor do complexo iodo-amido (Fuwa, 1954)
utilizando amido como substrato. As dosagens foram feitas com amostras
provenientes do meio de cultura e intracelular.

3. Resultados e discusséo

A figura 1 mostra o efeito da tunicamicina no crescimento de C. flavus
em meio contendo amido. Como se pode observar concentracdes acima de
1,0ng/mL da droga inibe o crescimento celular de forma significante. Estes
resultados sdo interessantes do ponto de vista que em fungos filamentosos
somente quantidades 50 vezes maior, ou seja, 50ug/mL, inibem o crescimentos
desses organismos (Ulhoa et al., 2001).
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Figura 1. Efeito da tunicamicina no crescimento de C. flavus.

A figura 2 mostra os resultados do efeito da tunicamicina na produgao
bem como na secrecédo da a-amilase de C. flavus. Os resultados mostram que
nao existe secregcdo de amilase na presenga da droga, ao passo que quase
toda a totalidade da enzima se mantém intracelularmente, mostrando uma
ligacdo entre a inibicgdo da glicosilagdo e secre¢cdao de a-amilase nesse
organismo.
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Figura 2. Efeito da tunicamicina na produgao e secrecéo da a-amilase de C.
flavus.

Estudos futuros deveréo ser realizados no sentido de se determinar se a
glicosilagdo desta enzima interfere nas caracteristicas cinéticas da enzima.
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