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RESUMO 
 
 
 

LOBÃO, Flávia de Azevedo; MS; Universidade Estadual do Norte Fluminense 
Darcy Ribeiro; Abril de 2007; AVALIAÇÃO DA LEVEDURA Yarrowia lipolytica 
COMO MODELO DE ESTUDO DOS MECANISMOS DE TOLERÂNCIA AO 
ALUMÍNIO; Orientador: Arnoldo Rocha Façanha; Co-orientadora: Anna L. 
Okorokova Façanha. 
  
 
 
Yarrowia lipolytica é um fungo dimórfico encontrado em diferentes habitats 

incluindo o solo. O alumínio (Al) é o principal fator limitante da produtividade em 

solos com pH menor que 5,5 que compreendem aproximadamente 40% da área 

arável do mundo. Além disso, o Al é considerado um agente neurotóxico. Foi 

usado Y.lipolytica do como um modelo para o estudo dos mecanismos da 

tolerância e de toxicicidade ao Al. Foi possível observar que as concentrações de 

Al normalmente inibitórias às plantas (0,1 – 1,0 mM AlK (SO4)2) não afetaram o 

crescimento de Y. lipolytica em pH 4,5 e tampouco induziram mudanças na 

morfologia celular. Entretanto, concentrações elevadas do Al impedem a transição 

levedura-hifa. Essa transição levedura-hifa é determinante para a patogenicidade 

de diversos fungos em humanos, tais como Candida, Cryptococcus e Histoplasma 

e é controlada por diversos fatores incluíndo o pH ambiental em Candida albicans 

e em Yarrowia lipolytica. Para testar se a atividade da H+-ATPase é influenciada 

pelo Al, vesículas de membrana foram isoladas de células cultivadas na presença 

de 1 mM AlK (SO4)2. As vesículas de membrana exibiram uma estimulação cerca 

de  2 vezes no transporte de H+ vanadato-sensível mas nenhum aumento 

significativo na atividade do ATPase foi visto indicando que o transporte de H+ da 



  

membrana do plasma foi estimulada pelo alumínio. Adicionalmente, mudanças no 

pH produzidas por células de Yarrowia lipolytica em meio sólido sob tratamento 

com Al estimulou a translocação de H+ em vesículas de membrana e reforçou a 

noção de que o Al influencia o pH extracelular por meio da ativação do 

bombeamento de H+ através da membrana plasmática. Trabalhos anteriores 

verificaram uma ligação entre o Al e fluxos celulares de cálcio em 

Schizosaccharomyces pombe. Para testar se o Al interfere com a homeostase do 

cálcio em Y. lipolytica foi medida a acumulação 45Ca2+ em células de levedura. A 

adição direta do Al ao meio de crescimento estimulou a captação de 45Ca2+ em 

células de Y. lipolytica cerca de 4 vezes. Os resultados sugerem que as 

alterações no transporte H+ da membrana plasmática podem atuar como 

sinalização via pH requerida para o desenvolvimento da transição levedura-hifa. A 

resistência de Yarrowia lipolytica pode estar associada com aumento do 

transporte do cálcio.  

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

 

 

 

 

 

 

 

ABSTRACT 
 

 

 

LOBÃO, Flávia de Azevedo; MS; Universidade Estadual do Norte Fluminense 
Darcy Ribeiro; Abril de 2007; VALIDATION OF YEAST Yarrowia lipolytica AS A 
MODEL TO STUDY THE MECHANISM OF ALUMINUM TOLERANCE; 
Orientador: Arnoldo Rocha Façanha; Co-orientadora: Anna L. Okorokova 
Façanha. 
 
 
 
Yarrowia lipolytica is a dimorphic fungus found in different habitats including soil. 

Aluminum (Al) is the major factor which affects crop productivity in acid soils with 

pH below 5.5, that comprise about 40 percent of the world's arable land and also is 

considered a neurotoxic agent. Here we used Y. lipolytica as a model to study the 

mechanisms of Al tolerance and toxicity. We found that Al concentrations which 

are inhibitory to plants (0.1- 1.0 mM AlK(SO4)2) did not affect Y. lipolytica growth at 

pH 4.5 neither induced drastic changes in cell morphology. However, high Al 

concentrations prevent yeast-mycelium transition. Yeast-hyphae transition is a 

determination factor for pathogenicity of several human fungi including Candida, 

Cryptococcus and Histoplasma and is controlled by several factors including 

environmental pH in Candida albicans and Y. lipolytica. To test whether fungal H+-

ATPase is a potential target for Al, membrane vesicles were isolated from cells 

cultivated in the presence of 1 mM AlK(SO4)2. They exhibited stimulation of 

vanadate-sensitive H+ transport by ~2-fold but no significant increase in ATPase 

activity indicating that plasma membrane H+ pump was stimulated by aluminum. 

Furthermore, the changes in the pH of solid medium produced by Y. lipolytica cells 

under Al stress were consistent with Al-induced stimulation of H+ translocation in 



  

the membrane vesicles and reinforced the notion that Al influences the 

extracellular pH by activating the H+ pumping at the plasma membrane. Previous 

works established a link between Al and cellular calcium fluxes in 

Schizosaccharomyces pombe. To test whether Al treatment interferes with calcium 

homeostasis in Y. lipolytica we measured 45Ca2+ accumulation in yeast cells. 

Direct addition of Al to yeast growth medium stimulated 45Ca2+ uptake into Y. 

lipolytica cells by ~4-fold. Our results suggest that alterations in the plasma 

membrane H+ transport might underline a pH signaling required for yeast/hyphal 

development and that Yarrowia resistance might be associated with increase of 

calcium transport.   

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



  

 

 

 

 

 

 

 

 
1. INTRODUÇÃO 

 

 

 

Com seus genomas relativamente pequenos e compactos, as leveduras 

oferecem uma grande chance de explorar a evolução eucariótica do genoma pela 

análise comparativa de diversas espécies. Leveduras são usadas extensamente 

para a produção de cerveja, vinho, pão e recentemente, de vários produtos 

metabólicos tais como vitaminas, etanol, ácido cítrico, lipídios. Além disso, 

leveduras têm se mostrado um excelente sistema para isolamento e 

caracterização de genes responsáveis por sinais ambientais incluindo estresse 

oxidativo, salino e causado por metais (Serrano, 1996; Avery, 2001). Alumínio é o 

metal mais abundante da crosta terrestre, cerca de 7%, e possui uma ubíqua e 

crescente presença na vida humana, além de amplamente utilizado na indústria 

moderna. Por esta razão, o ambiente é constantemente exposto a altos níveis 

deste metal que se torna mobilizado e tóxico para muitas plantas em solos com 

pH abaixo de 5. A toxicidade do Al levando a deficiência de nutrientes tem sido 

considerada o fator primário limitante da produtividade agrícola (Foy et al., 1978) 

que compreende cerca de 40% de toda área utilizada para cultivo. Apesar de 

intensas investigações, os mecanismos precisos de ação do Al permanecem 

desconhecidos. O entendimento das bases fisiológicas da toxicidade do Al e os 

mecanismos celulares que muitas plantas utilizam para tolerar a toxicidade do Al 

é essencial para o desenvolvimento de espécies capazes de ser cultivadas em 

solos ácidos (Kochian et al., 2004).  

Fungos e plantas compartilham similaridades na homeostase de íons e 

bioenergética, além de muitos outros mecanismos celulares envolvidos na 



  

homeostase que são comuns entre estes organismos. No presente estudo, foi 

utilizada a levedura não convencional Yarrowia lipolytica para estudar a toxicidade 

do Al Y. lipolytica é um ascomiceto dimórfico que recentemente tem atraído 

enorme atenção devido ao seu valor biotecnológico bem como um organismo 

modelo para o estudo do dimorfismo fúngico e funcionamento de peroxissomos e 

mitocôndrias (Barth e Gaillardin, 1997). Y. lipolytica cresce em diferentes faixas de 

pH e pode ser encontrada em diferentes hábitats incluindo o solo, que é 

naturalmente exposto ao Al. Y. lipolytica cresce como uma mistura de leveduras e 

formas filamentosas. Diferentes efetores envolvidos na transição dimórfica de Y. 

lipolytica estão sendo descobertos. Entre eles estão fontes de carbono e 

nitrogênio, soro e pH extracelular (Perez-Campo & Dominguez 2001; Ruiz-Herrera 

& Sentandreu, 2002; Szabo & Stofaníková, 2002).  

A H+-ATPase de membrana plasmática possui uma função essencial na 

fisiologia celular de fungos e plantas. É responsável pela geração de um grande 

gradiente eletroquímico que conduz o transporte de aminoácidos, açúcares e íons 

inorgânicos (Goffeau e Slayman, 1981). A extrusão de H+ catalisada por esta 

enzima também contribui para a regulação do pH intracelular e do pH da 

superfície dos fungos. É amplamente conhecido que em Y. lipolytica e em 

Candida albicans o pH extracelular neutro ou alcalino induz a formação de formas 

filamentosas enquanto o pH extracelular ácido favorece o desenvolvimento de 

formas de leveduras (Ruiz-Herrera e Sentandreu, 2002; Szabo e Stofaníková, 

2002).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

 

 

 

 

 

 

 
 

2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

 

2.1 Alumínio 

 

O alumínio é o terceiro elemento químico e o metal mais abundante da 

crosta terrestre. É encontrado na natureza somente na forma oxidada, e em 

solução aquosa, é hidrolisado de tal modo que a espécie alumínio trivalente, (Al3+) 

predomina em pH menor que 5,5, enquanto as espécies Al (OH)2+ e Al(OH)2
+ são 

formadas em pH levemente ácido. Próximos à neutralidade, o alumínio encontra-

se na fase sólida Al (OH)3, e em condições alcalinas a forma Al(OH)4
- predomina 

(Kochian, 1995). 

Os solos ácidos com pH de 5,5 ou menor são encontrados em toda 

superfície terrestre, sendo que cerca de 30% das áreas aráveis são constituídas 

por este tipo de solo (Kinraide, 1993). A produção de plantas com finalidade 

alimentícia, principalmente os cereais, é sensivelmente reduzida em solos ácidos. 

Estima-se que até 20% da produção mundial de trigo e 13% da produção de arroz 

são cultivadas em solos ácidos (von Uexküll e Mutert, 1995). Neste tipo de solo, 

micronutrientes, tais como zinco, manganês, cobre e ferro, têm suas 

concentrações aumentadas. Em pH baixo, o íon hidrogênio (H+) atua sobre os 

minerais, liberando íons alumínio (Al) retidos pelas cargas negativas dos minerais 

da fração argila do solo, aumentando a concentração de Al em solução (Bohnen, 

1995; Bolan e Hedley, 2003; Tang e Rengel, 2003).  

As plantas não necessitam de Al para crescer, não sendo também 

caracterizado como um nutriente essencial. Entretanto, é considerado 



  

responsável por um dos mais importantes problemas de toxicidade de metais em 

solos ácidos, representando um fator limitante de crescimento para as plantas 

(Foy et al., 1978; Aniol, 1990; Anoop, 2003; Matsumoto, 2005). 

O estudo da toxicidade do Al em plantas tem adquirido uma grande 

importância devido a duas razões principais: primeiro, pelas fortes perdas 

econômicas e segundo, porque os vegetais como produtores primários são a via 

de entrada na cadeia alimentar para o homem, tanto diretamente como através da 

carne dos herbívoros, consumida pelo homem (Foy et al., 1978). Muitos estudos 

têm mostrado que a inibição do crescimento da raiz é o sintoma visível 

característico da toxicidade do Al em plantas, resultando na redução e em danos 

do sistema radicular, podendo levar à deficiência mineral e ao estresse hídrico 

(Degenhardt et al., 1998; Kochian et al., 2004). Também foi observado que a 

toxicidade do Al pode resultar também, no desequilíbrio do metabolismo do 

nitrogênio, sulfato e carbono (Bolan e Heldley, 2003; Tang e Rengel, 2003), na 

captação excessiva de cátions em detrimento de ânions (Tang e Rengel, 2003), 

no uso contínuo de corretivos de acidez do solo (Bolan et al., 1991; Zhang e 

Rengel, 2003) e no estresse oxidativo (Horst, 1992; Matsumoto et al., 2003; 

Tamas, 2006). A indução da deposição de calose nos canais plasmodesmáticos, 

pelo Al, que bloqueia fisicamente o transporte simplástico entre as células, pode 

levar à deficiência de nutrientes, tais como fosfato (Rengel, 2000; Sivaguru, 2005; 

Hirano, 2006).  

Há mais de três décadas, o Al é relacionado com diferentes processos 

patológicos importantes, tanto para o homem como para outros mamíferos. Nos 

primeiros estudos da neurotoxicidade do alumínio, Alfrey et al. (1976) constataram 

que o desenvolvimento de encefalopatias poderia estar associado ao acúmulo de 

alumínio. Maior atenção foi dada ao assunto, quando se percebeu a presença de 

disfunções relacionadas com a toxicidade do alumínio em pacientes que 

utilizavam a diálise como tratamento, já que esta não é eficiente na remoção do 

íon durante a filtragem da água que continha resquício do mesmo. As fontes de 

água urbanas podem conter uma concentração maior de alumínio, pois a água é 

tratada geralmente com sulfato de alumínio antes da distribuição para a 

população. 

 O Al tem sido implicado, em numerosos estudos, como agente 

neurotóxico, uma vez que provoca a degradação de fibras nervosas em regiões 

do cérebro com elevada concentração do metal (Exley, 1999). Alguns estudos 



  

indicam o Al como um fator que contribui para desenvolvimento de algumas 

doenças neurológicas, tais como o Mal de Alzheimer e o Mal de Parkinson 

(Houeland, 1990; Exley, 1999; Yokel, 2000; Zatta et al., 2003) no qual o alumínio 

é capaz de causar alterações na homeostase de íons como o Ca2+, Fe2+, Mg2+ e 

Zn2+ em células cerebrais, resultando em alterações na neurotransmissão e no 

desenvolvimento da cascata de eventos que caracterizam estes distúrbios (Bala 

Gupta et al., 2005).  

 

 

2.2 Mecanismos de exclusão do Alumínio 

 

Os mecanismos utilizados pelas plantas para excluir o Al foram 

estudados intensamente. A entrada do Al nas plantas Al-resistentes é impedida 

por diversos mecanismos de exclusão, incluindo o influxo de H+ na ponta da raiz, 

resultando em um aumento líquido do pH na superfície (Degenhardt et al., 1998), 

ligação do Al por proteínas excretadas (Basu et al., 1999), excreção localizada de 

fosfato no ápice da raiz, a fim de precipitar o Al (Pellet et al., 1996) e ligação do Al 

a componentes negativamente carregados na parede celular da raiz (Katsumata 

et al., 2003) e mucilagem (Miyasaka e Hawes, 2001). Destas alternativas somente 

dois mecanismos externos da resistência do Al foram comparados 

experimentalmente, ou seja, a formação de preciptado formado pelo Al e ligantes 

secretados no ápice da raiz, e a alcalinização do apoplasto e da rizosfera apical 

(Wenzl et al., 2001).  

 

 

2.2.1 O papel da extrusão de prótons na resistência ao Al 

 

Foy et al. (1996) propuseram um mecanismo de exclusão do Al que 

envolvia a alcalinização da rizosfera, onde a mudança no pH era aferida em 

solução nutriente, de forma mais acurada do que no microambiente da rizosfera 

associada com o ápice da raiz. Entretanto, os estudos recentes utilizando micro-

eletrodos sensíveis a pH demonstraram o aumento induzido pelo Al no influxo de 

H+ especificamente no ápice da raiz, tendo por resultado o aumento local do pH 

(Degenhardt et al., 1998; Kollmeier et al., 2000). Degenhardt et al. (1998) 

forneceram evidências experimentais mais acuradas para o mecanismo de 



  

resistência ao Al baseado no aumento do pH induzido pelo Al na superfície da 

raiz. Neste trabalho, um mutante tolerante ao Al, alr-104, de Arabidopsis 

apresentou aumento no influxo de H+ na ponta da raiz induzido pelo Al, resultando 

em um aumento do pH da rizosfera. Na ausência de Al, nenhuma diferença no 

fluxo de H+ foi observada entre o tipo selvagem e o mutante alr-104. Dessa forma, 

o mecanismo de resistência ao Al em alr-104 parece ter sido causado pela 

alcalinização do rizosfera induzida pela exposição ao Al. No entanto, não está 

claro se o aumento do pH foi a causa da resistência do Al ou somente refletiu uma 

inibição da função da raiz induzida pelo Al, característica de espécies sensíveis. O 

Al inibiu a atividade da H+-ATPase da membrana plasmática (MP), que regula os 

fluxos do H+ e o potencial transmembrana (Matsumoto et al., 1992; Ahn et al., 

2001). Ahn et al. (2001) encontraram um aumento no potencial zeta das vesículas 

da MP em raízes inteiras associado intimamente com a diminuição da atividade 

de H+-ATPase sob concentrações crescentes de Al e duração do tratamento. As 

propriedades da MP, tais como, de superfície negativa ou potencial zeta foram 

alteradas pelo Al e podem ser importantes como barreiras para o movimento 

passivo do Al em células da raiz (Kinraide et al., 1998).  

A modulação do pH celular em raiz é extremamente complexa e 

compreende componentes biofísicos e bioquímicos. O último envolve a produção 

e o consumo de H+, parte em conseqüência da carboxilação e decarboxilação de 

ácidos orgânicos dentro da célula da raiz, e parte em conseqüência dos fluxos de 

H+ através das membranas celulares (Haynes, 1990; Marschner, 1995). Os 

componentes tamponantes internos desenvolvem um papel chave no sistema de 

controle do pH quando as H+-ATPases não conseguem controlar o pH do 

apoplasma ou do citosol (Gerendás e Schurr, 1999). Sendo assim, foi 

considerado que as bombas de H+ atuam principalmente pela energização do 

transporte pela membrana e resultam em mudanças significativas de pH 

(Hinsinger et al., 2003). As ATPases são modelos excelentes para a 

compreensão da captação de cátions. Entretanto, ainda há necessidade de uma 

melhor compreensão dos mecanismos de regulação das cargas na captação de 

ânions. A toxicidade do Al induz uma diminuição na captação de ânions, 

particularmente na captação de NO3
- (Rufty et al., 1995), mais do que na captação 

de cátions por raízes vegetais, causando uma acidificação adicional ou diminuição 

da alcalinização da rizosfera (Calba e Jaillard, 1997). Estes autores e outros 

(Haynes, 1990) mostraram que tal resposta à toxicidade do Al era típica de 



  

genótipos sensíveis ao Al, visto que os genótipos resistentes eram mais capazes 

de manter sua capacidade de reter ânions e, desse modo, alcalinizar seu 

ambiente a fim de aliviar a toxicidade do Al em solos ácidos (Calba e Jaillard, 

1997; Degenhardt et al, 1998, Foy, 1988).   

A H+-ATPase de MP desempenha um papel central na energização da 

captação de nutriente, assim como na regulação do pH citoplásmico. 

Supostamente, as plantas tolerantes ao Al possuem mecanismos para preservar 

a atividade de H+-ATPase e funções relacionadas. Embora seja considerado um 

elemento tóxico, o Al estimula freqüentemente o crescimento em concentrações 

mais baixas do que a concentração da fitotoxicidade (Façanha e Okorokova-

Façanha, 2002). Previamente, acreditava-se que na maioria dos casos estes 

efeitos benéficos ocorriam como aliviamento do efeito tóxico de H+ pelo Al 

(Kinraide, 1993), e demonstrou-se que a H+-ATPase MP poderia também 

contribuir significativamente  neste processo (Yan et  al., 1998). Corroborando 

com esta idéia, Façanha e Okorokova-Façanha (2002) encontraram que baixas 

concentrações de Al (50-100 µM AlCl3) promoveram o crescimento da raiz, 

relacionado à estimulação da bomba de H+ da MP em uma variedade de milho 

tolerante ao Al.  

Os ácidos orgânicos (AOs) têm sido frequentemente referidos como uma 

fonte possível à acidificação da rizosfera (Hoffland et al., 1989). Entretanto, este 

efeito parece depender das espécies vegetais e do meio. Em milho, a contribuição 

de ácidos orgânicos exudados na acidificação foi insignificante, não excedendo 

0,2-0,3% (Petersen e Böttger, 1991). Contrariamente, em Lupinus albus L. as 

raízes foram capazes de liberar ânions orgânicos tanto quanto foram capazes de 

precipitar e acumular Al na rizosfera, tendo como resultado uma forte acidificação 

(Dinkelaker et al., 1989). Ohno et al. (2003) caracterizaram a habilidade da 

excreção de citrato em uma linhagem celular mutante de cenoura (Daucus carota 

L.), e encontraram que a excreção de citrato estava correlacionada com o efluxo 

de H+, possivelmente através da ação da H+-ATPase de MP.  

Diversas espécies e cultivares vegetais tolerantes ao Al podem expressar 

uma H+-ATPase que seja estimulada por Al. Na qual o Al poderia regular o 

gradiente eletroquímico de H+ gerado por esta bomba, que poderia dirigir tanto a 

captação dos nutrientes como o efluxo de ácidos orgânicos (Façanha e 

Okorokova-Façanha, 2002).  

 



  

 

2.2.2 Detoxificação interna do Al 

 

 Com a seleção natural, as plantas desenvolveram muitos mecanismos 

relacionados com a capacidade de sobreviver tolerando a presença do Al no 

ambiente. Foram criadas, naturalmente, estratégias para a tolerância ao Al, 

permitindo colheitas em ambientes desfavoráveis. A ativação do metabolismo dos 

ácidos orgânicos pode também contribuir para a tolerância do Al. Diversas plantas 

detoxificam o Al na rizosfera liberando os ácidos orgânicos que complexam o Al 

antes da sua interação com a raiz, enquanto outras detoxificam o Al internamente, 

formando complexos com ácidos orgânicos que acumulam dentro do vacúolo (Ma 

et al., 2001). Em milho, por exemplo, além da rápida ativação da liberação de 

citrato induzida por Al, ocorre um aumento mais lento do conteúdo de citrato na 

raiz. Também foi observado, indicando que além do mecanismo de exclusão do Al 

baseado na exudação de ácidos orgânicos na raiz, um mecanismo interno 

paralelo de tolerância do Al que pôde ser obtido baseado em mudanças induzidas 

pelo Al na síntese e na compartimentalisação dos ácidos orgânicos (Pineros et al., 

2002).  

 

 

2.2.3 Transporte e compartimentalização do Al 

 

 Uma maior compreensão da natureza do transporte do Al através das 

membranas celulares e da distribuição do Al em nível celular é requerida para 

elucidar se a detoxificação do Al no plasma ou no vacúolo contribui para a 

resistência do Al nas plantas. Entretanto, ainda não se sabe de que forma o Al é 

capaz de cruzar as membranas celulares. A base mecanicista do transporte do Al 

e da distribuição subcelular total permanece pouco entendida (Taylor et al., 2000).  

Diversos estudos sugerem que o Al é capaz de cruzar as membranas 

celulares vegetais. Estudos cinéticos foram usados como ferramenta para 

investigar a captação do Al, nos quais o Al foi detectado por espectroscopia de 

fluorescência (Tice et al., 1992; Vitorello e Haug, 1996, 1997). Entretanto, 

questões foram levantadas sobre o uso dos fluoróforos, que não podem detectar 

o Al quando este está associado a ligantes biológicos. Uma evidência adicional 

para a captação do Al foi obtida por espectrofotometria de absorção atômica 



  

(Zhang e Taylor, 1989, 1990; Rincon e Gonzales, 1992; Delhaize et al., 1993a; 

Archambault et al., 1996; Samuels et. al., 1997). A captação do Al é tipicamente 

bifásica, com uma fase rápida, não linear, sobreposta a uma fase na qual a 

captação se torna linear com tempo (Zhang e Taylor, 1989). Embora a 

interpretação tradicional de dados cinéticos indique que a fase linear representa a 

captação através da membrana do plasma, diversos estudos demonstram que 

esta fase pode também incluir o Al não transportado, ou seja, presente na parede 

celular (Zhang e Taylor, 1990; Tice et. al., 1992; Archambault et. al., 1996). O Al 

afeta diretamente a estrutura da membrana e a permeabilidade de células 

vegetais (Haug, 1984; Zhao et. al., 1987; Caldwell, 1989) e o rompimento de 

processos do transporte da membrana pode limitar a nutrição vegetal (Taylor, 

1988).  

 

 

2.3 Sistemas de transporte de Ca2+ 

 

O Ca2+ tem uma função ampla e importante na célula. Como para todo 

mensageiro secundário, a concentração de cálcio livre no citoplasma ([Ca2+]cit) é 

mantida em níveis muito baixos, na faixa nanomolar, variando entre 100 a 200 nM 

em células de animais (Carafoli, 1987) e em células de levedura (Halachmi e 

Eilam, 1989; 1993). Para manter os níveis de cálcio na faixa submicromolar, as 

células devem ser equipadas com um mecanismo de controle da [Ca2+]cit, sendo 

criticamente importante para o controle de muitas respostas celulares. 

Os sistemas de transporte que retiram Ca2+ do citoplasma estão presentes 

em todas as células, sendo responsáveis pela manutenção da concentração de 

cálcio citoplasmático em nível fisiológico (Clapham, 1995; Sanders et al., 1999; 

Cunningham e Fink, 1994b). Acredita-se que esses mecanismos responsáveis 

pela homeostase tornaram-se ideais para a subseqüente evolução de vias de 

transdução de sinal, baseados na elevação transitória de [Ca2+]cit.  

O aumento da [Ca2+]cit pode acontecer em resposta a muitos sinais 

diferentes (Sanders et al., 2002), afetando diversos processos celulares que 

incluem a regulação da expressão gênica, progressão do ciclo celular, 

processamento e síntese de proteínas, a apoptose, o transporte nuclear, a 

segregação de cromossomos (Rudolph et al., 1989; Iida et al., 1990; Okorokov e 



  

Lehle, 1998; Dürr et al., 1998; Yoshida et al., 1994; Corbett e Michalak, 2000; 

Carrión et al., 1999). 

Em células eucarióticas, a sinalização por cálcio tem início com a abertura 

de canais de Ca2+ localizados na membrana plasmática (Berridge et al., 2003; 

Sanders et al., 2002) e em membranas de algumas organelas (Bush, 1995). Este 

processo é iniciado por um estímulo que aumenta a [Ca2+]cit de 10 a 100 vezes 

acima do nível basal, seguido pelo fechamento dos canais e pela rápida remoção 

de Ca2+ do citosol pelos trocadores e bombas de Ca2+ (Cunningham e Fink, 

1994b). A presença de organelas intracelulares capazes de acumular cálcio 

contribui efetivamente para a regulação do aumento transiente de Ca2+. Em geral, 

a saída de cálcio do citoplasma é mediada por bombas que usam a hidrólise de 

ATP ou por trocadores que usam o gradiente de prótons gerado nas membranas 

por H+-ATPases (Bush, 1995). Assim, os sinais de cálcio que fluem no citoplasma 

podem ser vistos como resultado de duas funções opostas: influxo (movimento 

para dentro) e efluxo (movimento para fora) (Sze et al., 2000). 

Locke et al. (2000) mostraram que as proteínas Cch1p e Mid1p da 

levedura S. cerevisiae são requeridas para o sistema de influxo de Ca2+ de alta 

afinidade (HACS - high-affinity Ca2+ influx system). MID1 codifica uma 

glicoproteína integral de membrana plasmática com massa molecular de 

aproximadamente 100 kDa (Iida et al., 1994). O gene CCH1 codifica um 

homólogo de canais de Ca2+ voltagem-dependente (VGCCs) presentes na 

membrana plasmática de células animais eletricamente excitáveis. Ainda nesse 

trabalho foi mostrado que Mid1p e Cch1p interagem fisicamente na membrana 

plasmática para permitir o influxo de Ca2+. Além disso, também foi mostrado que 

Cch1p e Mid1p funcionam juntas como subunidades catalítica e 

regulatória/acessória de um único canal de Ca2+ de alta afinidade (Locke et al., 

2000). 

Ainda não está claro como ocorre a regulação do influxo de Ca2+ por Cch1p 

e Mid1p. Dados recentes mostraram que a depleção de Ca2+ dos estoques 

intracelulares, em levedura, estimulou a atividade do canal de influxo de Ca2+ 

composto por Cch1p e Mid1p (Locke et al., 2000). Em células animais também foi 

mostrado que a liberação de Ca2+, através de canais do RE, promoveu um 

aumento de influxo de Ca2+ através de canais de membrana plasmática pelo 

mecanismo CCE (Putney et al., 1986, 1999).  



  

Em estudos envolvendo sinalização por feromônios em S. cerevisiae, 

Muller et al. (2001) mostraram que a atividade do sistema de influxo de Ca2+ de 

alta afinidade é muito maior após a inibição de calcineurina, sugerindo que o 

canal de Ca2+ Cch1p-Mid1p está sujeito à regulação direta ou indireta por 

calcineurina, uma proteína fosfatase cálcio/calmodulina dependente .  

Em Sch. pombe, o gene ehs1+ ou yam8+ codifica uma proteína integral de 

membrana que é 30% idêntica à Mid1p/Cch1p de S. cerevisiae. Foram 

demonstrados seu envolvimento com acumulação de cálcio intracelular e a 

integridade da parede celular (Carnero et al., 2000). 

Dos sistemas de transporte primário, as Ca2+-ATPases são de interesse 

especial, devido à importância do cálcio como sinalizador celular (Berridge, 1993). 

Muitas funções celulares são direta ou indiretamente reguladas pela concentração 

de cálcio livre, o que faz com que mudanças drásticas na homeostase de Ca2+, 

causadas por mutações, sejam incompatíveis com a vida. As organelas da via 

secretória de células eucarióticas requerem altas concentrações de íons de cálcio 

(Ca2+) para a atividade de numerosas enzimas que catalisam o enovelamento, 

processamento protéico e o tráfico de proteínas secretoras.  

Na levedura S. cerevisiae foram identificadas até o presente momento três 

genes cujos produtos são responsáveis pela remoção do cálcio do citoplasma, a 

saber: PMR1, que codifica uma Ca2+/Mn2+–ATPase localizada no Golgi, PMC1, 

que codifica uma Ca2+–ATPase localizada no vacúolo e VCX1, que codifica um 

antiporter Ca2+/H+ localizado no vacúolo (Rudolph et al., 1989; Cunningham e 

Fink, 1994a; Cunningham e Fink, 1996). Além da participação das bombas de 

Ca2+, Pmc1p e Pmr1p, as membranas intracelulares constituintes da via secretória 

de S. cerevisiae apresentam atividade de transporte de cálcio dependente de 

ATP, possivelmente mediado por outras Ca2+-ATPases (Hiraga et al., 1991; 

Okorokov et al., 1994). No entanto, trabalhos recentes têm demonstrado a 

presença de ATPases localizadas no retículo endoplasmático, envolvidas na 

homeostase de cálcio, a saber: Cta4 e Cps5 ATPases na levedura de fissão Sch. 

pombe (Okorokova-Façanha et al., 2002; Ishiguro et al., 2004, respectivamente), 

Spf1 ATPase em S. cerevisiae (Suzuki e Shimma, 1999) e Eca1 em Ustilago 

maydis (Adamíková et al., 2004).  

 

 

 



  

2.4 Interação Ca2+ – Al 

 

O envolvimento do cálcio citozóico [Ca2+]cit  na toxicidade do alumínio foi 

tema de muitos estudos em plantas (revisado por Rengel e Zhang, 2003). Adições 

diretas de Al inibem o influxo de Ca2+ em células de trigo intactas (Huang et al., 

1992; Ryan e Kochian, 1993; Jones e Kochian, 1995), em protoplastos de 

Amaranthus (Rengel e Elliot, 1992a, 1992b; Rengel, 1996) e em vesículas de 

membrana em células de milho (Huang et al., 1996). Quando presente em altas 

concentrações, o Al induz a formação de superóxidos, causando estresse 

oxidativo que, por sua vez, induz o aumento dos níveis de Ca2+ em células de 

tabaco (Kawano et al., 2003). O Al também causou inibição do crescimento da 

raiz de trigo e, conseqüentemente, interferiu na absorção de Ca2+ pelo ápice da 

raiz, comprometendo a sua nutrição (Huang et al., 1992). A captação de Ca2+ em 

protoplastos de Amaranthus (Pineros e Tester, 1993) e o crescimento radicular 

em ponta de raiz foram inibidos, sendo que esta inibição foi diretamente 

correlacionada com um aumento de [Ca2+] cit (Rengel et al., 2002). Sivaguru et al. 

(2003), estudando os receptores de glutamato em células de A. thaliana, 

observaram que o Al, na concentração de 100 µM, despolimeriza microtúbulos, 

despolariza a membrana plasmática e inibe a elongação vegetal. Os autores 

sugerem que estes fatos são decorrentes de uma elevação nos níveis de Ca2+ 

causado por aberturas de canais de Ca2+. O Al também foi capaz de aumentar o 

influxo/entrada de Ca2+ em células vivas de Sch. pombe (Lobão, 2005). 

 

 

2.5 O Ca2+ e a polarização celular em fungos 

 

A polarização celular é um processo dinâmico e complexo, porém 

fundamental no crescimento de fungos e também de células especializadas 

dentro do reino vegetal (Silverman-Gavrila e Lew, 2002, 2003). A síntese e a 

expansão localizadas na ponta em crescimento são reguladas até que um tubo 

(uma hifa) de diâmetro constante seja produzido (Ruiz-Herrera, 1991). A 

regulação da expansão da ponta da hifa depende da extensibilidade da parede 

celular (Torralba e Heath, 2001), da associação do citoesqueleto com a MP 

(Lepidi et al, 1995; Avrova et al., 1998; Braun et al., 2004) e de mudanças no 

gradiente iônico (Alcântara et al., 2004).  



  

F-actina é um dos principais componentes responsáveis pela polarização 

celular (Jackson e Heath, 1993). A abundância da actina e do Ca2+ nas 

extremidades celulares atuam como reguladores da polarização celular. Os íons 

Ca2+ podem interagir com a actina de diversas maneiras, podendo, por exemplo, 

se ligar diretamente a actina e afetar a síntese e a conformação do monômero 

(Bertazzon et al., 1990; Milde, 1990). Níveis elevados de Ca2+ também podem 

estimular a fosforilação de proteínas do citoesqueleto (através das kinases 

Ca2+/calmodulina dependentes), a qual pode afetar os filamentos de actina. 

Diversos estudos mostram a ligação entre homeostase de Ca2+ e a 

polarização celular. Silverman-Gavrila e Lew (2003) demonstraram que canais de 

Ca2+ ativados por inositol 1,4,5-trisfosfato foram responsáveis pela manutenção 

do crescimento polarizado de Neurospora crassa (Silverman-Gavrila e Lew, 

2003). Façanha et al. (2002) observaram que mutantes de levedura de fissão 

deficientes em cátion Cta4 ATPase, apresentam vários defeitos morfológicos, tais 

como células alongadas e multi-septadas. A ausência de Cta4p resultou em uma 

desestabilização dos microtúbulos, de modo que a célula apresentou microtúbulos 

curtos e em número maior. Experimentos utilizando o indicador fluorescente de 

Ca2+ em células intactas revelaram que a ausência de cta4 resultou em um 

aumento do nível de cálcio celular em mutantes. Estes resultados mostraram a 

existência de uma ligação entre o controle da forma celular, dinâmica de 

microtúbulos, citocinese e a homeostase de cálcio. Brand et al. (2007) 

observaram que células de C. albicans cultivadas em meio contendo baixa 

concentração de Ca2+ tiveram seu crescimento polarizado diminuído, bem como 

células em que os canais de cálcio foram bloqueados. 

  

 

2.6 Levedura como modelo de estudo da toxicidade do Al  

 

2.6.1 Levedura de brotamento Saccharomyces cerevisiae 

 

A levedura de brotamento S. cerevisiae é utilizada como organismo 

modelo por ser de fácil manipulação genética, molecular e bioquímica e por 



  

possuir os diversos processos celulares conservados e comuns às células de 

eucariotos superiores. A espécie provou ser um sistema excelente para isolar e 

caracterizar genes responsáveis por respostas aos sinais ambientais, incluindo 

estresses salino, oxidativo e de metal (Serrano, 1996; Avery, 2001). Na última 

década, S. cerevisiae foi considerada como modelo para estudar os mecanismos 

de toxicidade ao Al. Como em plantas, o Al é capaz de inibir o crescimento da 

levedura em pH baixo (<4,5), em concentrações micromolares, com 50% de 

inibição do crescimento a 200 µM de Al. Entretanto o crescimento pode ser 

detectável em concentrações de até 600-1000 µM (MacDiarmid e Gardner, 1996; 

Schott e Gardner, 1997, Ezaki et al., 1998), indicando que a levedura mostra 

maior tolerância para o Al do que as plantas. A análise de mutantes de S. 

cerevisiae com sensibilidade aumentada ao Al mostrou que o Mg2+ alivia o 

estresse causado pelo Al, sugerindo que o Al induz a deficiência de Mg2+ na 

levedura (Schott e Gardner, 1997).  

Uma seleção na biblioteca genômica da levedura para os genes que 

conferem resistência ao Al quando superexpressos, levou à identificação de ALR1 

e ALR2 que codificam proteínas transportadoras da membrana (MacDiarmid e 

Gardner, 1998). A caracterização de ALR1 demonstrou sua função como canal de 

Mg2 (Liu et al., 2002) e sua localização na MP (Graschopf et al., 2001). 

Transportadores homólogos, AtMGT1 a AtMGT-10, foram identificados em 

Arabidopsis (Li et al.,  2001). O Mg2+ alivia a toxicidade do Al nas plantas (Kinraide 

e Parker, 1987; Tan et al., 1991) sugerindo que o Al pode também promover 

mudanças na homeostase de Mg2+ na célula vegetal. O transporte de Mg2+ 

mediado por AtMGT1 e por AtMGT10 é inibido por Al (Li et al., 2001) indicando, 

assim, os membros da família AtMGT como genes candidatos à manipulação 

genética e à construção de plantas transgênicas com tolerância realçada ao Al.  

Ezaki et al. (1998) isolaram a proteína de choque térmico codificado pelo 

gene HSP150 da biblioteca do cDNA construída das células de levedura tratadas 

com Al e demonstraram que o mutante deficiente de Hsp150 era sensível ao Al e 

ao peróxido de hidrogênio. Jung et al. (2002) verificaram que os níveis de 

manganês superóxido dismutases encontrados na levedura de fissão Sch. pombe 

foram regulados por H2O2 assim como por Al. A expressão do manganês 

superóxido dismutase WMnSOD1 de trigo em plantas transgênicas de Brassica 

napus melhorou a resistência ao Al (Basu et al., 2001). Por outro lado, a 



  

superexpressão de HSP150 de S. cerevisiae em Arabidopsis não foi suficiente 

para causar a resistência ao stress do Al (Ezaki et al., 2000).  

Entre os fatores conhecidos por melhorar os efeitos tóxicos do Al nas 

plantas está o citrato. O estudo do transporte do Al em células de levedura 

revelou que o citrato não favoreceu a entrada do Al nessas células (Rao e 

Easwaran, 1997). Anoop et al. (2003) demonstraram que a acumulação do citrato 

e a tolerância do Al em S. cerevisiae podem ser controladas pela manipulação 

dos genes que codificam enzimas do ciclo do ácido triacarboxílico, como citrato 

sintase, aconitase e isocitrato desidrogenase. Além disso, tanto S. cerevisiae 

quanto células de canola superexpressando uma citrato sintase mitocondrial 

indicaram uma tolerância realçada ao Al.  

A levedura também provou ser útil como um sistema heterólogo de 

expressão para identificação e caracterização de genes de resposta ao Al em 

plantas. Fosfatidilserina sintase (TaPPS1) foi isolada da biblioteca do cDNA de 

trigo para analisar se sua habilidade de conferir resistência ao Al era aumentada 

quando expressada em levedura (Delhaize et al., 1999). A análise de Northern 

blot confirmou a indução TaPPS1 sob estresse de Al no ápice da raiz. Entretanto, 

a superexpressão TaPPS1 em plantas de tabaco não foi suficiente para melhorar 

sua tolerância ao Al. No estudo de Ezaki et al. (1999) onze genes induzidos por Al 

em planta foram introduzidos na levedura. Entretanto, somente dois deles, AtBCB 

(proteína ligante de cobre de Arabidopsis) e NtGD1 (inibidor da dissociação de 

GDP de tabaco), conferiram resistência ao Al quando expressos em levedura. 

Notavelmente, os mesmos dois genes aumentaram a tolerância do Al em 

Arabidopsis.  

 

 

2.6.2 Levedura de fissão Schizosaccharomyces pombe 

 

A levedura de fissão Sch. pombe constitui um modelo excelente para 

estudar o ciclo e a morfologia celular. Recentemente a espécie começou a ser 

utilizada como um sistema genético para o estudo da tolerância do Al (Lobão, 

2005; Rangel, 2005). Os resultados preliminares indicaram que o crescimento da 

levedura de fissão foi reduzido durante o tratamento do Al em pH ácido. A análise 

da microscopia de imuno-fluorescência indireta revelou que o Al danifica a 

citocinese, levando à formação de células longas multi-nucleadas, multi-septadas, 



  

com distribuição alterada de microtúbulos (Façanha e Okorokova-Façanha, 2004). 

Mudanças na organização microtubular do Nicotiana tabacum e Triticum turgidum 

promovidas pelo Al, sugerem que o citoesqueleto é um local alvo da toxicidade do 

Al em plantas e em levedura de fissão (Schwarzerova et al., 2002; Frantzios at al., 

2000).  

Em resumo, os dados indicam que leveduras e plantas compartilham 

mecanismos comuns de tolerância ao Al, mas diferem em alguns aspectos da 

resposta celular ao Al. É possível que os mecanismos específicos exibidos por 

plantas e por leveduras tenham sido adquiridos separadamente por estes 

organismos após a divergência evolucionária. Uma identificação adicional de 

genes regulados por Al em leveduras parece ser muito útil para a compreensão 

dos mecanismos que medeiam a tolerância do Al nas plantas. Existem mutantes 

para todos os genes de levedura de brotamento, tornando possível a análise 

imediata da sensibilidade ao Al por estes mutantes, mas falta a identificação de 

genes induzidos pelo Al tanto em leveduras como em plantas. As leveduras 

podem também ser muito úteis como modelo para o estudo de outros fungos que 

podem afetar diretamente a produtividade da planta sob o stress do Al, tal como a 

micorriza. A outra vantagem de usar a levedura como um modelo consiste em 

progressos recentes na genômica das leveduras (Gasch, 2002). Um desafio 

adicional seria uma análise genômica ampla da expressão de genes durante a 

exposição ao Al e uma comparação dos perfis entre estes estresses para o 

discernimento de genes Al específico.  

 

 

 

2.7 Yarrowia lipolytica 

 

Yarrowia lipolytica é um fungo hemiascomiceto, pertencente à família 

Dipodascaceae. É uma espécie das chamadas leveduras “não-convencionais”, 

cuja pesquisa científica e tecnológica está em plena ascensão. Consiste em um 

interessante objeto de estudo para a pesquisa básica devido às várias lacunas 

existentes no conhecimento de seu metabolismo, diferentemente do que ocorre 

com as leveduras convencionais Saccharomyces cerevisiae e 

Schizosaccharomyces pombe. Paralelamente, seu estudo também tem atraído 

grande interesse na área biotecnológica por possuir a capacidade de excretar 



  

diversos metabólitos em grande quantidade – ácidos orgânicos e proteínas 

extracelulares – sendo muito usada para superexpressão e secreção de proteínas 

específicas (Barth e Gaillardin, 1997). 

Dujon et al. (2004) realizaram a comparação e o seqüenciamento 

completo de quatro hemiascomicetos: Candida glabrata, Kluyveromyces lactis, 

Debaryomyces hansenii e Y. lipolytica. Eles foram selecionados com base em 

suas posições filogenéticas e seu interesse específico como patógenos humanos, 

ou como leveduras de importância industrial ou ambiental. Foi visto que Y. 

lipolytica difere das leveduras convencionais, como S. cerevisiae e Sch. pombe, 

no que diz respeito a sua evolução filogenética, fisiologia, genética e biologia 

molecular (Esquema 1). 

Y. lipolytica tem como nicho substratos ricos em lipídios e proteínas, mas 

a grande maioria das cepas foi isolada do solo, de rede de tratamento de esgoto e 

de ambientes contaminados com óleos. Apresenta vigoroso crescimento em 

diferentes valores de pH e apesar de ter crescimento ótimo a 30 oC, também é 

capaz de crescer em uma ampla faixa de temperatura entre 5 e 32 oC (Barth e 

Gaillardin, 1997). 

Y. lipolytica produz lipase, enzima que apresenta grande interesse para o 

uso em indústria de couro ou de queijos (German patent DD-272867). É uma 

levedura única na habilidade de produzir e excretar no meio uma variedade de 

ácidos orgânicos (AOs) incluindo o citrato (Chernyavskaya et al., 2000; 

Finogenova et al., 2002).  

Y. lipolytica é um fungo dimórfico, originalmente classificado como 

Candida lipolytica. Pode ser encontrada na natureza sob três diferentes 

morfologias: levedura, pseudo-hifa (cadeia de células alongadas com constrições 

visíveis posicionando o septo) e hifa (filamentos lineares sem constrições 

visíveis).  

Em Y. lipolytica, o micélio é formado por uma hifa de 3 a 5 µm de largura 

e alguns µm de comprimento. Células apicais podem exceder 100 µm de 

comprimento enquanto os segmentos podem ser de 50 a 70 µm. Há apenas um 

único núcleo por segmento. Os septos mostram um poro central incomum para 

outras leveduras, com o retículo endoplasmático estendendo-se de um segmento 

ao seguinte (Barth e Gaillardin, 1997). A proporção de morfologias encontrada na 

cultura depende da cepa utilizada. Certas condições são conhecidas por causar 

uma formação preferencial de células de levedura, ou induzir o desenvolvimento 



  

de micélios.  Perez-Campo e Domínguez (2001), observaram  que  a  transição 

levedura-hifa em meio  líquido foi  obtida  utilizando  1% de N-acetilglicosamina 

(GlcNAc) ou 4% de Soro Albumino Bovino (SAB) como fonte de carbono. Além 

disso, o soro também foi capaz de induzir um crescimento invasivo em meio 

sólido. Szabo e Štofaníková (2002) utilizando 0,05% de amônio e 5% de peptona 

como fontes de nitrogênio no meio de cultivo, demonstraram que estes são fortes 

indutores de hifa, tanto em meio líquido quanto sólido. Ruiz-Herrera e Sentandreu 

(2002) observaram que o estresse anaeróbico também é capaz de induzir a 

formação de hifa, assim como fontes de carbono (1% de glicerol) e nitrogênio 

(0.5% de amônio e glutamina). Kawasse et al. (2003) observaram aumento 

significativo tanto na formação de hifas como no comprimento destas em Y. 

lipolytica submetidas a estresse térmico e oxidativo. 

A capacidade de mudança na morfologia entre levedura, pseudo-hifa e 

hifa é comumente considerada necessária para virulência de fungos patógenos de 

humanos, entretanto a morfologia considerada mais bem sucedida para o 

desenvolvimento desta virulência permanece incerta. Em C. albicans, pseudo-

hifas e hifas têm demonstrado ser mais invasivas, em ensaios in vitro, podendo 

promover uma penetração em tecidos durante a infecção, tornando-se mais 

importantes para a colonização de órgãos. Porém, leveduras poderiam ser mais 

eficientes na disseminação através da corrente sanguínea (Berman et al., 2004).  

Por não ser considerada patogênica, Y. lipolytica representa um excelente 

modelo alternativo para o estudo de fatores que regulam a transição morfogênica, 

diferentemente de Candida albicans. Recentemente Y. lipolytica foi apontada 

como um organismo auxiliar no desempenho do fungo micorrízico arbuscular, 

resultando na promoção do crescimento vegetal (Vassilev et al., 2001; Sudbery et 

al., 2004). Entretanto, as bases desse efeito benéfico para o fungo tampouco 

foram ainda exploradas. 

 



  

Esquema 1. Evolução dos Hemiascomicetos. As imagens mostram os 

hemiascomicetos de seqüência genética completamente seqüenciada e 

comparada. Fonte: http://cbi.labri.fr/Genolevures/elt/YALI 



  

 

 

 

 

 

 

 

 
3. OBJETIVOS 

 

 

 

3.1 Objetivo geral: 

 
Estudar o efeito do Al sobre o cultivo e o desenvolvimento de Yarrowia 

lipolytica com intuito de validar o uso dessa levedura como modelo de estudo de 

tolerância e toxicidade do Al. 

 

3.2 Objetivos específicos: 

 

• Avaliar o efeito do Al sobre o cultivo e a morfologia de Y. lipolytica; 

 

• Avaliar o efeito do Al sobre o transporte de H+ em vesículas de membranas 

de Y. lipolytica; 

 

• Avaliar o efeito do Al sobre o transporte de Ca2+ em células de Y. lipolytica. 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

 

4.1 Microrganismo 

Neste estudo foi utilizada a levedura Y. lipolytica cepa JM-12 (MatB leu2-

35 lys5-12 ura3-18) gentilmente cedida pelo Prof. Angel Domínguez do Instituto 

de Microbiologia e Bioquímica/CSIC, Universidade de Salamanca (Espanha).  

 

 

4.2 Meios de cultura 

 

4.2.1 Para cultivo em meio líquido 

 

Y. lipolytica foi propagada em meio rico YED (1% extrato de levedura, 1% 

glicose) suplementado com 0,05% de uracila, adenina, leucina, lisina, e arginina. 

O pH da cultura foi ajustado para 4,5 com HCl. O meio foi autoclavado a 1 atm por 

15 min (121 °C). 

 

 

4.2.2 Manutenção 

 

Para cultivo em meio sólido YED, foi acrescido 2% de ágar. Como forma 

de esterilizar os meios de cultura, estes foram submetidos a uma pressão de 1 

atm (121°C), por 15 min na autoclave. O meio sólido foi vertido em placas de Petri 



  

(esterilizadas), no fluxo laminar, após solidificação as placas foram mantidas em 

estufa a 30°C por 24 h, a fim de obter-se um controle de esterilidade. 

Para a manutenção da cepa uma alçada de uma de Y. lipolytica foi retirada 

de uma cultura estoque e semeada em superfície de meio sólido, sendo as placas 

incubadas a 30 °C por 3 dias e estocada a 7 °C. As culturas eram renovadas (ou 

repicadas) a cada três meses. 

 

 

4.3     Condições de cultivo 

 
A levedura Y. lipolytica foi cultivada no meio YED pH 4,5 contendo 0,5 e 

1,0 mM de alúmen de potássio, AlK(SO4)2. Uma alíquota desta pré-cultura foi 

transferida em frascos Erlenmeyers para meio YED de modo que a absorbância 

inicial a 600 nm fosse igual a 0,01. A proporção volume de meio de cultura para 

volume do frasco foi 1:5, proporcionando aeração. O crescimento da cultura foi 

acompanhado através de leituras da A600 em espectrofotômetro (Shimadzu UV-

1203). 

As células foram inoculadas em meio YED pH 4,5 e incubadas em 

agitador orbital (Inova 4300 New Brunswick Scientific), a 250 rpm a 30 ºC até a 

fase logarítmica do crescimento. As culturas de células foram submetidas a duas 

condições: uma condição controle (sem adição de Al) e outra condição de 

estresse com 1 mM AlK(SO4)2 

 

 

4.4 Isolamento de membranas celulares de Y. lipolytica  

 

As células foram cultivadas na presença e na ausência de 1 mM de 

AlK(SO4)2 a 30 ºC sob agitação (250 rpm) até atingirem 6 unidades. As células 

foram transferidas para os tubos de centrífuga e coletadas. Posteriormente, as 

culturas incubadas e não-incubadas com AlK(SO4)2, foram lavadas com água 

destilada e centrifugadas a 5000 rpm (4000 × g) por 5 min a 4°C. A massa úmida 

das células foi determinada. O isolamento de esferoplastos e a obtenção de 

membranas celulares foram realizados de acordo com a técnica descrita por 

Okorokov e Lehle (1998). Sucintamente, as células foram homogenizadas antes 

de serem submetidas à quebra da parede celular, levando à formação dos 



  

esferoplastos. Foi adicionado para cada 1 g de células, 5 mL de tampão de 

esferoplastos (1,2 M Sorbitol, 10 mM Tris, pH 7,4), 10 mg de enzima lítica de 

Trichodermas e  12,5 µL de β-mercaptoetanol. Esta suspensão celular foi 

incubada a 37 oC sob fraca agitação. A formação de esferoplastos foi monitorada 

através da determinação da A600. A seguir, a suspensão de células/esferoplastos 

foi resfriada no gelo e aplicada cuidadosamente sobre uma solução de cushion 

(1,4 M de Sorbitol) e centrifugadas a 4.000 × g por 5 min para sedimentação dos 

esferoplastos. Os esferoplastos foram resuspensos em tampão de lise (12,5% - 

sacarose, 20 mM MOPS, pH 7,6) contendo inibidores de proteases (1 mM MPSF 

e 1 mM benzamidina) e homogeneizados. O lisado obtido foi centrifugado a 4.000 

x g por 5 min. O sobrenadante foi transferido para tubos de ultracentrífuga e 

centrifugado a 88.000 × g por 45 min a 0 ºC, obtendo-se as membranas celulares 

totais que foram aliquotadas e estocadas a -70 ºC.  

 

 

4.5 Análise das mudanças morfológicas de Y. lipolytica 

 

As mudanças morfológicas foram acompanhadas através de observações 

periódicas em microscópio. O desenvolvimento da cultura foi analisado através de 

leituras da densidade ótica no aparelho de espectrofotômetro e através da 

contagem das células em câmera de Neubauer, em intervalos regulares de 3 h. 

 

 

4.6 Determinação do transporte de H+ em vesículas membranares  

 

O ensaio para a determinação do transporte de H+ em vesículas de 

membranas isoladas de Y. lipolytica foi realizado seguindo o protocolo descrito 

por Okorokov e Lichko (1983) com modificações. O gradiente de H+ foi 

monitorado pelo decréscimo da fluorescência da sonda fluorescente, 9-amino-6-

cloro-2-metoxiacridina (ACMA), excitada com um feixe de λ 415 nm e a emissão 

captada a 485 nm com abertura de 5 nm/10 nm usando fluorímetro (Shimadzu RF 

5301 PC). O ACMA contém um grupo amina que funciona como uma base fraca, 

e assumindo-se que quando não protonado tem capacidade de atravessar 

livremente a bicamada lipídica das membranas. A protonação da base do grupo 



  

amina limita essa capacidade de movimento transmembranar. Então a sonda 

distribui-se através da membrana em função da diferença de pH entre o interior e 

o exterior das vesículas. O meio reacional foi composto de 10 mM de MOPS-Tris 

pH 6,0, KCl 100 mM, ACMA 3 µM, MgCl2 5 mM e ATP 1 mM, acrescido de uma 

suspensão de membranas com volume variando entre 5 e 50 µL, dependendo da 

atividade apresentada, de modo que a amplitude máxima (Fmáx) não 

ultrapassasse o valor de 50 %. 

Após 3 min de incubação (ou tempo necessário para estabilização da 

fluorescência), 1 mM ATP pH 7,2 foi acrescido à mistura e o transporte de H+  foi 

monitorado. Após um tempo aproximado de 600 seg (ou suficiente para atingir o 

equilíbrio entre efluxo e influxo de prótons), foi adicionado 0,02 M de NH4Cl a fim de 

parar a reação, desfazendo o gradiente protônico estabelecido (Esquema 2).  

Para análise de V e P H+-ATPase seguiu-se o mesmo procedimento, 

adicionando-se inibidores específicos dessas enzimas (11,5 µM de concanamicina A 

e 200 µM de vanadato, respectivamente) ao meio de ensaio contendo membranas e 

pré-incubando por 3 min antes de adição de ATP. 

 

A mudança da fluorescência foi registrada e o gráfico obtido (Esquema 1) foi 

usado para o cálculo de velocidade inicial e fluorescência máxima seguindo a 

fórmula: V0 = [F0 / (Fmáx * t)] * 100, onde: 

V0 : velocidade inicial de formação do ∆pH; 

F0 : fluorescência dependente de V0, em um tempo t, determinada pela 

extrapolação de uma reta tangente à maior inclinação inicial para o eixo do tempo; 

Fmáx: fluorescência máxima (total) em porcentagem; 

t: tempo em minutos; 

∆Fmáx = Feq / Fmáx * 100 (%); 

Feq: fluorescência de equilíbrio, determinado como fluorescência do platô 

que reflete o equilíbrio entre o influxo e o efluxo de H+ nas vesículas. 

 

4.7 Determinação da Atividade Hidrolítica 

 

A atividade hidrolítica da H+-ATPase de Y. lipolytica foi avaliada pela 

determinação da concentração de fosfato inorgânico liberado pela hidrólise de 

ATP (Fiske e Subbarow, 1925). Para construção da curva padrão foi utilizada uma 



  

solução de 2 µM KH2PO4 armazenada a 4 ºC. Volumes de 50 µL a 950 µL da 

solução de KH2PO4 foram aplicadas em água destilada até completar um volume 

de 1 mL. Em intervalos de 30 em 30 seg foi adicionado 2 mL da solução de 

reação contendo 10% de ácido ascórbico e 0.5% molibdato de amônio. Após 

exatos 10 min, à temperatura ambiente, foram realizadas leituras em 

espectrofotômetro Shimadzu UV-1203 a 750 nm.  

Para determinação da atividade hidrolítica, 300 µL do meio de reação, 

contendo 30 mM (MES)-Tris (pH 6,5), 3,75 mM MgSO4, 262 µM molibidato de 

amônio, 5 mM ATP e 10 µL da preparação de membrana (~ 70 µg de proteína), 

contendo ou não vanadato (200 µM Na3VO4, inibidor específico de H+-ATPase do 

tipo P da membrana plasmática) foi incubado a 30 °C por 10 min. A reação foi 

interrompida através da adição de 700 µL de água destilada gelada e 2 mL da 

solução de reação contendo 10% de ácido ascórbico e 0,5% molibidato de 

amônio. Essa mistura foi incubada a 30 °C por 10 min e a absorbância, a 750 nm, 

foi determinada em espectrofotômetro. Um volume igual de água destilada (300 

µL) foi utilizada como branco. Os valores obtidos nas determinações deveriam 

ficar preferencialmente, entre os valores médios estabelecidos na curva padrão. 

 

 

4.8 Determinação do conteúdo de proteína 

O teor de proteína foi determinado pelo método de Bradford (1976). Em 

um Becker contendo 12 mL de etanol absoluto, devidamente envolto por papel 

alumínio a fim de evitar a entrada de luz, 28 mg de Comassie Brilliant Blue G 90 

foi adicionado e deixado sob agitação por 1 h a temperatura ambiente. 

Posteriormente foram adicionados 25 mL de ácido ortofosfórico (85 %), e após a 

total homogeneização, o volume foi completado para 250 mL com água destilada. 

A solução foi filtrada em papel de filtro por três vezes e armazenada em vidro 

âmbar na geladeira. 

Para construção da curva padrão foi utilizada uma solução de albumina de 

soro bovino na concentração de 1 mg/mL. Volumes de 2 µL a 20 µL da solução 

foram misturados em água destilada até completar um volume de 100 µL. Em 

intervalos de 30 seg foi adicionado 1 mL da solução de Bradford. Após exatos 10 

min, à temperatura ambiente, as leituras de absorbância em espectrofotômetro, a 

595 nm, foram realizadas. 
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Velocidade inicial =Vo=  [Fo/ (Ftotal*T)]*100

Amplitude máxima= ∆∆∆∆Fmax= Feq/ Ftotal *100

Feq

NH4ClATP
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Amplitude máxima= ∆∆∆∆Fmax= Feq/ Ftotal *100

Feq

NH4ClATPATP

O conteúdo de proteína foi determinado utilizando-se entre 5 e 15 µL de 

suspensão de membranas, em volume para 100 µL com água destilada e 

adicionando-se 1 mL da solução de Bradford em intervalos de 30 seg. Após 

exatos 10 min, à temperatura ambiente, procedeu-se às leituras de absorbância, 

em espectrofotômetro, a 595 nm, obedecendo ao mesmo intervalo de tempo 

utilizado anteriormente. 

O volume de suspensão de membranas utilizado pode variar de acordo 

com o conteúdo de proteína. Os valores obtidos nas dosagens deveriam ficar 

preferencialmente, entre os valores médios estabelecidos na curva padrão. 

 

 

 

Esquema 2. Determinação de velocidade inicial (V0) e amplitude máxima (Fmáx) 

do transporte de H+. Na presença de ATP a fluorescência do ACMA diminui, 

demonstrando a formação do gradiente do transporte de H+ nas vesículas de 

membranas. Ao atingir o estágio máximo e de equilíbrio, adiciona-se NH4Cl, que 

desfaz o gradiente protônico.  

 

 

 

    



  

4.9 Análise do efeito do Al na alteração do pH do meio sólido de cultivo e 

em colônias de Y. lipolytica 

 

Para visualizar uma possível alteração do pH em colônias e no meio em 

torno de colônias, as células de Y. lipolytica foram plaqueadas com ajuda de 

pérolas de vidro (para que as colônias ficassem isoladas) em meio YED pH 4,5 na 

ausência ou presença de 1 mM de AlK(SO4)2 e mantidas na estufa  a 30 ºC por 3 

dias. Após o aparecimento das colônias, as placas foram retiradas da estufa e 

uma fina camada de 0,7 % agarose contendo 0,015% de púrpura de bromocresol 

pH 4,5 (indicador de pH) foi vertida sobre as colônias. Após 10-15 min a alteração 

da coloração pôde ser observada e o valor do pH pôde ser estimado através de 

uma escala colorimétrica. 

 

 

4.10 Determinação de transporte de cálcio em células de Y. lipolytica  

 

O ensaio de captação de 45Ca2+ em células vivas de Y. lipolytica foi 

realizado seguindo o protocolo descrito por Cunnigham e Fink (1994) com 

modificações. As células foram cultivadas na presença e na ausência de  0,5 mM 

AlK(SO4)2 até atingirem o início da fase logarítmica (0,5-1,0 OD600/mL -

equivalente a uma concentração de 1,4 x 106 células/mL), aproximadamente 12 h 

em 20 mL de meio. Alíquotas de 2 mL de suspensão foram distribuídas em tubos 

com adição posterior de 5 µL de 45Ca2+ (110,8 µg/mL; 2,5 mCi/mL, Amersham 

Pharmacia).  Após adição, as amostras foram incubadas a 30 °C. A captação de 

cálcio foi interrompida nos tempos de 1, 5, 15, 30, 90 e 180 min, transferindo 100 

µL da reação para aproximadamente 20 mL do tampão de lavagem (10 mM de 

CaCl2, 5 mM MES-NaOH pH 6,5) gelado. As alíquotas foram filtradas em filtros 

Wathaman GF/F por sistema a vácuo. Depois os filtros foram secos e colocados em 

tubos de cintilação contendo aproximadamente 4 mL de líquido de cintilação (27 mM 

PPO, 55 µM POPOP dissolvidos em 1 L de tolueno) e a radioatividade associada aos 

filtros, e conseqüentemente às células, foi quantificada por contagem em meio de 

cintilação usando contador Packard. A acumulação de cálcio em células foi 

normalizada por densidade ótica da cultura (A600/mL) usada no experimento. 

 

 



  

 

 

 

 

 

 

 
 

5. RESULTADOS 

 

 

 

5.1 Efeito do Al no cultivo e na morfologia de Yarrowia lipolytica  

 

Para analisar se o Al era capaz de afetar o cultivo de Y. lipolytica, as 

células foram cultivadas em meio YED pH 4,5 contendo 0,5 e 1 mM de AlK(SO4)2.  

Todas as culturas foram inoculadas de forma que o experimento iniciasse com 

0,01 unidade (A600).  

Na cultura de Y. lipolytica sem Al (controle), a divisão celular teve início 

após uma fase lag de aproximadamente 6 h. A saturação foi atingida após 26 h. A 

presença de 0,5 mM e 1 mM de AlK(SO4)2 não afetou a fase lag nem a fase 

logarítmica, mas a absorbância máxima atingida pela cultura foi aproximadamente 

10% menor do que a atingida na cultura controle para ambas as concentrações 

(Figura 1A).  

A morfologia celular foi analisada por microscopia ótica na qual foi 

possível observar que a transição levedura-hifa ocorreu após 18 h na cultura 

controle. Corroborando com esta observação, o número de células em forma de 

levedura atingiu um pico máximo neste ponto seguido por um declínio refletindo a 

aparição de formas filamentosas compostas de pseudo-hifas e hifas (Figura 1B, 

Figura 2A). Curiosamente, quando altas concentrações de Al foram adicionadas 

ao meio, foram observadas mudanças na morfologia celular. A cultura de Y. 

lipolytica exposta a 0,5 mM de AlK(SO4)2 exibiu uma diminuição significativa de 

formas filamentosas após 24 h, em comparação com a cultura controle (Figura 

1B, Figura 2B). Com a concentração de 1 mM de AlK(SO4)2, a transição levedura-



  

hifa só teve início após 24 h. Entretanto, não foi possível observar a formação de 

hifas verdadeiras, pois a maioria das células dessa cultura permaneceu em forma 

de levedura e somente algumas pseudo-hifas foram formadas (Figura 1B, Figura 

2C). 

 

 

5.2  Análise do efeito do Al na atividade de H+-ATPase 

 

Para verificar o efeito do Al na atividade de H+-ATPase foram isoladas 

membranas totais de células de Y. lipolytica cultivadas ou não com 1 mM de 

AlK(SO4)2. A Figura 3A mostra que a adição de ATP às vesículas de membranas 

de células controle promoveu um decaimento da fluorescência, que foi inibida em 

80% por 200 µM de vanadato, indicando que o transporte de H+ em membranas 

de Y. lipolytica foi principalmente mediado pela H+-ATPase do tipo P de 

membrana plasmática. A mesma porcentagem de inibição por vanadato foi obtida 

em vesículas de membranas isoladas de células tratadas com Al.Entretanto, a 

Fmáx tanto do transporte total quanto do transporte vanadato-sensível foi 1,8 vezes 

maior do que em membranas controle. A H+-ATPase foi portanto, estimulada pelo 

Al (Figura 3B, Tabela 1).  

A atividade hidrolítica da H+-ATPase de membrana plasmática também foi 

analisada. A comparação das células controle de Y. lipolytica com as células 

tratadas com Al demonstrou uma atividade ATPásica vanadato-sensível, no qual 

70% inibição foi obtida. Em contraste com a atividade do bombeamento de H+, 

somente um pequeno aumento da hidrólise de ATP foi observado em vesículas 

de membranas isoladas de células cultivadas na presença de Al (1,2 vezes, 

Tabela 1). 



  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Efeito do Al sobre Y. lipolytica JM-12. (A) Células foram cultivadas em 

meio YED pH 4,5 na ausência (●) ou na presença (▲, ∆) de AlK(SO4)2. (B) 

Número de células de levedura foi contado em cada ponto temporal e o valor 

máximo foi considerado 100%. Os valores representam uma média de 3 

experimentos. 
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Figura 2. Análise do efeito do Al na transição morfogênica de Y. lipolytica JM-12. 

A morfologia celular foi examinada após 24 h de cultivo na ausência (A) ou na 

presença de 0,5 mM AlK(SO4)2 e 1,0 mM AlK(SO4)2 (B e C, respectivamente) em 

meio YED pH 4,5. 
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Figura 3. Efeito do transporte de H+ em Y. lipolytica. As vesículas de membranas 

celulares foram isoladas de células cultivadas na ausência (A) ou na presença (B) 

de 1 mM de AlK(SO4)2 e utilizadas para determinação da formação do ∆pH. 
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A análise do transporte de próton (Fmáx) e hidrólise de ATP vanadato-sensível foi 
realizada em membranas totais isoladas de células cultivadas na presença de 1 
mM AlK(SO4)2 por 18 h. A determinação da Fmáx foi realizada utilizando os dados 
da Figura 3 e conforme o item 4.6. Os valores são representativos de uma média 
de três experimentos 
 
 
Tabela 1. Efeito do Al sobre a atividade de H+-ATPase de membrana plasmática 
de Y. lipolytica. 
 Fmáx 

(%) 

Hidrólise de ATP 

(nmol mg-1 min -1) 

Controle 

1,0 mM AlK(SO4)2 

687 + 25 

1258 + 27 

95 + 10 

120 +18 

 
 

 
5.3 Efeito do Al no pH do meio sólido de crescimento de Y. lipolytica 

 

Para confirmar os dados de estimulação da P H+-ATPase pelo Al, o pH do 

meio de crescimento das colônias de Y. lipolytica foi indiretamente indicado pelo 

púrpura de bromocresol. A estimativa do pH foi realizada através de comparação 

com a escala de cor no qual, púrpura de bromocresol que tem coloração 

amarelada em pH ácido (4,5), sofre modificação para magenta/roxo conforme o 

aumento do pH. Em 15 min após a adição de púrpura bromocresol já foi possível 

observar a modificação na coloração das colônias e do meio. A área em torno das 

colônias crescidas na ausência de Al ficou roxa, indicando uma alcalinização do 

meio (Figura 4A). Quando as colônias foram crescidas na presença de 1,0 mM 

AlK(SO4)2 a coloração roxa foi atenuada, indicando uma maior acidificação 

mediada por células de Y. lipolytica (Figura 4B). 

 

 

5.4 Análise da captação de 45Ca2+ por células de Y. lipolytica  

 

Para avaliar o efeito do Al no funcionamento de canais de Ca2+ presentes 

na membrana plasmática foi feita análise da captação de 45Ca2+ por células 

intactas de Y. lipolytica. As células foram cultivadas na ausência de Al. Foi 

possível observar que a adição do 0,5 mM AlK(SO4)2 no meio de cultivo 

ocasionou uma captação de 45Ca2+ cerca de 4 vezes maior do que nas células 

controle (Figura 5) ao fim de 3 h. 
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Figura 4. Efeito do Al na alteração do pH em colônias de Y. lipolytica. As células 

de Y. lipolytica foram plaqueadas em meio YED com pH 4,5 na ausência (A) ou 

na presença de 1 mM AlK(SO4)2 e mantidas a 30 ºC até obtenção de colônias. As 

placas foram cobertas por uma fina camada de agarose contendo o indicador de 

pH bromocresol púrpura (0,015%). Resultado representativo de três 

experimentos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Efeito do Al na captação de 45Ca2+ em células intactas de Y. lipolytica. 

As células foram cultivadas em meio YED pH 4,5 na ausência de Al por 12 h 

antes da adição de 45Ca2+ e 0,5 mM AlK(SO4)2. Os dados são representativos de 

quatro experimentos. 
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6. DISCUSSÃO 

 

 

 

As leveduras têm demonstrado ser um excelente modelo para isolamento 

e caracterização de genes de resposta a diversos sinais ambientais, dentre eles o 

estresse oxidativo e salino e ainda os causados por metais (Serrano, 1996, Avery, 

2001). Na última década, a levedura de brotamento Saccharomyces cerevisiae 

emergiu como modelo de estudo de mecanismos de toxicidade e tolerância ao Al.  

A toxicidade do Al foi demonstrada em diversos sistemas biológicos, 

sendo considerada um fator limitante para a produtividade de muitas culturas 

vegetais, especialmente nos trópicos no qual a maioria dos solos é ácida. Os 

efeitos da toxicidade do Al também são observados em bactérias e fungos (Zel et 

al., 1993) e algumas patologias humanas podem estar associadas com a 

contaminação pelo Al. Foi demonstrado que assim como em plantas, o Al também 

causava inibição do crescimento de S. cerevisiae (MacDiarmid e Gardner, 1996; 

Schott e Gardner, 1997, Ezaki et al., 1998). 

Neste trabalho, foi analisado o efeito do Al no fungo dimórfico Yarrowia 

lipolytica. Foi possível observar que o tratamento com Al não inibiu o crescimento 

de Y. lipolytica mesmo com a concentração de 1 mM (Figura 1), indicando que 

este ascomiceto é mais resistente ao Al do que S. cerevisiae ou Sch. pombe. Em 

vários sistemas biológicos a concentração de 1 mM de Al é considerada fatal. Em 

plantas, a concentração suportável de Al é no máximo de 0,1 mM (Blancaflor et 

al., 1998; Ahn et al., 2001; Rengel et al., 2002 e Hirano et al., 2006), para outras 

leveduras, como por exemplo Sch. pombe, a concentração de 0,5 mM inibe o 

crescimento em 37% (Lobão, 2005). Y. lipolytica é conhecida por sua capacidade 



  

de produzir ácidos orgânicos (Barth e Gaillardin,1997). Desta forma, a resistência 

de Y. lipolytica ao tratamento com Al pode ser devido a sua capacidade de 

produção de ácidos orgânicos que são capazes de se complexar com o Al, um 

processo descrito para plantas (Kochian et al., 2004; Shen et al., 2005). Além 

disso, foi sugerido que o efluxo de citrato é realizado mais por sistemas de 

transporte secundário da membrana plasmática do que pelo vacúolo 

(Kulakovskaya et al., 1993). Seria interessante determinar até onde a secreção de 

ácidos orgânicos é induzida pelas células de Y. lipolytica tratadas com Al. 

Apesar de não interferir no cultivo de Y. lipolytica o Al afeta drasticamente 

sua morfogênese (Figura 2). O crescimento das hifas foi inibido no meio contendo 

Al, indicando que possivelmente o Al pode interferir na transdução de sinal 

responsável pela formação das hifas. Diversos estudos já demonstraram que a 

transição levedura-hifa é obtida em resposta a vários sinais ambientais, tais como, 

pH (Ruiz-Herrera e Sentandreu, 2002; Szabo e Štofanikova, 2002; Kawasse et al., 

2003), temperatura, composição do meio de cultivo (Pérez-Campo e Domínguez 

2001; Szabo e Štofanikova, 2002), entre outros, levando à expressão de genes 

hifa-específicos por meio da regulação de cascatas de sinalização (Kadosh e 

Johnson, 2005). A transição dimórfica é controlada pelo pH do ambiente, sendo a 

formação de células em forma de levedura favorecida pelo pH ácido enquanto a 

formação das formas filamentosas pelo pH próximo à neutralidade ou alcalino. A 

transição entre duas formas celulares (levedura e hifa) é comum em alguns 

fungos e parece ser um fator determinante para a patogenicidade dos mesmos 

(Phan et al., 2000; Bensen al., 2002). O envolvimento da H+-ATPase na 

morfogênese e no crescimento filamentoso de Y. lipolytica ainda não foi 

examinado. Trabalhos anteriores apontam a H+-ATPase de membrana plasmática 

como um possível fator para a morfogênese de C. albicans (Monk, 1993).  

Neste trabalho foi visto que 1 mM Al estimula em aproximadamente 85%, 

o transporte de H+ mediado por P H+-ATPase de membrana plasmática (Figura 3, 

Tabela 1). Em plantas, o Al pode causar tanto um efeito inibitório quanto 

estimulatório na atividade das H+-ATPases, dependendo da concentração 

utilizada. Foi observado em plantas de milho que o Al é capaz de promover a 

estimulação da H+-ATPase em concentrações mais baixas do que as que iniciam 

a fitotoxicidade (Façanha e Okorokova-Façanha, 2002; Shen et al., 2005). No 

caso de Y. lipolytica, o Al exerce um efeito diferencial na atividade das bombas de 

H+, a qual é mais efetiva no aumento do transporte de H+ do que na hidrólise de 



  

ATP, indicando um aumento no acoplamento da H+-ATPase (Tabela 1). Sendo 

assim, possivelmente, o efeito do Al na H+ ATPase de Y. lipolytica envolve uma 

regulação pós-traducional envolvendo fosforilação, como demonstrado em 

bombas de H+ de milho (Shen et al., 2005). Esses resultados possibilitam sugerir 

que alterações no transporte de H+ na membrana plasmática podem estar 

envolvidas na sinalização pH-dependente necessária para a formação de hifas. A 

membrana plasmática em fungos é energizada através da geração de um 

gradiente eletroquímico de prótons a partir da ação de H+ ATPases do tipo P. 

Durante a síntese de ácidos orgânicos, uma grande quantidade de H+ é produzida 

e removida da célula vegetal por bombas protônicas (Sze et al., 1999). Desta 

maneira, a liberação de citrato pode estar relacionada com liberação de H+. Foi 

demonstrado que a liberação de citrato foi concomitante ao efluxo de H+ em 

células mutantes de cenoura (Daucus carota), na qual um elevado nível de 

atividade de H+-ATPase de membrana plasmática foi encontrado (Ohno et al., 

2003). O aumento da extrusão de H+ em resposta ao tratamento com o Al em 

células de Y. lipolytica pode induzir mudanças na energização da membrana, 

tornando a superfície celular e o meio extracelular mais ácidos do que nas células 

não cultivadas com Al. Uma menor alcalinização foi observada no meio de 

crescimento das colônias de Y. lipolytica na presença do Al (Figura 4). É 

amplamente conhecido que leveduras têm a capacidade de acidificar o meio de 

cultura líquido em detrimento do consumo de glicose. Entretanto, em meio sólido, 

foi visto que quando atingem a fase estacionária, as colônias de S. cerevisiae 

podem alterar o pH do meio que as envolve passando de pH ácido para quase 

alcalino (“acid-to-alkali transition”) (Palková et al., 2002). Aumento do pH deve-se 

à liberação de amônia por colônias e seria um fenômeno semelhante a um 

“quorum sensing”, em que uma sinalização para as colônias vizinhas é emitida 

dando início à transição do pH do meio. Neste mesmo estudo, foi visto, por 

microarray, que durante a transição ácido-álcali, a expressão da H+-ATPase de 

PM é inibida, diminuindo a extrusão de H+ e, conseqüentemente, o pH 

extracelular.  As colônias de Y. lipolytica crescidas na presença de Al produziram 

uma maior acidificação do meio, indicando uma estimulação das bombas de H+ 

nestas células que conseguiram manter o pH do meio mais ácido do que nas 

colônias controle, corroborando com os dados da atividade de H+-ATPase obtidos 

“in vitro”. 



  

Os resultados obtidos, juntamente como os dados encontrados na 

literatura sobre a importância de um baixo pH do meio extracelular como efetor do 

dimorfismo, sugerem a existência de um sensor de pH na superfície da célula da 

levedura. É possível que o pH superficial atue como fator chave na transdução de 

sinal do sensor de pH à fatores de resposta que desenvolvem mudanças 

transcricionais, levando finalmente  à alteração da morfologia. De fato, uma via 

dependente de pH já foi identificada em S. cerevisiae e C. albicans.  A via da 

proteína Rim 101 é ativada em condições alcalinas e leva ao desenvolvimento de 

formas filamentosas (Li e Mitchell,1997; Davis et al., 2000). Entretanto, os 

mecanismos moleculares envolvidos nesta transição ainda necessitam ser mais 

estudados.  

Um aumento transiente no pH citoplasmático foi sugerido preceder a 

transição morfológica em C. albicans (Kaur et al, 1988; Stewart et al., 1988). 

Nossos dados levantam a hipótese de que o pH extracelular bem mais que o 

intracelular é um sinal para a morfogênese. Isso é consistente com a idéia de que 

a alcalinização citoplasmática mediada pela H+-ATPase de membrana plasmática 

pode ser necessária para o desenvolvimento contínuo dos tubos germinativos de 

C. albicans apresar deste processo ser pouco provável para ser determinante 

primário da morfogênese (Monk et al., 1993). 

O transporte de Ca2+ para dentro das células é mediado por canais de 

membrana. A habilidade do Al em reduzir a entrada de Ca2+, nas plantas, já foi 

documentada (Huang et al., 1992; Rengel e Eilliot, 1992), podendo inclusive 

causar deficiência desse cátion (Foy, 1988). Além disso, foi verificado que a 

inibição da entrada de Ca2+ induzida pelo Al é mais afetada em cultivares de trigo 

sensíveis ao alumínio do que naquelas tolerantes (Huang et al., 1992). Essas 

observações sugerem que a inibição do crescimento da raiz induzida pelo 

alumínio pode ser promovida, pelo menos em parte, pela inibição do transporte de 

Ca2+ e conseqüentemente alterações na [Ca2+]cit.  

Previamente, Lobão (2005) observou o bloqueio da captação de Ca2+ em 

células de Sch. pombe na presença de 0,5 mM de AlK(SO4)2. Além disso, o 

cultivo com Al foi capaz de causar 37% de inibição da cultura e a formação de 

células de Sch. pombe aberrantes, longas e multi-septadas. Contrariamente, 

adição do Al diretamente às células de Y. lipolytica causou um aumento 

significativo na captação de cálcio, cerca de 4 vezes (Figura 5), em comparação 

com células não tratadas. Em Sch. pombe este aumento foi visto somente após 6 



  

h de exposição ao Al, quando o transporte de Ca2+ foi duas vezes maior do que 

nas células não expostas (Lobão, 2005), indicando que primeiramente o alumínio, 

através de bloqueio de canais de cálcio, pode ter causado um estresse celular, 

promovendo uma superexpressão de canais de Ca2+ encontrados na membrana 

plasmática como tentativa de recuperar os níveis de cálcio citoplasmático. A 

levedura de fissão demonstrou ser mais susceptível ao Al, apresentando a 

alteração da morfologia e do influxo de Ca2+. Y. lipolytica, apesar de ter seu 

dimorfismo afetado pelo Al, demonstrou ser mais resistente, não tendo uma 

alteração significativa no seu cultivo e apresentando um influxo de Ca2+ mais 

elevado em células expostas ao Al. Especula-se que este aumento da captação 

de Ca2+ esteja vinculado a essa resistência, no qual por mecanismos ainda 

desconhecidos, o Al atuaria sobre os canais de Ca2+ presentes na MP, causando 

uma entrada maciça desse cátion e provocando as alterações nos níveis de 

[Ca2+]cit, que interferem com a transdução de sinal Ca2+-dependente responsável 

pela regulação do ciclo e polaridade celular, entre outras funções. A análise do 

transporte de Ca2+ em vesículas de membranas também foi realizada, mas por 

não demonstrar consistência de dados, não foi apresentada neste trabalho.  

A análise do influxo de Ca2+ em células de Y. lipolytica cultivadas na 

presença do Al por um mesmo período de tempo que em experimentos para 

determinação de atividade da H+-ATPase é necessária a fim de se poder 

correlacionar as mudanças da homeostase de Ca2+ com morfogênese.  



  

 

 

 

 

 

 

 

 
7. RESUMOS E CONCLUSÕES 

 

 

 

Neste trabalho foi verificado o efeito do Al no fungo dimórfico Y. lipolytica. 

Altas concentrações de Al não alteraram o cultivo das células indicando uma 

parcial resistência ao Al. Sendo assim, Y. lipolytica pode ser utilizada como 

modelo de estudo de tolerância ao Al.  

A transição dimórfica levedura-hifa de Y. lipolytica foi inibida pelo Al. 

Desse modo, o sistema Yarrowia × Al pode ajudar na elucidação dos mecanismos 

celulares que regem a morfogênese envolvida da patogenicidade dos fungos. 

O Al estimula a entrada de Ca2+ nas células de Y. lipolytica. 

O transporte de H+ mediado pela H+-ATPase tipo P de membrana 

plasmática foi estimulado pelo Al. Desta forma, a enzima pode ser utilizada como 

marcador bioquímico de tolerância ao Al. 

Os dados sugerem que o pH do meio extracelular controlado pela H+-

ATPase de membrana plasmática regula a transição dimórfica.  

Os dados apontam para a investigação de um possível sensor de pH na 

membrana plasmática e vias de sinalização associadas, bem como para a 

investigação da sinalização de Ca2+ mediada pelo estresse causado pelo Al. 
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