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RESUMO

O perfil de crescimento e o consumo de fosfato e glicose, bem como o contetido de fosforo,
a distribuicdo, estrutura e localizagdo de polifosfato foram avaliados em Cunninghamella
elegans cultivada em meios contendo diferentes concentracdes de fosfato. Os resultados
permitiram evidenciar a influéncia dessas concentragdes sobre a produgdo de biomassa e o
metabolismo do polifosfato no organismo estudado. A maior concentracao de fosfato no
meio de cultivo proporcionou maior rendimento da biomassa ao longo do crescimento.
Observou-se uma relacdo entre consumo de fosfato e glicose com o crescimento e a
quantidade de polifosfato total nos micélios cultivados em diferentes concentragdes de
fosfato. Diferentes fragdes do polifosfato celular de C. elegans foram identificadas e
quantificadas através de extragdes seqiienciais. A citoquimica ultrastrutural foi utilizada,
com sucesso, para identificar a localizacao e a distribuicao de polifosfato em C. elegans. Os
resultados revelaram diferencas no padrao de marcagao citoquimica nas diferentes fases do
crescimento e meios de cultivo. Uma marcagao uniforme do polifosfato foi observada sobre
a superficie celular, em especial, na parede celular e na membrana citoplasmatica. Produtos
de reagdo, resultantes da marcagao citoquimica, foram também visualizados em estruturas
trabeculares, vacuolares e vesiculares, sob a forma de corpos eletrondensos e granulos
dispersos no citoplasma. Os resultados demonstraram o potencial de C. elegans na

acumulagdo de polifosfato, sugerindo uma possivel aplicacdo em processos biotecnoldgicos.

Palavras Chave: Polifosfato, Zygomycetes, Cunninghamella elegans, Citoquimica

Ultraestrutural.
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ABSTRACT

The growth profile, phosphate and glucose uptake, phosphorus content, and polyphosphate
distribution, structure and location were evaluated in cunninghamella elegans grown in
media containing different phosphate concetrations. The results showed a signinificant
influence of the concentration of phosphate on biomass production and polyphosphate
metabolism. The highest phosphate concentration induced the best yields of biomass. A
correlation among phosphate and glucose uptake, growth and total polyphosphate content
in the mycelia and the medium phosphate concentration was observed. Cellular fractions
of Polyphosphate were identified and determined by using sequential extraction
procedures. The ultrastructural cytochemistry was used successfully to analyze the
polyphosphate location and distribution in C. elegans. The results revealed differences on
the pattern of reaction products deposition in the mycelia according to the cellular growth
phase and phosphate concentration in the culture medium. An uniform polyphosphate
labeling was observed on the cellular surface, particularly cell wall and cytoplasmic
membrane. Reaction products were visualized in intracellular structures, in the form of
trabecules, vacuoles and vesicles, electrondense bodies and disperse granules in the
cytoplasm. The results obtained in this study reveal the potential of Cunninghamella
elegans for polyphosphate accumulation, and suggest it is possible application in

biotechnological processes.

Key Words: Polyphosphate; Zygomycetes; Cunninghamella elegans; Ultrastructural

Cytochemistry.
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1. INTRODUCAO

A ocorréncia de polifosfato em um grande nimero de organismos, desde bactérias a
células de mamiferos, sugere uma fun¢do biologica fundamental a vida, sendo esta
dependente da sua quantidade, localiza¢do celular, tamanho da cadeia e fonte biologica.
Dentre as fun¢des podem ser citadas: reserva de fosfato e energia; estoque e quelagdo de
metais; formacdo de canais de membrana; participagdo no transporte de fosfato;
envolvimento na fun¢do e formagdao do envelope celular; controle da atividade génica,
regulacdo da atividade enzimatica e uma fun¢do vital em respostas celulares ao “stress”
ambiental e na adaptacdo a fase estacionaria de crescimento (Wood e Clarck, 1988; Kulaev
e Kulakovskaya, 2000; Kumble e Kornberg, 1995; Kornberg et al., 1999).

Os distintos processos que resultam no actimulo de polifosfato pelos
microrganismos, ¢ que podem ser induzidos por fatores ambientais, t€m varias implicagdes
biotecnologicas, médicas e industriais. Um desses processos envolve o acumulo de
polifosfato por microrganismos submetidos a ciclos anaerobicos/aerdbicos alternados. Este
fendmeno ¢ a base do processo de tratamento de efluentes contaminados com fosfato,
designado de “remocdo melhorada de fosfato bioldgico”. Além disso, organismos com
habilidade de acumular polifosfato podem ser utilizados na biorremedia¢do de efluentes
contaminados com metais pesados, haja vista, varios estudos demonstrarem a associagdo de
granulos de polifosfato com cétions e metais pesados. Em adicdo, a aparente relacdo entre
polifosfato e o aumento de resisténcia ou tolerancia de alguns microrganismos a metais
pesados reforga o seu potencial biotecnoldgico na remogao destes elementos (Kulaev, 2000;

Keasling et al., 2000; Mino et al., 1998; Van Loosdrecht et al., 1997).
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Dentre as classes de fungos, os Zygomycetes possuem grande importancia
econdmica devido a participacdo em processos de biodeterioragdo (atacando materiais de
diversas origens como couro, plastico, madeira e alimentos), biodegradacao
(principalmente na reciclagem de lixo e formacdo de adubo), biorremediagdo e em
processos industriais, produzindo enzimas como lipases, proteases, amilases e varios
acidos, como por exemplo o latico, citrico e fumarico, os quais funcionam como
acidulantes na industria de laticinios (Carlile e Watkinson, 1996; Herrera ¢ Ulloa, 1998).

A literatura revela um crescente aumento dos estudos com espécies do género
Cunninghamella, considerando sua habilidade de metabolizar compostos xenobioticos
através da secrecao de hidrolases. Dessa forma, esses organismos sdo estudados em fungao
de sua potencialidade nos processos de biodegradacdo e biotransformagdo (Reddy et al.,
1990; Foster et al., 1991; Pothuluri et al., 1992; Schwartz et al., 1996; Zhang et al., 1996a;
1996b; Lamacka e Sajbidor, 1998; Pothuluri et al., 1998a , 1998D).

Apesar das inimeras fungdes bioldgicas relatadas para o polifosfato nos organismos
avaliados, a sua exata fung¢ao fisioldgica permanece incerta. Adicionalmente, considerando-
se todos os aspectos abordados, especificamente a influéncia das condi¢cdes ambientais
sobre a ativagdo e a regulacdo do metabolismo do polifosfato, ¢ fundamental o
desenvolvimento de estudos relativos ao comportamento desse polimero em eucariotos.
Paralelamente, a utilizagdo de fungos como modelos para a biologia celular dos eucariotos
¢ bastante promissora. A relatada importdncia e o potencial dos Zygomycetes em
diferentes areas justificam a utilizagdo de espécies da classe para a avaliagdo da influéncia
de fatores ambientais no comportamento bioquimico e citoquimico do polifosfato, o que
certamente culminara com o fornecimento de dados a respeito do seu papel nas respostas de

adaptacao durante o crescimento e desenvolvimento de um organismo eucaridtico.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. POLIFOSFATO

O Polifosfato € um polimero linear formado por residuos de ortofosfato, unidos por
ligacdes fosfoanidridicas, termodinamicamente equivalentes ao fosfato de alta energia do
Tri-Fosfato de Adenosina (ATP). Por ser um composto energético e estruturalmente mais
simples do que o ATP, o polifosfato ¢ considerado um precursor do ATP na evolugao
bioquimica (Harold, 1966; Kulaev et al., 2000).

Ao longo da evolugdo dos seres vivos as fungdes do polifosfato foram
possivelmente adequadas nos diferentes tipos celulares. Sendo assim, as fun¢des mais
importantes da molécula para os procariotos correspondem aquelas de reserva de fosfato e
fonte de energia, enquanto que nos eucariotos as fungdes reguladoras predominam.
Conseqiientemente, ha marcantes diferengas entre os dois grupos de organismos com
relacdo ao conjunto de enzimas do metabolismo do polifosfato (Kulaev e Kulakovskaya,
2000; Kulaev et al., 2000).

O metabolismo do polifosfato ¢ mantido por diferentes grupos de enzimas,
responsaveis pelo equilibrio dindmico entre sintese e degradacdo, de modo que qualquer
interferéncia nesse balanco resulta em um actimulo ou na degradagao total deste polimero
pela célula. A enzima chave do metabolismo do polifosfato ¢ a polifosfatocinase, a qual
catalisa a reagdo de transferéncia, reversivel, do fosfato gama do ATP para o polifosfato,
atuando como uma ponte entre os dois compostos ricos em energia. A presenca dessa
enzima em eucariotos ainda € muito controversa. Por outro lado, a degradagdo do
polifosfato ¢ mediada por exopolifosfatases, endopolifosfatases e cinases especificas. As

exopolifosfatases e endopolifosfatases catalisam a hidrolise de ligacdes fosfoanidridicas
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terminais e internas, respectivamente, além de possuirem especificidade para o tamanho da
cadeia do polimero. Dentre as cinases especificas conhecidas, a polifosfatoglicocinase e a
polifosfatofrutocinase, a mais estudada e encontrada entre os microrganismos ¢ a
polifosfatoglicocinase, que catalisa a reagao de fosforilacdo da glicose usando o polifosfato
como fonte de fosforo e produz glicose-6-fosfato (Kuroda e Kornberg, 1997; Shiba et al.,
2000; Tzeng e Kornberg, 2000; Wood e Clarck, 1988; Bolesch e Keasling, 2000; Kumble e
Kornberg, 1996).

O comportamento dindmico do polifosfato, o seu acimulo e consumo, sdo os
aspectos mais notaveis de seu metabolismo em microrganismos. O desequilibrio entre
sintese e degradagdo resulta em variagdes, entre cem e mil vezes, na sua concentragao final.
Em geral, a quantidade de polifosfato durante a fase exponencial de crescimento ¢ baixa,
elevando-se no inicio da fase estacionaria. No entanto, o acimulo do polifosfato em
resposta ao estresse ambiental imposto por limitagdes nutricionais, variagcdes de pH,
osmolaridade e tensdo de oxigénio tém sido descritas em inGimeros microrganismos,
principalmente bactérias e leveduras (Harold, 1966; Kuroda e Ohtake, 2000; Mcgrath e
Quinn, 2000; Barak e Rijn, 2000; Rao et al., 1998; Rao e Kornberg, 1996).

Um fenomeno interessante de acumulo de polifosfato estabelecido em leveduras e
bactérias, chamado de hipercompensacao, ocorre quando células previamente submetidas a
auséncia de fosfato, sdo posteriormente incubadas em meio contendo fosfato. Este
tratamento induz um rdpido e intenso acumulo de residuos de fosfato sob a forma de
polifosfato, o qual torna-se o mais abundante composto de fosforo da célula, cuja
concentracao pode alcancgar até 20% do peso seco celular (Figura 1) (Harold, 1966; Kuroda

¢ Ohtake, 2000).
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Figura 1. Modelos propostos para a regulacio do metabolismo do polifosfato

(Johnson e Carlson, 1992 (A); Oshima 1997 (B))

Por outro lado, estudos recentes mostraram que uma mutacao no gene que codifica a
polifosfatocinase, 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 infecgdo em um hospedeiro, tal resultado sugere uma relagdo entre
polifosfato e patogenicidade bacteriana. Adicionalmente, a presenga da polifosfatocinase
em muitas bactérias patogénicas e sua auséncia em eucariotos, a tornam um alvo em
potencial para drogas antimicrobianas. Paralelamente, o polifosfato de cadeia longa
apresenta atividade bactericida e bacteriostatica quando testado contra Bacillus cereus.
Entretanto, esses efeitos antimicrobianos dependem da concentragao do polifosfato e da
fase de crescimento da célula, visto que, células na fase estacionaria de crescimento nao

foram afetadas (Rashid et al., 2000 ; Rashid e Kornberg, 2000a ¢ 2000b).
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Em bactérias verificou-se o efeito da concentragdo de fosfato do meio de cultivo
sobre o crescimento e, conseqlientemente, sobre a habilidade de acumulagao do polifosfato
celular. Adicionalmente, foram observadas varia¢des em relacdo a fase de crescimento
celular (Smirnov et al., 2002).

Classicamente, os granulos contendo polifosfato (granulos de volutina ou
metacromaticos) foram identificados no inicio do século XX, com a aplicagio 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 extragcdo bioquimica e cromatografia (Beever e Burns,
1977; Urech et al., 1978; Campos Takaki et al., 1983; Greenfield et al., 1987; Poolman et
al., 1987)

2.2. FUNGOS: CLASSE ZYGOMYCETES

Os Zygomycetes e os Trichomycetes constituem as duas Classes do Filo
Zygomycota (Alexopoulos et al., 1996).

A classe Zygomycetes € constituida por espécies saprofiticas, simbiontes, parasitas
facultativos de animais, bem como, parasitas obrigatdrios de animais e vegetais, inclusive
de outros Zygomycetes. As espécies do grupo podem ser isoladas a partir de vérios
substratos, tais como, solo, estrume, frutas, flores, graos estocados, cogumelos, assim como
de amostras de invertebrados e vertebrados, incluindo os seres humanos Levy et al., 1986;
Alexopoulos et al., 1996).

O desenvolvimento pleno dos Zygomycetes ocorre na faixa de temperatura que vai
de 25° a 30°C, sendo a faixa de temperatura maxima de crescimento de 42° a 58°C, de
acordo com a espécie (Weitzman et al., 1995). Alguns géneros da ordem Mucorales sdo

dimorficos, estando o dimorfismo relacionado as condi¢des ambientais, como anacrobiose,
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presenca de substancias que bloqueiam a funcdo geradora de energia das mitocondrias e
adi¢do de Adenosina Mono Fosfato Ciclico (AMPc) (Orlowski, 1991).

Os referidos fungos sdo capazes de se desenvolver nas mais diversas condicoes de
aeracdo: no ar, na presenca de oxigénio, em condigdes microaerofilicas e em atmosfera de
didxido de carbono (Lehrer et al., 1980). A reprodugdo ocorre pela formagao de esporos de
origem sexuada e assexuada (Alexopoulos et al., 1996).

Por outro lado, dentre os Zygomycetes, os representantes dos Mucorales sdo
considerados patogenos oportunistas para hospedeiros imunocomprometidos, com lesoes
como queimaduras e submetidos a antibioticoterapia. Entretanto, ja existem relatos de
zigomicoses pulmonares em hospedeiros teoricamente saudaveis. As infecgdes severas
desenvolvidas por Zygomycetes podem ser fatais e as manifestacdes clinicas sdo
representadas pelos seguintes quadros da zigomicose: sistémica; gastro-intestinal; cutanea;
amplamente disseminada e miscelanea (Lehrer et. al., 1980; Weitzman et al., 1995).

Sendo assim, os Zygomycetes sdo organismos com grande potencial econdmico-
industrial e na medicina. Além disso, sua habilidade de adaptacao a diferentes condi¢des
ambientais, resultado de variagdes em suas atividades fisiologicas, bioquimicas e genéticas,
representa um elemento fundamental na compreensao de seu comportamento celular, com
vistas a identificagdo de mecanismos especificos de desenvolvimento, maturagao,

diferenciagdo e sobrevivéncia (Griffin, 1994; Carlile e Watkinson, 1996).
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2.3. GENERO Cunninghamella

O género Cunninghamella Matruchot (1903) ¢ um dos mais comuns nos Mucorales.
As espécies do género sdo geralmente encontradas no solo e outros substratos organicos.
Representantes exibem colonias com crescimento rapido, coloragdo variando entre branca a
cinza, esporangioforos eretos, ramificados e na extremidade de cada ramificagdo formam-se
vesiculas piriformes ou globosas com diversos esporangiolos. O micélio quando jovem
ndo exibe septo. A septacdo estd associada a idade da cultura (Baijal e Mehrotra, 1980;
Domsch et al., 1980).

Os esporos podem ser globosos ou ovais com paredes lisas ou com espiculas,
geralmente unicelulares. As espécies podem formar zigosporos globosos, escuros e
tuberculados que sdo formados entre células suspensoras, geralmente heterotalicas.
Clamidosporos podem ocasionalmente ser formados (Domsch et al., 1980).

Espécies de Cunninghamella sao muito sensiveis a pequenas variacdes no meio de
cultura relativas a fontes de carbono e nitrogénio, € 0 mesmo isolado crescido em diferentes
meios pode apresentar-se com aspectos macroscopicos e fenotipicos diferenciados. O
mesmo ocorre com variagdes de temperatura e umidade. Esse tipo de comportamento €
muito comum em fungos (Alexopoulos et al., 1996).

De um modo geral, os aspectos morfologicos correspondem a elementos
fundamentais na identificagdo dos fungos. Do ponto de vista taxondmico, espécies de
Cunninghamella podem ser identificadas por sua habilidade em responder a variacdes no
meio de cultivo. Contudo, a separagdo das espécies € complexa e alguns estudos foram
realizados para identificar caracteres de valor taxondmico como, por exemplo, a forma do
esporangiolo analisada por microscopia Optica (O’Donnel, 1979; Shipton e Lunn, 1980

Alexopoulos et al., 1996; Carlile e Watkinson, 1996).
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Alguns autores realizaram estudos relevantes sobre a variabilidade e morfologia de
espécies/isolados de Cunninghamella e espécies intimamente relacionadas, descrevendo,
ilustrando, posicionando taxonomicamente e elaborando chaves para a identificacdo.
Atualmente, a separacdo das espécies também ¢ definida com base na temperatura de
crescimento. Dados sobre aspectos que possam contribuir com a identificagao das espécies
e isolados devem ser analisados com uma estratégia para o posicionamento taxondmico
(Baijal e Merhotra, 1980; Domsch, 1980; Shipton e Lunn, 1980; Trufem, 1981).

Os fungos sdo organismos com extrema versatilidade de respostas relativas a
adaptagao em funcdo de condi¢des ambientais e exibem grande potencial em inumeros
processos biotecnoldgicos, importancia industrial, além de sua importancia médica.
Paralelamente, por serem organismos eucariotos, os fungos representam modelos de estudo
em diferentes areas da biologia celular, genética, fisiologia e bioquimica (Carlile e
Watkinson, 1996, Alexopoulos et al., 1996).

2.4. ULTRAESTRUTURA

Sob o ponto de vista estrutural, os fungos sdo organismos eucaridticos e, portanto
exibem citologicamente, os caracteres comuns desse grupo de organismos, sendo de modo
geral, caracterizados através da microscopia Optica. A introdu¢ao da microscopia eletronica
na década de 60 para andlise estrutural de fungos gerou uma nova visao sobre esse tipo
celular. Aspectos da esporangiosporogénese, morfologia e germinacdo de esporos de
espécies de Rhizopus, Mucor rouxii, Gilbertela persicaria e Mycotypha sp. foram
observados de maneira mais evidente (Hawker e Abbot, 1963; Bartinicki-Garcia., 1968;
Bracker, 1968; Young, 1969).

Desde o desenvolvimento da microscopia eletronica em 1931, como método de

estudo de células, uma série de metodologias, como por exemplo, a microscopia eletronica
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de varredura nos anos 60, microanalise por Raios X, criopreservagdo e técnicas
imunolégicas foram aperfeicoadas. A rapida evolucao do surgimento de microscopios mais
modernos, como o de transmissdo de alta resolugcdo e o de varredura ambiental, permite
atualmente, inclusive, o estudo de amostras frescas e o minimo de manipulacao possivel
durante o processamento (San-Blas, 1982; Klomparens, 1990; Collins et al., 1993).

A caracterizagdo da ultraestrutura de fungos ¢ fundamental para o entendimento de
alguns aspectos do desenvolvimento celular, como por exemplo germinagdo de esporos,
interagdes hospedeiros-patdégenos, comportamento nuclear, estudos de organelas e estudos
sobre a organizagdo celular. A avaliagdo ultraestrutural auxilia a taxonomia e
conseqilientemente aumenta o conhecimento sobre processos de controle de disseminagdo,
controle de atividades economicamente importantes e patogenicidade, caracteres esses tao
comuns a esse grupo de organismos (Hollenberg e Erickson, 1973, Mims, 1991).

Com o advento da microscopia eletronica foi possivel elucidar alguns aspectos
unicos da estrutura celular dos fungos, como por exemplo, a membrana citoplasmatica,
processos de interacdo fungos parasitas de plantas, identificagdo de elementos estruturais
para estudos taxondmicos e identificagdo dos aspectos da estrutura fina de esporos (San-
Blas, 1982; Takeo et al., 1989; Klomparens, 1990; Mims 1991; Maia et al., 1993; Saikawa
e Katsurashima, 1993; Edelman e Klomparens 1995a, 1995b ; Jones et al., 1996; Mckeown
et al. 1996).

A citoquimica ¢ um método que permite a geracdo de informacdes sobre a
localizacdo in situ de moléculas, bem como uma visualizacdo da distribuicdo e
comportamento dessas moléculas, o que permite uma correlagdo entre as diferentes
atividades bioquimicas e fisiologicas. Os resultados obtidos com a citoquimica combinados

com dados obtidos por outras metodologias conduzem a elucidagdo das fung¢des, atividades
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e estado metabolico de diferentes compartimentos celulares (Hayatt, 1989; De Souza, 1998;
Klomparens, 1990).

Proteinas, acidos nucléicos, acucares, lipideos e fosfatos sdo constituintes
moleculares de todos os organismos vivos. Contudo, sua composicdo, localizacdo e
estrutura podem variar, gerando moléculas altamente diferenciadas em organismos
distintos. Os processos de crescimento, maturacao e diferenciagao celular s3o complexos e
coordenados e envolvem muitos componentes celulares. Modificagdes quimicas e
estruturais que ocorrem na organizacdo celular podem sinalizar diferentes estagios de
maturagdo de um organismo. Dessa forma, a atividade de moléculas e seus tipos podem ser
analisados citoquimicamente em func¢dao do desenvolvimento de um organismo (Smith et
al., 1977; Garraway e Evans, 1984; Griffin, 1994; Rivero e Cerda-Olmedo, 1994; Hayatt,
1989; De Souza, 1998; Klomparens, 1990).

A deteccao de polifosfato pela técnica citoquimica foi desenvolvida por Ebbel et al.,
1958 em diversos organismos como bactérias, fungos, protozodrios e algas.

Condicdes ambientais relativas a fontes de carbono, fosforo, nitrogénio, tensdo de
oxigénio, pH, temperatura, intensidade de radiacdo e microelementos influenciam o
metabolismo e conseqiientemente, o crescimento celular, a diferenciacdo, a formagao de
estruturas reprodutivas e a diferenciagdo sexual. Tais condi¢des exibem influéncia sobre a
estrutura fina dos organismos (Garraway e Evans, 1984; Griffin, 1994; Aoki e Nirenberg,
1999; Kana-Uchi e Fukatsu, 1999; Kihara et al., 1999; Kitamoto et al., 1999; Tham et al.,

1999).
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3. OBJETIVOS

3.1. GERAL

Considerando os poucos relatos que avaliam o potencial acumulativo de polifosfato
e sua citoquimica, bem como o valor agregado desse polimero, os estudos realizados
visaram ampliar o conhecimento fisioldgico, bioquimico e ultraestrutural associados ao

metabolismo do polifosfato durante o crescimento de Cunninghamella elegans.

3.2. ESPECIFICOS
1- Avaliar o efeito do conteudo de fosfato inorganico no meio de cultivo sobre

crescimento de C. elegans,

2- Avaliar o comportamento fisiologico relativo ao consumo de glicose e fosfato

inorganico do meio de cultura durante o crescimento de C. elegans.

3- Determinar as variagdes quantitativas e qualitativas do polifosfato durante o processo

de crescimento de C. elegans,

4- Analisar o comportamento ultraestrutural e citoquimico do polifosfato ao longo do

crescimento de C. elegans,
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. MATERIAIS
4.1.1. MICRORGANISMO

Foi utilizada a amostra de Cunninghamella elegans TFM 46109, procedente do
Research Center for Pathogenic Fungi and Microbial Toxicosis, Chiba University, Japao,
depositada no Banco de Culturas do Nucleo de Pesquisas em Ciéncias Ambientais-
NPCIAMB da Universidade Catolica de Pernambuco.
4.1.2. MEIOS DE CULTURA
4.1.2.1. MEIO DE MANUTENCAO E ESPORULACAO

O meio BDA — Batata Dextrose Agar foi utilizado para manutencdo e esporulagdo

da amostra durante o experimento.

D-GICOSE....eeveeiieiieieerieeieeeeeeene 20g
Infusdo de Batata.........ccceeeveeeeeennnnne. 200g
AGAT i 17g
Agua destilada...........cooveveveeerennnn. 1000 mL

O meio foi autoclavado por 15 minutos a 121°C, sendo o pH final 5,6.
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4.1.2.2. MEIO DE CRESCIMENTO
O meio SMM - Synthetic Medium for Mucorales, descrito por Hesseltine e
Anderson (1957), foi utilizado para o crescimento da amostra durante o experimento. A

composi¢cao do meio € apresentada a seguir:

D-GliCOSE....eeeuviiieeiieeieeieeee e 40g
ASPaAragina........cceceevueenieenieenieenieeieeeeen 2g
Fosfato de potassio monobasico........... 0,5g

Sulfato de magnésio heptahidratado....0,25g
Cloridrato de Tiamina.............cc.ee.n..... 0.5mg
Agua destilada............cocovverereeennnnn. 1000mL
O meio foi autoclavado por 15 minutos a 121°C, sendo o pH final 5,9. Este meio
recebeu a denominagdo de SMMI1, para distingui-lo de outros (SMM2 ¢ SMM3) onde se
alterou a concentragdo de fosfato inorgénico :
- Meio SMM2 — Meio modificado pela adigdo de 2,5 g/L de fosfato de potassio

- Meio SMM3 — Meio sem fosfato de potassio.
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4.2. METODOS

4.2.1. METODOS MICROBIOLOGICOS
4.2.1.1. PRE-INOCULO

Amostra de Cunninghamella elegans foi inoculada em placas de Petri de 9 cm de
diametro contendo o meio BDA (item 4.1.2.1) e incubada a 28°C como forma de
manuten¢do. Em paralelo, amostras foram cultivadas nas mesmas condigdes anteriores
durante 4 dias. Apos esse periodo, os esporos foram coletados, com o uso de cotonetes,
previamente esterilizados ¢ umedecidos em agua destilada estéril, sendo determinado o
numero de esporos em camara de Neubauer. Aliquotas de 1 ml de suspensdo de esporos
contendo 10® esporos/mL foram utilizadas como pré-indculo.
4.2.1.2. CONDICOES DE CULTIVO

Aliquotas de 1 ml do pré-indculo foram inoculadas em Erlenmeyers com capacidade
para 250 ml, contendo 100 mL dos meios SMM1, SMM2 e SMM3 (item 4.1.2.2). Em
seguida, as amostras foram incubadas sob agitagdo orbital de 150 rpm, a 28°C por um
periodo de doze dias. Amostras foram coletadas nos intervalos de 3, 6, 9 e 12 dias de
cultivo para determinagdo da curva de crescimento, avaliacdo do contetdo do polifosfato e
estudos ultraestruturais. A partir do liquido metabdlico foi realizada a determinacdo do pH

e do consumo de glicose e fosfato.
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4.2.1.3. DETERMINACAO DA CURVA DE CRESCIMENTO

O micélio coletado durante os intervalos de 3, 6, 9 e 12 dias de cultivo foi lavado
por duas vezes com agua destilada, e submetido ao processo de liofilizacdo, sendo
posteriormente mantido em dessecador a vacuo até peso constante.

A média do peso seco, em triplicata, foi utilizada para estabelecer o grafico
correspondente a curva de crescimento.
4.2.2. ENSAIOS BIOQUIMICOS
4.2.2.1. DETERMINACAO DO pH

A determinagdo do pH dos meios de cultura apds a inoculacdo do fungo foi
realizada por potenciometria nas amostras coletadas nos intervalos de 3, 6, 9 e 12 dias. O
valor do pH em cada ponto do intervalo foi a média de trés aferi¢des.
4.2.2.2. DETERMINACAO DE FOSFATO

O consumo de fosfato do meio de cultura foi determinado por método colorimétrico
(“Kit” Biosystems), que se baseia na reagdao do fosforo inorganico com o molibdato de
amonio em meio acido, resultando em um complexo fosfomolibdato que ¢ quantificado
espectrofotometricamente a 340 nm, nas amostras do liquido metabolico coletados nos
intervalos de 3, 6, 9 e 12 dias de cultivo.

Uma curva padrao foi elaborada, utilizando-se uma solug¢do de fosforo na faixa de
0,5 — 5,0 mg/dL. As leituras foram efetuadas em espectrofotdometro digital, Spectronic,

modelo Genesys 2, com leitura no espectro do ultravioleta.
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4.2.2.3. DETERMINACAO DE GLICOSE

A determinagdo de glicose foi realizada pelo método enzimatico colorimétrico
(Celm), que se fundamenta na oxidagdo enzimatica da glicose presente nas amostras dos
sobrenadamentes de cultura coletados nos intervalos de 3, 6, 9 e 12 dias de cultivo, pela
enzima glicose-oxidase.

Apos a reacdo, ¢ formado um complexo cromogénico vermelho-cereja, cuja
intensidade de cor é proporcional a concentracdo de glicose, que pode ser determinada pela
leitura da absorbancia a 510 nm (Henry et al., 1974).

Uma curva padrao foi elaborada utilizando-se uma solugdo de glicose na faixa de
0,5 — 5,0 g/L. As leituras foram efetuadas em espectrofotometro digital, Spectronic, modelo
Genesys 2.
4.2.2.4. EXTRACAO DE POLIFOSFATO TOTAL

O polifosfato celular total foi extraido e determinado a partir da biomassa obtida das
amostras de C. elegans pelo método descrito por Mcgrath & Quinn (2000), modificado.

Amostras com 20 mg de micélio (peso seco), oriundas dos meios com diferentes
concentracdes de fosfato, coletadas nos intervalos de 3, 6, 9 e 12 dias de cultivo, foram
lavadas duas vezes em solu¢do de NaCl 1,5M contendo EDTA 0,01M e NaF 1mM.
Posteriormente, foram homogeneizadas e sonicadas em 3 mL da solucdo de lavagem, em
banho de gelo, por 10 periodos de 2 minutos com intervalos de 2 minutos a 16 KHz. O
extrato resultante foi centrifugado a 12.000xg, durante 5 minutos para remocao dos
fragmentos celulares.

Para determinar o conteudo de polifosfato intracelular total, 100uL de HCI
concentrado foi adicionado a 0,5 ml do extrato celular e aquecido a 100° C por 45 minutos.

O fosfato liberado foi dosado utilizando-se o método descrito no item 4.2.2.2.
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As concentragdes de polifosfato celular total nas amostras foram expressas em
miligramas de fosfato por miligrama de biomassa seca ¢ dadas como média de triplicatas.
Uma amostra ndo hidrolizada foi utilizada como controle para determinar o nivel de fosfato
livre da célula.
4.2.2.5. EXTRACAO SEQUENCIAL DO POLIFOSFATO

A extracdo sequencial do polifosfato a partir da biomassa obtida de C. elegans foi
realizada pelos métodos descritos por Dietrich (1976) e Smirnov et al. (2002), modificados,
como apresentado na Figura 2.

Amostras de 100mg de micélio (peso seco) foram homogeneizadas em SmL de dgua
deionizada a 0° C por 10 minutos, sonicadas em banho de gelo, por 8 minutos,
intermitentemente a 16 KHz e posteriormente centrifugadas a 12.000xg, durante 5 minutos
para remocao dos fragmentos celulares. O sobrenadante obtido correspondeu a fra¢aol do
polifosfato. O precipitado foi submetido ao processo de extragdo com NaOH 0.05N a 0°C
por 30 minutos e a fra¢do 2 foi obtida por centrifugacdo. Em seguida, o precipitado obtido
anteriormente, foi tratado com acido perclérico - HC1O4 0.5N a 90°C por 30 minutos, sendo
separado o sobrenadante, obtido e denominado fragao 3.

O conteudo do fosforo 1abil e ortofosfato foram determinados nas trés fragdes. A
quantidade de foforo 1abil foi determinado pela diferenca do conteudo do fosfato antes e
apos a hidrolise em HCI 1N a 100°C por 10 minutos. O fosforo 1abil foi considerado como

polifosfato.
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Figura 2. Esquema da extrag¢@o sequencial do polifosfato
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4.2.3. ESTUDO ULTRAESTRUTURAL
4.2.3.1. TECNICA DE ROTINA

A biomassa coletada nos intervalos de 3, 6, 9 € 12 dias de crescimento, oriundas dos
distintos meios de cultura, foi lavada em salina tamponada, pH 7,2, por duas vezes, durante
10 minutos de acordo com o método descrito por De Souza (1998). Em seguida foi fixada
com glutaraldeido 2,5% em tampao fosfato 0,1 M pH 7,4 durante 1 hora, a temperatura de
25°C.

Finda a etapa de fixagdo, todas as amostras foram lavadas duas vezes com tampao
fosfato, durante 10 minutos. Seguiu-se a pos-fixacdo com tetroxido de O6smio 1%, em
tampao fosfato 0,1 M, durante 1 hora a temperatura ambiente, em condigdes de escuridao.
Em seguida as amostras foram mais uma vez lavadas com tampao fosfato 0,1M, sendo
posteriormente desidratadas.

Para desidratagdo das amostras foi utilizada acetona, em proporgdes de 50%, 70%,
90% (5 minutos para cada troca) até a propor¢do de 100% (trés vezes, 10 minutos cada
troca). Seguiu-se a embebicdo com misturas de acetona e resina epoxi, nas concentragdes
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 polimerizagao total atingida
pela incubagdo em estufa de 60°C, durante 72 horas.

Apb6s a polimerizagdo, os blocos foram submetidos a ultramicrotomia, para
obtencdo 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 transmissao.
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4.2.3.2. CITOQUIMICA PARA POLIFOSFATO

Ap0s a coleta, amostras de C. elegans correspondentes aos intervalos de 3, 6,9 e 12
dias de crescimento foram submetidas ao método descrito por Ebbel et al., (1958) para a
citoquimica do polifosfato. As amostras foram lavadas em agua destilada por duas vezes
durante 10 minutos. Em seguida fixadas com glutaraldeido 2,5% em tampao cacodilato de
sodio 0,1 M, pH 6.5 durante 1 hora, a temperatura de 4°C.

Apds a fixagdo, as amostras foram lavadas trés vezes com agua destilada. Em
seguida, foram incubadas para detec¢dao de fosfato, primeiramente em nitrato de chumbo
2%, pH 3.4, por 4 horas, a 4°C, e posteriormente em sulfeto de amonia, 1% por 30 minutos,
a temperatura de 4°C. Ao término do periodo de incubagdo as amostras foram novamente
lavadas com agua destilada por trés vezes rapidas.

A etapa seguinte foi a pods-fixagdo, com tetroxido de 6smio 1% em tampao
cacodilato de sédio 0,1 M, pH 6.5 durante 1 hora a temperatura de 4°C. Em seguida as
amostras foram novamente lavadas por mais trés vezes.

A partir desta etapa, as amostras foram submetidas aos mesmos processos de
desidratacdo, embebi¢do, emblocamento, corte e observacdo com obtengdo de micrografias
citadas na técnica de rotina. As amostras controle foram tratadas com acido tricloroacético
10% antes da incubacdo com o meio para revelacdo do polifosfato (nitrato de chumbo 2%

pH 3.4 e sulfeto de amonia 1%).
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S. RESULTADOS

5.1. EFEITO DA CONCENTRACAO DE ORTOFOSFATO SOBRE O
CRESCIMENTO DE Cunninghamella elegans

As figuras 3, 4 e 5 mostram a influéncia de diferentes concentragdes de ortofosfato
disponivel nos meios SMM1, SMM?2 e SMM3 sobre o crescimento de C. elegans.

Os resultados para o crescimento de C. elegans cultivada no meio SMM1, cuja
concentracao de ortofosfato (Pi) € 0.5g/L estdo apresentadas na Figura 3 .

Uma anélise da curva de pH permite observar que a partir da inoculagdo dos esporos
o mesmo decresce de forma continua, até o final do cultivo, atingindo o valor de 3.8
(Figura 3A)

A andlise da Figura 3B-C permite verificar que houve crescimento logaritmico da
cultura durante os trés primeiros dias de cultivo. Apos esse periodo, o crescimento
continuou, atingindo a biomassa maxima correspondente a 3.18 g/L no décimo segundo
dia.

O consumo total (100%) do fosforo adicionado ocorreu durante os trés primeiros
dias de cultivo (Figura 3B) .

Em relagdo a glicose verificou-se o consumo de 41% nos trés primeiros dias de
crescimento; ao término do cultivo, com maior rendimento de biomassa, 55% da glicose

adicionada foi utilizada para o desenvolvimento da cultura (Figura 3C).
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—&@— Consumo de Fosfato
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Biomassa (g/L)
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Figura 3. Perfil de crescimento de Cunninghamella elegans cultivada no meio SMM1: pH

do meio (A); crescimento e consumo de fosfato (B); crescimento e consumo de glicose (C).
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Na presenca de 2.5 g/L de fosfato (meio SMM2) observou-se linearidade em relagao
ao pH até o terceiro dia de cultivo. A partir desse intervalo, os valores decairam
progressivamente até o final do cultivo, atingindo 4.6 (Figura 4A).

Ao mesmo tempo, observou-se produ¢do logaritmica de biomassa até o terceiro dia
de cultivo, ocorrendo posteriormente um fendmeno de diauxia até o sexto dia, a partir do
qual um novo incremento de biomassa ocorreu at¢ o décimo segundo dia, atingindo um
rendimento maximo de 3.29 g/L.

Considerando, o consumo de fosfato do meio de cultivo verificou-se que durante os
trés dias iniciais de crescimento 95% do fosfato adicionado foi utilizado por C. elegans
(Figura 4B).

Por outro lado, o consumo de glicose permite verificar a utilizacdo de 45% do
contetdo inicial até o terceiro dia de cultivo. Ao final do periodo experimental, 56% da
glicose foi consumida pela cultura, confirmando o fenomeno de diauxia, ou seja, parada da

utilizagdo de nutrientes e quase estabilizacdo do conteudo remanescente (Figura 4C).
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Com relacdo aos resultados do crescimento em meio SMM3, caracterizado pela
auséncia de fosfato, observou-se valores constantes de pH até o sexto dia de cultivo,
seguido por um aumento discreto, atingindo o valor de 6.1 no décimo segundo dia de
crescimento (Figura 5A).

A andlise da curva de crescimento permite verificar o aumento progressivo da
biomassa, atingindo valor maximo de 0.24 g/L no décimo segundo dia de cultivo.

O consumo de glicose correspondeu apenas a 30% no terceiro dia de cultivo e
comportamento linear até o décimo segundo dia (Figura 5B). Tal fato é explicado pela
dificuldade de consumo da glicose, tendo em vista a auséncia de fosfato quando comparado
ao crescimento nos meios SMM1 e SMM2.

Uma analise comparativa do crescimento, determinada através da biomassa, permite
verificar uma variacdo significativa no crescimento de C. elegans nas culturas com e sem
fosfato.

Verifica-se, adicionalmente, uma correlacao linear entre o crescimento, consumo de

glicose e consumo de fosforo nos meios SMM1 e SMM2.
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5.2. ACUMULACAO DE FOSFATO POR Cunninghamella elegans

Polifosfato foi observado nas células de C. elegans mantido em meio com diferentes
concentracdes de fosfato e em diferentes estagios de crescimento.

Considerando que o cultivo de C. elegans em meio sem a presenca de fosfato
(SMM3) determinou pequena produgdo de biomassa, ndo foi possivel avaliar o conteudo de
polifosfato neste meio.

A Figura 6 apresenta o comportamento fisiolégico de C. elegans em relagdo a
producao de biomassa e conteudo de polifosfato em micélio no meio SMM1.

Com a andlise da curvas de crescimento e contetido de polifosfato, observou-se
aumento de polifosfato na fase exponencial, permanecendo linear at¢ o sexto dia, com
posterior decréscimo (figura 6A). Ao mesmo tempo, observa-se maior consumo de glicose

e fosfato na fase exponencial (Figura 6B).
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As curvas de crescimento e acumulacdo de polifosfato no micélio de C. elegans
cultivada no meio SMM2 contendo 2.5 g/L de fosfato induziu aumento maior no contetido

de polifosfato total no micélio de C. elegans (Figura 7).
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Quando C. elegans foi cultivado no meio SMM1 verificou-se um acumulo méximo
de polifosfato de 0,062g/L até o terceiro dia de cultivo. Em seguida, o conteudo de
polifosfato micelial diminuiu gradativamente chegando a concentracdo de 0.029g/L no
ultimo dia de cultivo.

No meio SMM2 o conteudo maximo de polifosfato (0,1g/L) foi observado no sexto
dia de crescimento e a partir deste periodo de tempo decresceu, atingindo a concentragao de
0.068g/L no décimo segundo dia de crescimento. Os dados estdo inversamente relacionados
com os consumos de fosfato e glicose no meio, indicando que quanto maior o consumo de
fosfato maior a acumulagao de polifosfato.

5.3. CARACTERIZACAO DAS FRACOES DO POLIFOSFATO

O polifosfato detectado ao longo do crescimento foi ensaiado através de extracao
sequencial a partir da biomassa obtida de C. elegans em diferentes fragdes: soluvel em agua
(Fragao 1), soluvel em base (Fragdo 2) e insoltivel em acido (Fragdao 3) conforme descrito
no item 4.2.2.5, das amostras cultivadas em meio SMM1 e SMM2, correspondentes aos
intervalos de 6 e 12 horas de cultivo, considerados os pontos citados como valores maximo
e minimo, respectivamente, com base na determinagdo do polifosfato micelia total. A
quantificagdo das fragdes foi determinada em fungdo da biomassa produzida no final da
fase exponencial (6 dias) e fase estacionaria (12 dias) nos meios SMM1 e SMM2 (Figura

8A-B).
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Fracao soluvel em agua; F2- Fragao soltivel em base; F3- Fracao insoluvel em écido.
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A fracdo soluvel em 4dgua a 0° C (fragdo 1) nas amostras cultivadas em SMMI1,
variou em funcdo do tempo de cultivo de C.elegans; a amostra com 12 dias de crescimento
demonstrou valor superior em relagdao aquelas com 6 dias. Contudo, os valores obtidos para
a fragdo soltivel em base e insoluvel em acido perclorico foram maiores nas amostras com 6
dias de cultivo (Figura 8A).

Adicionalmente, o conteudo de fosforo na fragdo solivel em base (fragdao 2) foi
maior que todas as outras fragdes, respectivamente, para os dias 6 ¢ 12. A fragdo 3,
insoltivel em acido, correspondeu a 0,14 mg Pi no sexto dia de crescimento e 0,09 mg no
décimo segundo dia.

Os contetdos de fosforo da fragao 1, da amostra com 6 dias de cultivo em meios
SMM2 exibiu valores maiores que aqueles observados nas amostras com 12 dias de
crescimento (Figura 8B). As fragdes 2 e 3, respectivamente soltivel em base e insoluvel em
acido, extraidas da biomassa com 6 dias, apresentaram conteudos muito proximos. Por
outro lado, com 12 dias de cultivo os conteudos das fracdes 2 e 3 também apresentaram
valores semelhantes, contudo, foram discretamente maiores do que na biomassa com 6 dias

de cultivo.
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5.4. ASPECTOS ULTRAESTRUTURAIS DO POLIFOSFATO

Pela andlise de rotina, as hifas de C. elegans cultivadas em meio SMM1 exibem
diferencas em sua estrutura fina de acordo com a idade do cultivo em relagdo a
eletrondensidade da parede celular, eletrondensidade citoplasmatica, homogeneidade e
textura do citoplasma, presenga de corpos eletrondensos e estruturas vacuolares. Algumas
regides de alta densidade sdo visualizadas na parede celular, na qual também observou-se
camadas distintas.

A membrana citoplasmatica também exibe alguns pontos de alta eletrondensidade.
Vacuolizacdo citoplasmatica e diminui¢do da eletrondensidade sdo visiveis em funcao do
tempo de cultivo. Adicionalmente, grandes regides transparentes foram observados no
citoplasma dessas hifas. Inclusdes eletronlucentes, de diferentes tamanhos, dispersos no
citoplasma e adjacentes a face interna da membrana citoplasmatica sao visualizadas (Figura
9).

Amostras de hifas cultivadas em meio SMM2, submetidas ao método de rotina
apresentaram diferengas na ultraestrutura celular em fungdo do tempo de cultivo,
associadas, como anteriormente, a variagdo na eletrondensidade celular, vacuolizagao,
homogeneidade citoplasmatica e espessura da parede celular. Inimeras inclusdes
membranosas foram também observadas (Figura 10).

Contudo, comparando-se essas amostras aquelas cultivadas em SMM 1, verifica-se o
surgimento de diferencas em relagcdo a ultraestrutura das amostras crescidas nas diferentes
concentracdes de fosfato do meio. Diferencas em relagdo a eletrondensidade, presenca de
corpos eletrondensos, presenga de estruturas membranosas, granulacdo ¢ homogeneidade

citoplasmatica sdo visualizadas.
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Figura 9. Cunninghamella elegans cultivada em meio SMMI1: Eletronmicrografia de
Transmissdo- Método de rotina. A- 3 dias de cultivo 14000X; B- 6 dias de cultivo 8000X;
C- 9 dias de cultivo 14000X; D-12 dias de cultivo 14000X. Parede celular (=), Corpos

eletrondensos (%).
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Figura 10. Cunninghamella elegans cultivada em meio SMM2: Eletronmicrografia de
Transmissdo- Método de rotina. A- 3 dias de cultivo 20000X; B- 6 dias de cultivo 20000X;
C- 9 dias de cultivo 20000X; D-12 dias de cultivo 8000X. Parede celular (=), Corpos

eletrondensos (%).
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Pelos resultados obtidos com a analise em microscopia eletronica de transmissao,
método de rotina, de C.elegans cultivada em meio sem fosfato (SMM3), nota-se
novamente, diferencas estruturais relativas a fase de crescimento da hifa, eletrondensidade,
vacuolizagdo, espessura de parede e presenca de corpos eletrondensos (Figura 11). Uma
andlise comparativa entre hifas cultivadas nos meios SMM1 e SMM2 permitiu verificar
diferencgas ultraestruturais entre as amostras cultivadas nos diferentes meios, o que significa
uma possivel resposta ao aumento da concentragao do fosfato no meio de crescimento.

Comparando-se as hifas cultivadas nos diferentes meios visualizam-se diferengas
em relacdo a eletrondensidade celular, espessura da parede, homogeneidade e textura do
citoplasma, processo de vacuolizagdio e presenca de corpos com diferentes
eletrondensidades.

Verifica-se que as amostras cultivadas em SMMI1 exibiram menor padrdo de
eletrondensidade quando comparadas com as obtidas em SMM2 e SMM3. Contudo,
aquelas cultivadas em SMM2 exibiram paredes celulares mais espessas, as maiores
eletrondensidades, vacuolizacdo e diferengas citoplasmaticas, ¢ a presenca de corpos
eletrondensos, com diferentes tamanhos, formas e distribui¢do foi também maior nessas
amostras.

Adicionalmente, diferengas em relacdo a fase de cultivo foram detectadas. Células
em fase exponencial de crescimento exibem paredes mais delgadas, menor
eletrondensidade, menor quantidade de vactiolos e corpos eletrondensos, citoplasma mais

homogéneo em relacdo as células em fases estacionaria de crescimento.
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Figura 11. Cunninghamella elegans cultivada em meio SMM3: Eletronmicrografia de
Transmissdo- Método de rotina. A- 3 dias de cultivo 14000X; B- 6 dias de cultivo 14000X;
C- 9 dias de cultivo 14000X; D-12 dias de cultivo 10000X. Parede celular (=), Corpos

eletrondensos (%).



49

C. elegans cultivada em meio SMM1 exibiu marcagdo citoquimica para polifosfato
sob a forma de granulos eletrondensos dispersos no citoplasma, na face interna da
membrana citoplasmatica e na parede celular (Figura 12).

Contudo, a intensidade de marcacao dos produtos de reacdo variou de acordo com o
tempo de cultivo. Amostras com trés dias exibiram maior marcagao citoquimica sob a forma
de pequenas granula¢des no citoplasma e na face interna da membrana celular.

Amostras correspondentes aos seis dias de cultivo exibiram intensa marcacao
citoplasmatica sob a forma de grandes granulos dispersos. Amostras com nove e doze dias
de cultivo apresentaram diminuicdo da intensidade de marcagdo citoquimica, onde os
produtos de reagdo apresentam-se sob a forma de pequenos granulos dentro de estruturas
membranosas no citoplasma (Figura 12).

Amostras de C. elegans cultivadas no meio SMM2 exibiram produtos de reacao
para polifosfato dispersos no citoplasma, membrana e parede celular, como aquelas
cultivadas em SMMI. Entretanto, as hifas exibiram maior intensidade de marcagdo, ¢ os
produtos de reagdo apresentaram-se sob a forma de granulos e grandes agregados de
diferentes formas e tamanhos. Adicionalmente, foi observada intensa deposi¢ao de produtos
de reacdo no citoplasma. Contudo, as amostras correspondentes aquelas com 3 e 9 dias de
cultivo exibiram as maiores intensidades de marcacao.

A distribui¢do dos produtos de reagdo variou, onde amostras correspondentes aos
trés dias de cultivo exibiram marcagdo citoplasmatica sob a forma de pequenos depdsitos
eletrondensos dispersos de forma heterogénea. As amostras com 9 dias de cultivo exibiram
a maior intensidade de marcacdo, como observado pela presenga de grandes granulos
eletrondensos na superficie externa da parede celular e agregados de alta eletrondensidade

em estruturas membranosas citoplasmatica (Figura 13).
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Amostras com seis dias apresentaram a menor intensidade de marcagdo com a
presenca de poucos produtos de reagdo no citoplasma e parede celular. Amostras com doze
dias exibiram poucos produtos de reagdo no citoplasma e maior abundancia na face interna
da membrana citoplasmatica e alguns depdsitos sob a forma de precipitados com diferentes
tamanhos e depositos agregados na face externa da parede celular. Nota-se variagdo na
forma, tamanho e localizag¢ao dos produtos de rea¢ao ao longo do crescimento. O cultivo em
presenca de difentes concentragdes de fosfato influenciou o comportamento citoquimico do
polifosfato em C. elegans (Figura 13).

Por outro lado, amostras de C. elegans cultivadas em meio SMM3, sem fosfato,
exibiram raras deposi¢cdes de corpos eletrondensos correspondes a produtos de reacao
citoquimica no citoplasma ¢ parede celular. Deposicdo dos produtos de reagdo foram
observados nas diferentes camadas das paredes celulares, porém a intensidade de marcagao
variou em fun¢@o do meio e da fase de crescimento das células (figuras 14).

As amostras de C. elegans cultivadas em meio SMM?2 apresentaram a maior
intensidade de marcagao citoquimica para polifosfato quando comparada aquelas cultivadas
em SMMI1 e SMM3. Jab as amostras cultivadas em meio SMM1 e SMM?2 exibiram

produtos de reagdo dentro de vactolos sob a forma de precipitados granulares.
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Figura 12. Cunninghamella elegans cultivada em meio SMMI: Eletronmicrografia de
Transmissao- Citoquimica para polifosfato. A- 3 dias de cultivo 20000X; B- 6 dias de
cultivo 27000X; C- 9 dias de cultivo 20000X; D-12 dias de cultivo 14000X Produtos de

marcagao citoquimica ( »).
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Figura 13. Cunninghamella elegans cultivada em meio SMM2: Eletronmicrografia de
Transmissdo- Citoquimica para Polifosfato. A- 3 dias de cultivo 27000X; B- 6 dias de
cultivo 20000X; C- 9 dias de cultivo 50.000X; D-12 dias de cultivo 20000X. Produtos de

marcacgao citoquimica ( »).
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Figura 14. Cunninghamella elegans cultivada em meio SMM3: Eletronmicrografia de
Transmissao- Citoquimica para polifosfato. A- 3 dias de cultivo 20000X; B- 6 dias de
cultivo 20000X; C- 9 dias de cultivo 20000X; D-12 dias de cultivo 14000X. Produtos de

marcacgao citoquimica ( »).
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6. DISCUSSAO

O fosforo ¢ essencial para a sintese de acidos nucléicos, além de atuar como
intermediario metabolico e essencial nos processos de transferéncia de energia.
Adicionalmente, ¢ integrante de fosfolipideos, nucleotideos entre outros constituintes
celulares. De modo geral, a forma de estocagem corresponde a polifosfatos, polimeros
lineares, com ntimero de grupamentos distintos. O fosforo ¢ encontrado condensado sob a
forma de compostos orgéanicos e inorganicos (Jennings, 1995).

O fosforo ¢ geralmente utilizado sob a forma de fosfatos, mais especificamente,
ortofosfatos. O conhecimento sobre os mecanismos de transporte, internalizagdo do fosforo,
estoque e utilizacdo de fosfatos em fungos decorre de estudos realizados com leveduras
(Beever e Burns, 1980). Uma vez internalizado, o fosfato poderd ser incorporado em
metabolitos primarios fosforilados, moléculas estruturais, acidos nucléicos e polifosfatos,
podendo ser, adicionalmente, ativamente transportado para vacuolos. O transporte para
vacuolos e a formagao de polifosfatos pode representar o principal mecanismo pelo qual os
fungos controlam a conteudo de ortofosfato (Jennings, 1995).

O papel do fosfato é estudado em muitos tipos celulares, sendo a sua presenca ou
auséncia no meio de cultivo a causa de respostas diferenciadas em funcdo de cada
organismo. Para alguns, ¢ essencial para o crescimento, para outros, sua auséncia nao esta
diretamente associada a falta de crescimento (Jennings, 1995).

O processo de crescimento celular resulta da modificagdo quimica e estrutural na
organizacdo celular, as quais funcionam como marcadores para os diferentes estagios de
desenvolvimento. A semelhanca das bactérias, os fungos sdo extremamente versateis em

suas respostas a variagdes nas condigdes ambientais. Alguns trabalhos demonstraram que a
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presenca de diferentes nutrientes, mesmo que usados, por exemplo, como fonte de carbono,
induzem a ativagdo de sistemas enzimaticos diferenciados, e portanto geram respostas
metabdlicas e fisiologicas distintas (Griffin, 1994; Alexopoulos et al., 1996).

As condicdes fisicas do ambiente, como temperatura, pH, aeragdo, radiagdo, entre
outras, também induzem respostas diferentes, como forma de adaptagdo ao meio ambiente,
e portanto dizem respeito a sobrevivéncia celular (Garraway e Evans, 1984; Jennings, 1995;
Griffin, 1994).

A realizagdo deste trabalho permitiu verificar que diferentes concentragdes de
fosfato, no meio de cultivo, influenciaram de forma significativa o crescimento das culturas
de C. elegans.

Diferengas no rendimento da biomassa, consumo de fosfato disponivel,
comportamento do pH e consumo de glicose foram avaliadas, observando-se que o
aumento da concentra¢do de fosfato no meio de cultivo induziu um aumento no conteudo
de polifosfato em C. elegans com diferentes idades de cultivo.

O maior rendimento de biomassa 3.29 g/L foi obtido com o cultivo na concentragao
de 2.5g/L de fosfato no meio (SMM2), o que representa um aumento de 4% em relagdo ao
meio SMM1 (0.5 g/L de fosfato).

O cultivo de C. elegans na auséncia de fosfato permite verificar uma queda de 92%
da biomassa em relagdo ao meio convencional de Hesseltine e Anderson SMM 1.

Alguns estudos apontam a influéncia do fosfato sobre o crescimento de
microrganismos. A literatura revela que em presenga de maiores quantidades de fosfato
disponivel no meio de cultivo, microrganismos respondem com um aumento significativo

do rendimento de sua biomassa e, conseqiientemente de seu contetido de polifosfato
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(Campos-Takaki, 2000; McGrath e Quinn, 2000; Vagabov et al., 2000; Smirnov et al.,
2002).

Os resultados permitiram verificar que o contetdo de polifosfato total da biomassa
variou de forma proporcional a concentracdo de fosfato utilizado no meio de cultivo. O
maior conteudo de polifosfato correspondeu a fase exponencial de crescimento, sugerindo
papel relevante e alta atividade metabdlica. O polifosfato celular diminui ao longo do
crescimento, atingindo menor quantidade nas células com doze dias de cultivo, fase
estacionaria de crescimento.

Em relacdo ao conteudo de fosfato total na biomassa de C. elegans, pode-se
verificar que, ao longo do tempo, ocorre um aumento de 45%, 73%, 115% e 142%,
relativas ao terceiro, sexto, nono e décimo segundo dias de crescimento, respectivamente,
comparando-se o meio SMM2 (2,5 g de fosfato de potéassio) ao SMM1 (0,5 g de fosfato de
potassio).

Mudancas na quantidade de polifosfato celular sdo estudadas em fungos e os
resultados apontam que, além da concentracdo de fosfato, o tipo de molécula utilizada
como fonte influencia o comportamento celular, sendo fosfatos de potassio e magnésio
aqueles de maior influéncia (Jennings, 1995; McGrath e Quinn, 2000; Vagabov et al., 2000;
Smirnov et al., 2002).

Estudos recentes demonstraram que o metabolismo do polifosfato observado em
diferentes compartimentos celulares estd associado com as atividades especificas dessas
estruturas. De modo geral, fisiologicamente, polifosfatos sdo considerados em termos de
suas solubilidades em acidos e alcalis, considerando-se o peso molecular. Dessa forma, a
categorizagdo das fragdes do polifosfato de uma célula torna-se importante a medida que

indicam diferentes funcdes e depende do estagio de crescimento do organismo (Harold,
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1966; Jennings, 1995; Rao et al., 1998; Rao e Kornberg, 1996; Barak e Rijn, 2000;
Kuroda e Ohtake, 2000; McGrath e Quinn, 2000; Vagabov et al., 2000; Smirnov et al.,
2002).

Os resultados deste trabalho demonstraram variagdes quantitativas e qualitativas em
relacdo as diferentes fracdes do polifosfato extraido do micélio de C. elegans nas fases
exponencial e estaciondria, as quais sdo apoiadas pela literatura, embora sejam as primeiras
informacdes relativas a um fungo filamentoso (Vagabov et al., 2000; Smirnov et al, 2002).

Através da microscopia eletronica tornou-se possivel a analise de proteinas/enzimas,
lipideos, carboidratos e acidos nucléicos, conseqilientemente, informagdes adicionais foram
geradas, as quais associadas a bioquimica, a genética e a fisiologia introduziram novas
perspectivas quanto ao funcionamento da célula fingica (Klomparens, 1990).

Na area da micologia um numero razoavel de espécies tem sido avaliadas através da
citoquimica e imunocitoquimica ultraestrutural gerando dados para uma melhor
caracteriza¢do da natureza de diferentes constituintes celulares (Barkai-Golan et al., 1978;
Bendayan e Stephens, 1984; Berbee e Kerwin, 1993).

Com a utilizacdo do método de rotina neste estudo foi possivel verificar diferencas
na estrutura fina de C. elegans cultivada nos trés diferentes meios de cultivo. Variagdes
relacionadas a textura citoplasmatica, organizagao do citoplasma e eletrondensidade celular
foram detectadas. O mecanismo pelo qual o fosfato induziria diferengas na citoquimica
ultraestrutural, poderia representar formas de utilizagdo do nutriente, as quais
influenciariam a sintese de biomoléculas pelo organismo

Estudos relacionados a formagao, distribuicao e utilizacao de polifosfatos sdo muito

comuns em bactérias. Nesses organismos, citoquimicamente o polifosfato esta representado
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pelos granulos de volutina ou metacromaticos (Kjelsdstad et al., 1991; Bode et al., 1993;
Kornberg, 1995).

A presenca de polifosfatos foi relatada para Zygomycetes por Dietrich (1976), com
o emprego de ensaio bioquimico em extratos miceliais investigados através de eletroforese
em gel de agarose.

Campos Takaki (1983), revelou a presenca de polifosfato nas paredes de espécies de
Zygomycetes com o emprego da andlise por Raios X.

Shari’a et al. (2002) analisaram, citoquimicamente, a distribuicdo de polifosfato em
hifas de Zygomycetes - Gongronella butleri, Absidia cilyndrospora e Mucor javanicus,
verificando variacdes no padrdo de marcagdo quanto a distribui¢ao, localizag¢do e arranjos
dos produtos de reagdo em funcdo da fase de crescimento das espécies estudadas. Da
mesma forma, a marcagdo citoquimica em C.elegans variou em intensidade, distribui¢do e
localizagdo de acordo com o tempo de cultivo. Além do mais, no presente estudo,
verificou-se mudanca de intensidade de marcacdo citoquimica de acordo com a
concentracao de fosfato no meio de cultivo.

A partir dos resultados desse estudo, verificou-se que C. elegans armazena o
polifosfato sob a forma de corpos eletrondensos com diferentes arranjos. Produtos de
reacdo sob a forma de granulos, fibrilas e agregados eletrondensos distribuidos de forma
homogénea na superficie celular, dispersos no citoplasma, na membrana de estruturas
citoplasmaticas e na face citoplasmatica da membrana celular foram visualizados, sendo as

primeiras informagdes na literatura.
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7. CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos com o estudo realizado em Cunninghamella elegans

pode-se concluir que:

1.

A concentracao de fosfato no meio de cultivo tem influéncia sobre o crescimento e a
produ¢ao de biomassa, assim como sobre o potencial de acumulagdo de fosfato;

O processo de extragdao seqiiencial do polifosfato no micélio permite demonstrar
maior conteudo da fragdo soluvel em base;

A andlise ultraestrutural pelo método de rotina permite verificar variagdes na
estrutura fina das hifas, com relagdo a eletrondensidade e homogeneidade celular,
presenca de corpos eletrondensos e estrutura da parede celular, em diferentes
estagios de crescimento e nos distintos meios utilizados;

A citoquimica ultraestrutural demonstra variagdo no comportamento do polifosfato
nas hifas, em funcdo dos meios com diferentes conteudos de fosfato e do tempo de
crescimento, ¢ em relagdo a localizagdo, distribuicdo e arranjo dos produtos de

reacao;

6. Cunninghamella elegans ¢ capaz de acumular polifosfato como resposta a

concentracao de fosfato disponivel no meio de cultivo.
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