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RESUMO

A contaminagdo ambiental por metais pesados ¢ uma questdo séria e mundial. O
aumento das atividades industriais e a deterioracdo de alguns ecossistemas, devido
acumulagdo de metais tém intensificado a poluigdo ambiental. O cadmio, metal pesado
muito utilizado em processos industriais, ¢ um dos elementos quimicos mais toxicos, o
que o torna um relevante contaminante ambiental. Os fungos sdo organismos de grande
importancia pratica por causa de sua ampla aplicacdo em diversas areas da
biotecnologia, sobretudo na drea ambiental. Neste trabalho, os aspectos fisiologicos do
efeito do cadmio concernente a resisténcia/tolerdncia a metais, metabolismo do
polifosfato, alteracdes histoquimicas e ultra-estruturais, foram avaliados em
Cunninghamella elegans. Os resultados obtidos demonstraram que o cadmio induziu
variacoes na forma, arranjo e distribuicao do citoesqueleto de actina, bem como na
estrutura fina do fungo associado a mudancas de eletrondensidade, vacuolizagao,
alteracdo na textura do citoplasma e presenga de inclusdes e granulagdes eletrondensas.
A citoquimica com vermelho de ruténio revelou, por sua vez, alteragdo de
permeabilidade celular e composi¢ao de carboidratos de superficie. Além do que foi
observado que C. elegans ¢ capaz resistir, crescer, remover ¢ acumular cidmio em
diferentes concentragcdes e que possivelmente usa o polifosfato como mecanismo de
detoxificagdo, haja vista que seu conteudo variou muito em fun¢do da concentracdo do
metal. Os dados obtidos neste trabalho revelam que C. elegans exibe potencial de uso

em biorremediagao de metais.

Palavras-Chave: Cunninghamella elegans, Cadmio, Ultraestrutura, Polifosfato, Sor¢do
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ABSTRACT

Environmental contamination by heavy metal is a serious and worldwide problem. The
progress in industrial activities and the ecosystems deterioration due to metals
accumulation have been intensified the pollution. Cadmium, a heavy metal very used in
industrial processes, is one of the most toxic, which contributes being a relevant
environmental contaminant. Fungi are organisms of great practical importance due to its
large application in several biotechnological areas, especially in the environmental
areas. In this work, the physiological aspects of cadmium effects related to metal
tolerance/resistance, polyphosphate metabolism, histochemical and ultrastructural
changes were evaluated in Cunninghamella elegans. The results obtained revealed that
cadmium induced alterations in form, arrange and distribution of actin cytoskeleton, and
changes in the fine structure such as eletrondensity, vacuolization and cytoplasmatic
texture and granulation. The cytochemical aspects by using ruthenium red showed
cellular permeability and surface carbohydrate composition alteration. It was observed
that C. elegans is able to resist, grow, remove and accumulates cadmium at different
concentrations and possibly uses the polyphosphate as a detoxification mechanism
considering that its content values changes according to metal concentrations. The date
obtained in this study demonstrates that C. elegans exhibit potential for metal

bioremediation.

Keywords: Cunninghamella elegans, Cadmium, Ultrastructure, Polyphosphate,
Sorption
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1. INTRODUCAO

O aumento crescente do processo de industrializagdo tem elevado o descarte de
metais pesados no meio ambiente, resultando assim na degradacdo de alguns
ecossistemas, colocando assim em risco a saude humana e animal (Fellenberg, 1990;
Prasad, 1995).

Os microrganismos apresentam uma grande capacidade de captar e acumular
metais pesados através de diversos processos, que podem ser ou nao dependentes do
metabolismo. Estes processos microbianos sdo economicamente vidveis quando
comparados aos processos fisico-quimicos convencionais utilizados no tratamento de
efluentes contaminados com metais pesados (Gomes et al., 1998).

Entre os microrganismos presentes no ecossistema, os fungos apresentam
grandes vantagens, principalmente, a de tolerar a presenga de metais pesados toxicos em
altas concentracdes, pois possuem paredes celulares espessas, as quais apresentam em
sua constituicdo biopolimeros como polissacaridios e polifosfatos que exibem
excelentes propriedades de ligacdo a metais pesados (Gupta et al., 2000).

A tolerancia aos metais pesados em um grande niumero de microrganismos tem
sido correlacionada com a presenca de um homopolimero de cadeia longa de fosfatos
inorganicos, denominado de polifosfato inorganico (PoliPi) (Keasling, 1997).

Cunninghamella elegans tem sido descrita na literatura pela capacidade de
acumular fosforo na forma de polifosfato (Lima, et al., 2003). Além do que, esta espécie
tem grande habilidade de metabolizar varias substancias xenobioticas recalcitrantes, tais
como: hidrocarbonetos aromaticos policiclicos - HAPs (Shiosaki et al., 2001),
azocorantes utilizados na industria téxtil (Ambrosio e Campos-Takaki, 2004), produtos

toxicos advindos da combustao de 6leo diesel (Shiosaki et al., 2001; Cerniglia e Gibson,



Lima, M.A.B Aspectos Fisiologicos do Efeito do Cadmio em... 7

1977). Paralelamente, Souza et al., 2005, mostraram que C. elegans foi capaz de crescer
na presenga do metal cobre.

Devido ao grande potencial apresentado por Cunninghamella elegans, e os
poucos relatos a respeito de sua capacidade de tolerancia a metais pesados, esta pesquisa
foi realizada visando ampliar o conhecimento acerca do processo de acumulacdo de
polifosfato inorganico associado a habilidade de remog¢do de cadmio, bem como dos
efeitos deste metal sobre a estrutura celular da espécie C. elegans, através dos seguintes

objetivos:

e Investigar o efeito do cddmio sobre a estrutura fina, permeabilidade celular e

carboidratos de superficie de C. elegans;

e Investigar o efeito do cadmio sobre o citoesqueleto de actina de C. elegans;

e Avaliar o comportamento do polifosfato de C. elegans durante crescimento em meio

contendo cadmio;

e Analisar a eficiéncia de sor¢do e acumulacdo de cddmio de meio de cultura por C.

elegans.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. POLUICAO AMBIENTAL POR METAIS PESADOS
2.1.1. Consideracodes Gerais

O grande aumento populacional associado ao incremento nas atividades
industriais, tem resultado em uma descarga cada vez maior de substancias xenobioticas
e recalcitrantes no meio ambiente. Este fato, por sua vez, tem intensificado a polui¢ao
ambiental em uma escala cada vez maior, que vem alterando a composi¢ao quimica das
aguas, do solo, da atmosfera e dos sistemas biologicos, colocando em perigo nao
somente 0 bem-estar, como também a sobrevivéncia de diversos seres vivos (Freitas et
al., 2001; Fellenberg, 1990).

Define-se como poluicdo qualquer alteragdo fisica, quimica ou biologica que
produza qualquer modificacao no ciclo biolégico normal, interferindo na composi¢ao da
fauna e da flora do meio ambiente (Aguiar e Novaes, 2002).

A agua ¢ um dos recursos naturais mais afetados pelo aumento da poluicao, que
vem comumente recebendo diversos residuos contaminados com altas concentragdes de
substancias poluentes como: compostos fenodlicos, defensivos agricolas, produtos
petroquimicos € metais pesados. Isto vem provocando mudangas nas caracteristicas
fisicas, quimicas e biologicas das aguas, interferindo assim na sua qualidade e
impossibilitando o seu uso para o consumo humano (Gomes et al., 1998; Aguiar e
Novaes, 2002).

A indtstria quimica € responsavel pela maioria dos descartes contendo inimeras
substancias poluentes encontradas na natureza. Dentre os principais poluentes,

destacam-se os metais e seus derivados, pois sdo diretamente prejudiciais a saude
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humana e aos ecossistemas, comprometendo sensivelmente a manutencao dos processos
vitais (Freitas et al., 2001).

Os metais pesados constituem um grupo heterogéneo de elementos quimicos,
incluindo, metais, semi-metais € ndo metais, que possuem nimero atdmico maior que
20 ou peso especifico superior a 5 g.cm’, sendo considerados elementos tragos por
serem encontrados na natureza em partes por milhdo (ppm) (Malavolta, 1994).

Estes elementos existem naturalmente no ambiente e s3o necessarios em
concentragdes minimas para manutengdo dos processos vitais dos seres vivos (sendo
denominados de oligoelementos ou micronutrientes). Diversos metais, tais como o
ferro, cobre, zinco, cobalto, manganés, cromo, molibdénio, vanadio, selénio, niquel e
estanho, participam do metabolismo e da formagdo de muitas proteinas, enzimas,
vitaminas e pigmentos respiratorios essenciais aos diversos organismos (Griffin, 1994).

No entanto, quando ocorre o aumento de suas concentragdes, normalmente
acima de 10 vezes, efeitos deletérios comegam a surgir, provocando diversos
desequilibrios. Os metais pesados estdo entre os varios poluentes existentes, que t€ém
recebido atencdo especial, uma vez que alguns sdo extremamente tdxicos para uma
grande variedade de organismos, mesmo em quantidades muito baixas, da ordem de
mili ou até mesmo microgramas (Griffin, 1994; Hughes e Poole, 1989).

Além do mais, os metais pesados sdo contaminantes ambientais persistentes
uma vez que nao podem ser degradados ou destruidos. Dessa forma, tendem a
acumular-se na cadeia alimentar, gerando sérios problemas ecologicos e de saude
(Malik, 2004).

Diversos setores industriais sdo responsaveis pela contaminagdo ambiental por
metais, entre as quais podemos destacar: as industrias de papel, petroquimica, de cloro,

fertilizantes, refinarias de petroleo, usinas siderargicas, industrias de metais nao-
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ferrosos, vidro, cimento, ceramica, industria téxtil, industria de couros e usinas
termoelétricas, entre outras (Fellenberg, 1990).

De acordo com a organizacdo mundial de satide, os metais que causam maior
preocupagdo sdo: aluminio, cromo, manganés, ferro, cobalto, niquel, cobre, zinco,
cadmio, mercurio ¢ o chumbo. Diferentemente de outros contaminantes ambientais, 0s
metais, como constituintes naturais da crosta terrestre, ndo devem ser eliminados,
devido a sua importancia para o metabolismo dos seres vivos, ja que atuam como co-
fatores para a ativagdo de varios zimogénios participantes do metabolismo de
organismos vivos (Ikeda et al., 2000).

Dentre os metais contaminantes, o cadmio € o mercurio, sdo considerados os
mais perigosos, pois além de n3o haver participacdo destes ions em nenhuma via
metabolica, j4 ¢ bem estabelecida a participagdo destes metais em episddios de
envenenamento de humanos e animais, principalmente silvestres, resultantes da ingestao
de alimentos contaminadas (Friberg et al., 1974). Em adicdo, o cddmio tem meia-vida
de aproximadamente 10 anos, o que o torna um contaminante cumulativo (Waalkes,
2000). Além disso, atualmente, o cadmio tem sido alvo de muitos estudos, ja que figura
entre os metais que tém apresentado os mais altos niveis de emissdo para o meio

ambiente nas ultimas décadas (Nascimento e Pereira, 1997).

2.1.2. Toxicidade do Cadmio

O contato com poluentes ambientais contendo o elemento cddmio pode ocorrer
mesmo que ndo se resida ou se trabalhe em 4reas geograficas altamente poluidas. O
publico em geral pode ser exposto ao cddmio, predominantemente, por meio da dgua e
alimentos contaminados, mas também pela inalacdo da fumaca de cigarros. No entanto,

a alimentacdo ¢ a principal fonte de contaminagdo, onde cerca de 70% da exposi¢ao
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ocorre por via oral, decorrente da utilizacdo de aguas contaminadas na irrigagdo ou

mesmo pelo solo contaminado (Prasad, 1995).

As concentracdes de cadmio nos alimentos ocorrem, em ordem decrescente,
maiores nos vegetais, depois em carnes e pescados e, finalmente, nos ovos e produtos
lacteos (Garcia e Hernandéz, 1993).

O cadmio ¢ um elemento quimico altamente toxico para seres humanos,
podendo ser absorvido através dos tratos respiratorio e intestinal. A intoxicagdo aguda
tem como conseqiiéncias nduseas, salivagdo, vomitos, dores abdominais e diarréia. A
intoxicacdo cronica pode levar a disfungdo renal, anemia, bronquite cronica, enfisema
pulmonar, arteriosclerose, hipertensdo e cancer (Bernard e Lauwerys, 1984; Hallenbick,
1984).

No homem e em animais, o cddmio ¢ absorvido pelo intestino em duas fases,
inicialmente através das células da mucosa intestinal e a seguir passa a circulagdo
sangiiinea através dos enterdcitos, sendo transportado pelo sangue até o figado onde
induz a sintese da metalotioneina, uma proteina quelante de metais pesados que
seqliestra o cadmio nas células hepaticas, proporcionando uma pequena liberagao do
complexo cadmio-metalotioneina no sangue. Tal complexo ¢ filtrado pelos glomérulos e
reabsorvido pelos tubulos proximais, podendo ser degradado por enzimas lisossomais
das células tubulares renais, ou concentrar-se em varios O0rgaos como, rins, figado,
sistema nervoso, intestinos, o0ssos, pele e testiculos comprometendo o perfeito
funcionamento dos mesmos (Groten e Blanderen, 1994).

Adicionalmente, o cddmio foi designado um carcinégeno humano e um potente
carnindgeno animal pela “International Agency for Research on Cancer” e o “US
National Toxicology Program”. A exposi¢cdo ocupacional ao cadmio esta diretamente

associada ao cancer de pulmao e possivelmente cancer de prostata (Roman et al., 2002).
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A toxicidade do cadmio também pode afetar o crescimento das plantas, a
redu¢do da taxa de fotossintese e provocar alteracdes nas atividades enzimaticas,
possivelmente devido a sua afinidade pelos grupos cisteinas das proteinas (Coobet,
2000).

Além do potencial de causar danos aos seres humanos, animais e vegetais o
cadmio também apresenta toxicidade para uma grande variedade de organismos,
destacando-se o0s microrganismos onde os principais efeitos ocorrem sobre o
crescimento e processo de replicagdo do acido desoxirribonucléico (Koropatnick e
Leibbrandt, 1995). Além do mais, os ions metalicos podem ainda acarretar mudangas na
permeabilidade celular, inibi¢do da sintese protéica e interferir nos processos
respiratorios (Bononi, 1998). Adicionalmente, metais pesados t€ém marcantes efeitos na
ultra-estrutura dos microrganismos, nos quais se observa alteracdes de forma e tamanho
da célula e das organelas (Nishikawa, 2003).

O cadmio, particularmente, inibe as fun¢des das proteinas que possuem pontes
dissulfeto por causa de sua afinidade pelos grupos sulfidrilas. Além do mais, o cddmio
compete com varios fons divalentes como Ca®’, Zn®" e Mn?" por sitios de ligagdo de
metais nos sistemas biologicos. Este metal, pode ainda ligar-se a nucleotidios levando a
quebra da fita de ADN (Wang et al., 1997).

A contamina¢do do solo por metais pesados pode ocasionar alteragdes na
diversidade microbiana, normalmente com selecdo de microrganismos tolerantes, uma
vez que algumas espécies podem ser eliminadas, enquanto outras podem aumentar o

tamanho da populacdo (Giller et al., 1998).
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2.1.3. Interacgédo dos Microrganismos com Metais Pesados

Os microrganismos exibem alta capacidade de crescer em elevadas
concentragdes de metais. Esta habilidade pode ser resultado de diversos mecanismos
intrinsecos ou induzidos, bem como de fatores ambientais, que podem reduzir a
toxicidade dos metais (Gomes et al., 1998). Freqiientemente, os termos resisténcia e
tolerancia sdo usados como sindnimos. Gadd (1992) definiu resisténcia como a
habilidade de sobreviver a metais toxicos por mecanismos de detoxificacdo produzidos
em resposta direta ao metal. A tolerdncia, por outro lado, seria a habilidade de
sobreviver a toxicidade de metais por meio de propriedades intrinsecas do organismo.

Os microrganismos desenvolveram  diferentes mecanismos de
resisténcia/tolerancia aos metais pesados, dentre os quais: seqiiestro intra e extracelular;
bombas de efluxo; reducdo e deposi¢cdo enzimatica conforme Figura 1 (Birch e
Bachofen, 1990; Gomes et al., 1998; Nies, 1999). Qualquer um desses processos resulta
em diminuic¢ao da toxicidade do metal.

Comumente a toleracia/resisténcia dos microrganismos a metais pesados esta
diretamente relacionada a capacidade de acumulagdo. Os processos de acumulacdao de
metais por microrganismos podem ou ndo depender do metabolismo. Microrganismos
possuem dois mecanismos distintos de acumulagdo de metais. O primeiro envolve a
adsorc¢ao fisico-quimica a superficie celular, constituindo um processo independente do
metabolismo que ¢ denominado de “biossor¢ao”. O segundo ¢ exclusivamente
dependente do metabolismo celular e envolve transporte ativo dos metais para o interior
da célula, sendo conhecido como “bioacumulagdo” (Gomes et al., 1998; Kapoor e
Viraraghavan, 1995).

Dessa maneira, a detoxificacdo de metais via bioacumulagao ¢ baseada em

sistemas de transporte. Em bactérias, o caddmio ¢ internalizado pelo sistema de
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transporte do magnésio, enquanto que em plantas o cadmio entra pelo sistema de
transporte do calcio. Em Sacharonmyces cerevisiae, cadmio ¢ ligado pela glutationa,
resultando no complexo cadmio-bis-glutationato, o qual ¢ transportado para o interior

de vacuolos (Nies, 1999).

Complexagéo e efluxo

Complexagéo
e estocagem em
compartimentos
intracelulares

Liberag#io extracelular Complexagéo via
de agentes complexantes mecanismos especificos

Figura 1. Esquema resumido dos mecanismos de interacdo entre metais e

microrganismos. Fonte: Birch e Bachofen, 1990.

O fendmeno de biossor¢do estd intimamente relacionado a superficie celular e
varia significativamente entre grupos, géneros e espécies de microrganismos. A
predominancia de grupos carregados negativamente em varios biopolimeros que
formam a parede celular confere um carater anionico a superficie celular, resultando na
atragdo passiva dos ions de metais a mesma. Sendo assim, a ligagdo dos ions metalicos
ocorre por interagdes eletrostaticas destes com grupos funcionais (OH', HPO,? R-
COO’, -SH', NHy) presentes em carboidratos, lipidios e proteinas da superficie celular
(Gomes et al., 1998; Vieira e Volesky, 2000). Atualmente, a biossor¢do ¢ o processo
mais usado na biorremedia¢do de metais pesados, sendo muito eficiente no tratamento
de efluentes, porém seu potencial em solo ¢ menos avancado (Barkay e Schaefer, 2001).

A bioacumulagdo ¢ um processo mais lento do que a biossor¢do e pode ser

inibida pela auséncia de nutrientes tais como glicose, nitrogénio e fosforo, e pela a¢do
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de inibidores metabodlicos e fatores ambientais (Gomes et al., 1998). Este processo de
acumulagdo de metais envolve tanto mecanismo passivo quanto ativo, pois os ions
metalicos precisam ligar-se a parede celular para depois serem internalizados (Malik,
2004).

Enquanto a biossor¢do ¢ um fendmeno que ocorre em microrganismos vivos €
mortos, a bioacumulagdo ¢ apenas mediada por microrganismos vivos. Sendo assim, a
bioacumulagdo ¢ um processo dependente do crescimento, em contraste com a
biossor¢do que é crescimento independente (Gupta et al., 2000). Em adigdo, células
vivas podem interagir de diversas formas com metais, tanto por mecanismos passivos,
utilizados por células mortas, quanto por mecanismos que requerem atividade
metabolica (Gomes et al., 1998).

Os processos de bioacumulagdo apresentam algumas vantagens em relagdo a
biossor¢do no tocante a sua utilizacdo em biorremediagdo de metais pesados, como
capacidade de remog¢do continua de metais e potencial de otimizacdo através do

desenvolvimento de espécies mais resistentes (Malik, 2004).

2.2. PROCESSOS BIOTECNOLOGICOS DE REMOCAO DE METAIS
PESADOS

O termo biotecnologia pode ser conceituado como a utilizacdo de sistemas
biologicos para a obtengdo de produtos e ou servigos de interesse econdmico ou social.
A biotecnologia ¢ baseada na busca e descoberta de recursos bioldgicos industrialmente
exploraveis. As etapas do processo de busca e descoberta biotecnolégica passa
resumidamente pela coleta de material biologico adequado, seguida da selegdo e triagem

de materiais com as caracteristicas desejadas, selecdo final das melhores amostras e
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culmina com o desenvolvimento de um produto comercial ou processo industrial (Bull
et al, 2000).

A biotecnologia ¢ reconhecida como uma das tecnologias promissoras no século
21, devido ao seu potencial de solucionar problemas globais através de produtos,
servicos € ou processos para saude, producao de alimentos e poluigdo ambiental, bem
como a promessa de desenvolvimento industrial sustentdvel através da utilizagdo de
recursos renovaveis (Bull et al., 1998).

A biotecnologia aplicada ao meio ambiente, embora ainda considerada uma area
de pesquisa emergente, mostra-se potencialmente capaz de responder com solugdes
efetivas para uma grande variedade de problemas relativos a poluicdo ambiental. Nesse
sentido, ndo apenas proporciona métodos para o tratamento de rejeitos industriais, mas
também pode contribuir para a biorremediacdo de ambientes ja contaminados.
Adicionalmente, pode ainda viabilizar o aproveitamento destes rejeitos para producao
de materiais de interesse econdmico (Kapoor e Viraraghavan, 1995; Gomes et al.,
1998).

J& estd bem estabelecida, a aplicagdo biotecnoldgica de microrganismos tanto de
origem natural como geneticamente modificados, os quais apresentam a capacidade de
transformar alguns produtos em novas substancias, mais valiosas ou ainda transformar
residuos poluentes em substancias inofensivas, e algumas vezes uteis. Este aspecto da
microbiologia ¢ de suma importancia, principalmente em relagdo ao desenvolvimento
de processos de recuperagao ambiental e tem revolucionado a microbiologia industrial,
através do desenvolvimento de processos comerciais denominados de “Biorremediagdo”
que permitem a utilizagdo de um elevado nimero de microrganismos com habilidade de

decompor e remover diversos poluentes quimicos (Pelczar, 1996).
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2.2.1. Biorremediacéo

A Biorremediagao ¢ um processo tecnologico pelo qual sistemas bioldgicos sao
utilizados para tratar a poluicdo e restaurar a qualidade ambiental por meio da
degradacao e/ou biossor¢cdo de poluentes. Existem varias formas de biorremediacao: a)
Bioestimulacao, estimulacdao dos microrganismos presentes no local através do controle
das condigdes de crescimento, como adi¢do de nutrientes. b) Bioaumentagao, introdugao
de microrganismos previamente isolados de outros locais ou do mesmo local da
contaminagdo, com a habilidade de eliminar o poluente. ¢) Remediagdo utilizando
metabolitos microbianos, como enzimas e surfactantes capazes de imobilizar o
contaminante. A biorremediacdo tem recebido grande atengdo atualmente, devido a sua
importancia econdmica e promissora aplicagdo na industria.

Embora, todo material bioldgico demonstre habilidade para captagdo de metais,
varias pesquisas vém sendo direcionadas para o uso de sistemas microbianos, onde tanto
a biomassa viva quanto inativada (morta) sdo empregadas. Muitos microrganismos,
incluindo bactérias, algas e fungos, possuem a habilidade para remover metais pesados
do meio ambiente. A capacidade de remogao, assim como, o mecanismo de acumulagdo
pode variar amplamente de acordo com a espécie microbiana, ou até mesmo a linhagem.
Células, produtos excretados, parede celular e polissacarideos t€ém potencial para
remover metais de solugdo. Fatores externos como pH, temperatura, auséncia ou
presenca de nutrientes e outros metais também influenciam no mecanismo atuante e,
conseqilientemente, na eficiéncia e seletividade de acumulagdo (Cotoras, 1992;
Nakajima e Sakagushi, 1986).

Na érea de tratamento de efluentes liquidos existe um grande potencial para a
exploragdo principalmente de bactérias, fungos e algas. A remocdo de metais

empregando microrganismos selecionados tem se tornado bastante promissora, ja que os
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mesmos podem apresentar alta seletividade e alta taxa de remog¢do. Seu emprego
também apresenta a vantagem de possuirem potencial para regeneragdo da biomassa,
possibilitando a reutilizagdo em novas etapas de remogao, apos a recuperagao do metal
captado (Gallun et al., 1987; Volesky e Hollan, 1995).

Entre os sistemas biologicos utilizados, os fungos sdo de grande interesse
biotecnoldgico, sendo, dentre os seres vivos, os que mais t€m contribuido com produtos
e processos de importancia fundamental para o bem estar da humanidade. Os fungos sao
organismos que apresentam marcante versatilidade metabdlica, caracteristica que
permite o seu desenvolvimento em condigdes ambientais adversas, como pH baixo,
altas temperaturas, alta salinidade e presenca de substincias tdxicas tais como metais
pesados. Além do que, os fungos sdo mais tolerantes a metais pesados do que as
bactérias (Rajapaksha et al., 2004). O somatorio destas caracteristicas faz dos fungos
filamentosos importantes agentes na remediacdo de areas contaminadas com metais
toxicos (Griffin, 1994; Bononi, 1998).

Estes microrganismos podem ainda apresentar-se morfologicamente como
leveduriforme ou filamentosos. Esta ultima forma acrescenta aos fungos a vantagem de
utilizagdo em biorremediacdo de solos contaminados, pois permitem a facil penetragao

do fungo no solo e sua interagdo com o poluente (Esposito e Azevedo, 2004).

2.2.2. Cunninghamella elegans

O género Cunninghamella ¢ um dos mais importantes pertencentes a Ordem
Mucorales, foi descrito por Matruchot em 1903 como um fungo filamentoso que
poderia ser encontrado em solo, materiais de origem vegetal ou outros substratos
organicos. As principais espécies representantes do género sdo Cunninghamella

bertholletiae, C. elegans e C. echinulata, sendo esta Ultima a uUnica considerada
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potencialmente patogena, podendo causar infecgdes em hospedeiros imunologicamente
comprometidos (Alexopoulos et al., 1996).

Em especial, C. elegans Lendner 1905, tem sido indicada por muitos autores
como um fungo modelo capaz de metabolizar uma ampla variedade de compostos
toxicos recalcitrantes utilizando a fase I (oxidativa) e fase II (conjugativa) (Ambrosio e
Campos-Takaki, 2004). Esta espécie tem sido extensivamente utilizada como modelo
microbiolégico para o metabolismo de drogas farmacéuticas para células animais
através do sistema de enzimas citocromo P-450 (Zhang, 1996); na degradagdo de
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos - HAPs (Shiosaki et al., 2001), na
biodegradacao de azocorantes utilizados na induastria té€xtil (Ambrésio e Campos-
Takaki, 2004), na biodegradacdo de produtos toxicos advindos da combustio de 6leo
diesel (Shiosaki et al., 2001; Cerniglia e Gibson, 1977), e na biorrecuperacao de metais
pesados (Franco et al., 2004). C. elegans pode ainda ser utilizada como fonte alternativa
para a produgdo de quitina e quitosana apresentando rendimentos iguais ou superiores
aos obtidos com a utilizagdo de fontes tradicionais de obtengdo, como as carapagas de

crustaceos (Andrade et al., 2000; Franco et al., 2004;).

2.3. POLIFOSFATO INORGANICO
2.3.1. Consideracdes Gerais
Um grande nimero de organismos incluindo bactérias, fungos, plantas e animais
estocam energia na forma de um polimero de fosfato, que pode conter de trés a milhares
de unidades repetidas de fosfato, o qual ¢ denominado de polifosfato inorganico (PoliPi)
(Kulaev, 2000).
O primeiro isolamento de PoliPi originado de microrganismos ocorreu no final do

século dezoito, quando Libermann obteve, a partir de biomassa de leveduras uma
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substancia que se assemelhava a forma de granulos de volutina ou metacromaticos e por
1sso, denominou-os equivocadamente de “metafosfatos” (Harold, 1966).
Estruturalmente, o PoliPi foi descrito como um homopolimero de ortofosfatos
unidos através de ligagdes fosfoanidrido que termodinamicamente sdo consideradas de
alta energia. Cada atomo de fosforo ¢ ligado ao vizinho através de dois atomos de
oxigénio, formando uma cadeia linear. O grau de polimerizagdo pode apresentar valores

de duas a milhares de unidades de fosfato (Kulaev et al., 2004).
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Figura 2. Estrutura quimica do polifosfato inorganico.

Fonte: Reusch, 2000.

Em eucariotos, o PoliPi ocorre principalmente no citoplasma, na superficie
celular, no periplasma ¢ na membrana plasmatica (Kulaev, 1979). A diferenca basica
entre as células eucaridticas e procarioticas, ¢ o melhor desenvolvimento da
compartimentalizacdo de processos bioquimicos que ocorre em eucariotos, nos quais
estes processos ocorrem em organelas especializadas. Assim como nas bactérias, em
eucariotos o PoliPi esta localizado em todos os compartimentos celulares estudados
(Kulaev e Kulakovskaya, 2000).

Virios relatos cientificos fundamentam a presenca de polifosfato inorganico em
todos os tipos de células, o que sugere uma fungdo bioldgica fundamental a vida,
estando a sua fungdo dependente da sua quantidade, localizacdo celular, tamanho da
cadeia e fonte bioldgica (Kornberg e Ault-Riche, 1999; Kumble e Kornberg, 1995).

Dentre as suas fungdes podem ser destacadas: reserva de fosfato e energia;
estoque e quelagdo de metais; formacdo de canais de membrana; participagdo no

transporte de fosfato; envolvimento na fungdo e formacao do envelope celular; controle
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da atividade génica, regulacdo da atividade enzimatica e uma fungao vital em respostas
celulares ao estresse ambiental e na adaptacao a fase estacionaria de crescimento (Wood
e Clarck, 1988; Kulaev e Kulakovskaya, 2000; Kornberg et al., 1999).

O actimulo de PoliPi pelos microrganismos apresenta varias implicagdes
biotecnoldgicas, médicas e industriais. Um desses processos envolve o acumulo de
polifosfato por microrganismos submetidos a ciclos alternados anaerobicos/aerdbicos.
Este fenomeno ¢ a base do processo de tratamento de efluentes contaminados com
fosfato, designado de “remog¢ao melhorada de fosfato biologico” (Kulaev, 2000).

Por outro lado, estudos recentes mostraram que uma mutagdo no gene que
codifica a polifosfatocinase (ppK), enzima responsavel pela sintese do polifosfato,
influencia a motilidade de bactérias patogénicas. Tendo em vista que a motilidade ¢
essencial para a invasdo e o estabelecimento da infeccdo em um hospedeiro, tal
resultado sugere uma relagcdo entre polifosfato e patogenicidade bacteriana (Rashid e
Kornberg, 2000).

Além disso, a seqiiéncia génica que codifica a produgdo da polifosfatocinase em
diversas espécies bacterianas apresenta alto grau de conservagdo e pode ser considerado
um alvo atrativo para o desenvolvimento de drogas antimicrobianas, pois a homologia
para células animais nao tem sido observada (Kornberg et al., 1999).

A lista de microrganismos patdogenos que apresentam a seqliéncia conservada ¢
ampla, destacando-se: Pseudomonas aeruginosa, Salmonella spp. Vibrio cholerae,
Klebisiella pneumoniae, Helicobacter pylori e Mycobacterium tuberculosis, entre

outros (Rashid et al., 2000).
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2.3.2. Papel do Polifosfato Inorgénico na Tolerancia a Metais Pesados

Classicamente, os granulos contendo polifosfato (granulos de volutina ou
metacromaticos) foram identificados no inicio do século XX, com a aplicacdo da
microscopia optica. A partir de entdo, o polifosfato tem sido estudado com o emprego
de diversas técnicas, como por exemplo, microanalise por Raios X, ressonancia nuclear
magnética, métodos diferenciados de extracdo bioquimica e cromatografia (Campos
Takaki et al., 1983; Greenfield et al., 1987; Ohtomo et al., 2004). A partir destes estudos
a composi¢cdo quimica dos granulos de polifosfato foi determinada, evidenciando além
da presenca de fosforo, a de muitos metais tais como: Na, K, Ca, Ma, Zn, Ba ¢ Al. Tais
analises suscitaram a deducao de que o polifosfato pode estar envolvido na quelacio de
metais (Wood e Clarck, 1988). A capacidade de quelagdo de metais do ambiente se deve
as propriedades polianionicas do polifosfato (Kornberg et al., 1999).

Sendo assim, a relagdo entre PoliPi e estoque/tolerancia/detoxificacdo de metais
pesados tem sido descrita nos ultimos anos por muitos autores. Aiking et al., (1984)
demonstraram que Klebsiella aerogenes acumula fosforo durante crescimento na
presenca de cadmio. Em Staphylococcus aureus, o PoliPi esta envolvido na remogao de
niquel (Gonzalez e Jensen, 1998). Adicionalmente, Pan-Hou et al., (2002) indicam que
o polifosfato estd envolvido na resisténcia ao metal mercurio e Suresh et al., (1986)
observaram que o polifosfato de superficie de Acinetobacter Iwoffi ¢ degradado em
resposta ao cadmio.

Entretanto, evidéncias sugerem que o PoliPi é degradado durante crescimento na
presenga de metais pesados (Keasling e Hupf, 1996). Por outro lado, Keasling et al.,
(1998) afirmam que a habilidade de sintese e degradacdo do PoliPi ¢ mais importante
para tolerancia aos metais pesados do que apenas a capacidade de acumular grande

quantidade de polifosfato intracelular como sustentam alguns estudos.
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Um mecanismo acerca da participacdo do PoliPi no processo de detoxificacao de
metais pesados foi proposto por Keasling (1997), onde o PoliPi presente na membrana
celular seqiiestraria o ion metalico e o transportaria para dentro da célula. Por outro
lado, a entrada do metal pesado na célula estimula a atividade de exopolifosfatases, as
quais liberam Pi a partir do PoliPi formando um complexo metal-fosfato que ¢ uma
molécula inerte podendo permanecer dentro ou ser transportada para fora da célula.
Recentes estudos com diferentes microrganismos t€m corroborado esta hipotese
(Alvarez e Jerez, 2004; Remonsellez et al., 20006).

A aparente relagdo entre a presenga de PoliPi e o incremento da resisténcia aos
metais pesados indicam fortemente o potencial de utilizagdo de organismos, selvagens
ou modificados geneticamente para o acumulo de polifosfato, no processo de

biorremediacdo de ambientes contaminados com tais poluentes (Keasling et al., 2000).

2.4. ULTRA-ESTRUTURA E CITOESQUELETO DE ACTINA

Os fungos sdo constituidos pelos principais componentes encontrados nos
demais organismos eucarioticos, ndo apresentando plastos de qualquer natureza. As
organelas dos fungos sdo similares aquelas dos demais eucariotos e incluem ntcleo,
mitocondria, reticulo endoplasmatico, vacuolos, ribossomos, Golgi, inclusdes lipidicas e
corpos eletrondensos (Carlile e Watkinson, 1996).

A superficie celular dos fungos é composta por trés matrizes contiguas e
interconectadas: componente capsular ou exocelular, a parede celular e a membrana
plasmatica. A bicamada lipidica é composta de fosfolipidios e quantidade substancial de
proteinas e esterdis (Griffin, 1994).

Aspectos ultraestruturais de fungos tém sido elementos fundamentais na

pesquisa sobre desenvolvimento e germinagdo de esporos, interacdo hospedeiro-
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patogeno, comportamento nuclear, estudos de organelas, assim como no conhecimento
das relacdes entre estruturas e funcdes. Por conseguinte, a microscopia eletronica tem
contribuido sobremaneira na elucidagdo de diversos aspectos morfologicos e
citoquimicos (Mims et al., 2001 e 2002; Shari’a et al., 2002; Nascimento et al., 2000;
Lima et al. 2003).

Desde as primeiras pesquisas ultraestruturais, os micologistas tém acompanhado
o desenvolvimento das diversas metodologias em todas as 4areas da microscopia
eletronica, e as tém usado como instrumentos geradores de informagdes sobre a
estrutura de fungos. Sendo assim, aspectos morfologicos ao nivel ultra-estrutural
juntamente com dados fisiologicos e bioquimicos possibilitardo maior entendimento
sobre os diversos grupos de fungos (Klomparens, 1990). Nos ultimos anos a
microscopia eletronica vem sendo usada no entendimento da interacdo dos fungos com
o0 seu meio e suas formas de adaptagdo ao estresse ambiental.

Estudos sobre a distribuicdo e arranjos dos integrantes do citoesqueleto em
diferentes tipos celulares, tém recebido muita aten¢do atualmente. Em fungos, os
estudos sobre citoesqueleto, mostram que a microscopia Optica tem possibilitado mais
resultados positivos do que a microscopia eletronica. Na microscopia dptica a utilizagao
da faloidina, proteina que tem alta afinidade pela actina, complexada ao isotiocianato de
fluoresceina, permite a observacdo daquele filamento ““in situ”. Os elementos do
citoesqueleto podem estar envolvidos na motilidade de organelas ou atuam
direcionando o movimento de vesiculas (Carlile e Watkinson, 1996).

Trés tipos basicos de filamentos de proteinas sdo responsaveis pelas atividades
do citoesqueleto: filamentos de actina; microtubulos e filamentos intermediarios. Cada
tipo de filamento é formado por diferentes subunidades protéicas: actina (filamentos de

actina); tubulina (microtubulos) e uma familia de proteinas fibrosas relacionadas —
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vimentina ou laminina (filamentos intermediarios) (Alberts et al., 1994). Os fungos
apresentam elementos do citoesqueleto, mas suas fungdes ndo estdo completamente
elucidadas. Entre os componentes do citoesqueleto, a actina parece ser o mais
importante para o crescimento apical em levedura e fungos filamentosos (Heath, 1990).

Actina tem sido localizado em fungos filamentosos por métodos citoquimicos e
imunocitoquimicos em sitios de formagdo de parede tais como apice de hifas e em
locais de formagao de septos (Czymmek et al., 1995; Srinivasan et al., 1996).

Dessa forma, estudos que melhorem o conhecimento e a compreensao acerca do
comportamento de microrganismos em resposta a metais pesados sdo fundamentais o

desenvolvimento das pesquisas em biorremediacao.
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RESUMO

No presente trabalho, Cunninghamella elegans, fungo filamentoso modelo para
processos de degradacao de xenobidticos, foi estudado quanto ao seu comportamento
estrutural frente a presenga de cddmio. Para tanto este fungo foi cultivado em presenca
de cadmio nas concentragdes 5,62mg/L, 11,24mg/L e 22,10mg/L ¢ submetidas ao
estudo por microscopia Optica de fluorescéncia e por microscopia eletronica de
transmissdo, com uso das técnicas de rotina e citoquimica com vermelho de ruténio. Os
resultados da microscopia de fluorescéncia revelaram diferengas nos padrdes de actina,
relativas a forma, ao arranjo e a distribui¢do. Por sua vez, a microscopia eletronica de
transmissdo revelou alteragdes na estrutura fina das amostras, como espessamento das
hifas, aumento da eletrondensidade, variagdes na estrutura citoplasmatica, aumento de
vacuolizagdo e surgimento de inclusdes e granulos eletrondensos. A citoquimica para
vermelho de ruténio revelou a presenca de sitios de reacdo na superficie celular, bem
como no citoplasma, demonstrando que ocorreu alteragdo na permeabilidade celular. Os
resultados demonstram, pela primeira vez, os efeitos do cadmio sobre a ultraestrutura e

o citoesqueleto de actina deste fungo.

Palavras-Chave: Toxicidade, Cunninghamella elegans; Cadmio; Ultraestrutura;

Citoesqueleto de actina,
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INTRODUCAO

Os microrganismos sdo hébeis em sua afinidade por metais, podendo acumula-
los, utilizando diversos mecanismos fisiologicos. Estudos no campo da biotecnologia
incluem pesquisas com microrganismos biorremediadores de tais elementos quimicos.
Para remocdo de metais de efluentes industriais ou domésticos em grande escala
microrganismos altamente eficientes no seqiiestro de ions metdlicos como bactérias,
fungos, actinomicetos e algas tém sido utilizados. A interacdo entre microrganismos e
metais pesados pode ter inimeras implica¢des para o meio ambiente (Volesky, 1995;
Wang & Yang, 1996; Kratochvil & Volesky, 1998; Gravilesca, 2004).

Todos os organismos desenvolveram mecanismos para lidar com uma ampla
variedade de situagdes de estresse. Existe uma quantidade substancial de dados acerca
do comportamento de microrganismos sob condi¢des de estresse induzido por metais
sendo avaliados através de atividades enzimaticas, contagem celular, respiragdo,
determinag¢do de carbono e nitrogénio da biomassa. Os mecanismos para a aparente
resisténcia/tolerancia aos metais estdo diretamente ligados aos processos
metabolicos/fisiologicos. Deve ser ressaltado o papel da superficie celular nos
mecanismos de interacdo com agentes externos para o estabelecimento do
desenvolvimento celular (Gadd, 1993; Hall, 2002; Rosen, 2002; Nies, 1999).

Alguns estudos demonstram que metais pesados induzem o surgimento de
alteracdes morfoldgicas em diferentes tipos celulares. A agdo do cadmio varia de acordo
com o tempo de incubacdo e a sua concentracdo. Tais modificagdes podem estar
relacionadas a alteracdes na estrutura/permeabilidade da membrana citoplasmatica,
produzindo progressiva alteracdo de forma e perda de atividade metabdlica.

Adicionalmente, ions metdlicos reconhecidamente induzem a despolimerizacdo do
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citoesqueleto de actina (Templeton, 2000; L azou et al., 2002; Kumar & Prasad, 2004;
Deckert, 2005; Zalizniak & Nugegoda, 2006).

O objetivo deste estudo foi examinar em Cunninghamella elegans, fungo
amplamente utilizado como modelo para estudos de biodegradagao/biotransformacao de
xenobioticos, as modificacdes induzidas pelo cadmio, ao nivel celular, especialmente
sobre o arranjo e a distribui¢do do citoesqueleto de actina, bem como sobre a estrutura

fina com uso da técnica de rotina e citoquimica com vermelho de ruténio.
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MATERIAIS E METODOS

Microrganismo e Condig¢des de Cultivo — O isolado de Cunninghamella elegans IFM
46109, oriundo da cole¢ao de culturas do Research Center for Pathogenic Fungi and
Microbial Toxicosis, Chiba University/Japan foi mantido em Batata Dextrose Agar
(BDA) a 5 C. O fungo foi repicado em meio BDA para producio de esporos e incubado
a 28°C por 6 dias. Apos este periodo, um total de 10° esporos/mL foram coletados e
inoculados no Meio Sintético para Mucorales (SMM) descrito por Hesseltine e
Anderson (1957), acrescido de cloreto de cddmio contendo cddmio nas concentragdes
de 5,62 mg/L, 11,24 mg/L e 22,10 mg/L e incubados a 28°C sob agitagdo orbital de 150
rpm por 3 dias. Amostras controle foram crescidas no meio SMM sem cddmio nas

mesmas condi¢des descritas acima.

Histoquimica para Citoesqueleto de Actina - Amostras de culturas foram coletadas e
lavadas em tampao salina fosfato (PBS), pH 7,2. Em seguida foram aderidas a laminas
de vidro cobertas com poli-L-lisina, durante 1 hora a 37 °C. As células foram fixadas
em solu¢do de paraformaldeido 4% em tampao PBS por 30 minutos a 28°C. Seguindo-
se novamente lavagem em tampao PBS, duas vezes. Posteriormente as amostras foram
submetidas a permeabilizagdo com uma solugdo contendo triton X100 0,1% em tampao
PBS, durante 30 minutos a 28°C e incubada em Faloidina marcada com isotiocianato de
fluoresceina, durante 15 horas a 4°C. Posteriormente, as amostras foram novamente
lavadas com PBS, cobertas com solu¢do de albumina 0,1% em PBS e as laminas
montadas com glicerina tamponada pH 9,2. As amostras assim preparadas foram

observadas em Microscopio de Fluorescéncia OLYMPUS, BH2 e fotografadas.
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Técnica de Rotina (De Souza, 2000) - Amostras coletadas com trés dias de
crescimento, oriundas dos meios de cultura com diferentes concentracdes de cadmio,
foram lavadas em solucdo salina tamponada, pH 7,2, por duas vezes, durante 10
minutos. Em seguida foram fixadas com glutaraldeido 2,5% em tampao fosfato 0,1 M
pH 7,4 durante 1 hora, a 28°C. Finda a etapa de fixacdo, todas as amostras foram
novamente lavadas com tampao fosfato, duas vezes durante 10 minutos. Seguiu-se a
pos-fixacdo com tetroxido de 6smio 1%, em tampao fosfato 0,1 M, durante 1 hora a
28°C, em condi¢des de escuriddo. Em seguida, as amostras foram, mais uma vez
lavadas com tampao fosfato 0,1M, sendo posteriormente destinadas ao processo de
desidratagdo. Para a desidratagdo das amostras foi utilizada acetona, em proporcdes de
50%, 70%, 90% (intervalos de 5 minutos para cada troca) até a propor¢ao de 100% (trés
vezes, 10 minutos cada troca). Seguiu-se o processo de embebicdo com misturas de
acetona e resina epoxi, nas concentracdes de 2:1, 1:1, 1:2 (6 horas em cada etapa) e
finalmente resina epoxi pura durante 12 horas. O emblocamento foi realizado com
resina epoxi pura, sendo a polimerizacao total atingida pela incubagdo em estufa a 60°C,
durante 72 horas. Ap6s a polimerizagdo, os blocos foram submetidos a ultramicrotomia,
para obtencao de cortes ultrafinos, os quais foram depositados em grades de cobre com
300 Mesh. As grades contendo as amostras foram observadas e fotografadas ao

microscopio eletronico de transmissdao, JEOL CX-100.

Citoquimica para Deteccdo de Carboidratos de Superficie (Luft, 1971) - Apds a
coleta, as amostras foram lavadas em PBS por duas vezes durante 10 minutos,
seguindo-se a fixagdo em glutaraldeido 2,5% em tampao cacodilato 0,1M, pH 7,2
contendo vermelho de ruténio na concentragdo de 0,5 mg/mL, durante 1 hora, a 28°C.

Em seguida, as amostras foram lavadas em tampao cacodilato 0,1M, pH 7,2 contendo
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vermelho de ruténio na concentragdao de 0,5 mg/mL por trés vezes durante 5 minutos.
Posteriormente, as amostras foram submetidas a pos-fixagdo com tetréxido de dsmio
1% em tampao cacodilato 0,1M, pH 7,2 contendo vermelho de ruténio na concentragao
de 0,5 mg/mL durante 1 hora. Apds esse intervalo as amostras foram, mais uma vez,
lavadas em tampao cacodilato 0,1M, pH 7,2 contendo vermelho de ruténio na
concentracdo de 0,5 mg/mL. A partir deste ponto, as amostras foram submetidas aos
processos de desidratacao, embebi¢dao, emblocamento, ultramicrotomia, observacao e

fotomicrografias como descrito no item anterior.
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RESULTADOS

Os resultados obtidos com a microscopia Optica de fluorescéncia estdo
apresentados nas figuras 1-4. Os sitios de ligacdo do marcador faloidina-FITC aparecem
como estruturas de alta fluorescéncia. A figura 1 apresenta hifas de C. elegans
cultivadas em meio sem cadmio por trés dias. Verificou-se, nas hifas submetidas a
marcagdo com Faloidina-FITC, padroes diferenciados de forma, arranjo e distribui¢ao

do citoesqueleto de actina, com sitios de marcagao fluorescente.

Figura 1. Microscopia de Fluorescéncia de amostras de Cunninghamella elegans

controle, tratadas com FITC-faloidina. Notar as diferentes formas de apresentagdao do
citoesqueleto de actina: grumos, filamentos e placas em diferentes areas das hifas (<).

Barra 10um.
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Pode-se observar fluorescéncia delineando as paredes celulares, ao longo das
hifas, bem como uma marcag¢ao amorfa no citoplasma (figura 1A). Arranjos sob a forma
de placas e filamentos sao também visualizados (figuras 1A e D). Arranjos globulares e
em grumos podem ser observados (Figuras 1B e C).

A anélise das micrografias de hifas submetidas ao tratamento com 5,62 mg/L de
cadmio permite verificar diferencas em comparacdo as hifas das culturas controle.
Marcacao fluorescente ¢ observada na regido citoplasmatica associada a parede celular e

essencialmente sob a forma de grumos e placas transversais ao longo das hifas (Figuras

2A-D)

Figura 2. Microscopia de Fluorescéncia de amostras de Cunninghamella elegans
submetidas ao cultivo em presenca de 5,62mg/L de caddmio, e tratadas com FITC-
faloidina. Notar as diferentes formas de apresentacdo do citoesqueleto de actina: grumos

e placas em diferentes areas das hifas (). Barra 10um.
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Amostras de hifas submetidas a 11,24 mg/L de cadmio estdo apresentadas na
Figura 3A-C. E possivel notar que a intensidade da fluorescéncia ¢ menor do que
aquelas apresentadas pelas hifas controle e hifas tratadas com 5,62 mg/L. Uma
marcacao mais amorfa ao longo da parede celular e sob a forma de pequenos grumos,
assim como, filamentos delgados distribuidos irregularmente no citoplasma foi

visualizada nas micrografias.

Figura 3. Microscopia de Fluorescéncia de amostras de Cunninghamella elegans
submetidas ao cultivo em presenca de 11,24mg/LL de cddmio, e tratadas com FITC-
faloidina. Notar as diferentes formas de apresentacdo do citoesqueleto de actina: grumos

e filamentos em diferentes areas das hifas (<=). Barra 10pum.

Por outro lado, amostras tratadas com 22,10 mg/L de c&dmio exibem marcacao
fluorecente sob a forma de poucos e pequenos grumos no citoplasma. Intensa marcago
amorfa fluorescente ao longo da hifa ¢ visualizada. Alguns filamentos sdo também

observados (figura 4A-D).
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Figura 4. Microscopia de Fluorescéncia de amostras de Cunninghamella elegans

submetidas ao cultivo em presenga de 22,10mg/L de cddmio, e tratadas com FITC-
faloidina. Notar as diferentes formas de apresentacdo do citoesqueleto de actina:

grumos, filamentos, placas e “caps” em diferentes areas das hifas (<=). Barra 10um.

O estudo ultraestrutural foi realizado para verificar os possiveis efeitos do
cadmio sobre a estrutura fina de C. elegans, com uso da técnica de rotina. As amostras
controle exibem citoplasma homogéneo e com poucos vacuolos. A parede celular

apresenta-se delgada e eletrondensa (Figuras SA-D).
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Figura 5. Eletromicrografias de amostras de Cunninghamella elegans controle, técnica

de rotina. Parede Celular (*); Membrana Citoplasmatica (#); Vactolos ().

Observa-se um aumento no namero de granulos no citoplasma das hifas expostas
ao tratamento com 5,62mg/L. de cadmio. Adicionalmente, intensa distribuicdo de
granulacdo eletrondensa é observada em todo o citoplasma ao redor de vactolos, bem
como na regido da membrana citoplasmatica. Nota-se que o citoplasma se apresenta

intensamente vacuolizado (Figura 6A-C).
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Figura 6. Eletromicrografias de amostras de Cunninghamella elegans cultivada em

5,62mg/L de cadmio, técnica de rotina. Parede Celular (*); Membrana Citoplasmatica

(#); Vacuolos (3%); Granulos (®).

Células submetidas ao cultivo em presenga de 11,24mg/L. de caddmio exibem
parede celular com maior eletrondensidade e intimeros granulos sdo observados nas
suas diferentes camadas, bem como na regido da membrana citoplasmatica. O

citoplasma apresenta-se vacuolizado e extremamente heterogéneo (Figura 7A-B).
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Figura 7. Eletromicrografias de amostras de Cunninghamella elegans, cultivada em

11,24 mg/L de cadmio, técnica de rotina. Parede Celular (*); Membrana Citoplasmatica

(#); Vacuolos (3%); Granulos (®).

Amostras tratadas com 22,10mg/L de cddmio apresentam citoplasma altamente
heterogéneo e irregularmente granular. Pontos eletrondensos sdo visualizados na

membrana citoplasmatica e na parede celular (Figura 8A-C).
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Figura 8. Eletromicrografias de amostras de Cunninghamella elegans, cultivada em

22,10 mg/L de cadmio, técnica de rotina. Parede Celular (*); Membrana Citoplasmatica

(#); Vacuolos (%); Granulos (®); Corpos Eletrondensos (4).

Uma analise citoquimica utilizando o vermelho de ruténio foi realizada para
verificar o efeito do cddmio sobre a composicao de carboidratos acidos da superficie
celular, bem como para identificar possiveis efeitos do metal na permeabilidade da

membrana citoplamatica. Os resultados obtidos estdo apresentados nas figuras 9 -12.
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A figura 9A-C exibe hifas de culturas controle. O uso do marcador permite
observar a presenca de produtos de reacdo citoquimica na superficie externa da parede
celular. Tal marcagdo apresenta-se sob a forma de granulos isolados e eletrondensos,
bem como sob a forma de um delgado deposito distribuido de forma irregular na

superficie das hifas. Adicionalmente, produtos de rea¢do sdo observados na face interna

da membrana citoplasmatica.

Figura 9. Eletromicrografias de amostras de Cunninghamella elegans, cultura controle,

técnica citoquimica com vermelho de ruténio. Parede Celular (*); Membrana

Citoplasmatica (#); Vacuolos (3%); Produtos de Reagdo (AN).
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Hifas cultivadas em presenca de 5,62mg/L de cddmio apresentam superficie
celular intensamente marcada. Nota-se que todas as camadas da parede celular exibem
produtos de reacdo homogeneamente distribuidos. Tais produtos apresentam-se como
fibrilas e granulos. Intensa marcacdo também ¢ visualizada na regido da membrana
citoplasmatica. Produtos de reagdo sdo visualizados na face citoplasmatica da

membrana e dispersos no citoplasma (Figura 10A-B).

Figura 10. Eletromicrografias de amostras de Cunninghamella elegans, cultura tratada

com 5,62 mg/L de cddmio, técnica citoquimica com vermelho de ruténio. Parede

Celular (*); Membrana Citoplasmatica (#); Vacuolos (3%); Produtos de Reagdo (/4N).

O tratamento das hifas com 11,24mg/L. de cadmio resultou em uma reducao da
intensidade de marcacdo na superficie da parede celular. Intimeras estruturas
membranosas no citoplasma apresentam depositos de alta densidade eletronica. Intensa
marcacao ¢ observada na regido do citoplasma abaixo da membrana. Grandes inclusdes

de alta eletrondensidade, proximos a membrana citoplasmatica, sdo também
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visualizados. Pequenas granulagdes eletrondensas sdo observadas distribuidas pelo

citoplasma (Figura 11A-D).

Figura 11. Eletromicrografias de amostras de Cunninghamella elegans, cultura tratada

com 11,24mg/LL de cadmio, técnica citoquimica com vermelho de ruténio. Parede

Celular (*); Membrana Citoplasmatica (% ); Vacuolos (3%); Produtos de Reagao (4N).

A figura 12A-D apresenta células expostas a 22,10mg/L de cadmio. Nota-se

intensa deposicdo de produtos de reacdo na membrana celular. Na parede celular uma
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fina deposi¢do regularmente distribuida ¢ percebida. Granulos de alta densidade

eletronica sao notados por todo o citoplasma.

Figura 12. Eletromicrografias de amostras de Cunninghamella elegans, cultura tratada

com 22,10mg/L de cadmio, técnica citoquimica com vermelho de ruténio. Parede

Celular (*); Membrana Citoplasmatica (% ); Vacuolos (¥#); Produtos de Reagao (4).

Pode-se, dessa forma verificar que o cultivo em presenca de cddmio induziu

alteragdes no comportamento do citoesqueleto de actina, bem como na composigao de
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carboidratos acidos da parede celular e na permeabilidade da membrana citoplasmatica
das células expostas. Tais variagdes, sem duvida, estdo diretamente associadas a

concentragdo do metal utilizado.

DISCUSSAO

A sobrevivéncia em um ambiente contaminado com metais pesados, ao longo do
tempo, induziu nos microrganismos a habilidade de crescimento, a qual pode resultar de
mecanismos intrinsecos ou induzidos (resisténcia/tolerancia). Dessa forma, estudos que
culminem com o entendimento do comportamento desses organismos em presenga de
metais sdo fundamentais para propdsitos de remediagdo (Gadd, 1993; Nies, 1999).

A ligacdo de metais a superficie celular, seqiiestro via proteinas ou
polipeptideos, ou complexac¢do em vacuolos poderia minimizar os efeitos toxicos dos
metais nas células, em fun¢do da diminuicdo de sua efetiva concentracdo intracelular
(Gomes, 1998; Gadd, 1993; Hall, 2002). Contudo, esses mecanismos de tolerancia sdo
pouco entendidos.

Inumeros estudos associados ao processo de sor¢cdo de metais por
microrganismos revelam variagdes em relacdo as respostas nas habilidades de
crescimento, tolerancia, e resisténcia, que dependem diretamente do tipo de metal, de
sua concentragdo e de espécie microbiana. Além do mais, o potencial de sor¢do é
também avaliado em fun¢do da idade das células, da temperatura ambiente ¢ dos
mecanismos especificos de captagdo de metal pelas células. Paralelamente, alguns
estudos demonstram que o contato com metais pesados induz alteragdes morfologicas
em microrganismos, observadas essencialmente, como variagdes na permeabilidade das

membranas e na habilidade de acumulacdo intracelular (Kapoor & Viraraghavan 1995;
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Burgstaller, 1997; Gardea-Torresdey et al., 1997; Levyal et al., 1997; Blaudez et al.,
2000).

O cadmio ¢ um ion metalico divalente que exibe potente toxicidade para muitos
tipos celulares e organismos (Bhattacharyya et al., 2000; Jarup, 2002). Nas células
renais induz um rearranjo do citoesqueleto de actina em cultura de células e as estimula
a contrair de forma irregular (L'Azou et al., 2002; Takahashi et al., 2004).

Os mecanismos comuns de toxicidade celular do cadmio verificados em
eucariotos ocorrem através de danos oxidativos a macromoléculas importantes, tais
como aumento na peroxidacdo de lipideos e inibi¢ao de enzimas anti-oxidativas como
superoxido dismutase e a glutation redutase (Stohs & Bagchi, 1995; Bhattacharyya et
al., 2000; Waisberg et al., 2003).

Fungos filamentos servem como organismos modelo para uma série de
mecanismos ¢ processos celulares. Entre estes, estudos acerca do crescimento e da
morfogénese sdo fundamentais. O crescimento celular depende diretamente da expansao
apical da hifa, que é um processo complexo, que envolve intera¢des reguladas entre a
sintese ¢ a expansdo da parede celular e membrana plasmatica, diversos movimentos
intracelulares e a regulagdo da turgéncia. O citoesqueleto é o principal agente regulador
e integrador desses processos. Dentre os elementos do citoesqueleto, os filamentos de
actina contribuem para a morfogénese, transporte e exocitose de vesiculas para a parede
celular, localizagdo de proteinas de membrana, forma do apice da hifa, secrecdo de
enzimas e a marcacdo do posicionamento para expansdo apical. Dessa forma,
modifica¢des nesse componente do citoesqueleto poderiam culminar com modificagdes
nas taxas de crescimento e na morfologia micelial (Shari’a et al., 1999; Bartnicki-Garcia

et al., 2000; Heath et al., 2000).
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Os resultados obtidos neste trabalho demonstram que o cultivo em presenca de
cadmio resultou em variacdes de forma, arranjo e distribui¢cdo de actina nas hifas, como
observado através da marcagdo com a faloidina-FITC. Sendo assim, demonstra-se, pela
primeira vez o citoesqueleto de actina de C. elegans.

A dinamica da polimerizacdo e tipos de actina ¢ essencial para a polarizagao
celular e morfogénese (Wendland, 2001). A polarizacdo do citoesqueleto de actina no
apice das hifas é requerida para seu crescimento, o que significa que qualquer alteragdo
na dinamica de polimerizagdo entre as diferentes formas da actina resultaria em
diferentes formas de expansdo apical e, portanto altera¢des no crescimento (Wendland,
2001). A polarizagdo resultaria no agrupamento da actina cortical sob a forma de placas
na regido do apice da hifa, no processo de secre¢do de novos polimeros para a regiao e,
sua conseqiiente expansao (Momany, 2002).

Os resultados apresentados demonstraram que os arranjos de actina e sua
distribuicdo sdo dependentes da concentracdo de caddmio, € que quanto maior a
concentragdo de cadmio, hifas mais curtas, ramificadas e espessas sdo visualizadas. Tal
dado sugere o motivo pelo qual o crescimento polarizado dos apices das hifas ¢
visivelmente reduzido nas amostras tratadas em relacdo ao controle. Paralelamente, as
formas de apresentacdo do citoesqueleto de actina também foram modificadas pelo
cultivo em presenga do metal, indicando que a dindmica de polimeriza¢ao da actina ¢
essencial para a expansao das hifas.

Por outro lado, embora poucos sejam os estudos com fungos, dados sobre o
comportamento da morfologia celular em fung¢do da presenca de metais pesados sao
relatados. Por exemplo, a presenca de cobre em meio de cultura induziu alteragdes
morfologicas em Mucor rouxii. A ligagdo do metal via mecanismo passivo, permite a

observacao do surgimento de grupos quimicos funcionais na superficie celular, o que
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conduz a uma alta habilidade de ligagao e conseqlientemente a variagdes na morfologia
celular, gerando micélios altamente ramificados e encurtados (Gardea-Torresdey et al.,
1997).

Uma extensa ramificagao nas hifas de C. elegans foi observada quando do
cultivo em presenca de cadmio. Contudo, tal processo de modificacdo na morfologia
micelial é relativa a concentracdo do ion metalico e foi visualizado nas amostras
submetidas a microscopia de fluorescéncia.

A introdugdo da microscopia eletronica como ferramenta para a analise da
estrutura fina de inumeros tipos celulares, sem duvida, trouxe uma melhor compreensao
do comportamento celular em fung¢do da composi¢ao quimica e fisica do ambiente.

Alguns efeitos do cadmio sobre a estrutura celular sdo conhecidos. Alteragdes
associadas a intensa vacuolizacdo, atividade enzimatica, condensag¢do do citoplasma,
aumento da eletrondensidade da matriz citosolica, reducdo de cristas mitocondriais,
plasmolise e condensacdo da matriz cromatinica sdo citadas (Park e Lees, 2004; Pawert
et al., 1996; Nishikawa, 2003).

O emprego do método de rotina para microscopia eletronica de transmissao
permitiu detectar variagdes na estrutura fina de C. elegans em fungdo do cultivo em
presenga de diferentes concentragdes de cadmio. Variagdes relativas a eletrondensidade,
estrutura do citoplasma, vacuolizacdo e comportamento da superficie celular foram
visualizadas neste estudo, corroborando os dados da literatura e, demonstrando pela
primeira vez tal comportamento nesta espécie.

A acumulacdo intracelular de metais estd intimamente associada com parede
celular e vactolos, porém outras organelas e estruturas celulares também podem ser
envolvidas (Blackwell, 1995). No presente estudo foi observado que durante cultivo na

presenga de concentracdes crescentes de cadmio, as hifas exibiram muitos corpos
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eletrondensos, além de intensa granulacdo no citoplasma, no interior de vacuolos,
associados a parede celular e membrana citoplasmatica.

Nishikawa et al., (2003), demonstraram a presenca de depositos de cadmio na
membrana citoplasmatica e principalmente em vactolos da microalga Clamydomonas
acidophila. Além disso, Cunningham et al. (1993), observaram que Clostridium
thermoaceticum apresentou grande quantidade de precipitado eletrondenso durante
crescimento na presenca de caddmio, e propuseram ser este um mecanismo utilizado para
mediar a resisténcia ao metal. Neste sentido, Aiking et al. 1984, também observaram o
surgimento de muitas particulas eletrondensas no citolplasma de Klebsiella aerogenes
durante seu crescimento na presenga do cadmio.

Sendo assim, pode-se inferir que as granulagdes encontradas em diferentes
regioes celulares de C. elegans sejam devido a precipitacdo de cadmio. Todavia, é
necessario determinar a composi¢do quimica desses granulos para demonstrar que C.
elegans ¢ capaz de utilizar a precipitacdo como mecanismo de tolerancia ao cadmio.

Sabe-se que a quantidade de cadmio ligada a superficie celular pode representar
uma substancial fragdo do metal que ¢ acumulado pelo micélio e pode ser parte dos
mecanismos pelos quais os fungos podem tolerar os metais. Foi demonstrado que
modificagdes quimicas nas paredes celulares isoladas podem modificar a habilidade de
acumulacdo de ions metalicos (Kappor e Viraraghavan, 1995). O bloqueio de
grupamentos amino, carboxilicos ou hidroxilicos reduzem a quantidade de ions
acumulados, indicando que os mesmos exibem papel essencial na ligacdo de metal
(Brady e Duncan, 1994). Adicionalmente, o caddmio foi encontrado ligado a sitios
negativamente carregados associados com componentes da parede celular como quitina,
celulose e melanina (Galli et al., 1994; Turnau et al. 1994). Sem duvida, os polimeros

de superficie sdo essenciais na habilidade de capta¢do de metais do meio. Contudo, a
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maioria dos estudos esta relacionada aos polimeros extraidos das células e nao aos
mesmos nas células vivas.

Estudo bioquimico das variagdes na distribui¢do subcelular de cddmio em fungo
demonstram que o metal localiza-se na parede celular, no citoplasma e em vacuolos
(Blaudez et al., 2000).

Em leveduras, a toxicidade e a acumulacdo de cadmio estdo relacionadas a
produgdo de glicoproteinas extracelulares. Foi demonstrado que durante o periodo de
adaptacdo dos organismos a presenca do metal ocorre uma variagdo na composi¢do de
polimeros de superficie celular através de analises bioquimicas e por espectrometria.

A habilidade de resisténcia/tolerancia e acumulacdo de metais esta associada a
composi¢ao sacaridica dos exopolimeros da parede celular que determinam a forma de
sor¢do e captacdo, e que gera adaptacdo dos organismos a presenga de altas
concentragdes de metais (Bartinicki-Garcia et al., 2000).

O vermelho de ruténio corresponde a um complexo catidonico positivamente
carregado, ¢ que foi introduzido nos protocolos de microscopia eletronica por Luft
(1964). O marcador apresenta habilidade de produzir excelente definicdo e localizagao
de polissacarideos em células vegetais e animais. Adicionalmente, por ser excluido do
citoplasma em presenga de membrana integra, o composto tem sido aplicado em ensaios
para avaliar possiveis alteracdes de permeabilidade e fluidez. Neste estudo, a utilizacdo
do vermelho de ruténio foi realizada com o intuito de verificar uma possivel altera¢ao
na permeabilidade, bem como variagdes no perfil de polimeros da parede celular de
hifas submetidas ao tratamento com caddmio. Uma busca na literatura revela poucos
trabalhos com a citoquimica para vermelho de ruténio em fungos.

Variagdes na composicao, distribuicdo e quantidade de polimeros de paredes

celulares de fungos sdo comuns (Bartinicki-Garcia, 1968). Carboidratos nas superficies
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de parede celular de fungos, com o emprego de técnicas citoquimicas aplicando-se,
especialmente, lectinas como marcadores, sdo relatados (Souza, 1989).

Os dados obtidos no estudo ultraestrutural revelam variagdes na marcagao
citoquimica de polimeros de superficie, sugerindo que o cultivo em presenca de cadmio
induz alteracdes na expressao/composicao de polimeros da superficie celular de C.
elegans. Ressalte-se que tal variagdo esta diretamente relacionada a concentragdo do
metal no meio de cultivo.

Considerando que nos resultados obtidos no presente trabalho produtos de
reacdo citoquimica foram visualizados no citoplasma, pode-se sugerir que ocorre
variagdo na permeabilidade das hifas.

Nascimento et al., (2000) analisaram os efeitos do Tween 80 sobre a
ultraestrutura de Candida lipolytica e verificaram que o surfactante sintético induz
variagOes na distribui¢do de polimeros da superficie celular. Ocorre variagdo no padrao
de marcagdo da superficie celular como resposta a presenca do surfactante.

Apds sua entrada nas células, os ions metalicos sdo compartimentalizados,
estrategicamente, em diferentes organelas subcelulares (vactolos e mitocondrias). No
entanto, as estratégias sdo diferentes para metais essenciais ¢ nao-essenciais. Para os
essenciais, limitagdes na internalizagdo, ativa excre¢do e estocagem em forma inerte, ou
excre¢cdo do metal estocado sdo comumente observadas. Por outro lado, para os ndo-
essenciais a estocagem ¢ uma alternativa fundamental, onde a concentragdo interna
aumenta com a elevagdo da concentragdo no meio (Vivjer et al., 2004).

Estudos associados ao comportamento do citoesqueleto de actina e a citoquimica
ultraestrutural em fungos sdo escassos. Dessa forma, andalises mais sistematizadas

devem ser realizadas para ampliar o conhecimento acerca das respostas ao nivel celular
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de sistemas para biorremediagdo. Dessa forma, o presente trabalho € o primeiro a relatar

os efeitos do cadmio sobre a actina e estrutura fina de Cunninghamella elegans.
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RESUMO

Recentemente tem sido postulado que o polifosfato pode participar na tolerancia
de algumas bactérias e algas a metais pesados. Para avaliar esta possibilidade em
Cunninghamella elegans, microrganismo capaz de acumular grande quantidade de
fosforo na forma de polifosfato, este fungo foi cultivado na presenga de concentragdes
crescentes de cadmio. C. elegans foi capaz de crescer no meio contendo concentragdes
de cadmio de 5,62mg/L, 11,24mg/L 22,10mg/L. Nestas condigdes C. elegans consumiu,
respectivamente 18%, 18% e 15% a mais de fosforo e produziu quantidade de biomassa
aproximadamente igual as células que cresceram na auséncia do cadmio. Por outro lado,
foram constatadas alteragdes das fragdes do polifosfato em fun¢do do tempo de cultivo e
concentragdo inicial de cddmio. A fracdo acido-insoltivel do polifosfato exibiu maior
grau de variacdo de seu conteudo em resposta ao aumento do metal no meio de cultivo.
A importancia das distintas fracdes de polifosfato na capacidade de toleridncia de C.

elegans ao cadmio ¢ discutida.

Palavras-chave: Cunninghamella elegans, Polifosfato, Acumula¢do, Cadmio,
Tolerancia
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INTRODUCAO

O Polifosfato (PoliPi) ¢ um polimero linear formado por residuos de ortofosfato,
unidos por ligagdes fosfoanidridicas, termodinamicamente equivalentes ao fosfato de
alta energia do Tri-Fosfato de Adenosina (ATP) e pode conter de trés a mais de mil
residuos de fosfato (1).

A maioria dos microrganismos estudados, incluindo bactérias, cianobactérias,
fungos, protozoarios e algas acumulam polifosfato, o qual pode atingir 10-20% do peso
seco da célula (1,2). A ubiqiiidade deste polimero, a sua producdo em quantidades que
excedem os requerimentos de fosfato fisioldgico, bem como a necessidade de grande
investimento de energia metabdlica para sua producdo, sugere que o polifosfato tem
funcdes especificas e fundamentais a vida (3-4).

O metabolismo do PoliPi em microrganismos oscila muito em funcdo das
condicdes ambientais resultando em uma varia¢ao dindmica de concentracao de 100 a
mais de 1000 vezes. Esta marcante variabilidade de contetido conseqiientemente afeta
muitas fungdes celulares (5-6).

O processo de extragdo com varios reagentes pode dividir o polifosfato em distintas
fragdes, as quais diferem em localizagdo celular e peso molecular (1,2). A diferenca de
localizagdo pode resultar em fungdes distintas (7). Estudos tém demonstrado que o
conteudo e o comprimento das cadeias das diferentes fragdes do PoliPi depende da fase
de crescimento (8), assim como das condi¢des de cultivo (9, 10).

Muitas fungdes bioldgicas para o PoliPi tém sido sugeridas ou demonstradas, como:
tampao para alcalis, quelante de metais, controle da expressao génica, bomba de fosfato,
regulador para respostas celulares ao estresse e para sobrevivéncia na fase estacionaria
de crescimento (3-7). Recentemente, o PoliPi tem associado a tolerancia de

microrganismos a metais pesados toxicos.
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Cunninghamella elegans espécie reconhecida devido a sua capacidade de degradar
xenobioticos recalcitrantes danosos ao meio ambiente. Além do mais, Lima et. al. (9)
demonstraram que C. elegans pode acumular grande quantidade de polifosfato.

Sendo assim, o presente trabalho, tem como objetivo investigar a tolerancia de
C. elegans ao cadmio e o possivel envolvimento do metabolismo do polifosfato neste

Processo.
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MATERIAIS E METODOS

Metodos Microbiologicos

Microrganismo e condigdes de cultivo: Cunninghamella elegans IFM 46109
gentilmente cedida pela colegdo de culturas do Research Center for Pathogenic Fungi
and Microbial Toxicosis, Chiba University/Japan foi mantida em BDA (Batata Dextrose
Agar) a 5°C e transferida para o mesmo meio em intervalos de seis meses. O meio BDA
também foi usado para esporulagdo a 28°C, durante 5 dias. Uma Suspensdo de esporos
com concentragio de 10° células/mL foi preparada e transferida para frascos de
Erlenmeyer de 125 mL de capacidade contendo 50 mL de Meio Sintético para
Mucorales (SMM) descrito por Hesseltine and Anderson (11) acrescido de solugdo de
cloreto de cadmio nas concentracdes de 5,62mg/L; 11,24mg/L e 22,10mg/L. Culturas
controle foram crescidas no meio original sem a preseca de cddmio. Os frascos foram
incubados durante 15 dias, a 28°C, sob agitacdo orbital de 250 rpm. Todos os
experimentos foram realizados usando trés réplicas.

Curvas de crescimento: A biomassa coletada nos intervalos de 3, 6, 9, 12 e 15 dias de
crescimento foram submetidas a liofilizacdo e mantidas em dessecador a vacuo até peso
constante. O valor final obtido correspondeu a média aritimética de trés réplicas de cada
amostras.

Métodos Analiticos

Determinacgdo de fosforo: Aliquotas do sobrenadante de cultura foram coletadas nos
intervalos de 3, 6, 9, 12 e 15 dias de crescimento. O consumo de fosfato foi determinado
segundo o método de Fiske e Subbaro (12). Uma curva padrao foi construida usando
solugdo de fosfato de potassio (0.5 to 5.0 g/L). O valor final correspondeu a média

aritimética de trés réplicas.
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Extracdo das fracfes de polifosfato: A extragdo seqiiencial do polifosfato foi realizada
de acordo com o método descrito por Smirnov et al. (13). Uma quantidade padronizada
de biomassa seca (100mg) foi tratada inicialmente com 3mL de acido perclorico 0,5N a
0°C por 30 minutos. O extrato resultante foi centrifugado a 12.000g a temperatura de
0°C por 5 minutos. O sobrenadante correspondeu a fracdo acido-soluvel do PoliPi. O
residuo foi ressuspenso em hidréxido de s6dio 0.05 N, pH 12, a 0°C por 30 minutos e a
fracdo alcali-soltivel do PoliPi foi obtida depois da centrifugagdo a 12.000g, sob a
temperatura de 0°C por 5 minutos. O residuo remanescente foi novamente tratado com
acido perclérico 0,5 N por 30 minutos, a 90°C e a fragdo acido-insoluvel do polifosfato
foi obtida por centrifugacdo a 12.000g, por 5 minutos, a temperatura de 27°C. O
conteudo de ortofosfato e fosforo labil foram determinados nas fragdes acido-soluvel e
alcali-soluvel. A quantidade de fosforo labil, considerada polifosfato, foi determinada
pela diferenca do conteudo do ortofosfato (Pi) antes e ap6s a hidrdlise em HCI a 100°C
por 45 minutos de acordo com o método de Macgrath e Quinn (14). O fosfato liberado
foi determinado pelo método de Fiske e Subbarow (12). O polifosfato total corresponde

a soma das trés fragcoes obtidas.
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RESULTADOS

Na figura 1 observa-se os efeitos de diferentes concentracdes de cadmio no

crescimento de C. elegans.

Biomassa seca (g/L)

0 3 6 9 12 15
Tempo (dias)

Figura 1. Crescimento de C. elegans na presenga de cadmio. Amostras controle (-#-) e

tratadas com cadmio nas concentragdes 5,62mg/L (-m-), 11,24mg/L (-A-) e 22,10mg/L
(-%-).

A curva de crescimento controle exibiu fase exponencial até o terceiro dia e
estacionaria do sexto ao décimo quinto dia de incubagdo. Por outro lado, as culturas
submetidas ao tratamento com cddmio ndo apresentaram as fases tipicas de crescimento,
mas sim um crescimento ascendente, continuo e linear durante todo o tempo de cultivo
(figura 1). Todavia, pode-se observar que houve uma diminui¢do da taxa de crescimento
proporcional a concentracdo inicial do metal e ao tempo de cultivo, quando o fungo ¢
cultivado na presenca de cadmio. Sendo assim, a redu¢do mais drastica no crescimento
ocorreu apos 3 dias, na concentracdo inicial de 22,10mg/L de caddmio, correspondendo a
83% em comparacdo ao crescimento controle.

A partir do sexto dia de cultivo, a diferenca de crescimento entre as culturas

controle e tratadas com cddmio diminuiram progressivamente até o final do cultivo. Por
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conseguinte, a produgdo final de biomassa foi 5,8g/L para amostras controle, 5,4g/L;
5,8g/L; e 4,5g/L; respectivamente para as concentragdes de 5,62mg/L; 11,24mg/L e
22.10mg/L de cadmio. Dessa forma, as distintas concentracdes de cddmio limitaram
circunstancialmente o crescimento de C. elegans, porém nao o inibiram.

Com relagdao as curvas de consumo de fosforo (figura 2), observou-se uma
diminui¢do continua ao longo do crescimento, tanto das culturas controle quanto das
cultivadas com cadmio. Entretanto, até o terceiro dia de cultivo as culturas controle
consumiram mais foésforo do que aquelas tratadas com todas as concentragdes do metal.
Por conseguinte, a partir do sexto dia de crescimento em diante o micélio de C. elegans
cultivado com cadmio passou a consumir mais fosforo do que o grupo de células

controle.
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Figura 2. Consumo de fosforo inorganico por C. elegans na presenga de cadmio.
Amostras controle (-#-) e tratadas com cddmio nas concentragdes 5,62mg/L (-m-),

11,24mg/L (-A-) e 22,10mg/L (-%-).

Observou-se ainda que, no nono dia de crescimento as culturas crescidas nas
concentragdes de 5,62mg/LL. e 11,24mg/L de cadmio esgotaram quase que
completamente o fosforo disponivel no meio de cultura. Ao final do crescimento o

consumo total de fosforo pelas culturas controle correspondeu a 80%, ao passo que, o
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das culturas tratadas com cadmio nas concentragdes de 5,62mg/L, 11,24mg/L e

22,10mg/L foi de 99%, 99% e 95%, respectivamente.
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Figura 3. Fra¢des do polifosfato durante crescimento de C. elegans em diferentes
concentragdes de cadmio. Amostras controle (A) e tratadas com cadmio nas
concentragdes 5,62mg/L (B), 11,24mg/L. (C) e 22,10mg/L (D). Fracdo acido-solavel
(1), Fragao base-soluvel (2), Fragdo acido-insoluvel (3), PoliPi total (4).

Para verificar o efeito do cddmio no metabolismo do polifosfato, os niveis deste
polimero foram determinados durante o crescimento de C. elegans em meio de cultivo

sem e com cadmio em diferentes concentragdes (Figura 3A-3D).
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A figura 3A, apresenta o comportamento das fragdes do polifosfato durante
crescimento de C. elegans na auséncia de cadmio (culturas controle). Pode-se observar
que a fragdo alcali-soluvel foi acumulada ao longo do crescimento atingindo um pico
maximo de 122,5mgPi/g de biomassa. Em contraste, ndo ocorreram variagdes
significativas das fragdes acido-soluvel e acido-insoluvel ao longo do crescimento.
Portanto, esta evidente a prevaléncia da fragdo alcali-soluvel, sendo a fracdo que mais
contribuiu para o conteudo do polifosfato total. Dessa forma o comportamento do

polifosfato total ¢ determinado pela fragdo alcali-soluvel.

Por outro lado, durante crescimento na presenga de 5,62mg/L de cadmio (figura
3B), observou-se degradacdo da fracdo alcali-soluvel, cujo valor maximo foi 53%
menor do que o obtido na auséncia do metal. Nesta condigdo, destaca-se que os niveis
da fracdo 4cido-insoluvel aumentaram muito alcangando um pico de 97,3mg Pi/g de
biomassa, ou seja 58% superior ao apresentado na auséncia do cadmio. Ao mesmo
tempo, a fragdo acido-soluvel diminui ao longo do tempo, todavia continua a exibir

valores inferiores aos das outras fragoes.

Com o aumento da concentracdo de cadmio para 11,24mg/L (figura 3C), a
fracdo alcali-soluvel voltou a predominar, muito embora com pico maximo de 98mg
Pi/g de biomassa, valor inferior ao exibido no controle. Entretanto, ao longo do tempo
observou-se que a mesma foi continuamente degradada até o final do cultivo. Mais uma
vez o comportamento da fracdo total foi influenciado pela fracdo alcali-soluvel. A
fragdo acido-insoluvel retornou aos niveis semelhantes das culturas controle durante
todos os intervalos de crescimento. Paralelamente, a fragdo acido-soltivel, da mesma
forma que na condigdo anterior, diminui ao longo do tempo, todavia continua a exibir

valores inferiores aos das outras fragoes.
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Por fim, na concentragdo de caddmio de 22,10mg/L (figura 3D), ndo observou-se
alteragdo significativa da concentracdo alcali-soltivel, quando comparado com a
condi¢do anterior, que praticamente ndo oscila durante todo o crescimento. Enquanto
que, a fracdo acido-insoluvel apresenta niveis praticamente iguais ao da fragcdo alcali-
soluvel considerando a concentragdo média do todo o crescimento, a fragao acido-

soluvel ndo foi detectada nos intervalos de 12 e 15 dias de crescimento.

DISCUSSAO

Os efeitos toxicos do cadmio sobre os microrganismos sdo bem conhecidos e
envolvem varios mecanismos, como ligagdo a biomoléculas (enzimas e 4acido
desoxirribonucléico - ADN) e indugdo de estresse oxidativo. Dessa maneira, 0os metais
interferem com muitos processos fisiologicos diferentes de acordo com sua
concentragdo. Estes efeitos resultam, principalmente, na diminui¢do das taxas de

crescimento e/ou inibicao total, assim como morte celular (15,16).

Entretanto, muitos microrganismos exibem a habilidade de crescer em altas
concentragdes de metal téxico o que pode ser resultado de mecanismos intrinsecos ou

induzidos, bem como, de fatores ambientais que podem reduzir a toxicidade do metal
(17).

O cadmio alterou o padrio de crescimento normal da bactéria Sphingomonas
paucimobilis, de modo que ndo se observou as fases tipicas de crescimento. Além disso,
o cadmio foi inibitério uma vez que nao se observou aumento de crescimento no meio
com metal (18). Adicionalmente, o cadmio tem efeito limitante e inibitério para as

caracteristicas de crescimento de muitas espécies de fungos (19-21).
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Os resultados deste estudo demonstram que C. elegans cresce continuamente na
presenca de diferentes concentracdes de cadmio, produzindo ao final de 15 dias de
cultivo 5,4g/L, 5,82/L e 4,5g/L. de biomassa, nas concentragdes de cddmio de 5,62mg/L,
11,24mg/L e 22,10mg/L, respectivamente contra 5,8g/L. do grupo controle. Portanto, C.
elegans foi capaz de resistir ao cadmio até a concentragdo de 22.10mg/L, o que sugere o
desenvolvimento de adaptagdo fisiologica ao metal.

Em adigdo, a producdo de biomassa de C. elegans em presenga de cadmio foi
igual ou superior a producao da maioria dos fungos relatados por Massaccesi et al. (19),
crescendo em concentragdo de 10mg/L de caddmio. Além disso, Souza et al. (22)
revelam que C. elegans crescendo em meio contendo 2mM de cobre produziu 57,3% a
mais de biomassa do que as culturas controle.

Os microrganismos empregam uma série de mecanismos diferentes para
adaptacdo aos metais pesados (23). Aiking et al. (24), sugere que acumulacgdo de fosfato
por Klebsiella aerogenes ¢ um mecanismo de detoxificagdo do cadmio.

Podemos observar nesta pesquisa que as culturas tratadas com cadmio, a partir
do sexto dia de cultivo, periodo em que as curvas de crescimento comegaram a
apresentar forte ascensdo, exibiram maior consumo de fosforo do que a culturas
controle. Ao final do cultivo, as células cultivadas nas concentragdes de 5,62mg/L,
11,24mg/L e 22,10mg/L consumiram 18%, 18% e 15% a mais de fosforo
respectivamente, do que a cultura controle.

E importante ressaltar que mesmo com crescimento 53% inferior as culturas
controle, a cultura tratada com 22,10mg/L. de cddmio, no nono dia de crescimento,
exibiu consumo 17% superior ao controle. Sendo assim, estd evidente que o
requerimento de fosforo pelas células cultivadas na presenca de caddmio foi muito maior

do que a cultura do grupo controle. Também estd evidente que os niveis de fosforo
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consumidos pelas células cultivadas com cadmio, e que exibiram baixa taxa de
crescimento, excedem as necessidades fisiologicas normais. Dessa forma, tais resultados
sugerem que o fosforo esta sendo usado para suportar o crescimento do fungo na
presenca do metal. Por conseguinte, pode-se sugerir que o fosforo esteja envolvido no
processo de detoxificacdo de cadmio em C. elegans.

Aiking et al. (24), afirmam que a acumula¢do de fosfato por Klebsiella
aerogenes, durante crescimento em meio com cadmio, pode ser considerada um
mecanismo primario de detoxificacdo, uma vez que pode ocorrer a formagao de fosfato
de cadmio, sal pouco soluvel que pode precipitar diminuindo assim a toxicidade do
metal. Nishikawa et al. (31), demonstraram que Chlamydomonas acidophila apresentou
depositos eletrondensos no interior de vacuolos, constituido de cadmio e fosfato,
quando do crescimento na presenca deste metal.

Os microrganismos, incluindo os fungos, estocam fosfato principalmente na
forma de um polimero denominado de polifosfato. Em termos fisioldgicos, o polifosfato
em fungos, tem sido considerado de acordo com sua solubilidade em &cido. Assim
obtém-se o polifosfato soluvel e insoluvel em acido, entretanto outras fragdes podem ser
identificadas dependendo da sua solubilidade em outros solventes (2,4,25).

Neste trabalho foi utilizado, com sucesso, o0 método descrito em Smirnov et al.
(13), o qual permitiu a extracdo de trés distintas fracdes do polifosfato: fracdo acido-
soluvel; fragdo acido-insoluvel e fragao alcali-soluvel.

Em fungos, o polifosfato estd localizado na parede celular, citoplasma e
vacuolos, assumindo diferentes fungdes de acordo com sua localizagdo (4).

Campos-Takaki et al. (26), revelaram a presencga de polifosfato nas paredes de
espécies de Zygomycetes com o emprego da andlise por Raios X. Paralelamente,

Shari’a et al. (27), demonstraram a presenca de polifosfato na superficie celular,
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membrana citoplasmatica, vacuolos e citoplasma de trés espécies de Zygomycetes. Por
outro lado, Lima et al. (9), detectaram polifosfato na forma de granulos elétrondensos
em diferentes compartimentos celulares de C. elegans, como parede celular, vactolos,
membrana e citoplasma.

Embora as fungdes fisioldgicas do polifosfato ndo tenham sido totalmente
comprovadas, recentemente este polimero tem sido associado a tolerancia de
microrganismos a metais pesados. Tem sido sugerido que os microrganismos usam o
polifosfato para detoxificar os metais pesados (28,29).

Os resultados obtidos demonstraram pela primeira vez o comportamento das
distintas fra¢des do polifosfato em C. elegans cultivada em meio com cadmio. Portanto
os dados aqui apresentados indicam que a participa¢do na tolerancia a metais, ndo ¢
caracteristico para todas as fragdes do polifosfato.

Nao hé consenso na literatura a respeito da forma como o polifosfato
desempenha seu papel na tolerancia aos metais pesados.

Inicialmente, devido a capacidade do polifosfato quelar metais, foi proposto que
a capacidade de acumular grande quantidade deste polimero seria suficiente para reduzir
a toxicidade dos metais e assim determinar a resisténcia de um microrganismo (2). Pan-
Hou et. al. (30) obtiveram resultados que corroboram esta hipotese.

Recentemente, evidéncias experimentais suscitaram duas novas hipoteses para
explicar a relagdo do polifosfato com resisténcia a metais. A primeira afirma que a
habilidade de degradar polifosfato a ortofosfato ¢ tdo importante para tolerancia a
metais quanto a capacidade de estocé-lo. Por outro lado, mais recentemente, tem sido
proposto que a habilidade de sintese e degradagdo também ¢ importante no processo de

tolerancia a metais. Evidéncias para ambas as hipoteses t€ém sido demonstradas (31-35).
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Os resultados aqui obtidos demonstraram alteragdes das fragdes do polifosfato
em funcdo do tempo de crescimento e principalmente da concentracdo de cadmio. No
tocante ao polifosfato total, que consiste na soma das trés fragdes, constatou-se que a
concentragdo média do polimero ao longo do crescimento aumentou 6,3% na presenca
de 5,62mg/L do metal, reduziu 6,3% em 11,24mg/L e culminou com aumento de 20%
em 22,10mg/L de cddmio. Estes resultados estdo em concordancia com a ultima
hipdtese, haja vista que, observou-se um balanco entre sintese e degradacdo do
polifosfato de acordo com o aumento da concentragdo do cadmio.

Com base na concentragdo média do cadmio durante o crescimento, verificou-se
que a fracdo acido-insoluvel apresentou maior grau de flutuacdo em fun¢do do aumento
do conteudo do cadmio no meio de cultura. Na concentragdo inicial de cadmio de
5,62mg/L, os niveis desta fracdo do polifosfato aumentaram 139% em comparagdo com
as culturas controle, seguido de uma marcante redugdo de 50% quando da elevaciao do
cadmio para 11,24mg/L e finalizando com um novo aumento de 85% em 22,10mg/L de
cadmio.

Por conseguinte as fragdes de polifosfato que exibiram os maiores niveis de
flutuagdo, em termos de concentracdo média durante crescimento, em ordem
decrescente foram: fracdo acido-insoluvel > alcali-soltvel > acido-soluvel. Portanto,
podemos inferir que a fragdo acido-insoluvel esta envolvida no processo de tolerancia
de C. elegans ao cadmio. Todavia, estudos mais aprofundados precisam ser realizadas
para confirmar tais resultados e esclarecer a importancia relativa de cada fracdo do

polifosfato na tolerancia a metais.
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Resumo

O fungo filamentoso Cunninghamella elegans tem sido largamente utilizado devido sua
habilidade de metabolizar substancias xenobioticas e recalcitrantes nocivas ao meio
ambiente. Neste sentido, o presente trabalho objetivou avaliar a capacidade de remogao
e acumula¢do de cadmio do meio de cultura por C. elegans. Os resultados obtidos
revelaram que o total de cadmio removido foi dependente da concentracdo usada. C.
elegans removeu 92-95% do cadmio adicionado ao meio de cultura ao final do tempo
experimental. A acumulagdo celular do cddmio correspondeu a 75% do metal removido
e a taxa de sor¢cdo maxima foi 290mg do metal/g de biomassa. Os resultados obtidos
nesta pesquisa sdo superiores aos encontrados na literatura, indicando que C. elegans
tem grande potencial de utilizagdo em biorremediagado in Situ e ex situ de metais, em

especial o cadmio.

Palavras-Chave: Metais Pesados; Cadmio; Sor¢do; Acumulag¢dao; Cunninghamella

elegans
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1. Introducgéo

A poluicdo ambiental causada por metais pesados toxicos devido ao
desenvolvimento industrial ¢ um dos mais importantes problemas deste século. Em
particular, o caddmio ¢ um poluente danoso a varios ecossistemas e para saide humana.
O cadmio, junto com chumbo, tem sido reconhecido como um dos maiores problemas
de satde publica e ambiental. Em humanos, o cddmio pode causar insuficiéncia renal e
pulmonar, lesdes dsseas e hipertensdo (Jarup et al., 1998; Sharma, 1995). Além do mais,
este metal ¢ um agente carcinogénico, embriotoxico, teratogénico e mutagénico (Satoh
et al., 2002; Waalkes, 2000). As principais fontes de contaminagdo por cadmio sdo as
indtstrias de pigmentos, plasticos e de baterias (Holan et al., 1993; Volesky et al.,
1993).

A descontaminacdo de metais pesados do solo e da dgua de é4reas proximas a
indtstrias tem sido um grande desafio. O uso de microrganismos para remocao de
metais de locais contaminados tem recebido atenc¢do cada vez maior (Vieira e Volesky,
2000). A alta eficiéncia e baixo custo em concentragdes reduzidas de metais fazem dos
processos biotecnoldgicos, os mais vantajosos em comparagdo aos métodos fisico-
quimicos empregados na remog¢ao de metais (Gomes, 1998; Gupta et al. 2000).

Alguns microrganismos sdo capazes de tolerar e remover metais pesados
(Gomes, 1998; Volesky and Holan, 1995). A capacidade de sor¢do de metais por
microrganismos tem atraido grande aten¢do devido ao seu potencial de prover uma
alternativa econdmica e eficiente quando comparado aos processos convencionais de
remediacdo de ambiente contaminado com metais pesados (Lloyd and Lovley, 2001).
Os microrganismos capazes de crescer na presenca de metais pesados e que apresentem
uma significativa capacidade de sor¢do t€ém potencial de utilizagdo em biorremediacao

(Gadd, 1993; Kapoor and Viraraghavan, 1995). Microrganismos vivos € mortos ou seus
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derivados podem ser usados para remog¢ao de metais pesados de efluentes (Baik et al.,
2002; Franco et al., 2004).

Entretanto, células vivas e em crescimento apresentam a vantagem de remogao
ativa continua de metais pesados apds adsorcao fisica e potencial de otimizacao por
manipulagdo genética (Malik, 2004; Volesky e Holan, 1995). Os fungos, assim como
outros microrganismos, podem acumular metais do ambiente. Além do mais, os fungos
sdo capazes de crescer, produzir grande quantidade de biomassa usando meio de
crescimento de baixo custo e a0 mesmo tempo pode ser manipulado geneticamente e
morfologicamente (Kapoor e Viraraghavan, 1995). Adicionalmente, relatos demonstram
que os fungos sdo mais tolerantes aos metais pesados do que as bactérias (Rajapaksha
et. al., 2004).

Todavia, ha caréncia de informag¢des acerca da habilidade de sor¢do de metais
pesados por Cunninghamella elegans. Esta espécie de fungo, membro representativo da
Ordem Mucorales, tem sido muito estudada, devido a sua capacidade de metabolizar
xenobidticos, incluindo hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, corantes téxteis e
varias drogas farmacéuticas (Cerniglia et al., 1984; Zhang et al., 1996; Pothuluri et al.,
1998; Ambrosio et al., 2004). Portanto, esta pesquisa teve como objetivo investigar as

propriedades de sor¢do de cadmio de C. elegans.
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2. Métodos

2.1. Microrganismo e condic@es de cultivo

Cunninghamella elegans IFM 46109 gentilmente cedida pela colecdo de
culturas do Research Center for Pathogenic Fungi and Microbial Toxicosis, Chiba
University- Japan, foi mantida em BDA (Batata Dextrose Agar) a 5°C, sendo
transferida para BDA a cada intervalo de seis meses. O BDA também foi usado para
esporulagdo a 28°C, durante 5 dias.

Suspensdo de esporos na concentragio de 10° células/mL foi preparada e
transferida para frascos de Erlenmeyer de 125 mL de capacidade contendo 50 mL de
Meio Sintético para Mucorales (SMM) descrito por Hesseltine and Anderson (1957)
acrescido de cloreto de céddmio nas concentracdes de 5.62mg/L; 11.24mg/L e
22.10mg/L. As culturas controle foram crescidas no meio original sem caddmio. Os
frascos foram incubados durante 15 dias, a 28°C sob agitagdo de 250 rpm. Todos os

experimentos foram realizados usando trés réplicas.

2.2. Cinética de remocao de caddmio

Para avaliar a remo¢ao de cadmio pelo micélio de C. elegans, amostras de
sobrenadante de cultura foram coletadas em intervalos de 3, 6, 9, 12 e 15 dias de
cultivo. A concentragdo do metal foi determinada por espectrofotometria de absor¢ao
atdmica, com lampada especifica para cadmio e em comprimento de onda especifico.
Uma curva padrdo foi produzida. Experimentos foram conduzidos em triplicata e os
valores médios foram usados na andlise. O percentual de remocdo de cadmio foi
calculado através da seguinte relacdo: concentragdo de cddmio removido/concentragdo

de cadmio inicial x 100.
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A eficiéncia de remog¢ao de metal pesado,  (mg metal/g biomassa seca) foi
calculada usando a seguinte equacao: q = (Cy - C¢)/m, onde Cy e Cr sdo a concentragao

inicial e final do metal (mg/L), respectivamente ¢ m a biomassa seca (g).

2.3. Acumulagdo de cadmio

O cadmio presente no micélio de C. elegans foi avaliado. A biomassa coletada
com 3 e 6 dias de incubacdo na presenga de cadmio em diferentes concentragdes foi
lavada trés vezes com acido tetracetico etilenodiamina (EDTA) na concentragdo de
0.1M, durante 10 minutos. Apos este periodo, a biomassa foi seca e digerida com uma
solugdo acida constituida por acido nitrico (HNOs3) e perclérico (HC1O4) concentrado na
proporg¢ao de (9:1), durante 6 h a 150°C. Em seguida, o material digerido foi diluido
com HCL 1IN e analisado para determinagdo do caddmio por espectrofotometria de
absor¢do atOdmica. Estes experimentos foram realizados em triplicata e os valores

médios foram usados.
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3. Resultados e discussao

3.1. Remogao de cadmio
A figura 1 apresenta a evolugdo do percentual de remog¢do de cddmio em

diferentes concentragdes iniciais em fun¢do do tempo.

100

80

60 —e—5,62mg/L
—a—11,24mg/L

—a—22,10mg/L

40

% de remocao de cadmio

20

0 T T T T
] 3 6 9 12 15
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Fig. 1. Percentual de remogdo de cadmio do meio de cultura por C. elegans.

Uma analise da figura 1 mostra que o processo de sor¢ao pode ser dividido em
dois estagios. O primeiro estidgio da cinética de sor¢ao para a concentragdo inicial do
metal de 5.62mg/l terminou ao terceiro dia de contato sendo responsavel por 78% do
cadmio removido. Para as maiores concentracdes do metal, 11.24mg/l e 22.10mg/1, o
primeiro estagio da cinética de sor¢do foi mais longo, correspondendo a seis dias de

contato, onde 78% e 70% do cddmio adicionado foi removido, respectivamente.

Estes resultados confirmam informagdes da literatura as quais tém demonstrado
que células metabolicamente ativas quando utilizadas para remocdo de metais
apresentam um padrdo de sor¢do bifasico. No estagio inicial a taxa de sor¢do ¢ muito
alta e ocorre em um curto periodo de tempo, no segundo estagio a taxa de sor¢do ¢
muito baixa e ocorre em um periodo de tempo maior e sua contribui¢do para a sor¢ao

total de metal ¢ muito pequena (Donmez and Aksu, 2001; Malik, 2004).
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A taxa de sor¢do de cadmio foi dependente da concentragdo inicial do metal,
variando proporcionalmente com o conteido do céddmio usado. O percentual de
remocdo de cadmio ao final do tempo experimental foi 95%, 92% e 92% para as
concentragoes iniciais 5.62 mg/L, 11.24 mg/L e 22.10mg/L de cadmio, respectivamente.

A mais alta remog¢ao de cadmio de 95% ocorreu na menor concentragdo inicial
do metal usado, 5.62mg/L. Entretanto, o valor maximo da capacidade de remocao foi
obtido com a concentragdo de 22.1 mg/L (maior concentracdo inicial) de cadmio, e
correspondeu a 20.4 mg/L em 15 dias. Assim sendo, a taxa de remog¢ao de cadmio foi
inversamente proporcional a concentra¢do de metal inicial.

Comportamento semelhante foi obtido por Devars et al. (1998). Além disso,
esses autores demonstraram que duas cepas de Euglena gracilis, alga fotossintética,
foram capazes de remover apenas 67% e 64% de cadmio do meio nas concentragdes
inicias de 50uM ou 5,62 mg/L e 100uM ou 11,24mg/L, respectivamente. Nestas
mesmas concentragdes iniciais a remo¢do de cadmio por C. elegans foi 28% maior.

Massaccesi et al. (2002), estudando a capacidade de remog¢do de cadmio de 7
espécies de fungos filamentosos do solo, isolados de uma area industrial poluida com
metais pesados, durante crescimento em meio com 10mg/L de cddmio, observaram que
o percentual maximo de remog¢ao do metal ficou em torno de 70%. Resultado inferior ao
apresentado por C. elegans na presenga da mesma concentragdo de cadmio.

Neste sentido, dentre 8 espécies de leveduras utilizadas para remog¢ao de cadmio,
na concentracdo de 22mg/L, do meio de cultivo, a maior taxa de remog¢ao correspondeu
a 29% obtida pela espécie Sporobolomyces roseus (Breierova et al., 2002).

Matsunaga et al. (1999) demonstraram que a capacidade méxima de remocao de
cadmio de 5 cepas de Cianobactérias foi 10,8% e de 19 cepas da alga verde Chlorella

correspondeu a 48,7%. Os resultados obtidos neste trabalho evidenciam que C. elegans
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exibe uma grande capacidade de remog¢ao de cadmio em concentragdes toxicas deste
metal.

A sor¢ao do cadmio atingiu o equilibrio em doze dias de incubacao, em todas as
concentragdes iniciais utilizadas, indicando que o tempo de equilibrio foi independente
da concentracdo de metal inicial. O tempo de equilibrio depende do tipo de biomassa,
metal utilizado e estado fisiolégico da biomassa, variando segundo estes parametros.
Aksu e Kutsal, 1991 e Nourbakhsh et al., 1994 apresentaram valores para o tempo de
equilibrio os quais variam de 15 minutos a mais dez dias.

Neste trabalho, embora a maior quantidade de cddmio tenha sido removida nos
intervalos iniciais de incubacdo, 3 ¢ 6 dias, o equilibrio sé foi alcancado no décimo

segundo dia.

3.2. Eficiéncia de remoc¢éo do cadmio

A Figura 2 mostra a relagdo entre a concentragdo de metal biosorvido e a
biomassa produzida. A eficiéncia de remocao foi determinada através da equagdo: =
(Co - Cp)/m. As isotermas de equilibrio ndo foram determinadas, porque o fungo esta
metabolicamente ativo, assim a sor¢do do cadmio pode ndo ficar restrita a fendmeno de

superficie.
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Fig. 2. Eficiéncia de remogao de cadmio por C. elegans.

Os resultados demonstraram que o valor de g aumentou com a elevagdo na
concentragdo inicial de cadmio. A mais alta eficiéncia de remogao ocorreu nos estagios
iniciais de incubagdo, ou seja, nos intervalos de 3 e 6 dias. Apds este periodo, o valor de
g declinou continuamente com o tempo experimental, como resposta a diminuicao da
proporcao cadmio/biomassa. A sor¢ao maxima do cadmio correspondeu a 290mg/g no
terceiro dia de experimento.

Recentemente, Malik (2004) em uma revisdo bibliografica relatou que a
eficiéncia maxima de sor¢do de cadmio para varios fungos foi 184mg/g para a espécie
Gliocladium roseum. Em adi¢ao, Kapoor ¢ Viraraghavan (1995) divulgaram valores de
remog¢ao maxima de cadmio que variaram entre 0.4 and 71mg/g para varias espécies de
fungos. Volesky e Holan (1995) observaram que o maior nivel de remo¢ao de cadmio
por Saccharomyces cerevisiae ocorreu durante a fase exponencial de crescimento e
correspondeu a 70mg Cd/g.

Massacesi et al. (2002), relataram que a eficiéncia maxima de remocao de
cadmio por 7 espécies de fungos foi pouco mais de 180mg Cd/g e Doyle et al. (1975)

observaram que Aspergillus niger foi capaz de remover 154,8mg Cd/g de biomassa.
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O desempenho na sor¢do de cadmio pelo micélio de C. elegans quando
comparado aos resultados divulgados na literatura citada anteriormente pode ser
considerado promissor, haja vista os altos valores obtidos neste estudo.

Por outro lado, El-Morsy (2004) observou que a biomassa de Cunninghamella
echinulata ¢ capaz de remover com alta eficiéncia metais como Pb, Cu e Zn de solugdes
aquosas. Além do mais, Franco et al., (2004) demonstraram que quitina e quitosana
extraida de C. elegans apresentou excelente desempenho de remogdo de fons de Pb"™,

+2 +2
Fe“eCu'".

3.3. Acumulacao celular do cadmio

Os resultados de acumulagdo de cadmio por C. elegans sdo apresentados na
figura 3. As células foram lavadas com EDTA antes da andlise sugerindo acumulagdo

intracelular.
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Fig. 3. Acumulagdo de cadmio por C. elegans. 3 dias (coluna cinza clara) e 6 dias

(coluna cinza escura) de contato com 5.62 mg/L, 11.24 mg/L e 22.10mg/L de cadmio.

A acumula¢do de cadmio pelas hifas aumentou com a concentragdo de metal

externa, porém nao com o tempo de incubagdo, exceto para a concentracdo inicial de
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5.62mg/l. Dessa maneira, nas concentragdes de 11.24mg/L e 22.10mg/L de cadmio
houve saturacdo da biomassa com de 3 dias de cultivo.

Padrao de acumulag¢dao de cadmio similar foi reportado por Nishikawa et al.,
(2003) usando a microalga Chlamydomonas acidophila. Entretanto a taxa de
acumulagdo foi muito baixa quando comparada aos dados obtidos neste trabalho com C.
elegans. Costa and Duta (2001) testando diferentes espécies de Bacillus também
observaram um aumento de sor¢do relacionado a concentragdo inicial de cadmio no
meio.

A acumulagdo maxima de 212mg/g foi obtida pelas células tratadas com
22.10mg/l de cadmio em seis dias de incubagdo. Este valor correspondeu a 75% do
cadmio sorvido, indicando que o principal processo de remocdo de cadmio por C.
elegans foi bioacumulagao.

Entre os microrganismos, varias espécies de fungos estdo sendo estudadas ou ja
estdo sendo utilizados em processos de remediagdo de metais pesados. O potencial de
remocao de metais pesados de solugdes aquosas de espécies pertencentes aos géneros
Aspergillus, Penicillium, Trichoderma, Neurospora, Rhizopus, Mucor e Saccharomyces
tém sido descrito por diversos autores (Kapoor and Viraraghavan, 1995; Kapoor et al.,
1999; Plaza et al., 1996; Yan and Viraraghavan, 2003).

A espécie C. elegans exibiu a habilidade de acumular cadmio quando
metabolicamente ativo. Malik (2004) relatou que células em crescimento ativo tém
varias vantagens de utilizacdo em remediacdo de metais do que células inativas.

Neste trabalho, a capacidade de C. elegans remover e acumular cadmio foi
avaliada pela primeira vez, indicando o seu potencial como um biosistema para

bioremediagao.
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4, Conclusodes

Neste estudo, um isolado de C. elegans metabolicamente ativo foi usado com
sucesso para remog¢ao ¢ acumula¢dao de cadmio. C. elegans foi capaz de remover 92-
95% do cadmio do meio de cultura. Paralelamente, exibiu uma eficiéncia de remogao de
290mg/g em meio de cultura contendo 22.10mg/L de metal apds 3 dias de incubacdo.
Além do mais, os resultados deste estudo mostraram que este fungo foi capaz de

acumular 75% do cadmio sorvido.
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CONCLUSOES GERAIS

PRIMEIRO ARTIGO

# O cultivo em presenga de cddmio induziu o surgimento de variagdes na forma,
arranjos e distribuigdo do citoesqueleto de actina em C. elegans;

# As variagdes no citoesqueleto foram diretamente proporcionais a concentragdao do
metal;

# O cadmio induziu alteragdes de eletrondensidade, vacuolizacdo, na textura do
citoplasma e no surgimento de inclusdes e granulagdes citoplasmaticas;

# O caddmio induziu variagdes na expressdo/distribuicdo de carboidratos acidos na
superficie das células;

# O cadmio alterou a permeabilidade da membrana citoplasmética, uma vez que foi
observada a existéncia de produtos de reacdo citoquimica para o vermelho de ruténio no

citoplasma das células tratadas com este metal.

SEGUNDO ARTIGO

# Cunninghamella elegans ¢ capaz de resistir e crescer em meio de cultura contendo
cadmio na concentragdo de 22,10mg/L;

# O requerimento de fosfato em Cunninghamella elegans aumenta durante o
crescimento na presenca de cadmio em diferentes concentragdes;

# As distintas fracdes do polifosfato exibiram variagcdes em seu conteudo em resposta ao
cadmio;

# A fracdo acido-insoluvel do polifosfato apresentou maior grau de variacdo de seu

conteudo em presenca do cadmio.
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TERCEIRO ARTIGO

# O fungo filamentoso Cunninghamella elegans tem grande capacidade de remover e
acumular cddmio de meio de cultura;

# Cunninghamella elegans demonstrou elevado coeficiente de remogdo (q) de cadmio

de meio de cultura.
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