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RESUMO

O aluminio (Al) é o terceiro elemento quimico e o metal mais abundante
da crosta terrestre, estando soluvel em pH &cido. O Al é um dos principais
fatores que afeta a produtividade agricola de todo mundo, comprometendo
parte da economia mundial. Além disso, estudos reportam o envolvimento do Al
com o desenvolvimento de encefalopatias como Mal de Alzheimer e Mal de
Parkinson. Nestas e em outras patologias neurodegenerativas tém se
observado que o Al é acumulado no cérebro, inibe as atividades sinapticas e
promove a apoptose. Neste estudo, n6s usamos como modelo de estudo a
levedura de fissdo Schizosaccharomyces pombe, um excelente organismo-
modelo para estudos genéticos, morfolégicos e bioquimicos. Em nossos
estudos verificamos o efeito de 0,5 mM of AIK (SO4). na ultraestrutura da
parede celular (PC) de S. pombe. Verificamos que o Al afeta a deposicéao do
material que compde a PC, promovendo células com PC espessa e septo.
Além disso, verificamos que o septo da levedura de fissdo na presenca do Al
apresenta-se deformado e descentralizado. Evidenciamos que a PC desse
microrganismo possui resisténcia a hidrolise enzimatica e gie a atividade da
enzima B-1,3-glucanase diminui cerca de 40% na presenga do Al. Sugerindo
que o espessamento da PC seja uma consequéncia da redugédo da atividade
da enzima que degrada o maior constituinte da PC de S. pombe, -1,3-glucano.
Analisamos o transporte de H* ATP-dependente nas ATPases do tipo P e
verificamos que a fluorescéncia maxima atingida pelo transporte de H* em
membranas isoladas de células cultivadas na presenca do Al, foi maior 3,5
vezes do que o controle. Ao passo que a atividade das H™ ATPases do tipo V
foi 2,5 vezes menor em membranas isoladas de células cultivadas na presenca
do Al. Esses dados indicam que existe uma agdo coordenada entre as
ATPases afim de manter a homeostase de H* no interior da célula. O aumento
do alongamento celular pode estar correlacionado com a extrusdo de H*, de
acordo com a “teoria do crescimento acido”. Nossos resultados reanem um
novo conjunto de dados que pela primeira vez demonstram o efeito do Al na
ultraestrutura e bioquimica da PC e seus componentes.



ABSTRACT

The Aluminum (Al) is the third chemical element and the metal most
abundant of the terrestrial crust, being under acid the soluble form in pH. The Al
is one of the main factors that the crop productivity of everybody affects,
compromising part of the world-wide economy. Moreover, studies report the
involvement of the Al with the development of encefalo disease as Alzheimer’s
and Parkinson’s diseases. In these and other neurodegeneratives pathology
they have been observed that the Al is accumulated in the brain, inhibits the
synaptics activities and promotes cellular the death programmed. In this study,
we use as tool the fission yeast Schizosaccharomyces pombe, an excellent
organism model for morphologic, biochemistry and genetic studies. In our study
we verify the effect of 0,5 mM of AIK (SO,). in the ultrastructure of the cell wall
(CW) of S. pombe. We verify that the Al affects the deposition of the material
that composes the CW, forming cells with thick PC and sept. Moreover, we
verify that sept of the fission yeast in the presence of the Al is deformed and
decentralized. We evidence that the PC of this microorganism becomes
resistant enzymatic hydrolysis and that the B-1,3-glucanase activity is
diminished in about 40%. Suggesting that the thickness of the CW must to a
reduction of the activity of the enzyme that degrade the main constituent of the
CW, B-1,3-glucan. We analyzed the transport of H* ATP-dependent in the
ATPases of type P and verified that the maxima fluorescence reached for the
transport of H* in total membranes isolated of cells cultivated in the presence of
the Al, was 3,5 times of what the control. In other hand, the activity of the H"
ATPases of type V was 2,5 times lesser in isolated membranes of cells
cultivated in the presence of the Al. These data indicate that a coordinated
action exists enters the similar ATPases to keep the homostasis of H* in the
interior of the cell. The increase of the cellular allonge can be correlated with the
drawing of H*, in accordance with the “theory of the acid growth”. Our results
congregate a new data set that for the first time demonstrates to the effect of

the Al in the ultrastructure and biochemist of the CW and its components.
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ABREVIATURAS
Al — aluminio
MA — Mal de Alzheimer
MTs — microtubulos
Ca — célcio
RE — reticulo endoplasmatico
ATP — adenosina trifosfato
Mg — magnésio
Cl — cloro
Fe —ferro
Si — silicio
Na — sédio
K — potassio
PC — parede celular
MP — membrana plasmatica
PBS — phosphate buffered saline
CDK - ciclina dependente de quinase
SIN — septation initiation network
MEV — microscopia eletrénica de varredura
PA — paraformaldeido
GA — glutaraldeido
MET — microscopia eletrénica de transmisséo
EPON® — resina epdxi Poly — Bed 812
PIPES — acido 1,4-pipeazinadietanosulfénico
MOPS® — 3(N — morpholino)propane sulfonic acid
Fmax — fluorescéncia maxima
Vo — velocidade inicial
BSA - Soro albumina bovina

YES — meio yeast extract supplemented (meio rico de crescimento para

levedura)
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1. INTRODUCAO

1.1. Natureza Quimica do Aluminio

O aluminio (Al) é o terceiro elemento quimico e o metal mais abundante
da crosta terrestre, sendo a exposicao de organismos vivos, incluindo plantas,
fungos e animais a este metal praticamente inevitavel.

O Al esta presente na agua, no solo e no ar, e mais do que isto, esta
incorporado em minerais sélidos de aluminosilicatos e somente uma pequena
quantidade (a niveis sub-micromolares) apresenta-se na forma soluvel capaz
de influenciar sistemas bioldgicos (May & Nordstrom, 1991). Diferentes formas
de Al estdo presentes sob a forma soltvel no solo: AI(OH)?** e Al(OH),* em pH
4-5 AP em pH 55-7, e AOH), em pH 7-8 (Kiss, 1995; Mossor-

Pietraszewska, 2001).

1.2. Aluminio: um agente neurotoxico

A hip6tese do Al como um agente etiolégico de neuropatologias como o
Mal de Alzheimer (MA) foi originada quando Klatzo e colaboradores (1965)
verifiaram que ao injetar sais de Al no cérebro de coelhos ocorria degeneragao
das neurofibrilas. Esses resultados foram reproduzidos posteriormente
injetando ou expondo sistematicamente os animais ao Al (Strong et al., 1992,
1996; Yokel, 2000). Crapper e colaboradores (1973) replicaram esses
resultados em felinos e também demonstraram que a concentragédo do Al no
cérebro de pacientes portadores de MA é aumentada. Alfrey e colaboradores
(1976) mostraram que as lesées neuronais produzidas pelo Al séo
morfologicamente semelhantes as lesdes produzidas por inibidores de
microtdbulos (MTs). Esses resultados impulsionaram os estudos sobre o efeito
do aluminio na integridade do citoesqueleto em pacientes com MA e Mal de
Parkinson (Macdonald et al., 1987). Bonhaus e colaboradores (1980)
verificaram que o Al inibe, de fato, a polimerizacdo dos MTs na concentracao
de 100 uM, quantidade encontrada em cérebros de pacientes com deficiéncias

neurocomportamentais.
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Apesar de existirem varios estudos em torno do Mal de Alzheimer (Miu &
Benga, 2006), o papel desempenhado pelo Al nessa e em outras
neuropatologias como Mal de Parkinson, Esclerose Lateral Amiotréfica, Doenca
de Huntington, entre outras, ainda permanece controverso, provavelmente
devido ao envolvimento destas neuropatologias com eventos multifatoriais,
como por exemplo, heranca genética (Savory et al., 1996).

Guo e Liang (2001) verificaram que o Al ativa a via apoptética de cerca
de 50% das células em cultura de astrocitos de ratos na faixa de 400 uM

devido a um aumento expressivo dos niveis de Ca®* citosélico.

Colomina e colaboradores (2002) demonstraram através de
espectrofotometria de massa que em cérebro de ratos com idade avangada o
Al, 100 mg/kg de AI(NOs)s;, é armazenado em maiores quantidades, isso
poderia induzir um declinio das atividades sinapticas e ao desenvolvimento de
uma série de alteracdes intracelulares, tais como, mudancas no citoesqueleto e
no trafego de vesiculas. Relacionando este fato ao desenvolvimento de
doencas neurodegenerativas, Savory e colaboradores (2003) demonstraram,
utilizando células cerebrais de coelhos, que o estresse causado por Al
desencadeia o processo de apoptose ou morte celular programada. Os autores
verificaram que o Al promove o estresse do RE que levaria a perturbacdes na
homeostase de Ca** e essa perturbagdo desencadearia o processo de
apoptose por ativar caspases como caspase 12 e casapase 3, ambas
envolvidas na via apoptética da célula. Além disso, eles sugerem que o
estresse do RE poderia levar a um aumento do Ca?* mitocondrial, resultando
na despolarizagdo da mitocondria, ocorrendo consequentemente a liberacao de
citocromo-C que iniciaria a cascata de sinalizacdo de morte celular

programada, pela ativacao da caspase 9.

Uma das possiveis causas da neurotoxicidade do Al é a precipitacdo de
algumas proteinas associadas ao citoesqueleto provocadas por esse metal, e
que por sua vez, levaria & desorganizacdo do citoesqueleto (Diaz-Nido & Avila,
1990), ou ainda, a agregacado de proteinas hiperfosforiladas (Yokel, 2000).
Estudos in vitro indicaram que o Al induz a associacdo das moléculas de

tubulina, formadoras de MTs, e, ao mesmo tempo, inibe sua despolimerizacdo
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(Macdonald et al., 1987). Esses eventos estariam associados a disturbios na
neurotransmissao.

Outra possibilidade consiste em perturbacdes na homeostase de calcio
(Gandolfi et al., 1998) e préton (Siegel & Haug, 1983) que afetariam toda a
maquinaria de transducdo de sinal na célula. Estudos indicaram que a
interacdo AI-ATP na célula pode regular positivamente a homeostase de Ca?*
no interior dos neurdnios, aumentando a ligacdo entre o Ca®* e proteinas
citosélicas e fosfolipideos, ativando o transporte de Ca** para o RE e
mitocondria e causando a extrusdo em grandes quantidades do Ca?* neuronal
por ATPases dependentes de calmodulina (Szutowicz et al., 1998; Kawahara,
2005). Essa toxicidade mediada pela extrusdo do Ca®* induzida pelo Al pode
amplificar e orquestrar uma cascata de eventos neurotdxicos que
comprometem as atividades sinapticas e eventualmente favorecem a
neurodegeneracao (Beal et al., 1993; Disterfhoft et al., 1994; Etcheberrigaray et
al., 1994; Guo et al., 1999; Exley, 1999; Aremu & Meshitsuka, 2006).

Estudos envolvendo o efeito do Al no transporte de H* nas V-ATPases
de células animais mostrou que este metal inibe a atividade do transporte de H*
lisossomal. O complexo estavel Al-Mg promove uma diminuicdo do complexo
Mg-ATP na célula, o que prejudica a atividade das H*-ATPases (Siegel & Haug,
1983).

Exley (1999) verificou que o tratamento com Al pode causar problemas
na divisao celular e alterac6es na homeostase de ions, sendo estas alteracoes,
capazes de levar qualquer organismo a apresentar distarbios funcionais
diversos. Porém, as relacbes de causa e efeito envolvidas na acédo do Al sobre
as células eucaribticas e as diversas patologias associadas a sua toxicidade,
ainda estao por ser estabelecidas.

1.3. Aluminio em plantas

Além de seu efeito neurotéxico, o aluminio também é tdxico para as
células vegetais. A fitotoxicidade do aluminio € um dos principais fatores que
afetam a produtividade agricola em solos acidos do mundo todo (pH abaixo de
5,0) (Foy et al., 1978). A acidificacdo do solo resulta do: desequilibrio nos ciclos
de elementos como o nitrogénio, enxofre e carbono (Bolan & Hedley, 2003;
Tang & Rengel, 2003), da captacdo em excesso de cations e anios (Tang &
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Rengel, 2003), do uso continuo de aménia e amida, contidas nos fertilizantes
(Mahler et al., 1985), e da fixacao de nitrogénio por plantas leguminosas (Bolan
et al., 1991; Tang & Rengel, 2003). O Al é encontrado na natureza complexado
com outros elementos, tais como o Cl, Fe e Si. Em pH &cido ocorre a
dissociagao entre esses elementos e o Al, tornando-o um ion livre e passivel de
penetrar nas células vegetais com maior facilidade.

Alguns estudos reportam a inibicdo do crescimento radicular como um
dos primeiros € mais dramaticos sintomas exibidos por plantas que sofrem
estresse por Al, que se observada apds horas, ou apenas minutos, de
exposicao a concentracdes micromolares (5-50 uM) de Al contido em solucdes
de cultura (Ryan et al., 1993; Kochian et al., 2004; Matsumoto et al., 2005).

O Al é acumulado no é&pice radicular, local de continua divisao celular
(Foy et al., 1978; Ryan et al., 1993; Blancaflor et al., 1998). Além disso, as
raizes tornam-se ineficientes na absorcéo de agua e nutrientes (Degenhardt et
al., 1998). A exposi¢do da raiz ao Al afeta inUmeros processos bioquimicos e
fisioldgicos, tais como: dinamica e integridade do citoesqueleto, homeostase de
Ca*?, producdo de espécies de oxigénio, peroxidacao de lipideos, exudacéo de
acidos organicos, polarizagao da membrana plasmatica, sistemas primarios de
transporte de prétons, sintese de calose e transporte intracelular mediano por
plasmodesmos.

— Dinamica e integridade do citoesqueleto
As alteracbes morfolégicas causadas no apice radicular pelo Al
podem estar relacionadas com a despolimerizagdo dos MTs (Sasaki et
al., 1997) ou com a reorganizacao e estabilizacdo dos MTs ou filamentos
de actina (Blancaflor et al., 1998) na zona de elongacao da raiz.
Frantzios e colaboradores (2000, 2001) utilizando trigo como modelo
evidenciaram que os MTs das células mitéticas e citocinéticas da raiz
sao um dos alvos da toxicidade do Al. Células mitéticas tratadas com Al
apresentavam sérios disturbios no alinhamento do cinetocoro, assim
como problemas na formacdo da placa equatorial, resultando em
cromossomos dispersos pelo citoplasma. A placa equatorial é obtida por
um arranjamento dos cromossomos, promovido pelos MTs, durante a

mitose. Sendo assim, defeitos na formagdo da placa equatorial foram
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interpretados como indicativos de problemas na organizacao e dinamica
dos MTs (Frantzios et al., 2000). Em células citocinéticas tratadas, o Al
estabilizou o sistema microtubular, inclusive os MTs interzonais.

Embora existam evidéncias de que o Al prejudica a divisdo celular
e que o citoesqueleto seja um dos alvos da sua toxicidade, o0 mecanismo
pelo qual isso acontece néo esté claro. Ndo se sabe, por exemplo, se Al
afeta a expressdao génica e/ou a funcdo das proteinas-ligantes ao

citoesqueleto.

— Homeostase de Ca**

O Ca* é um importante sinalizador envolvido em diversos
processos intracelulares e também é conhecido por aliviar os estresses
ambientais, particularmente, estresse idnico (Na, Al, metais pesados) em
plantas (Foy et al., 1978).

Estudos demonstraram que um dos primeiros sintomas
bioquimicos da toxicidade do Al é a alteracdo da homeostase de Ca**
citosélico (Bennet & Breen, 1991; Rengel & Elliot, 1992; Jones &
Kochian, 1995). Zhang e Rengel (1999) verificaram que existia uma
correlacdo entre o aumento do Ca®* intracelular induzido pelo Al nas
células sub-apicais radiculares de arroz e a inibicdo do crescimento da
raiz. O mesmo foi visto previamente por Nichol e colaboradores (1993).
Contrariando esses resultados, em culturas de tabaco o Al induz uma
diminuicdo do Ca?* intracelular (Jones et al., 1998a). Contudo, esse
conflito de resultados pode ser dado a diferencas na fisiologia e
morfologia dos cultivares analisados, visto que os trabalhos utilizando
arroz foram feitos com cultura de células, ao passo que no trabalho

utilizando tabaco foram feitos com células presentes no tecido afetado.

— Producao de espécies reativas de oxigénio

O ion Al possui uma alta afinidade por biomembranas e pode
causar um enrijecimento da mesma (Deleers et al., 1986). Este processo
pode facilitar uma produgdo de radicais livres mediada por ions Fe
realcando dessa maneira a peroxidacao de lipideos em raizes (Cakmak
& Horst, 1991), de soja (Glycine max), células de tabaco (Nicotiana
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tabacum) (Ono et al., 1995; Yamamoto et al., 1997, 2001). Kawano e
colaboradores (2004) em um estudo utilizando células de tabaco
verificaram que nessas células o tratamento com baixas concentracoes
de Al promoveu a geracdo de superéxidos e o influxo de Ca?®" foi
secundariamente induzido pelo superéxidos. Contrariamente, altas
concentragdes de Al inibiram o influxo de Ca®* mediado por superéxidos.
O influxo de Ca?* medidado por HzO»

— Peroxidacao de lipideos

O efeito estimulatério do Al na peroxidacao de lipideos catalizada
por Fe foi observada em fosfolipideos de lipossomos (Gutteridge et al.,
1985; Oteiza, 1994; Xie & Yokel, 1996). O Fe é metal de transicao e
eficientemente inicia ou propaga a peroxidacado de lipidoes através de
ciclos de redoxidacao (Halliwell & Gutteridge, 1989), enquanto o Al néo é
um metal de transicdo e também nao pode catalizar reacdes redox.
Oteiza (1994) sugere que o Al estimula a peroxidacao de lipideos
mediada por Fe por ligar as membranas e promover mudangas no
posicionamento dos lipideos, que incluem o rearranjo de acidos graxos
para facilitar a propagacdo da peroxidacdo dos lipideos por Fe. O
aumento dessa peroxidagdao mediada por Al foi descrita em células de
culturas de tabaco (Ono et al., 1995; Yamamoto et al., 1997). Varios
antioxidantes lipoliticos (hidroxianisol butilado, N, N-difenil-p-
fenilenediamina, propil gallato) protegem as células eficientemente da
peroxidacdo de lipideos, sugerindo que o aumento da peroxidacado de
membranas induzido pelo Al é um mecanismo da toxicidade do Al em

plantas.

— Exudacao de acidos organicos

A exudacédo de acidos organicos possui um importante papel na
neutralizagdo da toxicidade interna e externa do Al (Ma et al., 2000; Ma
et al., 1997, Kochian et al., 2004). Alguns acidos organicos formam um
complexo estavel com o Al, prevenindo, desta forma, a ligagdo do Al
com componentes intra e intercelulares das raizes (Li et al., 2000). O

maior anion organico liberado em resposta ao Al é o malato na maioria
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de Arabidopsis e na maioria dos cereais (Ryan et al., 1995; Kochian et
al., 2004), citrato em leguminosas e milho (Yang et al., 2000), e oxalato
em trigo (Ma et al, 1997). Utilizando Arabidopsis como modelo,
Hoekenga e colaboradores (2006), fizeram um estudo onde identificaram
genes transportadores de malato que possivelmente seriam ativados por
Al. Nesse trabalho o gene AfALMTT1 foi estudado, homdlogo ao gene
transportador de malato ALMT1 de trigo e verificaram que a
superexpressdo desse gene promovia uma tolerancia maior ao Al,
verificada através da nao inibicdo do crescimento radicular na presenca
de 500 uM de AICIs. Liao e colaboradores (2006) verificaram que em
raizes de soja Al promovia a exudagao de acidos organicos especificos
de diferentes regides da raiz. Neste trabalho, foi visto que citrato e
malato foram os dois acidos organicos liberados em maiores
quantidades na presenca de Al na concentracdo de 38 uM, porém, a

concentracao de cada desses acidos organicos variava ao longo da raiz.

— Polarizagcao da Membrana Plasmatica

A membrana plasmatica (MP) é uma importante barreira para o
transporte do Al. Algumas propriedades da membrana como, superficie
eletronegativa, sao alteradas rapidamente devido a translocagéo de ions
como Na*, K*, H" e CI" entre as faces da membrana. E essas mudancas
tém sido reportadas como serem a base das diferencas observadas na
tolerancia/toxicidade entre os diferentes tipos vegetais (Ahn et al., 2001;
Kinraide et al., 1998; Facanha & Okorokova-Facanha, 2002). A nivel
celular, o influxo de préton, por exemplo, ocorre na zona meristeméatica,
a0 passo que, a zona sub-apical exibe um efluxo de préton (Pifieros &
Kochian, 2001). Uma importante propriedade das plantas é a sua
habilidade em alterar o pH da rizosfera durante o seu crescimento. De
acordo com a teoria do crescimento acido, proposta inicialmente por
Rayle e Cleland (1992), a manutencgao de pH suficientemente acido na
parede celular facilita a expansédo dirigida ou pelo afrouxamento da
matriz de polissacarideos ou por otimizar a atividade das proteinas da
parede celular e de suas enzimas associadas (Cosgrove, 1997;
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Tanimoto et al., 2000; Wu & Cosgrove, 2000). A acidificacdo da parede
celular associada a respostas a graviestimulacdo das células radiculares
(Taylor et al.,, 1996; Fasano et al., 2001) suportam a idéia da existéncia
entre a acidificacdo da parede celular e da expansao celular. Foi
demonstrado que o perfil espacial da taxa de crescimento ao longo da
zona de alongamento da raiz de milho tem coincidido com o perfil
espacial com a acidificagdo da superficie da raiz (Peters & Felle, 1999).
Pesquisas mostraram que o Al afeta a homeostase de H* da célula
vegetal por estimular a atividade da H'-ATPase de membrana
plasmatica (Facanha & Okorova-Faganha, 2002; Matsumoto, 2005),
evidenciando que o pH rizosfera na presenca de Al diminui, 0 que

poderia favorecer a expansao radicular.

— Sistemas primarios de transporte de H*

Muitas mudancas ultraestruturais causadas pelo estresse do Al
em plantas foram observadas em células do meristema fundamental da
raiz, incluindo o aparecimento de numerosos € pequenos vacuolos que
ocupavam significativamente o citoplasma (lkeda & Tadano, 1993;
Marienfield et al., 1995). Nessas células, o citoplasma era visivelmente
reduzido e extensivamente vacuolizado. Foi observado que o aumento
no numero de vacuolos nessas células estava diretamente relacionado
com um aumento da atividade de transporte de H* dependente de ATP
nessa organela (Matsumoto et al., 1996; Kasai et al., 1992). O aumento
da vacuolizagcdo com o aumento da atividade do transporte de H" poderia
catalisar o sequiestro do Al citoplasmatico para o vacuolo ou manter a
homeostase do pH pela restauracdo de H" pelo vaclolo (Matsumoto,
1991; Hamilton et al., 2001). Além disso, foi visto que a atividade da H'-
ATPase de membrana plasmatica € aumentada na presenca do Al
(Facanha & Okorokova-Facanha, 2002; Mastumoto et al., 2005).

As ATPases sao enzimas localizadas nas membranas bioldgicas,
capazes de transportar ions, metais e até mesmo, aminofosfolipideos
através das membranas. Esse transporte € mediado pela hidrélise de
ATP. Existem trés familias de ATPases, que incluem a ATPase do tipo F
(FoF1-ATPase), ATPase tipo V (ViVo H-ATPase) e finalmente ATPases
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do tipo P (P-ATPase), (Pedersen and Carafoli 1987). Essa ultima esta
presente nas membranas plasmatica e intracelular e & caracterizada
pela formacdo de um intermediario fosforilado durante o ciclo catalitico,
que pode ser inibida por orto-vanadato. Foi identificado que as P-
ATPases sdo capazes de transportar Na®, K* (Skou, 1957), Ca*
(Hasselbach & Makinose, 1961), e H" (Dufour & Goffeau, 1978). As H'-
ATPases de membrana plasmatica existem somente em plantas e
fungos. O funcionamento das ATPases gera diferenca de potencial e de
pH, que sao requeridos por transportadores secundarios onde a
atividade é diretamente dependente da forca préton motriz (Morsomme
et al., 2000).

As ATPases do tipo V (V1Vo H*-ATPase), assim como as do tipo F
(FoF1-ATPase) sao distintas das ATPases do tipo P por 3 razdes:
primeiramente, por n&o existirem evidéncias da formagdo de um
intermediario fosforilado durante o ciclo catalitico (Lichko & Okorokov,
1985; Nelson, 1989); segundo, por elas serem formadas por um
complexo constituido de mudltiplas subunidades (Bowman & Bowman,
1986; Pedersen & Carafoli, 1987) e, por ultimo, por possuirem inibidores
especificos como azida (NOs3) atua especificamente na ATPase do tipo
F, concanamicina A e bafilomicina A que atuam especificamente nas V-
ATPases. As V-H'-ATPases sdo encontradas em membranas
vacuolares de plantas e fungos, membranas lisossomais, endossomais,
vesiculas secretérias e em membrana plasmatica de células
cancerigenas, funcionado com atividade étima em pH de 7,0 e 7,5. Essa
ATPase utiliza a energia liberada pela hidrélise do ATP para bombear H*
para dentro das organelas. O bombeamento de H* promove diferencas
nos potenciais eletroquimicos e mudancas de pH no interior das

organelas.

— Sintese de calose

O aumento do Ca®* como conseqiiéncia da exposicdo das células
ao Al pode afetar processos metabdlicos dependentes de Ca** que
estdo direta ou indiretamente envolvidos na regulacdo da divisdo e

alongamento celular. (Rengel, 1992a; Delhaize and Ryan,1995). Por

23



exemplo, o aumento de Ca?* citosélico é pré-requisito para que haja a
sintese de calose (B-1,3-glucano) (Kauss, 1985).

A presenca de Al na superficie da MP foi relacionada com
alteragdes na superficie celular, tais como o acumulo de calose e a
inibicdo do crescimento radicular (Zhang et al., 1994; Frantzios et al.,
2001; Ahn et al., 2001, 2002). Em estudos feitos sobre a sintese de
calose em plantas tratadas com Al, verificou-se que o acumulo de calose
no sub-3pice radicular estd diretamente relacionado com a inibicdo do
crescimento da raiz em T. aestivum (Zhang et al., 1994), Triticum
turgidum (Frantzios et al., 2001) e Zea mays (Horst et al., 1997). Neste
ultimo trabalho utilizando milho como objeto de estudo, os pesquisadores
verificaram que a formacdo de calose ocorria mais intensamente na
regido de até um cm da ponta radicular e esse acumulo de calose nao se
dava apenas nas regides intactas do sub-apice radicular, mas também

em protoplastos isolados dessa regido.

— Transporte intracelular mediado por plasmodesmos

Nas células vegetais, o simplasto (espaco intracelular) e o
apoplasto (espaco extracelular), embora sejam separados pela
membrana plasmatica, ndo sao compartimentos individuais e sim
formam uma estrutura continua para troca de sinais a fim de
orquestrarem o desenvolvimento (Wyatt & Carpita, 1993). O transporte
intracelular de moléculas entre as células vegetais é realizado via
juncdes celulares chamados de plasmodesmos. Essas estruturas séo
pontuacées da membrana tem a propriedade de transportar varias
moléculas incluindo pequenos ions, peptideos, hormdnios e acidos
nucléicos (Ding et al., 1992; Lucas & Wolf, 1993; Lucas, 1995; Mezitt &
Lucas, 1996; Lee et al, 2000). Foi observado que a presenca de Al
promove um aumento dos niveis de Ca®' intracelular (Jones et al.,
1998a; Zhang & Rengel, 1999). Estudos relacionando os efeitos do Al
com a comunicagao célula-célula verificaram que a presenca desse ion
no apoplasma promove o fechamento dos plasmodesmos (Sivaguru et
al., 2000). Os autores sugerem que esse fechamento é devido ao
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acumulo de calose que foi previamente estimulado pelo aumento dos

niveis de Ca®* citosdlico.

O impacto econémico da toxicidade do Al na agricultura tem focalizado o
interesse na pesquisa sobre o efeito do ion Al em sistemas vegetais. Porém, os
estudos feitos na area vegetal tornaram-se problematicos, devido a tentativa de
ajustar os resultados obtidos com o uso de uma dada espécie a realidade de
outra espécie diferente. Sendo assim, a pesquisa sobre a toxicidade do Al
utilizando sistemas vegetais apresenta lacunas nem sempre possiveis de
serem preenchidas usando modelos de estudos particularmente complexos,
como os vegetais. Apesar de existirem inUmeras linhas de pesquisa na area
vegetal, o efeito do Al sobre leveduras e outros eucariotos inferiores, tem sido

ainda relativamente incipiente.

1.4. Leveduras: um excelente organismo modelo

Caracteristicas como: morfologia cilindrica tipica, rapida divisao celular,
facil manipulacao genética, além da auséncia de patogenicidade, tornaram a
levedura de fissdo um excelente modelo de estudo para diversos processos
celulares. O estudo de proteinas homdlogas as ciclinas de células animais
envolvidas nos processos de ciclo celular e transcricao (Saiz & Fisher, 2002), o
papel das CDKs no estudo da apoptose relacionada a danos no DNA e defeitos
na replicacdo (Burhans et al., 2003), além do uso do genoma desta levedura
como modelo para o estudo das funcdes fisiologicas, substratos especificos e
localizagédo intracelular das ATPases do tipo P (Okorokova-Facanha et al.,
2003), séao alguns exemplos da utilizacao da levedura de fissdo como modelo
de estudo. S. pombe possui, ainda, outra vantagem: a sua ascendéncia de uma
cepa de laboratério monolitica, em que todas as cepas desta levedura
utilizadas em experimentos cientificos derivam de um Unico isolamento
(Sunnerhagen, 2002), garantindo maior uniformidade nos resultados. Além
disso, essa levedura foi separada dos demais representantes de sua classe ha
330-440 milhdes de anos (Wood et al., 2002) e teve suas caracteristicas mais
primitivas melhor preservadas ao longo da evolugao, o que faz desta levedura

um modelo de estudo de sensibilidade, na medida que nos possibilita averiguar
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que alvos protéicos sao atacados pelas drogas e as vias em que estas
interferem (Sunnerhagen, 2002).

Em 1996 foi finalizado o projeto Genoma da Levedura, revelando a
sequéncia de 5.600 genes presentes nos cromossomos de Saccharomyces
cerevisiae (Goffeau et al., 1996; Wood et al., 2001). O genoma da levedura de
fissao S. pombe foi concluido no ano de 2002 (Wood et al., 2002), revelando a
sequéncia de 5.004 genes. Foi identificado, em ambas as espécies, um numero
extraordinario de genes que codificam para proteinas cujas funcbes estao
ainda desconhecidas (aproximadamente 35%). Muitas seqiiéncias mostram
alto grau de homologia com genes de plantas, ratificando a importancia do uso
da levedura como modelo nos estudos de mecanismos celulares e moleculares
comuns a esses microrganismos eucarioticos e os vegetais.

A levedura de brotamento (Saccharomyces cerevisiae) € um excelente
organismo-modelo para o estudo de diversos estresses incluindo, Cu (Fogel &
Welch, 1982), Co (Conklin et al., 1992), Cd e Zn (Kamizono et al., 1989), Mg e
Al (MacDiarmid & Gardner, 1996, 1998; Schott & Gardner, 1997). MacDiarmid e
Gardner (1998), isolaram 2 genes desta levedura, ALR1 e ALR2 — relacionados
a captacdo de Mg*? pela célula. Foi visto que a superexpressido desses genes
resulta numa tolerancia da célula ao Al, ao passo que, em relacdo a ions
divalentes a célula se torna mais sensivel. Schott e Gardner (1997) isolaram
oito mutantes independentes sensiveis ao Al. Alguns desses mutantes
apresentavam varios problemas, como resposta a outros tipos de estresse,
mudancas na tolerdncia a outros cations metélicos ou ainda morfologia
anormal. A H*-ATPase vacuolar apresenta uma funcao importante na tolerancia
ao Al; a delecdo dos genes em cepas mutantes (vma1® e vmaZ2’) demonstra
uma diminuicdo do crescimento na presenca do Al (MacDiarmid & Gardner,
1998). Esses dados sugerem que a levedura possui mecanismos para aliviar a
toxicidade do Al.

Kakimoto e colaboradores (2005) analisaram o efeito do AICIl; em
duzentas cepas com delecdo em série e verificaram que trés processos
celulares como: transporte de vesiculas, via de transdugdo de sinal e
glicosilacao de proteinas, aparentemente possuem um papel vital na tolerancia
ao Al. Os genes deletados estdo envolvidos nesses processos, € mutantes
tratados com Al possuiram uma maior sensibilidade ao Al em relacdao ao
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selvagem (sem tratamento). Dos mutantes obtidos nesse estudo, os que
tiveram genes deletados cujos produtos contribuiam para o processo de
glicosilagéo, foram os mais sensiveis ja na concentragdo mais baixa utilizada
nesse trabalho de 200 uM de AICls.

Hamilton e colaboradores (2001) verificaram que em S. cerevisiae, 15
UM AICl; inibe a atividade da H*-ATPase de membrana plasmatica. Estes
autores sugerem que ocorre uma possivel diminuicdo do pH citoplasmatico.
Além disso, foi verificado que ocorre um aumento substancial na atividade do
transporte de H"™ ATP-dependente no vacuolo. Esse resultado sugere que, o
aumento da atividade da V-H" ATPase seria a tentativa de aliviar os efeitos
promovidos por uma diminuicdo do pH citosdlico, sendo portanto, um efeito
indireto da toxicidade causada pelo Al, nessas células.

Assim como em sistemas vegetais, foi visto que na levedura de
brotamento S. cerevisiae, o Al pode promover 0 aumento ou ainda a inibicdo do
crescimento, dependendo da concentracédo e do tempo de exposicédo (Zheng et
al., 2007). Neste trabalho foi visto que 2 mM de AICl; promove o aumento da
densidade das culturas até 10 horas de tratamento. Além disso, foi visto
utilizando um marcador de viabilidade celular (diacetado de fluoresceina) que o
tratamento com Al induz a apoptose dessas células.

Anoop e colaboradores (2003) investigaram o papel do citrato na
mediacao da tolerancia ao Al por S. cerevisiae, observaram que o estresse por
Al promove uma alta producao de citrato pela célula. O citrato em excesso €
transportado para fora da mitocéndria e, a fim de evitar a acidose citosélica
provocada pelo acido citrico, 0 mesmo é liberado para o meio extracelular. Fora
da célula o citrato forma um complexo estavel com o Al. Este estudo sugere um
mecanismo pelo qual a levedura de brotamento diminui o efeito citotoxico
promovido pelo Al. Esse mesmo processo foi observado em varias espécies de
plantas de interesse econémico (De la Fuente et al., 1997; Jones & Kochian,
1997), indicando que o Al afeta a fisiologia da levedura de forma analoga a
célula vegetal, justificando o uso da levedura como ferramenta para o estudo
da toxicidade desse metal.

A andlise genética da toxicidade de metais tem sido acelerada pelo uso
de organismos unicelulares como sistema modelo para clonagem e analise de

genes que contribuem para a resisténcia/sensibilidade ao metal. A levedura
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S.cerevisiae € um 6timo modelo para o estudo da resisténcia e toxicidade de
metais, pois tem seu genoma inteiramente sequenciado, permitindo a analise
da expressao génica sob diversos tipos de estresses (Goffeau et al.,, 1996;
Wood et al., 2001). Essa mesma vantagem pode ser atribuida a outra levedura:
Schizosaccharomyces pombe, da ordem Schizosaccharomycetales, que
contém, atualmente, 6 membros: 2 variedades de S. pombe (var. malidevoram
e var. pombe), 3 variedades de S. japonicus (var. versitales, var. longobardus
e var. japonicus) e S. octosporus (Sipiczki, 1995). Dentre estes, a S. pombe
var. pombe é o organismo que normalmente é referido como levedura de
fissdo, e que é classificada como archiascomycetes, fazendo parte do filo
Ascomicota, pertencente ao reino Fungi.

Alguns trabalhos reportam a utilizacdo da levedura de fissdo no estudo
de genes envolvidos na tolerancia ao estresse por metais, como, o Co e o Cd
(Clemens et al, 2002), e em estudos envolvendo mutantes sensiveis a
temperatura (Rajagopalan et al, 2004). A levedura de fissdo é também
considerada um excelente modelo biolégico para o estudo de diversos
processos celulares, incluindo, ciclo e morfologia celular e organizacao espacial
da célula (Nurse, 1994a, 1994b; Chang, 2001).

— Parede Celular da levedura de fissao

A parede celular (PC) da levedura Schizosaccharomyces pombe
determina a forma celular, promove a protecdo mecanica e auxilia no
suporte da pressdo osmdtica interna. Essa estrutura € composta por
polissacarideos e glicoproteinas, formando um exoesqueleto que nao é
estatico, ao contrario, € muito dindmico, permitindo as mudancas
morfoldgicas que ocorrem durante o ciclo de vida de S. pombe, como um
crescimento monopolar ou bipolar durante o ciclo vegetativo (Chang et
al., 2002).

O maior componente estrutural da parede celular de S. pombe
sao duas classes de homopolimeros B-1,3-glucano e B-1,6-glucano (48-
54%), «a-1,3-glucano e o-1,4-glucano (28-32%) do total de
polissacarideos (Kopecka et al, 1995). Esses polissacarideos

apresentam uma alta capacidade de cristalizacao e formam uma rede na
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PC (Bush et al, 1974). A PC também contém glicoproteinas que
contribuem na formacéao de galactomanano, um polimero nao estrutural
que representa 9-14% dos polissacarideos da PC.

Em S. pombe varios tipos de glucano sintase foram identificadas.
Entre elas, Mok1p (Ags1p) € uma o-1,3-glucan sintase; Bgs2p e Bgs3p
sao B-1,3-glucano sintases envolvidas na elongacao celular e formacéao
de esporos (Martin-Cuadrado et al., 2003). Bgs1p (Cpsip) € essencial
para formagcdo do septo e atua durante o crescimento polarizado e
esporulacao (Liu et al., 1999; Cortes et al., 2007). Em S. pombe, os
esporos sao 0 unico estagio cuja parede celular contém quitina (ou
quitosano), que € sintetizada por Chs1p (Arellano et al., 2000). Enzimas
de remodelamento da PC como Eng1p, estdo envolvidas na degradacao
glucanasica (Martin-Cuadrado et al., 2003). Durante a divisdo celular,
para que a septacdo celular ocorra é fundamental que haja a
coordenacao dos anéis de contracdo no plano mediano da célula. Esse
processo requer uma rede de proteinas regulatérias que sao
coletivamente referidas como (SIN) septation initiation network. Essas
proteinas também controlam a formacédo do septo primario durante a
constricdo do anel de actomiosina (Chang, 1999; Pelhan & Chang,
2002). Estudos genéticos indicaram que a ativacao de SIN pode ser
regulada por Cps1p, uma B-1,3-glucano sintase (Le Goff et al., 1999; Liu
et al,, 2000). O septo € formado por trés estruturas principais, uma
estrutura primaria de B-1,3-glucano linear circundada por dois septos

secundarios, formados por B-1,6 e B-1,3-glucano (Humbel et al., 2001).

A levedura de fissdo S. pombe é um modelo para estudos da relacao

entre morfologia e formacao da parede celular (Chang et al., 2001). A sintese

da parede celular é regulada por Cps1p e sua atividade durante o ciclo celular

finamente regulada. O esclarecimento dos mecanismos celulares,

bioquimicos e morfolégicos em leveduras envolvidos na resposta a diversos

tipos de estresse, como o do Al, podera facilitar a compreensao dos fendmenos

que atingem organismos complexos como 0s eucariotos superiores.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos Gerais

Analisar os efeitos, ultraestruturais da parede celular e seus

componentes bioquimicos, promovidos pelo estresse do Al utilizando como

modelo de estudo células da levedura de fissdo S. pombe.

2.2. Objetivos Especificos

Verificar o efeito do Al na cultura de S. pombe;

Avaliar as alteracées promovidas pelo tratamento por Al no septo e
parede celular da levedura de fissao;

Analisar o efeito do Al na atividade da enzima p-1,3-glucanase;

Avaliar a capacidade de regeneracdo da parede celular por
células/esferoplastos tratados com Al

Analisar a resiténcia da PC de células de S. pombe tratadas com Al
através da hidrélise enzimatica;

Analisar o transporte de H* pelas ATPases do tipo P e V de membranas

isoladas das células da levedura de fissdo cultivadas ou ndo com Al.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Cepa utilizada

Neste estudo foi utilizada a cepa selvagem da levedura de fissao
Schizosaccharomyces pombe Fy1180 (wt) h* otr1R(Sphl)::ade6™ ura4-D18
leu1-32 ade6- M210 (Prof. R. Allshire, Edinburgh).

3.2. Meio de Cultura

Para o cultivo da levedura Fy1180 foi utilizado o meio rico, YES,
composto de 0,5% de extrato de levedura, 3% de glicose, aminoacidos e
nucleotideos (3,75 mg/mL de adenina e uracila e 7,5 mg/mL de arginina,
histidina e leucina). Para se obter o meio sélido foram acrescidos 2% de &gar a
concentragao final.

Como forma de esterilizar os meios de cultura, estes foram autoclavados
a 1 atm, por um tempo de 15 minutos, a uma temperatura de 121°C. Os meios
sélidos foram vertidos em placas de Petri (estéreis) no fluxo laminar, que foram
posteriormente mantidas na estufa a 30°C por 24 horas, para um controle de
esterilidade. O pH do meio em todos os experimentos foi ajustado para 4,5. A
manutenc¢ao da cepa foi feita em meio sélido, nas placas de Petri,armazenadas
a 4°C. A estocagem foi feita em meio de cultura liquido contendo 20% de
glicerol a -70°C.

3.3. Cultivo na presenca ou nao de aluminio

As células de Fy1180 foram inoculadas em meio YES liquido, pH 4,5 e
cultivadas a 30°C, 250 rpm por 12 horas. Uma aliquota desta pré-cultura foi
adicionada em um novo meio, contendo ou ndo concentragdes de 0,1e 0,5 mM
de AICI; ou AIK(SQ,)., de modo que a densidade 6ptica seja 0,2. Esse cultivo
foi acompanhado através de leituras de absorbancia em comprimento de onda
de 600,m no aparelho de espectrofotbmetro e através da contagem celular na

camara de Neubauer, a cada 3 horas, até a cultura atingir a fase estacionaria.
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3.4. Hidrdlise enzimatica da parede celular de S. pombe na presenca de Al

As células foram cultivadas e inoculadas, em meio sem tratamento e
com tratamento (0,5 mM AIK(SOs)2), a partir de uma pré-cultura, afim de
obtermos culturas com aproximadamente 3,0 unidades/ mL, apés 12 horas de
crescimento, avaliadas através da densidade 6tica. Os 100 mL de meio
cultivados foram transferidos para tubos e centrifugadas a 3000xg por 5
minutos a 4°C (centrifuga Excel Baby | 206). As células foram ressupensas em
uma solugéo alcalina (sorbitol 1,2 M; Tris-HCL 50 mM, pH 8,4; EDTA 10 mM; B-
mercaptoetanol 30mM;) e incubadas a 25°C. Apés essa etapa, as células foram
centrifugadas (3000xg por 5 minutos a 4°C) e ressuspensas com uma solucao
acida (sorbitol 1,2 M; NaH.PO, 0,05 M; pH 5,8) e centrifugadas novamente
(3000xg por 5 minutos a 4°C). Essas células foram entdo, submetidas a
hidrélise enzimatica da parede celular (PC) ao serem incubadas com solucéo
acida, contendo enzima litica de Trichodermas (5 mg/g de células), a 37°C, sob
leve agitacao. Apds o inicio da incubacgao, retiramos aliquotas de 10 ul do meio
de incubacado que sao diluidos em 990 ul de agua e fazemos a leitura no
espectrofotbmetro com comprimento de onda de 600,,. A densidade o6tica
dessa diluicao foi acompanhada a cada 5 minutos, com um tempo total de 45
minutos ou até que houvesse 80% de decaimento da densidade Optica. A
densidade otica indica que esta ocorrendo hidrélise enzimatica, de maneira
indireta, pois a medida que a PC vai sendo hidrolisada, os esferoplastos vao
sendo liberados e rompidos devido a diferenca de osmolaridade quando em

contato com a agua, causando uma diminui¢cao da absorbancia.

3.5. Anadlise da regeneracao da parede celular da levedura de fissao S.
pombe

Para que fosse possivel analisarmos a regeneracao da PC de S. pombe,
inicialmente foi realizado um ensaio de hidrélise enzimatica da PC (materiais e
métodos, 3.4), seguido de uma reinoculagdo dos esferoplastos obtidos em
novos meios de culturas na auséncia ou presenca de 0,5 mM AIK(SO4)2 € 1M
sorbitol. A partir na reinoculacdo dos esferoplastos, aliquotas foram retiradas
(tempos 0, 15 minutos, 30 minutos, 1h, 2h, 3h, 6h, 12h e 24h), para o preparo

das amostras que serviram para o acompanhamento e verificagdo da
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regeneracao da PC dessa levedura em meio controle e contendo Al, utilizando

como ferramenta a microscopia eletrénica de varredura.

3.6. Analise da Morfologia de S. pombe

Para analisar a morfologia da levedura de fissdo, utilizamos como
ferramenta a Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV).

Os esferoplastos obtidos por meio da hidrélise enzimatica (materiais e
métodos 3.5), e que foram reinoculados em novos meios de cultura, contendo
ou nao 0,5 mM de AIK(SO,),, foram aliuotados nos tempos determinados
(materiais e métodos, 3.4). Os esferoplastos/células foram lavados com PBS
(0,9% NaCl, 10 mM NaoHPO4, pH 7,4) trés vezes, com o objetivo de promover
a retirada de proteinas existentes no meio de cultura, além de manter o pH
estavel, a fim de evitar artefatos e também manter a osmolaridade do material.
A lavagem foi feita por centrifugacédo por 30 segundos (minicentrifuga 4515C),
seguida de retirada do sobrenadante e posterior ressuspensao das células em
PBS. Apés a lavagem, os esferoplastos/células foram centrifugados novamente
por 30 segundos com a retirada do sobrenadante, para posterior fixacdo das
células. A fixacao foi feita com 2% glutaraldeido (GA) e 2% paraformaldeido
(PA) em tampao PIPES (acido 1,4-pipeazinadietanosulfénico, pH 7,4). A
montagem do material foi feita, primeiramente, sobre uma laminula coberta
com Poli L-lisina. A pés-fixacao foi feita com 1% OsQ,, diluido em tampao
PIPES 2%. Os fixadores alteram a permeabilidade da membrana. Apds essa
etapa, foi iniciado o processo de desidratacdo, em série com etanol (30%, 50%,
70%, 90% e 100%), seguido pelo Ponto Critico (Bal-Tec CPD 030), no qual
etanol foi substituido gradativamente por CO. liquido. O ponto critico acontece
no momento em que a interface entre CO, liquido/gasoso nao existe, pois a
quantidade de moléculas liquidas que se tornam gas € exatamente igual a
quantidade de moléculas de gas que se tornam liquida. A temperatura foi entao
elevada, e todo o liquido se tornou gas, deixando a amostra totalmente seca.
As laminulas foram fixadas sobre o suporte que estara em contato direto com o
porta-amostras do microscopio.

O material foi metalizado no aparelho Bal-Tec FCD 050, sob uma
atmosfera de argbnio e foi coberto com ouro (Au). As amostras foram
visualizadas no microscépio eletrénico de varredura (Zeiss DSM 926) a 25 KV.
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3.7. Analise utraestrutural da parede celular de S. pombe

Para analisar a ultraestrutura de S. pombe, utilizamos como ferramenta
a Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET).

As células selvagens Fy1180 foram cultivadas até o inicio fase
logaritmica (1,0 DOgoo/mL), meio de cultura, YES, com e sem adicao de 0,5 mM
de AIK(SOy),, a 30°C em agitacdo a 250 rpm, por um tempo de 22 horas. O
meio contendo as células foi transferido para microtubos de 0,5 mL e entédo
centrifugadas por 30 segundos. O sobrenadante foi descartado e as células
foram ressuspensas em 2% de tampao PIPES, pH 7,4. As células foram
centrifugadas novamente e ressuspensas numa solucao fixadora contendo 1%
de PIPES, 2% de glutaraldeido (GA) e 2% de paraformaldeido (PA) por 2 horas
em temperatura ambiente. Apds essa etapa, as células foram lavadas
novamente com tampao PIPES e pdés-fixadas com uma solugdo contendo 1%
de OsO4 e 1% tampéao PIPES, seguida de uma nova lavagem com tampao
PIPES por 30 minutos. Apds esse periodo, as células foram desidratadas em
série crescente de etanol (30, 50, 70, 90, 100%), seguida da inclusdo gradual
de resina epo6xi (EPON®), diluida em etanol, nas seguintes proporcées: 3:1,
2:1, 1:1, 1:2, 1:2, 1:3 por 6 horas e, finalmente, epon puro por 24 horas. O
epon foi trocado mais uma vez e o material foi posto para polimerizar a 60°C
por 48 horas. Os blocos de resina contendo as amostras foram entao cortados
com faca de diamante numa espessura de aproximadamente 70 nm. Os cortes
foram dispensos sobre uma grade de cobre (300 mesh) e contrastados
primeiramente com uma solucado de acetato de uranila (5%, diluida em H>0),
por 20 minutos em temperatura ambiente. Em seguida, foram contrastados
com uma solucéo de citrato de chumbo (composta de 4% de nitrato de chumbo
e 3% de citrato de so6dio), por 5 minutos em temperatura ambiente. As

amostras foram visualizadas no microscopio Zeiss 900 a 80 kV.

3.8. Determinacao da atividade da glucanase de S. pombe

O método utilizado foi realizado como o descrito como Somogyi — Nelson
(1952), com algumas modificacdes. O reagente de cobre € composto de duas
solucbes A e B. Solucao A (10% Na,COs; 5% tartarato de potassio; 6%
bicarbonato de sédio; 1,6% sulfato de cobre). Solucédo B (5% sulfato de sédio)
fervida por 5 minutos e resfriado a temperatura ambiente. Essas 2 solugcbes A e
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B sao reunidas. O reagente arsenomolibdato é composto pela solucdo C (5%
molibdato de aménio, 4% acido sulfurico; 0,5% arsenato de sédio) incubada a
37°C por 48 horas. Para analisarmos a atividade da enzima B-1,3-glucanase,
incubamos 10 ul de membranas totais isoladas de células de S. pombe com
200 pl de laminarina (2mg/mL), a 37°C por tempos que variaram de 0 a 12
horas. Apds esse tempo, foi adicionado 500 ul do reagente de cobre e 0 meio
de reacgao foi fervido por 10 minutos e resfriados a temperatura ambiente.
Depois de resfriada, foi adicionado 1 mL do reagente de arsenomolibdato. A
densidade éptica desse meio de reacdo foi avaliada a DOsponm, N0 aparelho
espectofotébmetro.

Os resultados obtidos foram normalizados, levando em consideragao a
quantidade de proteina contida nas membranas e também a curva padrao de
acucar. A curva padrao foi feita utilizando de 0 a 200 ug de glicose incubada
em tampao acetato de sédio, pH 55 a 37°C. O reagente de cobre foi
adicionado 500 pl e fervido por 10 minutos e resfriado a temperatura ambiente.
ApoGs esse periodo, 1 mL do reagente arsenomolibdado foi adicionado e a
leitura a 500 nm foi feita no espectrofotdmetro.

Os dados foram normalizados utilizando a seguinte férmula:
[(DO x CG/ACG)*100]*3/CP

Sendo,

DO = densidade 6ptica do meio de reagao

CG = média concentragao de glicose

ACG = média absorbancia da concentragéo de glicose

CP = conteudo de proteina das membranas totais isoladas

3.9. Isolamento das membranas celulares de S. pombe

O volume do pré-inéculo a ser adicionado em 200 mL do meio YES
(erlenmeyers de 1000 mL) foi calculado, considerando o tempo de dobra das
cepas de S. pombe de acordo com a curva de crescimento. Apds o crescimento
celular, em 250 rpm a 30°C, até a metade da fase logaritima (ODgy = 2),
procedemos com o isolamento das membranas de S. pombe. As células foram
inoculadas em meio YES e crescidas no shaker (250 rpm a 30°C) até a metade

da fase logaritmica do crescimento. O isolamento dos esferoplastos e obtencao
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de membranas celulares foi realizado de acordo com a técnica descrita por
Okorokov et al, 2001. As células foram transferidas para os tubos de centrifuga
e coletadas a 5000 rpm por 5 min e posteriormente lavadas em solucao de
sorbitol 1,2 M, Tris-HCI 50 mM pH 8,4, EDTA 10mM, B-mercaptoetanol 30 mM
na temperatura ambiente por 10 min e centrifugadas novamente a 3000xg por
5 min a 4°C. As células foram lavadas novamente em solugao de sorbitol 1,2
M, NaH>POQO4 0,05 M, acido citrico pH 5,8 (solu¢do padréo) e coletadas a 3000 g
por 5 min a 4°C. As células foram ressuspensas em solucao padrao contendo a
enzima de litica de Trichodermas e foram incubadas a 37°C com agitacao leve
para obtencdo de esferoplastos. Os esferoplastos foram transferidos para os
tubos de centrifuga contendo solugéo de sorbitol 1,4 M, Tris-HCI 50 mM pH 7,2
e coletados a 3000xg por 5 min a 4°C. Os esferoplastos foram ressuspensos
em tampao de lise (sacarose 12,5%, Tris-HCI 20 mM pH7,4), homogeneizados
no potter e submetidos a centrifugacdo a 3000xg por 5 min a 4°C. O
sobrenadante foi transferido para outro tubo e centrifugado a 45000xg por 45
minutos a 0°C para a obtengdo de membranas totais. As membranas foram
ressuspensas em tampao de lise e coletadas manualmente com pipeta

automatica e estocadas a — 70° C para posterior analise.

3.10. Analise da atividade das H*-ATPases do tipo P e V da levedura de
fissao

Registramos a formacdo do ApH através das membranas, apenas as
vesiculas de membranas, a partir do transporte de H" realizado pela V{Vo H*-
ATPase ou P-H*-ATPase, utilizando a sonda fluorescente ACMA (Okorokov &
Licko, 1983).

Para tal, utilizamos tampao de incubacao contendo KCI 20 mM, MgSO4 2,5
mM, solugdo de MOPS-KOH (12,5% de sacarose, 20 mM Tris-HCI, pH 7.4) em
volume necessario para completar 2,0 mL de volume final, 3 uL de ACMA 1 mM
(dissolvido em etanol) e suspensao de membranas com volume variando entre 20
e 90 uL, dependendo da atividade apresentada, de modo que a amplitude maxima
(Fmax) ndo ultrapassasse o valor de 50%.

Apods trés minutos de incubacgéo (ou tempo necessario para estabilizagao
da fluorescéncia) acrescentamos 1 mM de ATP pH 7.2, observando-se a
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diminuicdo da fluorescéncia do ACMA em fluorimetro, nos comprimentos de
ondas de excitacdo 415 nm e emissao em 485 nm com abertura de 5 nm/10 nm.
Apbs aproximadamente de 600 segundos (ou suficiente para atingir o equilibrio
entre efluxo e influxo de prétons) adicionamos 0,02 M de NH,CI a fim de parar a
reacao, desfazendo o gradiente proténico estabelecido.

Para andlise de V e P H'-ATPase seguimos o mesmo procedimento,
porém, adicionamos inibidores (5,75 uM de concanamicina A e 100uM de
vanadato, respectivamente) ao tampao de incubacéo.

Montamos a curva de ApH utilizando os dados e gréaficos obtidos a partir
destas analises a fim de determinar a velocidade inicial (Vo) e a fluorescéncia
maxima (AFmsx) em cada fracdo de membrana.

Utilizamos a seguinte férmula :

Vo=[Fo/ (Fmax *t)] * 100, onde:

Vo : velocidade inicial de formacao do pH;

Fo : fluorescéncia dependente de Vo, num tempo t, determinada pela extrapolagéo
de uma reta tangente a maior inclinacao inicial para o eixo do tempo;

Fmax: fluorescéncia maxima (total);

t : tempo em minutos;

AFmax = Feq/ Fmax * 100%;

F : fluorescéncia de equilibrio, determinado como fluorescéncia do “platd” que
reflete o equilibrio entre o influxo e o efluxo de H" nas vesiculas.
Na presenca de ATP a fluorescéncia do ACMA reduz, demonstrando a

formacao de um gradiente resultante do transporte de prétons para dentro das

vesiculas membranares. Ao atingir o estdgio maximo e de equilibrio,

adicionamos NH4ClI, que desfaz o gradiente protonico.

3.11. Determinacao do conteudo de proteinas

O conteudo de proteina em membranas totais foi determinado utilizando
10 a 15 pL de fragdes membranares com varias diluicdes pelo método original de
Bradford (1976) usando BSA nas concentracées de 0 a 10 ug, como um

padrao.
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4. RESULTADOS

4.1. O efeito do Al sobre o cultivo celular de S. pombe

Para determinar o efeito de aluminio no cultivo de S. pombe, as células
foram cultivadas no meio liquido, YES, contendo ou nao AICI; e/ou AIK(SO4)s,,
nas concentragcoes de 0,5 mM. A densidade Optica das culturas foi avaliada a
cada 3 horas, pois esse é o tempo médio de geracdo da espécie ou seja,
tempo necessario para dobrar a populagéo da cepa selvagem Fy1180. O perfil
das curvas de crescimento (Figura 1) demonstra que aluminio promove uma
inibigdo do crescimento de células tratadas com 0,5 mM em aproximadamente
40%, até 36 horas de cultivo (Figura 2). Além disso, durante esse mesmo
tempo, observamos que o meio de cultura que continha aluminio propiciou o
surgimento de células aberrantes, longas e ramificadas, durante a fase
estacionaria. Das células tratadas com 0,5 mM, 47% apresentaram sinais de
aberracbées. O efeito do Al na morfologia celular de S. pombe, pbde ser
observado a partir de 3 horas de cultivo, apds esse periodo as células tratadas
com 0,5 mM ja apresentavam 5% de células aberrantes. Os diferentes sais de
Al utilizados néo alteraram os resultados obtidos.
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Figura 1. Cultivo de células de S. pombe sem (ctrl) e com 0,5 mM de AIK(SOy)a.
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Figura 2. Valores de células morfologicamente aberrantes na cultura, apos

o tratamento com AIK(SOg)2, na fase estacionaria de crescimento (36 horas).
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2. O efeito do Al na ultraestrutura da parede celular de S.pombe

Utilizamos microscopia eletrbnica de transmissdao (MET) para
analisarmos o efeito do Al na estrutura da parede celular (PC) da célula de S.
pombe. Verificamos que o tratamento com esse metal causou alteragdes
bruscas na célula. Observamos que as ceélulas sem tratamento (controle)
exibiam uma formacédo de parede celular (PC) e septo tipicamente normais
(Figura 3). Sendo a espessura da PC notadamente uniforme ao longo de toda a
superficie celular. O septo citocinético de células sem tratamento apresentou-
se totalmente centralizado e alinhado, em relacdo ao eixo transversal do
crescimento polarizado. As células tratadas (0,5 mM de AIK(SOs)2),
apresentaram PC espessa em determinados locais ao longo superficie celular,
0 que provocou, consequentemente, uma retracdo citoplasmatica nessas
células (Figura 4), o que em alguns casos provocou a constricdo do material
citoplasmatico, isolando em algumas regides internas da célula. Além disso,
observamos uma drastica modificagao na estrutura e na formacao do septo nas
células tratadas. O septo, nessas células, apresentou-se mais espesso,
descentralizado e também desalinhado em relacao as células sem tratamento.
E muitas vezes, pudemos observar a presenca de mais de um septo na mesma

célula (Figura 4).
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Figura 3. MET de células de S. pombe controle; A- morfologia tipica da
levedura de fissdao; B- Momento da citocinese; C- septo tipico da levedura
de fissdo, P — septo primario e S- septo secundario. Setas indicam septo e
asterisco indicam parede celular. N- nacleo. Barra= A-1,5 um; B- 2,5 um

e C- 0,35 um.
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Figura 4. MET de células de S. pombe cultivadas com 0,5 mM de
AIK(SOy4)2; A- célula longa e ramificada, apresentando varios septos e
excessiva deposigao da parede celular ; B- citocinese de célula aberrante;
C- septos amorfos de célula cultivada com Al; Setas indicam septo e
asterisco indicam parede celular. N- nucleo. Barra = A- 3,5 um; B- 1,5 um
eC-0,35um.
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4.3. O efeito do Al sobre a atividade glucanasica

Através da analise da atividade da enzima B-1,3-glucanase, verificamos
que nas membranas totais isoladas de células de S. pombe que nao foram
cultivadas com Al, a atividade da enzima B-1,3-glucanase chegou a 2.140 ug
de agucar hidrolisado por mg de proteina. Ao passo que nas membranas totais
que sofreram tratamento prévio com 0,5 M de AIK(SOy), atingiram um valor
maximo de atividade glucanasica de 1.343 ug de agucar/mg de proteina. O que
resultou numa diferenca de 37%, em torno de 9 horas de incubagéo.
Demonstrando que em membranas de células isoladas de S. pombe
submetidas ao tratamento com 0,5 mM de AIK(SOs4),, a enzima B-1,3-
glucanase possui uma menor atividade, o que resulta numa menor eficiéncia na

hidrélise dos componentes da parede celular (Figura 5).
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Figura 5. Atividade relativa da enzima B-1,3-glucanase em membranas totais
de S. pombe, isoladas de células cultivadas com 0,5 mM de AIK(SO4),, durante
12 horas.
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4.4. O efeito do Al na resisténcia da parede celular a hidrdlise enzimatica

Para confirmar os dados obtidos nos experimentos anteriores que
indicam mudancas na parede celular de células cultivadas com Al
determinamos a atividade da hidrélise enzimatca da PC usando a enzima litica
de Tricchodermas. Verificamos que ap6s 45 minutos de ensaio enzimatico a
cultura sem Al atingiu aproximadamente 83% de decaimento, enquanto as
células cultivadas com Al atingiram aproximadamente 63% de decaimento. Isso
significa que 17% das células sem tratamento permaneceram intactas,
enquanto 37% das células tratadas com AIK(SO,). foram resistentes a hidrélise
enzimatica (Figura 6).
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Figura 6. Curva de decaimento da densidade 6tica durante a hidrélise enzimatica
da parede celular (PC) da levedura de fissdo. Ctrl- células sem tratamento;

Aluminio - células cultivadas em meio contendo 0,5 mM de AIK(SO4)2, por 18
horas.
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4.5. O efeito do Al no crescimento e morfologia celular durante a
regeneracao da parede celular

Para verificar se o Al interfere na regeneracao da PC, as células foram
cultivadas ou nao na presenca de Al, e foram submetidas a hidrolise enzimatica
da PC para obtencao dos esferoplastos, que foram reinoculados em novos
meios contendo ou ndo Al. Durante a regeneracdo da PC, monitoramos a
densidade Optica das culturas e fizemos microscopia eletrénica de varredura
das amostras coletadas nos tempos 0, 15 min, 30 min, 1h, 2h, 3h, 6h e 24h.
Verificamos que a cultura Ctrl/Ctrl apresentou o maior crescimento celular,
atingindo DOg 7,6 unidades/mL. A cultura Ctrl/Al, apresentou o segundo maior
crescimento celular, atingindo DOegyo 6,7 unidade/mL. O tratamento prévio com
Al prejudicou o crescimento celular, que atingiu DOgo 1,6 unidades/mL.
Contrastando com esses resultados, a cultura que foi previamente tratada e
que permaneceu sob o estresse do Al, apresentou uma densidade Optica de
5,6 unidades/mL (Figura 7).

Em relagdo a morfologia celular durante a regeneracéo da parede celular
pelos esferoplastos, verificamos que em 2 horas de cultivo, a cultura Ctrl/Ctrl
regenerou a PC de, praticamente, todos os esferoplastos (Figura 8 -1B). Ao fim
de 24 horas de cultivo, essas células apresentavam a forma cilindrica tipica da
levedura de fissdo. Além disso, havia muitas células comprovando que, além
da regeneracdo normal dos esferoplastos, essas células foram capazes de
promover satisfatoriamente a mitose durante o cultivo (Figura 8 -1C).

Na cultura Ctrl/Al, com apenas 1 hora de cultivo, observamos células
morfologicamente aberrantes e com 2 horas de cultivo pudemos verificar que a
PC dos esferoplastos havia se reconstituido, porém a superficie dessa PC nao
era a de uma levedura tipica (cilindrica e um padrao de crescimento uniforme)
(Figura 8 - 2B).

Em relacdo aos esferoplastos que haviam sido tratados previamente
com Al (Al/Ctrl), verificamos que ainda no tempo zero de cultivo, havia células
que nao sofreram hidrélise enzimatica e apresentavam morfologia aberrante
(Figura 8 - 3A). Ao fim de 24 de cultivo observamos que houve a regeneracao
da PC desses esferoplastos. Porém, além de ser uma regeneracdo de PC

aberrante, essas células se apresentavam sob a forma de “agregados”
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celulares (Figura 8 — 3C). Além disso, verificamos que o volume celular foi
menor do que as culturas Ctrl/Ctrl, Ctrl/Al e Al/Al.

Os esferoplastos que haviam sido previamente tratados com Al e
permaneceram no tratamento (Al/Al), tiveram uma fase de regeneracao da PC
mais lenta, em relacao aos demais. Porém ao fim de 24 de cultivo, verificamos
que houve um aumento da cultura, com a presenca de células

morfologicamente tipicas e aberrantes (Figura 8 - 3D).

D.O 600nm

0 , T T T T T
0 5 10 15 20 25 30

Tempo (hora)
—@&— Ctrl/Ctrl —O— Ctrl/Al —4— Al/Cirl Al/Al

Figura 7. Curva do cultivo de esferoplastos/células durante a regeneracéo da PC na
presenca ou nao de 0,5 mM AIK(SOy)..

Ctrl/Ctrl- cultura cultivada em meio controle e reinoculada em meio controle; Ctrl/Al-
cultura cultivada em meio controle e reinoculada em meio com Al; Al/Ctrl-Cultura
cultivada em meio com Al e reinoculada em meio controle e Al/Al- cultura cultivada
em meio com Al e reinoculada em meio com Al.
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Figura 8. Microscopia eletrbnica de varredura da regeneracao de esferoplastos de S.
pombe. Ctrl/Ctrl- células e esferoplastos sem Al; Ctrl/Al — células sem Al e esferoplastos
com Al; Al/Ctrl — células cultivadas com Al e esferoplastos sem tratamento; Al/Al —
células e esferoplastos cultivados com Al. A — tempo 0; B- 2 horas de regeneracéao; C-
24 horas de regeneracao e D — 30 minutos de regeneracado. Barra = A,B e C- 2,5 um; D
-1,5 um.

4.6. O efeito do Al sobre o transporte de H*

Para avaliar os efeitos do Al sobre na homeostase de H*, analisamos o
transporte do préton ATP-dependente em membranas celulares isoladas de S.
pombe. Analisando a fluorescéncia maxima obtida durante o transporte de H" nas
membranas totais de células tratadas e nao tratadas com 0,5 mM de AIK(SO,)s,
observamos que o tratamento com Al, promoveu um aumento de 3,5 vezes no
transporte de H* pela P-ATPase, nessas membranas (Figura 9). Ao passo que, a
fluorescéncia maxima atingida pelo transporte de H* pela V-ATPase foi menor nas
membranas totais isoladas de células tratadas com Al em torno de 2,5 vezes
(Figura 10). Esses resultados indicam que o tratamento com Al afeta a homeostase
de H* das células, seja aumentando a atividade da P-ATPase e ainda, inibindo a
atividade da V-ATPase (Tabelat).

Tabela 1. Valores indicativos da Fluorescéncia maxima (Fmax) encontrada nas
ATPases P e V de membranas totais isoladas de células cultivadas (Al) e nao
cultivadas (Ctrl) com 0,5 mM de AIK(SOy)s.

Experimento 1 Experimento 2 Experimento 3

Ctrl Al Ctrl Al Ctrl Al
P-ATPase 11 37 10 37 11 39
V-ATPase 67 32 40 13 69 19




Fmax

P-ATPase

oG oAl

Figura 9. Média da Fluorescéncia maxima do transporte de H" das P-ATPases de
membranas totais isoladas de células tratadas (Al) e ndo tratadas (Ctrl) com 0,5
mM de AIK(SO,)..

Fmax
3 8 5 8 8 3 8

——

V-ATPase

m Crd o Al

Figura 10. Média da fluorescéncia maxima do transporte de H" das V-ATPases
de membranas totais isoladas de células tratadas (Al) e nao tratadas (Ctrl) com
0,5 mM de AIK(SO4)>.
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Verificamos que a velocidade inicial do transporte de H* da P-ATPase foi

menor em membranas de células que haviam sido tratadas com Al, em torno de 1,2

vezes (Figura 11). Essa proporcdo se manteve em todos o0s experimentos

realizados (tabela 2). Em relagédo a velocidade inicial do transporte de H" pela V-

ATPase, verificamos que o tratamento do Al nas células de S. pombe, propiciou a

uma diminuicao 1,2 vezes (Figura 12). Demonstrando que o tratamento com Al

propiciou mudancas insignificativas na velocidade inicial do transporte de prétons

pelas ATPases P e V, nas membranas totais de células de S. pombe, que foram

tratadas previamente com 0,5 mM de AIK(SO,). (Tabela2).

Tabela 2. Valores indicativos da Velocidade inicial (Vo) encontrada nas
ATPases P e V de membranas totais isoladas de células tratadas (Al) e nédo

tratadas (Ctrl) com 0,5 mM de AIK(SOa4)a.

Experimento 1

Experimento 2

Experimento 3

Ctrl Al Ctrl Al Ctrl Al
P-ATPase 96 83 73 54 16 14
V-ATPase 43 41 26 21 69 62
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Figura 11. Média da velocidade inicial do transporte de H" das P-ATPases de
membranas totais isoladas de células tratadas (Al) e nao tratadas (Ctrl) com 0,5
mM de AIK(SOy)..

Velocidade inicial

V-ATPase

oG oA

Figura 12. Média da velocidade inicial do transporte de H" das V-ATPases de
membranas totais isoladas de células tratadas (Al) e nao tratadas (Ctrl) com 0,5
mM de AIK(SOy)..
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5. DISCUSSAO

Neste trabalho avaliamos o efeito do Al no transporte de H*, ultraestrutura da
parede celular e seus componentes, incluindo o septo e também citocinese da
célula da levedura de fissdo Schizosaccharomyces pombe. Nossos resultados
mostraram que 0,5 mM de AIK(SO,). inibe o cultivo da levedura de fissdo em
aproximadamente 40% (Figuras 1 e 2). A inibicdo do crescimento também pode ser
vista em sistemas vegetais onde esse metal inibe o desenvolvimento dos sistemas
radiculares, ainda nas primeiras horas de exposicdo, porém com concentracdes
variadas de Al (Delhaize and Ryan, 1995; Horst, 1995; Kochian, 1995; Matsumoto,
2000, 2002; Frantzios et al., 2000, 2001). Estudos mostraram que em Arabdopsis a
concentracdo de 100 [IM de Al, pode inibir o crescimento radicular em até 2,5
vezes (Sivaguru et al., 2003), outros cultivares como o milho (Horst et al., 1995),
trigo (Cruz-Ortega et al., 1997; Hamel et al., 1998; Delhaize et al., 1999; Hamilton et
al., 2001; Frantzios et al., 2000, 2001), café (Martinez-Estévez et al., 2003), tabaco
(Ezaki et al., 1995, 1996; Rama Devi et al., 2003) e arroz (Milla et al., 2002)
também s&o alvos de estudos sobre os efeitos do Al no sistema radicular.
Utilizando a levedura de brotamento, Saccharomyces cerevisiae, Ezaki e
colaboradores (1999), verificaram que o Al a uma concentracao de 0,2 mM inibe o
cultivo dessa levedura em aproximadamente, 53%, em relacdo a cultura nao
tratada. Esses dados indicam que o Al de fato, € um limitador do crescimento e
desenvolvimento de plantas e fungos. Interessantemente, em comparagdo com
plantas e leveduras de brotamento, a levedura de fissdo S. pombe apresenta uma
maior tolerancia aos efeitos téxicos do Al. Em nossos estudos vimos que a
concentracéao 0,5 mM nao é uma concentragao letal, apenas inibitéria, para esse
eucarioto inferior (Figura 1), ao passo que em sistemas vegetais essa concentragao
€ de aproximadamente 0,1 mM. Esses dados indicam que apesar de sofrer
alteracées no cultivo, a levedura de fissdo, de alguma forma, possui artificios
capazes de resistir ao estresse provocado pelo Al, quando comparada a outros
objetos de estudo como as plantas.

A parede celular tem um importante papel na manutencado da integridade
celular. E ela que determina a forma celular, promove protecdo mecanica, e suporta
a pressao osmética interna da célula. A PC forma um exoesqueleto que nao é

estatico, ao contrario, é uma estrutura altamente dindmica, que permite as
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mudancas morfolégicas que ocorrem durante o ciclo de vida de S. pombe, como o
crescimento monopolar e bipolar durante o crescimento vegetativo (Pérez & Ribas,
2004). O dinamismo da PC deve-se a diversas proteinas responsaveis pela
manutencdo de toda a estrutura necessaria durante o ciclo celular, como por
exemplo, a montagem e desmontagem do septo durante a divisdo celular. Em
trabalho anterior desenvolvido em nosso laboratério (Rangel, 2005) observamos
através da Microscopia Eletrénica de Varredura que o Al altera a morfologia celular,
propiciando o surgimento de células ramificadas, extremamente longas, que nao
possuem um crescimento uniforme, além de apresentarem alteragées na superficie

celular (Figura 13).
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Figura 13. Microscopia eletrdnica de varredura de células de S. pombe tratadas ou ndo com Al. A e D — células sem
tratamento (Controle); B, C, E e F — células tratadas; A — C, barra= 1,5 um; D -G, barra 0,5 um.
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A partir desses dados, investigamos se existiam e quais eram as alteracdes
ultraestruturais promovidas pelo Al na célula de S. pombe. Em estudos envolvendo
a Microscopia Eletrénica de Transmissao, demonstramos que o tratamento com Al
promove diversas alteracdes estruturais na célula como o surgimento de mais de
um septo, deposicdo anormal do material que compbe a PC e o0 septo e ainda,
ramificacéo e alongamento celular (Figura 4). No que diz respeito a PC, verificamos
que essa estrutura, nas células tratadas com Al, apresenta-se com uma deposi¢ao
anormal do seu material constituinte (Figura 4), o que a torna mais espessa. Além
disso, vimos que o tratamento com Al promoveu a formacao de mais de um septo e
este, apresentava-se disforme e descentralizado, em relacao ao eixo mediano da
célula (Fig 4C). Estudos moleculares tém identificado varios genes cujos produtos
sdo importantes em diferentes passos da citocinese, como para o posicionamento e
montagem dos anéis de actomiosina, a localizagdo de sitio de divisdo, e para a
montagem fisica e divisdo do septo (Balasubramanian et al., 1998, 2000; Chang &
Nurse, 1996; Gould & Simanis, 1997; Le Goff et al., 1999; McCollum & Gould, 2001;
Simanis, 1995). Durante a anafase, ocorre uma deposicao linear do material da PC
no plano mediano da célula, formando o septo primario seguido de uma deposicao
ao redor deste, formando o septo secundario. Alteracées na expressdao de genes
e/ou funcdes de proteinas envolvidas na formagdo do septo, podem ocasionar
problemas durante a septagéo (Verde et al., 1995; Chang et al., 2001; Osumi et al.,
1998, 1999; Martin-Cuadrado et al., 2003). Osumi e colaboradores (1999) fizeram
um trabalho onde utilizando células de S. pombe mutantes de cps8 um gene
codificante de um tipo de actina, verificaram os efeitos promovidos na ultraestrutura
da célula mutante. Nesse trabalho foi visto que cps84 apresenta morfologia
aberrante, como células ramificadas, problemas na divisdo celular, espessamento
de parede, alteragdes no posicionamento do septo e espessamento deste. Estudos
feitos com eng1”, um importante gene que codifica uma B-1,3-glucanase, localizada
na regido do septo da levedura de fissdo, mostraram que a auséncia dessa
proteina promove a formacao de células com mais de um septo, isso se deve ao
fato dessa proteina ser a responsavel pela dissolugcdo do septo primario (Martin-
Cuadrado et al., 2003). Nossos resultados nos remetem aos mutantes de cps8’ e
eng1*, pois os fenétipos observados em células tratadas com Al sdo semelhantes

aos mutantes de B-1,3-glucanase e actina (Fig. 14), pois aparentemente, o que
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ocorre na presenca do Al € uma incapacidade, por parte da levedura de fisséo, de
direcionar e ancorar corretamente todas as proteinas necesséarias para a divisdo
celular e também de degradar o material da PC, tornando, praticamente, impossivel
a separacao da célula em duas entidades independentes, promovendo assim, a
formacao de células com morfologia e ultraestrutura aberrantes. Sendo assim,
nossos resultados sugerem que a atividade/ localizagdo de cps8p e engl1p podem
ser alvos da toxicidade do Al em células cultivadas de S. pombe.

Todas as fungdes de montagem < desmontagem sao orquestradas por duas
enzimas capazes de remodelar a PC propiciando seu dinamismo ao longo do ciclo
celular, sdo a B-1,3-glucano-sintase e a B-1,3-glucanase, respectivamente. Essas
enzimas sao capazes de sintetizar e degradar o maior componente da PC de S.
pombe, o B-1,3-glucano. Nossos resultados mostraram que o tratamento com Al
promoveu um acumulo dos materiais que compden: a PC, tornando-a espessa e
disforme (Figura 4). Sendo a B-1,3-glucanase, responsavel pela degradacgao da PC,
e estando tipicamente localizada na membrana plasmatica, fizemos a analise da
atividade dessa enzima em membranas de células que haviam sido tratadas
previamente com Al. Verificamos que o estresse pelo Al, diminui a atividade dessa
enzima em cerca de 40% (Figura 5), sugerindo que in vivo, ocorre uma diminuicao
na degradacdo da PC em células tratadas, promovendo o surgimento de células
com PC aberrante. Nossos dados indicam que o Al atua inibindo a atividade e/ou a
expressao dessa proteina na célula, causando o espessamento da PC. A inducgéo
do acumulo de PC verificado em nossos resultados, ndo € um evento Unico e
exclusivo encontrado nas células da levedura de fissdo quando em contato com o
Al. Em plantas, diversos trabalhos reportam o acumulo de materiais que compdem
a PC como calose e lignina em sistemas radiculares promovidos pelo estresse por
Al, que pode se visto apds 30 minutos de exposicdo ao ion (Horst et al.,, 1997;
Sasaki et al.,, 1996; Vazquez et al., 1999; Tabuchi & Matsumoto, 2001). Um desses
trabalhos merece atencéo especial, por se tratar de um belo estudo envolvendo a
toxicidade do Al e a morfologia de sistemas radiculares. Nele, Sasaki e
colaboradores (1996) descrevem que uma diminuicdo na viabilidade celular na
zona de elongacao da raiz de trigo foi observada ap6s 3h de exposicdo a 5 uM e 20
uM de AICl3;, e este evento coincide com 0 mesmo tempo requerido para a inibigcao

da elongacao da raiz, bem como, para a deposicdo de lignina, promovendo um
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aumento no didmetro dessa regido. Esses dados corroboram com nossos estudos,
onde verificamos que o tratamento com Al promove uma inibicdo da cultura
(Figuras 1 e 2), trazendo como consequéncia para sua toxicidade, uma morfologia
aberrante da PC e suas estruturas como septo, na levedura de fissao (Figura 4). Ao
observarmos nossos dados obtidos através da MET, torna-se claro o acumulo de
PC nas células tratadas com Al, porém sabemos que a Microscopia € uma
importante e poderosa ferramenta que pode apresentar muitos artefatos que muitas
vezes podem ser facilmente confundidos com falsos resultados. Para sanar
qualquer duvida dessa natureza, fizemos ensaios bioquimicos que nos deram
respostas mais precisas. Para verificar a resisténcia da PC de células tratadas com
Al, utilizamos a enzima litica de Trichodermas, capaz de hidrolisar a PC dessa
levedura. Este ensaio mede indiretamente a hidrélise da PC, pois a queda da
absorbancia deve-se ao rompimento dos esferoplastos liberados apds a dissolucéo
da PC pela enzima litica de Tricchodermas. Verificamos que as células tratadas
com Al foram 2 vezes mais resistentes a hidrélise enzimatica (Figura 6). Visto que,
durante a hidrélise ambas as culturas (cultivadas e nao cultivadas com Al) foram
incubadas com a mesma propor¢cao de enzima por peso de células, nossos
resultados indicam que a quantidade de PC a ser hidrolisada foi maior em células
submetidas ao estresse pelo Al. Esses resultados reafirmam os obtidos através da
MET, onde foi possivel visualizar esse aumento expressivo da quantidade de PC
depositada nas células tratadas com Al (Figura 4). Assim como qualquer outro
organismo vivo, a levedura de fissdo S. pombe se vale de mecanismos capazes de
diminuir ou ainda aliviar os estresses ambientais, seja quimico ou fisico. Nesse
caso, um metal reconhecidamente fito e neurotéxico como o Al, foi capaz de
provocar respostas fisicas nessa levedura como o espessamento da parede celular
talvez na tentativa de aumentar a barreira fisica contra a entrada desse ion na
célula. Em plantas, alguns trabalhos foram feitos na tentativa de detectar a
distribuicdo do Al na célula utilizando croméforos (Aniol, 1984; Denton et al.,1984).
Taylor e colaboradores (2000), utilizando 50 uM 2°Al, demonstraram que este fon
forma ligages na parede celular de Chara corallina. Neste trabalho, foi visto que a
PC funciona como uma barreira fisica contra a entrada do Al, ainda nos primeiros
30 minutos de exposicao, pois este forma ligacdes com os peptideos, constituintes
da PC. Relacionando esses dados com 0s nossos resultados e ainda, com os
trabalhos que tratam sobre o aumento do diametro da PC de raizes na presenca do
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Al, vale sugerir que o espessamento da PC encontrado em nossa levedura, nao
seja apenas um efeito causado pela toxicidade do Al, mas poderia ser um efeito
promovido pela maquinaria de defesa desse microrganismo.

Até o dado momento, vimos que a levedura de fissdo na presenca do Al
reduziu seu crescimento, alterou sua morfologia, ultraestrura da PC e ainda
diminuiu a sua capacidade de degradar o principal constituinte da PC, B-1,3-
glucano. A partir desses resultados, passamos nos indagar a seguinte questao: Se
o estresse por Al promove tantas alteragdes na PC dessa levedura, aparentemente,
provocados pela incapacidade por parte da levedura de fissdo de degradar o
material que se torna excedente ao longo do ciclo celular, seria entdo possivel que
esta levedura fosse capaz de regenerar sua PC uma vez que a célula foi exposta
ao Al? Essa questao foi respondida ao verificarmos a capacidade de regeneracéo
da PC nessa levedura utilizando como ferramenta a MEV. Nesse experimento,
cultivamos células de S. pombe com 0,5 mM de AIK(SOy),, por 18 h e apds esse
periodo, fizemos a hidrélise enzimatica da PC, onde obtivemos os esferoplastos.
Esses esferoplastos foram reinoculados em novos meios de cultura contendo ou
nao Al. Sendo assim, tivemos 4 versdes: duas culturas controle reinoculadas em
meio controle e contendo Al e duas culturas tratadas com Al, reinoculadas em
novos meios controle e contendo Al.

Nossos resultados mostraram que o tratamento prévio com Al, interferiu na sintese
de nova PC, em relacdo ao controle (Figura 8 — 3C e 1C), sugerindo que o Al altera
também a maquinaria de sintese da PC. Um estudo desenvolvido com diferentes
mutantes de S. cerevisiae na presenca do Al (Kakimoto et al., 2006), corrobora com
nossa sugestdo. Nesse trabalho foi visto que a presenca de concentracdes
variadas de AICI; (200 uM, 400 uM e 600 uM) em culturas de mutantes de genes
envolvidos na glicosilagdo de proteinas € letal. Indicando que o correto
enderecamento de proteinas para a PC é um ponto importante na tolerancia ao
estresse pelo Al. Observando os esferoplastos tratados com Al e que
permaneceram em novo meio também contendo Al durante a regeneracao da PC
verificamos que estes apresentaram uma maior densidade celular do que os
esferoplastos que foram retirados do estresse (Figura 8 — 4C e 3C). Ao
observarmos a morfologia dos esferoplastos durante a regeneracdo celular,
verificamos que o tratamento com Al dificultou a regeneragédo da PC (Figura 8 — 2B,
3B e 4B). Além de proporcionar a montagem deturpada da PC, o tratamento com Al
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promoveu a formacdo de agregados celulares (Figura 8 — 3C). A formacao de
agregados celulares de leveduras é um indicativo classico de problemas na PC
(Snoek & Steensma, 2007). Esses resultados indicam que o tratamento com Al
dificulta a sintese da PC, porém de alguma forma a levedura adapta toda sua
fisiologia para viver sob essas condi¢cdes de tal maneira que ao ser retirada das
condicoes de estresse, toda sua maquinaria para sintese da PC fica comprometida.
Osumi e colaboradores (1998) demonstraram a regenerag¢ao da PC de mutantes de
actina (cps8p). Nesse trabalho eles mostraram que os esferoplastos desse mutante
possuem uma incapacidade de regenerar sua PC corretamente, demonstrando
claramente, o papel do citoesqueleto de actina nesse processo. Nossos resultados
sugerem, que 0 estresse por Al pode afetar de modo quase irreversivel a
expressdao de genes ou ainda a funcdo de algumas proteinas envolvidas na
montagem e manutencéo da PC e septo.

O pH extracelular € um importante fator que determina a toxicidade do Al,
por favorecer a solubilidade desse ion. Blamey e colaboradores (1983), mostraram
que um aumento no pH numa solugcédo de nutrientes de 4,5 para 4,6 promove um
declinio de 20% na concentracédo de Al livre no meio. Consequentemente, a menor
mudanca do pH do meio pode afetar a toxicidade do Al. Existem muitos estudos
investigando a relacao entre o pH na solucao e a toxicidade e/ou resisténcia do Al
(Kinraide et al., 1992, 1998; Facanha & Okorokova-Facanha, 2002; Shen et al.,
2005). Degenhardt e colaboradores (1998), utilizando um microeletrodo préximo a
raiz de Arabidopsis Al-tolerante verificou que na presenca do Al ocorre um influxo
de H™ resultando num aumento do pH da rizosfera e na auséncia desse metal ndo
ha alteracées no pH do meio. A efluxo de H* é uma fungéo critica da membrana
que contribui para o controle do pH intracelular e para for¢ca préton-motriz essencial
para o transporte de solutos (Spanswick, 1984). O pH do meio externo das raizes
de trigo foi analisado por Kinraide e colaboradores (1998) que verificaram na
presenca de 50 [IM de AICI; ocorre a extrusdao de prétons e consequentemente
uma diminuicdo do pH do meio. A manutengdo dos niveis de H*, tanto interno
guanto externo ¢ mantida pela acdo coordenada de H*- ATPases do tipo P e V.
Para verificar o papel dessas ATPases em células cultivadas com Al, fizemos o
isolamento das membranas de células da levedura de fissdo e analisamos o

transporte de H* ATP-dependente. Demostramos que em membranas de células
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cultivadas com Al a Fluorescéncia maxima (Fmax) obtida pelo transporte de H* foi
3,5 vezes maior do que as P-ATPases de células controle (Figura 9). Indicando que
o estresse por Al estimula a saida de H" da célula, consequentemente, alterando o
gradiente eletroquimico e diminuindo o pH do meio externo. Em contrapartida, o
transporte de H" mediado pela V-ATPase de células tratadas com Al foi menor,
aproximadamente 2,5 vezes (Figura 10). Demonstrando que o seqliestro de H*
para o lumen do vacuolo torna-se deficitario na presenca do metal. Uma
possibilidade para justificar esses eventos € a tendéncia natural da célula de
encontrar o equilibrio. Pois se o H' presente no citosol estd sendo mais
eficientemente transportado para o exterior da célula, existe uma tendéncia natural
da outra bomba de H* diminuir sua atividade, numa acéo coordenada para que nao
haja prejuizo na homeostase de H" no citoplasma. Corroborando com nossos
resultados, Hamilton e colaboradores (2001), sugerem um modelo de
comportamento das ATPases da levedura de brotamento S. cerevisiae, no qual a
atividade do transporte de H* da P-ATPase é estimulada pelo Al e a da V-ATPase é
inibida. Nossos dados também estdo de acordo com Facanha & Okorokova-
Facanha (2002), que demonstraram pela primeira vez, que em raizes de milho que
o transporte da H*-ATPase de membrana plasmatica é aumentado na presenca do
Al em concentragdes abaixo de 0,3 mM, além disso, foi visto que o tratamento com
100 uM de Al foi capaz de promover um estimulo no crescimento da raiz. Apesar o
Al ser um elemento reconhecidamente tdxico, alguns trabalhos reportam que em
baixas concentragdes o Al pode estimular o crescimento radicular (Foy et al., 1978;
Kinraide, 1992; Clune & Copeland, 1999; Facanha & Okorokova-Facanha, 2002).
Em raizes de milho, foi proposto que o efluxo de H* pode induzir a plasticidade da
parede celular, de acordo com a “teoria do crescimento acido” (Hager et al., 1991;
Frias et al, 1996). Essa teoria propbée um mecanismo pelo qual ocorre o
crescimento celular promovido por uma diminuicao do pH na regido do apoplasto,
resultado de uma extrusdo de H* (Hager et al, 1991; Rayle & Cleland, 1992;
Facanha & Okorokova-Facanha, 2002). A “teoria do crescimento acido” descreve
qgue a diminuicdo do pH promovido pela extrusdo de H" induz o afrouxamento da
PC, provavelmente motivado por proteinas capazes de quebrar as pontes de
hidrogénio presentes na estrutura da PC (Fry et al., 1992; Shcherban et al., 1995),
embora os detalhes desse mecanismo ndao sejam bem elucidados. Shimoda e
Yanagishima (1971) utilizando S. cerevisiae como modelo, verificaram que existe
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uma correlagdo entre o aumento da expansao celular com a diminuicdo da
atividade da enzima B-1,3-glucanase. Em nosso estudo sobre o efeito promovido
pelo Al na ultraestrutura da PC da levedura de fissdo, observamos que o cultivo
com Al estimulou o alongamento das células, quando comparada com células
controle (Figuras 3 e 4) e além disso, houve um estimulo no efluxo de H* por essas
células tratadas (Figura 9).

Nossos resultados fornecem um novo conjunto de dados sobre os efeitos
promovidos pelo Al a célula. Trata-se do primeiro estudo demonstrando que o Al
afeta parede celular e septo da levedura, citocinese e, além disso, induz a extrusao
de H*. Nosso trabalho estd de acordo com os trabalhos envolvendo o Al em
sistemas vegetais, onde demonstra possiveis proteinas envolvidas na
montagem/manutengédo da estrutura celular e também envolvidas na homeostase
de ions como o H*, como um dos alvos de agao do Al. Entretanto, os estudos sobre
a toxicidade do Al em plantas apresentam certas limitacbes como, desigualdade de
respostas observadas conforme a localizagdo/disposicao das células num tecido.
Isso porque as células da extremidade radicular sdo expostas diretamente ao Al; as
células localizadas ao longo da raiz, ou ainda as células foliculares sédo atingidas
indiretamente. Assim, o uso da levedura, um organismo unicelular, no estudo dos
efeitos téxicos do Al, nos parece ser bastante promissor. Uma as atracdes do uso
da levedura como modelo € a existéncia de mutantes deficientes de cada gene, o
que possibilita a andlise imediata da sensibilidade ao Al nos mutantes de genes

identificados como provaveis alvos moleculares desse metal.
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6. Conclusoes

— O Al inibe o cultivo de S. pombe;

— Células cultivadas com Al apresentam problemas na estrutura/manutencao
da parede celular e septo;

— Alinibe a citocinese afetando a divisgo celular;

— As células tratadas com Al sdo mais resistentes a hidrdlise enzimatica da
PC;

— O tratamento com Al prejudica a regeneracdo da parede celular de
esferoplastos de S.pombe;

— O tratamento com Al afeta o transporte de H* ATP-dependente,
estimulando a P-ATPase e inibindo a V-ATPase.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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