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RESUMO

As poliaminas exercem o papel regulatério no crescimento e morfogénese das células
eucaridticas. Apesar de avangos moleculares, os mecanismos de acao regulatoria
ainda ndo sado compreendidos. A morfogénese fungica € importante na otimizacao
nutricional, contribuindo na colonizacdo de novos habitats e interacfes parasitarias e
simbidticas. Aqui, investigamos a modulacdo da morfogénese por espermina (Spm)
no fungo dimorfico Yarrowia lipolytica e a possivel participacdo de uma via de
sinalizacao auxina-dependente e ativacdo dos sistemas primarios de transporte de H*.
A Spm e acido indol-3-acético (AlA) exdgenos induziram a transicdo levedura-hifa, a
arquitetura e o padrao de invasdo nas colonias de Y. lipolytica, enquanto que os
inibidores da sintese de espermidina (CHA), da sinalizacdo (PCIB) ou do transporte
(TIBA) de auxina bloquearam essas respostas morfologicas. O efeito inibitério do CHA
foi revertido pelo AlA, todavia o efeito dos inibidores PCIB ou TIBA nao foi revertido
pela Spm, indicando que Spm possa atuar upstream da via de sinalizacdo de AlA.
Mostramos que Spm aumenta a exsudacdo do AIA nas células de Y. lipolytica.
Demonstramos que durante a morfogénese ocorre aumento gradativo na expressao
e na atividade das bombas de H* de membrana plasmatica e vacuolar (P- e V-H*-
ATPase, respectivamente), e que Spm estimula ambas as H*-ATPases,
principalmente no momento da transi¢ao levedura-hifa. Assim como na morfogénese,
o estimulo da P-H*-ATPase foi prevenido em células tratadas com TIBA ou PCIB,
mesmo na presenca de Spm. Ainda, a determinacgéo do fluxo de H* em células vivas
mostrou que Spm e AlA aumentaram o efluxo de H*. Demonstramos a importéancia da
ativacdo da V-H*-ATPases na acidificacao e na forma vacuolar durante a morfogénese
da Y. lipolytica. A formacgdo dos vacuolos tubulares ao longo da hifa ocorreu apos a
acidificacdo e pela fusdo dos pequenos vacuolos presentes nos estagios iniciais da
morfogénese. O inibidor da V-ATPase, concanamicina A (ConA), interferiu na
morfogénese, assim como na acidificagdo e nas atividades de ambas as bombas
protbnicas. Durante a morfogénese foi detectada a alcalinizacdo ambiental, resultante
da exsudacdo de amoénia. Assim como CHA, PCIB ou TIBA, os inibidores de P- e V-
ATPases (vanadato e ConA, respectivamente) preveniram a alcalinizacdo ambiental.
Dessa forma, esse estudo fornece uma evidéncia convincente da morfogénese
fungica modulada por Spm ser induzida por um mecanismo analogo ao crescimento

acido, descrito previamente na regulacdo de células vegetais.

Palavras-chave: Bombas ibnicas, poliaminas, transicdo dimorfica, Yarrowia lipolytica.
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ABSTRACT

Polyamines exert regulatory role in the growth and morphogenesis of eukaryotic cells.
Although molecular advances, mechanisms of regulatory action are not yet
understood. Fungal morphogenesis is important in nutritional optimization, contributing
to the colonization of new habits and parasitic and symbiotic interactions. Here, we
investigated the modulation of morphogenesis by spermine (Spm) in the dimorphic
fungus Yarrowia lipolytica, with a possible auxin-dependent signaling pathway and
activation of primary transport of H* systems. The exogenous Spm and indole-3-acetic
acid (IAA) induced the yeast-to-hyphae transition, the architecture and invasion pattern
in Y. lipolytica colonies, whereas spermidine synthesis inhibitor (CHA), auxin signaling
(PCIB) or transport inhibitors (TIBA) bloked these morphological responses. IAA
reversed the inhibitory effect of CHA, whereas Spm did not reserse the PCIB or TIBA
effect, indicating that Spm should act upstream of 1AA signaling pathway. We showed
that Spm increases the exudation of IAA in Y. lipolytica cells. We demonstrated that
during morphogenesis occurs gradual increase in the expression and activity of plasma
membrane and vacuolar H* pumps (P- and V-H*-ATPase, respectively) and Spm
stimulates both H*-ATPases activities, especially in transition time point. As in
morphogenesis, PCIB or TIBA treated-cells prevented the stimulation of P-H*-ATPase,
even in the presence of Spm. Furthermore, the determination of the H* flux in living
cells showed that Spm and IAA increased H* efflux. We demonstrated the importance
of V-H*-ATPase activity on acidification and vacuolar dynamics during morphogenesis
of Y. lipolytica. The formation of tubular vacuoles along the hyphae occurred after
acidification and the fusion of vacuoles present in the early stages of morphogenesis.
The inhibitor of V-ATPase, Concanamycin A (ConA), interferes with morphogenesis,
as well as acidification and the activities of both proton pumps. During morphogenesis
was detected environmental alkalinization resulting from the exudation of ammonia. As
CHA, PCIB or TIBA, the P- and V-ATPases inhibitors (vanadate and conA,
respectively) prevented environmental alkalinization. Thus, this study provides the first
compelling evidence on the fungal morphogenesis and colony development as
modulated by a Spm-induced acid growth mechanism analogous to those previously
postulated for the multicellular growth regulation of plants.

Key-words: lonic pumps, polyamines, fungal morphogenesis, Yarrowia lipolytica.
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1. INTRODUCAO

Desde as primeiras observagbes dos “animaculos” por Antonie van
Leeuwenhoek, e o isolamento e cultivo por Robert Koch, os microrganismos tém sido
genericamente considerados organismos unicelulares simples. Todavia, essas células
sao capazes de alterar sua morfologia e formar entidades multicelulares complexas,
como colbnias e biofilmes, capazes de coordenar e manter a sincronia metabdlica e
morfolégica, demonstrando que ndo séo tdo simples assim (Cép et al., 2012).

Tal dindmica estrutural se assemelha em parte a complexidade encontrada em
seres pluricelulares, compartiihando com estes varios mecanismos de controle
morfogénico, dentre os quais, o crescimento polarizado representa uma propriedade
fundamental de iniUmeros tipos celulares. O fenbmeno esta presente na formacao de
hifas nos fungos, no desenvolvimento de pélos radiculares e no alongamento do tubo
polinico nas plantas, e até em células animais, no desenvolvimento e diferenciacéao
das células neuronais. Todavia, eucariotos inferiores como as leveduras representam
bons modelos bioldgicos na compreensdo do estabelecimento e manutencdo do
crescimento polarizado por apresentar facilidade na manipulacdo genética, curto
tempo de cultivo e um conjunto de vias metabdlicas jA bem conhecidas. Além disso, 0
crescimento polarizado de hifas fungicas representa um processo-chave na viruléncia
de diversos fungos patogénicos e fitopatogénicos. Em células animais, a Candida
albicans representa o principal fungo patogénico oportunista humano, causadora da
candidiase, além do Cryptococcus neoformans (cryptococcosis) e Paracoccidioides
brasiliensis (paracoccidioidomicoses) entre outros (Pérez-Martin; Di Pietro, 2012; Gow
et al., 2012). Entre os principais fungos fitopatogénicos dimorficos, estdo o Ustilago
maydis e Mucor rancemosus (Flor-Parra et al., 2007; Brefort et al., 2009). Juntos,
esses fungos sao responsaveis por grandes prejuizos a saude e a agricultura.

Por outro lado, 0 mesmo processo de crescimento polarizado é utilizado por
fungos micorrizicos durante a colonizacao simbiética das raizes vegetais (Ramos et
al., 2008a,b, 2009). A colonizacdo da rizosfera por fungos micorrizicos € capaz de
promover o aumento da area radicular da planta e, desta forma, aumentar a captacéo
de agua e nutrientes, minimizar danos causados por agentes estressores e promover
o desenvolvimento de uma agricultura sustentavel. Nesta tese produzimos e
integramos um conjunto de evidéncias que apontam para a existéncia de vias
conservadas entre eucariotos que modulam a morfogénese de hifas flingicas.

Tal linha de investigagéo € fundamental para o desenvolvimento de estratégias

inovadoras de controle da viruléncia e simbiose fungicas, na busca de novos alvos
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moleculares para drogas mais especificas e efetivas tanto na terapia antifingica
quanto na promocao do potencial de bioinéculos compostos por fungos promotores
do crescimento vegetal. Adicionalmente, merece destague o potencial ainda pouco
explorado da utilizacdo de fungos dimorficos na recuperacao de areas degradadas ou
na biorremediacdo de solos exauridos pelo uso extrativista e considerado pobres
pelos altos indices de aluminio e de outros metais, recorrente em todo o territério

nacional e em largas extensdes de terras agricultaveis ao redor do globo.

1.1 A morfogénese flingica

O crescimento polarizado € um processo que envolve varios mecanismos intra
e extra-celulares, compreendendo desde o remodelamento do citoesqueleto e
migracdo de vesiculas secretérias, até dinamicas na matriz extracelular ainda pouco
exploradas. Nos fungos e vegetais tais dinamicas ocorrem em nivel da parede celular
se estende pela sintese e expansao predominante ou exclusivamente da regido apical
da célula. A formacéo de células tubulares € um processo amplamente difundido,
ocorrendo desde procariotos até o0os organismos eucaridticos mais complexos.
Particularmente, tal fenbmeno integra a forma de crescimento dominante nos fungos
gue produzem hifas, que crescem na forma de leveduras de fisséo e, de uma maneira
especifica, também nas leveduras de brotamento. Em plantas, o crescimento
polarizado também é altamente difundido, mas restrito a poucos tipos de células. Por
exemplo, ele é responsavel pelo crescimento de tubos polinicos e pélos radiculares
em plantas superiores e, dentre as plantas ndo-vasculares, promove 0 crescimento
da fase gametofitica de varios grupos. Em animais, o crescimento polarizado é
observado na formacéo das células neuronais (Heath, 1990; Harris, 2011).

A grande plasticidade adaptativa observada em células fungicas, que permite
a sobrevivéncias em condicdes adversas e a colonizacdo de novos habitas,
certamente esta relacionada com a capacidade de crescimento de hifas fungicas. O
crescimento das hifas auxilia na invaséo de substratos, translocacéo direcional entre
hospedeiros, consolidagcédo de colbnias, aquisicdo de nutrientes e a formacdo de uma
matriz tridimensional (Sudbery, 2011; Brand, 2012).

Muitos fungos possuem a capacidade de transitar de levedura para
pseudohifas e/ou hifas verdadeiras por um processo que envolve a indugao de
polarizagdo celular. A formacdo de células filamentosas € prevalente e
filogeneticamente mais ancestral que a forma leveduriforme, no entanto, muitos

fungos podem alterar o tipo de crescimento, o qual deixa de ser isotrépico, observado
17



em células leveduriformes, para ser polarizado em hifas fangicas (Harris, 2011). O
estabelecimento da polaridade em hifas requer a sintese continua de proteinas,
lipideos e parede celular, varia¢gdes na dindmica do citoesqueleto, presséo hidrostatica
interna, gradiente localizado de Ca?*, transporte e acumulacdo de vesiculas
secretoras direcionadas para a ponta das hifas (Lew, 2011; Riquelme, 2013). A
transicdo morfolégica também é acompanhada por alteragdes na fisiologia e estrutura
celular (revisado por Han et al., 2011; Lin et al., 2015) e representa uma resposta
adaptativa altamente regulada a varios fatores ambientais, incluindo o hospedeiro.

Muitos fungos patogénicos humanos, dentre eles, C. albicans, Histoplasma
capsulatum, Paracoccidioides brasiliensis, Penicillum marneffei e Blastomyces
dermatitidis sdo capazes de crescer como leveduras ou hifas filamentosas, por isso
sdo normalmente denominados fungos dimorficos, embora sejam polimérficos, mais
precisamente (Pérez-Martin; Di Pietro, 2012; Gow et al., 2012). Normalmente esses
microrganismos se tornam virulentos apds transitar para a forma filamentosa no
interior do hospedeiro, por esse motivo a modulacdo da morfogénese tem sido
constantemente estudada (recentemente revisado por Wang; Lin, 2012; Pérez-Martin;
Di Pietro, 2012; Lin et al., 2015). A transicao de levedura para hifa é induzida por uma
variedade de fatores ambientais que refletem as condicbes do hospedeiro
(temperatura de 37 °C, alteracdo do pH ambiental, presenca de soro) que ativam uma
complexa rede de vias de sinalizacdo (Whiteway; Bachewick, 2007; Biswas et al.,
2007; Han et al., 2011; Polke et al., 2016). Embora recentes trabalhos tém
demonstrado que a transi¢ao levedura-hifa ndo é sempre necessaria para a viruléncia
em candidiases sistémicas (Jacobsen et al., 2014), este fenbmeno morfogénico
continua a representar um importante fator de patogenicidade (Lo et al., 1997; Han et
al., 2011). Destarte, o desenvolvimento de hifas é necesséario para sobreviver a
fagocitose das células de defesa (Vylkova et al., 2014), colonizar e formar biofilmes
(Nobile; Mitchell, 2005), demonstrando a importancia da morfogénese para a
viruléncia dessa espécie.

O fungo C. albicans normalmente infecta e se dissemina pela circulacéo
sanguinea na forma de leveduras, mas quando atinge o tecido-alvo inicia um processo
de transicao dimérfica gerando células filamentosas que capacitam o fungo a invadir
e colonizar o tecido (Gow et al., 2012; Jacobsen et al., 2014). Assim como C. albicans,
o fungo fitopatogénico Ustilago maydis também se torna patogénico apos passar pelo
mesmo processo de dimorfismo (Brefort et al., 2009; Garcia-Pedrajas et al., 2010). A
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morfogénese desses fungos € capaz de produzir grandes prejuizos, seja na saude ou

na agricultura.

1.2 A levedura Yarrowia lipolytica como modelo

A maioria dos dados referentes a morfogénese fangica tem sido obtido a partir
de células de Saccharomyces cerevisiae e C. albicans. No entanto, S. cerevisiae
transita apenas de células leveduriformes para pseudohifas (cadeia alongada de
células-filha, caracterizada pela constricdo na regido dos septos). Além disso, esse
processo de conversdo ndo € exatamente 0 mesmo que ocorre em outros fungos que
formam hifas verdadeiras. O uso da C. albicans como modelo é dificultada por
problemas relacionados a sua patogenicidade e manipulacdo genética, por tratar-se
de um fungo assexual e diploide. Neste contexto, a Yarrowia lipolytica tem sido
considerada um promissor modelo alternativo no estudo do dimorfismo celular, pois
apresenta um eficiente sistema genético de transformacdo, com a formacédo de
leveduras, pseudohifas e hifas verdadeiras (Dominguez et al., 2000). Além disso, esta
levedura ndo-convencional possui varias semelhancas com C. albicans (classificada
inicialmente  como Candida lipolytica, depois Endomycopsis lipolytica,
Saccharomycopsis lipolytica e, finalmente, Yarrowia lipolytica). Adicionalmente, a Y.
lipolytica oferece as vantagens de possuir o genoma hapléide e ndo ser patogénica,
possivelmente devido a incapacidade de crescer em temperaturas superiores a 32 °C
(Herrero et al., 1999; Nicaud, 2012).

A Y. lipolytica € um fungo pertencente ao grupo dos hemiascomicetos (uma
subdivisdo dos ascomicetos, a qual abriga a maioria das leveduras), e esta entre as
leveduras “nao-convencionais” mais estudadas (Nicaud, 2012). Desde a sua
descoberta, a Y. lipolytica ja foi isolada a partir de varias fontes de matéria organica,
desde queijos e salsichas até solos, lodo de esgoto e ambientes contaminados com
Oleo. A ocorréncia desse microrganismo estd relacionada a atividade lipolitica e
proteolitica, além da capacidade de crescer em baixas temperaturas e em pHs acidos,
apesar de ser estritamente aerobica (Fickers et al., 2011). A levedura possui interesse
biotecnolégico e industrial, na producdo de &cido citrico, &cido a-cetoglutarato,
alimentos agroindustriais, produtos farmacéuticos, na biotransformacéo de esterais,
no tratamento de residuos, na producdo de proteinas heterdlogas, principalmente
lipases (Fickers et al., 2011; Nicaud, 2012), na producéo de biodiesel microbiologico

(Tsigie et al., 2011) e, até mesmo, como agente biorremediador de solos e aguas
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contaminadas por poluentes toéxicos, como petroleo e metais pesados (Zinjarde et al.,
2014).

Desde o primeiro trabalho que relata o estudo da morfologia em células de Y.
lipolytica (Rodriguez; Dominguez, 1984), diversos fatores ambientais (incluindo pH,
fonte de carbono e nitrogénio e concentracao de oxigénio) foram identificados como
indutores do crescimento polarizado dessas hifas (Pérez-Campo; Dominguez, 2001;
Ruiz-Herrera; Sendandreu, 2002; Bellou et al., 2014). Andlises de microarranjo e
protedmica aprofundaram o conhecimento detectando varios genes e proteinas
relacionados com a morfogénese da célula (Morin et al., 2007; Morales-Vargas et al.,
2012). O genoma inteiramente sequenciado e a disponibilidade de eficientes técnicas
de transformacdo genéticas tem proporcionado grandes avanc¢os na elucidagédo de
vias de sinalizagéo e fatores de transcricao envolvidos na morfogénese de Y. lipolytica
(Cervantes-Chavez et al., 2006; Martinez-Vazquez et al., 2013). Todos esses fatos
evidenciam o potencial deste fungo como modelo em estudos da morfogénese
fungica. Além disso, o microrganismo também tem sido adotado como modelo
estratégico em estudos do metabolismo de alcanos e acidos graxos, do complexo
mitocondrial, na secrecdo de proteinas, na dindmica de peroxissomos e ha

acumulacao e producéo de lipases (Beopoulos et al., 2009; Nicaud, 2012).

1.3 Fatores envolvidos no crescimento polarizado de hifas fungicas

As condicdes exbégenas e endogenas que induzem e influenciam a
morfogénese em fungos dimorficos sdo extremamente variaveis. Fatores como
temperatura, pH, concentracdo de gases atmosféricos ou a presenca de compostos
especificos no meio de cultivo, incluindo as fontes de carbono e nitrogénio podem
induzir a morfogénese (Ruiz-Herrera; Sentandreu, 2002; Szabo; Stofanikova, 2002;
Han et al., 2011). O pH ambiental, por exemplo, representa um fator importante na
transicdo dimorfica, pois em Y. lipolytica, assim como em C. albicans, as células
crescem como leveduras em pH &acido, enquanto meios cujo pH esteja neutro ou
basico, favorecem o crescimento de hifas (Ruiz-Herrera; Sentandreu, 2002). No nivel
génico, foi estabelecido que a sinalizacao por pH é regulada por uma via chamada Pal
em fungos filamentosos e Rim em leveduras (recentemente revisado por Blachin-
Roland, 2013).

Além dos fatores presentes no meio, 0s microrganismos também produzem
substancias envolvidas na regulacdo da morfogénese. A sincronia no crescimento e

na diferenciacéo celular requer necessariamente a comunicagcao entre as ceélulas, a
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qual ocorre pela produgéo e liberacédo de substancias quorum sensing. Quanto maior
a densidade da populagdo, maior serq o acumulo e efetividade dessas moléculas
(Albugquerque; Casadevall, 2012). Os fungos podem secretar moléculas quorum
sensing como o farnesol, tirosol, feniletanol e o triptofol (Wongsuk et al., 2016). Uma
das moléculas mais estudadas em fungos dimorficos é o farnesol, descrito como um
blogueador na transi¢cdo levedura-hifa em altas densidades de células, até mesmo na
presenca de efetores da filamentacdo (Han et al., 2011). Além da morfogénese, as
moléculas quorum sensing sdo importantes na formacdo de biofilmes (diversas
moléculas sdo produzidas a fim de controlar a populacdo e a morfologia da
comunidade do biofilme) e patogénese (Wongsuk et al., 2016).

O hormdnio auxinico acido indol-3-acético (AlA) é outro efetor da morfogénese.
Interessantemente, a presenca de AlA induz a morfogénese em S. cerevisiae mediada
pela transicao levedura-pseudohifa (Prusty et al., 2004) e o crescimento de hifas em
C. albicans (Rao et al., 2010). O AlA € o hormbnio vegetal mais estudado, no entanto
microrganismos também sdo capazes de sintetiza-lo. Em fungos, por exemplo, a
sintese de AIA tem sido proposta como um metabdlito do triptofano, apesar de
existirem sugestfes que indicam vias biossintéticas independentes de triptofano em
leveduras (Rao et al., 2010).

Em conformidade, Dutra (2010) e Lobao (2012) demonstraram que pequenas
concentracfes de AlA (pmol) sdo capazes de promover o crescimento polarizado de
hifas fungicas de Y. lipolytica. Além disso, aqueles autores determinaram a producao
de compostos inddlicos durante a transicdo, bem como a ativagéo no transporte de H*
e 0 aumento na expressao das P-H*-ATPases em células de Y. lipolytica durante a
morfogénese induzida por AlA, sugerindo a existéncia de uma via de transi¢cao auxina-
dependente e ativacao da P-H*-ATPase.

Radicais livres, e em particular, as espécies reativas de oxigénio (ROS) e de
nitrogénio (RNS), tais como o perédxido de hidrogénio (H202) e o 6xido nitrico (NO),
respectivamente, também séo moléculas sinalizadoras amplamente reconhecidas em
organismos eucariéticos. Em C. albicans, por exemplo, a presenca de H202 parece
ser um pré-requisito no crescimento de hifas e no escape dos fagolisossomos de
macrofagos (Patterson et al., 2013). Além disso, as ROS também induzem
variabilidade genética, promovem a morte celular e possivelmente regulam o
desenvolvimento de biofilmes em microrganismos (Cép et al., 2012). A interagcéo de
NO e ROS também pode gerar outras RNS, capazes de produzir efeitos danosos na

célula. A producdo de NO também tem sido associada a defesa nos organismos
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superiores aos microrganismos patogénicos, apesar de existirem evidéncias de
adaptacdes contra essa molécula (Collette et al., 2014).

Interessantemente, o tratamento de leveduras com doador de NO (S-nitroso
glutathione, GSNO) foi suficiente para mimetizar os efeitos da restricdo calorica e
aumentar a longevidade celular (Li et al., 2011). Em Y. lipolytica, pequenas
concentracdes (25 uM) de outro doador de NO (Sodium nitroprusside, SNP) foi capaz
de estimular a morfogénese, enquanto altas concentracfes (100 uM) bloquearam a
transicdo e inibiram o crescimento celular (Dutra, 2010; 2016). A producédo de NO
também é apontada como uma possivel resposta na cascata de sinalizacdo regulada
por auxina. Zandonadi e colaboradores (2010) demonstraram que doadores de NO
(SNP ou GSNO) ativam, aproximadamente em trés vezes, o transporte de H* de P-
H*-ATPase em raizes de milho durante o alongamento celular mediado por 20 mg L
de &cido humico ou 100 pmol de AlA.

Diferentes fontes de nitrogénio, especificamente amoénia (NHs3) e amoénio
(NH4*), também séo considerados fatores que modulam a morfogénese fungica, pois
a diferenciacéo celular requer baixas concentracées de aménio, por isso dependem
da presenca de aménio permeases (Lee et al., 2012). Além disso, durante a formacéao
de colbnias de S. cerevisiae ocorre a producdo de amodnia volatil, a qual modula a
mudanca do pH ambiental e atua como um sinalizador na diferenciacdo celular
(Palkova et al., 1997; Vopalenska et al., 2010; Palkova et al., 2014; Palkov4; Vachova,
2016). A alcalinizacdo e a diferenciacdo celular também sdo acompanhadas pela
producdo de amdnia em C. neoformans (Lee et al., 2012) e C. albicans (Vylkova et al.,
2011; 2014). Em C. albicans, inclusive, a amonia contribui diretamente na patogénese
do microrganismo, pois altera o pH ambiental e induz a filamentacado, até mesmo do

interior de fagolisossomos de macrofagos (Vylkova et al., 2011; 2014).

1.4 Poliaminas como possiveis mediadores na morfogénese flingica

As poliaminas sao moléculas policatidnicas, alifaticas, de baixo peso molecular,
com carga positiva em dois ou mais grupos amino (NHs*), presentes em todos os
organismos vivos e em praticamente todos os compartimentos celulares (Kaur-
Sawhney et al., 2003). Muito do que sabemos hoje sobre as poliaminas, devemos aos
pesquisadores Herbert Tabor e Celia White Tabor, os quais iniciaram juntos no
National Institutes of Health (NIH, EUA) os estudos pioneiros com as poliaminas em
1952 e logo se tornaram autoridades nas rotas e enzimas de biossintese e nas

funcdes das poliaminas nos microrganismos (Kresge et al., 2007). As funcdes, como
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estabilidade da cromatina, expressao génica, transcricdo e transducao de sinais,
regulacéo do ciclo celular, manutencdo da mitocondria, proliferacéo celular, sequestro
de radicais livres, estabilidade de membranas e de canais idnicos foram descritas por
eles (Tabor; Tabor, 1984, 1985; Kuznetsov; Shevyakova, 2007).

A putrescina (Put) é a primeira poliamina a ser sintetizada em qualquer ser vivo
e serve de substrato para a sintese de espermidina (Spd) e espermina (Spm). A Put
€ produzida a partir da ornitina pela enzima ornitina descarboxilase (ODC, EC
4.1.1.17). Outros organismos, principalmente bactérias e plantas, utilizam uma
segunda via, a partir da arginina (Figura 1). Nesse caso, a arginina é transformada em
agmatina e a conversao da agmatina a Put requer duas enzimas distintas: a agmatina
iminohidrolase (AIH, EC 3.5.3.12) e a N-carbamoilputrescina amidohidrolase (NCPAH,
EC 3.5.1.53). No entanto, a via da ornitina descarboxilase normalmente é a mais ativa.
As poliaminas Spd e Spm, por sua vez, séo sintetizadas por sucessivas adi¢cdes de
um grupo aminopropil na Put (Figura 1). A adicdo do primeiro grupo origina a Spd,
pela espermidina sintase (SPDS, EC 2.5.1.16), a adicdo do segundo grupo é
catalisada pela espermina sintase (SPMS, EC 2.5.1.22). O aminopropil é formado pela
descarboxilacdo da S-adenosilmetionina pela enzima S-adenosilmetionina
descarboxilase (SAMDC, EC 4.1.1.50) (Figura 1) (Kuznetsov; Shevyakova, 2007).

5) [ s-adenosilimet) |

(4) /I descarboxilado
Metionina —3 | S-adenosil(met) '“ /

Aminopropil

(1) 2) £ = (3)
Ornitina | € | Putrescina | «— | Espermidina | «> | Espermina

[511 1(91

Arginina Carbamoil(Put)
7
( x Agmatina A )

Figura 1. Via biossintética das poliaminas. (1) Ornitina descarboxilase; (2) Espermidina sintase; (3)
Espermina sintase; (4) S-adenosil metionina sintase; (5) S-adenosil metionina descarboxilase; (6)
Arginase; (7) Arginina descarboxilase; (8) Agmatina iminohidrolase; (9) N-carbamoilputrescina
amidohidrolase. Adaptado de Tabor & Tabor (1985).
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Assim como observado com a auxina endogena AlA, os niveis celulares de
poliaminas também s&o regulados por um controle fino e integrado da biossintese, do
transporte e da degradacdo dessas moléculas. Em Escherichia coli, por exemplo,
aproximadamente 0,6% do numero total de genes estdo relacionados a homeostase
das poliaminas (Igarashi; Kashiwagi, 1999). Em microrganismos eucarioticos, como
S. cerevisiae, existem quatro tipos de proteinas envolvidas na captacao especifica ou
preferencial de poliaminas (Dur3, Sam3, Gapl e Agp2), sendo os transportadores
Sam3 e Dur3 os que mais contribuem (Uemura et al., 2007). Neste microrganismo,
existem também cinco proteinas envolvidas no efluxo das poliaminas (Tpol, Tpo2,
Tpo3, Tpo4 e Tpo5), em que Tpol e Tpo5 sdo os transportadores mais ativos
(lgarashi; Kashiwagi, 2010), além de um transportador, Uga4, localizado na
membrana vacuolar (Kashiwagi; Igarashi, 2011).

A atividade biologica das poliaminas esta relacionada a sua natureza catiénica,
pois sdo capazes de interagir com macromoléculas de carga negativa, como &cidos
nucléicos, fosfolipideos e proteinas (Kuznetsov; Shevyakova, 2007) que podem
causar alteracdes em niveis celulares durante o desenvolvimento vegetal. Dessa
forma, algumas vezes as poliaminas sao descritas como fitohorménios. Todavia, a
concentracdo das poliaminas nos vegetais (10° a 10° M) é muito superior aos
fitohormonios (10*2 a 107 M), sugerindo a atuacdo como possiveis mediadores
intracelulares (Kaur-Sawhney et al., 2003; Kuznetsov; Shevyakova, 2007). Assim
como ocorre nas plantas, as alteraces enddgenas de poliaminas também sé&o
observadas na transicao levedura-hifa em Y. lipoltica (Guevara-Olvera et al., 1993),
P. brasiliensis (San-Blas et al., 1997), C. albicans (Ueno et al., 2004) e P. marneffei
(Kummasook et al.,, 2013). Alguns estudos ainda sugerem diferencas entre as
poliaminas na morfogénese, em que a Put atuaria somente como um intermediario
(Valdés-Santiago et al., 2010; Kummasook et al., 2013).

Alguns estudos desenvolvidos em plantas também tém sugerido uma possivel
ligacdo entre as poliaminas e a producao de NO (Tun et al., 2006; Yamasaki; Cohen,
2006), além da existéncia de rotas metabodlicas moduladas por ambas as moléculas,
como a atividade da enzima nitrato redutase (Rosales et al., 2011). Em células animais
também séo descritos aumento na producao de NO a partir do decréscimo nos niveis
celulares de Spm (Chaturvedi et al., 2014), sugerindo uma possivel relacdo entre

ambos 0s com postos.
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1.5 As H*-ATPases e o crescimento polarizado

Durante a morfogénese fungica, além da morfologia, as células também
passam por mudanca metabdlica (Han et al., 2011), formacgéo de gradiente de pH e
campo elétrico ao longo hifa (Harold, 1990; Chang; Minc, 2014) e mudancas na
pressdo osmotica para permitir a expansao celular (Lew, 2011; Riquelme, 2013). Em
todos esses processos, a modulacdo da homeostase ibnica realizada por
transportados primarios de H*, principalmente pelas P- e V-H*-ATPases, parece
desenvolver funcéo crucial no desenvolvimento correto das hifas fungicas.

As P-ATPases representam uma grande familia de proteinas de membranas
que acoplam a hidrolise de ATP com o transporte de cations ou outros compostos,
como fosfolipideos, atraves da membrana. Durante o ciclo catalitico, um intermediario
aspartil fosfato € formado, por isso recebe o nome de “P-type” (Morsomme; Boutry,
2000; Palmgren; Nissen, 2011). O grupo das P-H*-ATPases sao encontradas
exclusivamente na membrana plasmatica de células fungicas e vegetais e séo
reguladas transcricional e pds-transcricionalmente por um grande nimero de fatores
ambientais, apesar da regulacdo possuir algumas propriedades distintas entre os
organismos (revisado por Portillo, 2000; Kiuhlbrandt, 2004).

Em células fungicas, a P-H*-ATPase (Pmalp) é usualmente considerada como
a proteina mais abundante da membrana plasmatica. Em hifas de Neurospora crassa,
estima-se que s6 as enzimas desta classe de bombas ibnicas consumam cerca de 38
a 52% de todo o ATP produzido pela célula (Gradmann et al., 1978). O substrato da
P-H*-ATPase € MgATP e a hidrolise de cada molécula de ATP é acoplado ao
transporte um H* (Morsomme; Boutry, 2000). O bombeamento de H* produz uma forgca
eletrogénica, por meio da formacéo do potencial de membrana e do gradiente de pH,
capaz de dirigir o transporte de varios solutos e ions através da membrana. O
potencial de membrana supre a energia necessaria para o co-transporte de solutos
H*-dependente, como a glicose, ativa canais e transportadores secundarios da
membrana plasmatica, regula o pH citoplasmatico e periférico e produz energia
necessaria para a exsudacao de anions organicos produzidos durante a fermentacéo
celular (Goffeau; Slayman, 1981; Pedersen; Carafoli, 1987; Palmgren; Nissen, 2011).

As P-H*-ATPases surgem como um alvo no estudo do crescimento de hifas
fungicas por assumirem um papel central na classica teoria do crescimento acido, a
qgual oferece um robusto mecanismo para o crescimento polarizado de células
vegetais pela ativagdo dessa enzima. Esse mecanismo, se baseia na ativagdo do

bombeamento de H* pela P-H*-ATPase induzido por agdo hormonal da auxina
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(revisado por Rayle; Cleland, 1992; Hager, 2003). A acidificacdo do apoplasto leva a
um afrouxamento da parede celular, pela ativacdo de hemicelulases, e a
hiperpolarizacdo da membrana plasmatica, induzida pela captacdo de K*. Essa
entrada de K* causa alteracbes osmoticas seguidas pelo influxo de agua a partir das
aguaporinas da membrana plasmatica, favorecendo o alongamento celular (revisado
por Morsomme; Boutry, 2000; Hager, 2003).

Assim como nas células vegetais, existem evidéncias que sugerem uma
importancia analoga das P-H*-ATPases no crescimento polarizado de hifas fungicas:
1) a formacédo de um gradiente de pH e um campo elétrico no estabelecimento da
polaridade celular e na regulacdo da dinamica dos componentes do citoesqueleto
requeridos no crescimento polarizado (Harold, 1990; Minc; Chang, 2010); 2) aumento
transiente no pH intracelular antes da transicdo morfoldgica em C. albicans (Stewart
et al., 1988) e N. crassa (Robson et al., 1996); 3) aumento na atividade e expressao
de Pmalp durante a morfogénese de C. albicans (Monk et al., 1993). Além disso,
Ramos e colaboradores (2008a) demonstraram a presenca de oscilacdes espaciais e
temporais no fluxo de H* em hifas de fungos micorrizicos durante os eventos iniciais
da simbiose. Em outro trabalho, os autores sugerem uma distribuicdo assimétrica das
P-H*-ATPases ao longo da hifa fingica, produzindo uma sinalizagéo protdnica capaz
de manter o crescimento polarizado durante a colonizagdo radicular pelas hifas
fungicas (Ramos et al., 2008b). Tomadas em conjunto, tais evidencias indicam que
células fungicas e vegetais compartilham similaridades mecanisticas no controle da
homeostase ibnica e da energética celular durante a modulagdo do crescimento
polarizado.

A V-H*-ATPase, por sua vez, é outra enzima componente do sistema de
transporte primario de H*, ATP-dependente, mas esta é encontrada em praticamente
todas as células eucaritticas. Ela normalmente esté localizada nas membranas de
organelas intracelulares, embora também seja relatada em membrana plasmatica de
alguns tipos celulares (Holliday, 2014). A V-H*-ATPase € a proteina predominante na
membrana vacuolar e responsavel pela regulacdo do pH dos compartimentos
intracelulares. O controle do pH desses compartimentos € crucial no trafego correto
de membranas, na degradacdo de proteinas e no transporte acoplado a pequenas
moléculas. Em lisossomos e nos vacuolos de células fingicas e vegetais, o pH acido
em torno de 5 é util na quebra de macromoléculas por hidrolases acidas como
proteases, glicosidases, lipases, nucleases e fosfatases. Além disso, a V-H*-ATPase

também regula o pH citoplasmatico por captar cations como Na*, Ca?* e Cd?* por um
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sistema antiporte H*-dependente (revisado por Beyenbach; Wieczorek, 2006; Toei et
al., 2010).

A descoberta de ATPases vacuolares em fungos (Kakinuma et al., 1981;
Bowman; Bowman, 1982; Okorokov et al., 1982; 1983ab) despertou o interesse por
essas bombas proténicas e em pouco tempo, obteve-se a purificacdo de ATPases
vacuolares em células animais, vegetais e fungicas (revisado por Beyenbach;
Wieczorek, 2006). Pelo fato dessas enzimas serem bombas protonicas localizadas
em endomembranas, similares em diversos tipos celulares, possuir um perfil de
inibicdo comum e ndo apresentar um intermediario covalente fosforilado, as ATPases
vacuolares foram classificadas como a terceira familia de ATPases, ao lado das F- e
P-ATPases, denominadas V-ATPases (Pedersen; Carafoli, 1987). Por transportar H*
em todas as células eucariotticas, elas também séo chamadas de V-H*-ATPases.

A enzima é estrutural e mecanisticamente similar as subunidades F1 e Fo das
ATP sintases, pois sdo grandes proteinas, formadas por um complexo de
multisubunidades periférico responsavel pela hidrélise de ATP (Vi) e um dominio
integral de membrana responséavel por transportar H* por um mecanismo de rotacao
(Vo). No entanto, diferente das F-ATPases, as V-ATPases ndo sintetizam ATP a partir
de ADP e fosfato, em condig6es fisioldégicas. O dominio Vi contém oito subunidades
(A-H), com alguns deles apresentando mudltiplas cépias, enquanto o dominio Vo
contém seis diferentes subunidades (a,c,c”’,d,e e Ac45 em mamiferos e a,c,c’,c’,d,e
em leveduras) (Kane, 2006; Forgac, 2007; Holliday, 2014).

A regulacdo da V-H*-ATPase envolve uma dissociacdo reversivel dos
componentes Vi1 e Vo. Esse processo, inicialmente descrito em leveduras (Kane,
1995), é desencadeado por falta de glicose, no entanto diversas vias regulatorias
(incluindo RAVE/rabconectina, aldolase, fosfatidilinositol-3-quinase e proteina quinase
A) utilizam esse processo para descrever a modulacdo da enzima (revisado por
Holliday, 2014). No entanto, existem outros mecanismos adicionais de regulagéo,
como o controle diferencial do pH nos compartimentos intracelulares modulado pela
eficiéncia no transporte de H* e hidrélise de ATP pelas V-ATPases. A eficiéncia do
complexo enzimético contento a isoforma Vphlp (subunidade a na membrana
vacuolar) é 4-5 vezes maior que a enzima contendo a isoforma Stvlp (subunidade a
na membrana do complexo de Golgi) (Kawasaki-Nishi et al., 2001). Outro mecanismo
propde que, ao invés de uma dissociacdo/reassociacdo dos complexos Vi e Vo, as

alteracdes na concentracéo de glicose extracelular causariam mudancas bioquimicas
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nas subunidades A e B da enzima, alterando a atividade da mesma (Ribeiro et al.,
2012).

Assim com a P-H*-ATPase, a V-H*-ATPase desempenha importante papel na
manutencdo do crescimento polarizado de hifas fungicas. Bowman e colaboradores
(2000) observaram que mutantes vma-1 (subunidade A) de V-H*-ATPase
apresentaram inibicdo do crescimento das hifas e a indu¢éo de mdultiplas ramificacées
em N. crassa. Outro trabalho demonstrou que a subunidade Vmalp é essencial na
acidificacdo vacuolar, na manutencdo do crescimento polarizado de hifas e na
viruléncia de C. albicans (Poltermann et al., 2005).

A V-H*-ATPase também é responsavel pela energizacdo da entrada no vacuolo
de ions/solutos, e consequentemente de agua, com a formacgéo da pressao de turgor,
a forca motriz da expanséao celular. A atividade desta enzima também é responsavel
pela mobilizacdo de vesiculas que carregam substancias cruciais para a sintese da
parede celular. Numa perspectiva mais abrangente, as V-ATPases energizam
transportadores secundérios de soluto na membrana vacuolar e em outras
endomembranas, regulando o status nutricional e a homeostase ibnica celular, além
de exercer uma importante funcdo na rede trans-Golgi, a qual afeta a sintese e o

trafego de componentes da parede celular em células vegetais (Briix et al., 2008).

1.6 Aregulacéo das H*-ATPases por poliaminas

Muitos dos trabalhos que relatam o envolvimento de poliaminas e H*-ATPases
foram realizados em células vegetais, mas todos as evidencias suportam uma
modulacdo nas atividades das H*-ATPases que poderiam ser conservadas também
em outros organismos. Em células vegetais, a Spm se destacou ao exercer uma acao
mais especifica sobre a regulacdo da atividade da P-H*-ATPase. A incubacao de
raizes de milho em 0,2 mM Spm por 1 h aumentou aproximadamente duas vezes a
atividade hidrolitica da enzima e induziu a associacdo da proteina 14-3-3 com o
dominio C-terminal ndo fosforilado da P-H*-ATPase, sugerindo um possivel
mecanismo de regulacdo da enzima por Spm. Além disso, os inibidores da sintese de
poliaminas (DFMO, CHA e MGBG) reduziram significativamente a atividade hidrolitica
da bomba protbnica (Garufi et al., 2007).

Por outro lado, o uso de micro-eletrodos ndo-invasivos, sensiveis as variacdes
de H* da rizosfera demonstrou que as poliaminas inibiram o efluxo de H* nas regides
de maturacdo e alongamento em raizes de milho pré-tratadas por 1 h com Put, Spd

ou Spm (Pandolfi et al., 2010). Adicionalmente, a analise das atividades de P- e V-H*-
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ATPases na embriogénese de Araucaria angustifolia induzidas por poliaminas
demonstrou uma regulacao diferencial na atividade destas enzimas, enquanto Put
estimulou as atividades de P- e V-H*-ATPases, Spd e Spm reduziram as atividades
em ambas as enzimas (Dutra et al., 2012).

Outro estudo envolvendo os efeitos das poliaminas no fluxo protonico,
demonstrou que a adicdo de 1 mM de qualquer uma das poliaminas (Put, Spd e Spm)
causou uma substancial despolarizacdo na membrana plasmatica de raizes de
ervilha. Dentre as poliaminas analisadas, Spm foi a Unica que apresentou um efeito
dual, pois em baixas concentracdes (0,1 mM) induziu um transiente efluxo de H* e
uma pequena, mas significativa, hiperpolarizacdo da membrana, enquanto altas
concentracdes (1 mM) causaram a despolarizacdo. A adicdo das demais poliaminas
resultou apenas na despolarizacdo da membrana. Os autores sugeriram que as
alteracdes observadas no potencial de membrana apos a adicdo das poliaminas foi
causada por mudancas nas atividades da P-H*-ATPase (Pottossin et al., 2014).

A atividade da V-H*-ATPase também apresentou envolvimento na homeostase
de poliaminas em células fangicas, pois o potencial de membrana gerado pela enzima
permite o transporte e 0 acumulo de poliaminas em compartimentos intracelulares. O
uso de inibidores de V-H*-ATPase impediu o transporte e o acimulo de Spm em
vesiculas vacuolares de S. cerevisisae (Kakinuma et al., 1992). Esses dados em
conjunto, sugerem que as poliaminas podem modular a atividade das bombas de
prétons, e em contrapartida, as poliaminas se valem da atividade das bombas no
controle de sua homeostase.

A partir dessas evidéncias e de nossos estudos preliminares do efeito de Spm
na morfogénese de Y. lipolytica, os quais indicavam a induc¢ao da transicéo levedura-
hifa e a ativacdo da P-H*-ATPase (Cogo, 2013), postulamos a existéncia de uma via
reguladora da transicdo levedura-hifa baseada numa modulacdo do sistema de
transporte iGnico transmembrana capaz de gerar oscilacdes localizadas de ions

requeridas na ativacao da morfogénese fungica.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Elucidar os mecanismos bioquimicos envolvidos na morfogénese em Y.

lipolytica modulados por Spm, testando a hipétese da regulacdo ocorrer por uma via

de sinalizacdo auxina-dependente envolvendo uma ativacdo coordenada dos

sistemas primarios de transporte de protons.

2.2 Objetivos especificos

Determinar se os efeitos de Spm e AIA exdgenos sobre a morfogénese de Y.
lipolytica sdo fendmenos independentes ou se possuem alguma
interdependéncia;

Analisar o efeito de inibidores de vias auxinicas (PCIB e TIBA) e da sintese de
espermidina (CHA) sobre a transicdo dimorfica levedura-hifa e no fendtipo das
colonias de Y. lipolytica;

Determinar a atividade e expressao dos sistemas primarios de transporte de
prétons (P- e V-H*-ATPase) durante a morfogénese induzida por Spm;
Determinar o efeito concomitante de Spm e os inibidores de auxina (PCIB ou
TIBA) nas atividades das H*-ATPases da membrana plasmatica;

Determinar a fluxo de H* in vivo nas células crescidas na presencga ou auséncia
de AIA ou Spm;

Determinar a concentracdo de AIA enddgena e exsudada por células crescidas
na presenca de Spm;

Acompanhar a alteracdo do pH ambiental em células crescidas na presenca
ou auséncia dos indutores e inibidores da morfogénese;

Determinar a produgédo de amoénia (NHs) nas células crescidas na presenca ou
auséncia de Spm, AlA ou PCIB;

Acompanhar a morfologia e a acidez dos vacuolos durante a morfogénese
fungica de Y. lipolytica na presenca ou auséncia de Spm ou AlA;

Determinar os efeitos de ConA sobre a morfogénese de Y. lipolytica;

Prover novos insights sobre o papel da V-H*-ATPase na dinamica dos
vacuolos, por meio dos efeitos da ConA sobre a acidez vacuolar;

Determinar se ha interdependéncia entre as atividades dos transportadores
primarios de protons (P- e V-H*-ATPase) durante a morfogénese fungica;
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e Imunolocalizar as P- e V-H*-ATPases em células (leveduras e hifas) de Y.
lipolytica.
3 MATERIAL E METODOS
3.1 Cepas, meio e condi¢cdes de cultivos

A cepa Yarrowia lipolytica utilizada foi JM-12 (MatB leu2-35 lys5-12 ura3-18),
cedida gentilmente pelo professor Angel Dominguez (Universidade de Salamanca,
Espanha). A cepa foi rotineiramente mantida em meio YED (1% extrato de levedura,
1% glicose e 2% agar), suplementado com leucina, lisina e uracil (50 mg L') com o
pH ajustado para 4,5. A cultura foi armazenada a 4 °C com a renovacgao (ou repique)
realizada a cada trés meses. As células em meio liquido foram inoculadas com
densidade 6ptica (ODsoonm) inicial de 0,01 e incubada a 30 °C a 250 rpm de agitacao
orbital (Inova 4300 New Brunswick Scientific).

A solucéo estoque de Spm (50 mM) foi diluida em agua ultra-pura e teve o pH
ajustado para 5,2. A solucdo estoque do AlA (10 nM) foi diluido em agua ultra-pura
com algumas gotas de NaOH. Os inibidores acido a-p-clorofenoxi isobutirico (PCIB) e
acido 2,3,5-triiodobenzoico (TIBA) foram diluidos em dimetilsulféxido (DMSO),
enguanto o ciclohexilamino (CHA) foi diluido em agua ultra-pura. Todas as solucdes
foram esterilizadas por filtracdo (0,22 um). O cultivo de células de leveduras foi
suplementado ou ndo com Spm ou AlA, concomitantemente ou ndo com o inibidor da
sinalizacao de auxina (PCIB, 100 uM), inibidor do efluxo de auxina (TIBA, 100 uM) ou
com inibidor da sintese de espermidina (CHA, 2 mM).

O crescimento celular foi monitorado a intervalos de 2 h em espectrofotdmetro
Bel photonics LGS53 (A= 600 nm) e a morfologia celular foi analisada em camara de
Neubauer em microscépio optico Zeiss Axio Imager A.2. As células leveduriformes
foram contadas e o valor maximo obtido foi considerado como 100% no cultivo
controle. O total de células mL? foi considerado como: [(nimero de células

contadas/quadrantes contados) x diluigdo x 10-4].

3.2 Morfologia colonial e tamanho das franjas coloniais

O fendtipo das colbnias foi observado em aligquotas diluidas (1:100.000) de
células de Y. lipolytica distribuidas em placas de Petri utilizando perdlas de vidro sob
meio YED sdlido, pH 4,5, contendo ou néo os indutores (Spm e AlA) e/ou inibidores
da morfogénese (PCIB, TIBA e CHA). As placas foram incubadas por 4 dias a 30 °C

até a formacdo das colonias e observadas em estereomicroscopio Zeiss Stereo
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Discover V8 equipado com uma camera digital Axioncam MRc5. As franjas coloniais
foram observadas em microscopio invertido Zeiss Axio Observer A.1 com aumento de
10x. As imagens foram processadas no software AxionVision verséo 4.9.
3.3 Ensaio de invasao do agar

A abilidade das células de Y. lipolytica de formar filamentos e invadir o agar foi
observada conforme descrito por Cullen (2015). Aliquotas diluidas (1:100.000) de
células de leveduras foram distribuidas em placas de Petri utilizando pérolas de vidro
sob meio YED sdlido, pH 4,5, contendo ou ndo 1 mM Spm ou 2 mM CHA. As placas
foram incubadas por 4 dias a 30 °C até a formacédo das colbnias e fotografadas.
Posteriormente, as placas foram lavadas com 4gua destilada para a retirada das

colbnias e as cicatrizes de invasao no agar foram fotografadas.

3.4 Alcalinizacao extracelular

As células foram crescidas em meio YED, pH 4,5 a 30 °C em 250 rpm de
agitacdo orbital. Aliquotas foram retiradas e o pH do meio foi aferido em pHmetro
digital em intervalos regulares. A densidade 6ptica (ODeoonm) inicial do meio de cultivo
foi de 0,01. Em meio so6lido, o pH ambiental foi verificado em colénias crescidas em
placas de Petri incubadas durante 48, 60 ou 72 h a 30 °C. Inicialmente, aliquotas
diluidas (1:100.000) de células de leveduras foram distribuidas sob o meio utilizando
pérolas de vidro. Apés o tempo de incubacdo, uma fina camada de 0,8% de low-
melting agarose contendo 0,015% do indicador purpura de bromocresol foi vertido
sobre as col6nias. Apés 10 a 15 min, as alteracdes na cor ao redor das col6nias foram
registradas em camera digital. Os valores de pH sdo estimados usando a escala
colorimétrica feita em gel indicador e com o pH conhecido. A mudanca da cor de

amarelo para purpura reflete aumento do pH ambiental.

3.5 Microscopia eletronica de varredura

A fim de analizar a morfologia das células e das bordas coloniais de Y. lipolytica
em microscopia eletrbnica de varredura, as amostras foram preparadas conforme
descrito previamente por Oliveira et al. (2010) com algumas modificacdes. As células
de Y. lipolytica foram crescidas por 4 dias a 30 °C até a formacao de coldnias. As
coloénias foram cortadas com o agar das placas de Petri e fixadas com 2,5% de
glutaraldeido, 4% de formaldeido em 0,1 M de tampé&o fosfato (pH 7,2) por 24 h em
baixas temperaturas (5-6 °C). A pos-fixagcao foi realizada durante 2 h a temperatura

ambiente com 1% de tetradxido de ésmio. A desidratacdo inicial foi realizada
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submetendo as colénias em uma série de gradientes de etanol: 50% e 70% (duas
vezes por 10 min), 95% (duas vezes por 5 min) e 100% (duas vezes por 1 min),
respectivamente. Posteriormente, as amostras foram desidratadas com acetona (duas
vezes por 30 s). As amostras foram secas pelo ponto critico com CO2 em CPD-030
BAL-TEC (Liechtenstein). Em seguida, as colénias foram cobertas com uma fina
camada de ouro (20 nm) em metalizador (SCD 050 BAL-TEC Liechtenstein) e
examinadas com o microscoépio eletrénico de varredura (DSM 962 e EVO 40 - Zeiss).

3.6 Microscopia de fluorescéncia

A morfologia vacuolar foi acompanhada com o kit de marcagédo vacuolar
(Molecular Probes, Y7531) seguindo as recomendacfes do fabricante. O kit é
composto por duas sondas azul-fluorescente conjugada a cumarina capazes de
marcar  seletivamente o] [Gmen vacuolar [CMAC-Arg (7-amino-4-
chloromethylcoumarin, L-arginine amide) e CMAC-Ala-Pro (7-amino-4-
chloromethylcoumarin, L-alanyl-L-proline amide)], uma sonda verde-fluorescente
marcadora da membrana vacuolar de leveduras (MDY-64) e, finalmente, um marcador
vacuolar comumente usado como padréo [5-(and-6)-carboxy-2’,7-dicholorofluorescein
diacetate (carboxi-DCFDA)]. Os compostos CMAC se difundem através das
membranas bioldgicas devido sua natureza hidrofébica e o grupo clorometil reage com
tidis e glutationas, produzindo conjugados fluorescentes que sdo impermeaveis as
membranas e ficam retidos no [imen vacuolar (Richards et al., 2012). Brevemente, as
células (1 mL) foram lavadas e ressuspensas em 10 mM de tampao HEPES, pH 7,4,
contendo 5% de glicose, as sondas derivadas de CMAC foram adicionadas até uma
concentracéo final de 100 uM e as células foram incubadas a temperatura ambiente
por 15-30 minutos. Posteriormente, a sonda MDY-64 foi adicionada até a
concentracéo final de 10 uM e as células foram incubadas em temperatura ambiente
por 3-5 minutos. Em seguida, as células marcadas foram visualizadas por microscopia
de fluorescéncia.

A marcacdo com a sonda quinacrina (Sigma-Aldrich) foi realizada segundo o
meétodo descrito por Hughes e Gottschling (2012). Brevemente, as ceélulas (1 mL)
foram lavadas uma vez em meio YED contendo 100 mM de HEPES, pH 7,6, e
ressuspensas em 1 mL do mesmo tampéo contendo 200 uM quinacrina. As células
foram incubadas por 10 min a 30 °C e 5 min no gelo. As células foram lavadas duas
vezes com tampao 100 mM de HEPES, pH 7,6 gelado mais 1% de glicose,

posteriormente foram ressuspensas em 100 mM de HEPES, pH 7,6 e 1% de glicose
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para a captura da imagem. Todas as imagens foram obtidas dentro de 30 min de
fixacdo. A sonda calcofluor (Sigma-Aldrich) foi usada para marcar a parede celular e
as cicatrizes de brotamento. As células receberam 5 ng mL* de calcofluor na primeira
lavagem ap0s a fixacgao.

As imagens das células foram obtidas em aumento de 60x em microscopio de
fluorescéncia Zeiss Axion Imager A.2 acoplado a camera digital AxioCam 2.0 e filtros
apropriados: UV-DAPI para calcofluor e os devivados de CMAC e o filtro FITC para
quinacrina e MDY-64. As imagens foram processadas no software AxionVision versao
4.9.

3.7 Imunofluorescéncia

As proteinas Pmalp e Vma2p foram detectadas indiretamente por
imunofluorescéncia utilizando o método descrito por Pemberton (2014) com algumas
modificacdes. Brevemente, as células foram fixadas em 4,4% de formaldeido e por 20
min no proprio meo de crescimento. Apos a fixacdo, as células foram lavadas e
gentilmente ressuspensas em 100 mM de tampé&o fosfato, pH 6,5. Em seguida, as
células (1 mL) foram permeabilizadas em 0,2% de Triton X-100 por 15 min e lavadas
novamente em tampao fosfato. O pellet foi gentiimente ressupenso em 1,2 M de
sorbitol em tampé&o fosfato e a parede celular foi digerida em 0,01% de lyticase obtida
de Arthrobacter luteus (10 mg/mL) e 5 uL de B-mercaptoetanol por 10 min a 37 °C com
agitacdo ocasional. As células foram lavadas e gentilmente ressuspensas em tampao
fosfato. Posteriormente, as células (10 uL) foram imobilizadas em laminulas contendo
0,1% de poli-L-lisina, com a retirada de excesso de liquido apds 10 min. As laminulas
foram imediatamente imersas em metanol gelado por 5 min e, em seguida, em
acetona gelada por 30 sec. A partir desse momento, as laminulas contendo as células
foram mantidas sempre Umidas. As laminulas foram incubadas em tampao de
bloqueio (3% BSA em PBS) overnight em camara umida (placa de Petri com papel
toalha umedecido com o tampéao de bloqueio).

O anticorpo primario foi diluido (1:100) em tampéao de blogueio, adicionado sob
as laminulas e incubado por 2 h sob agitacdo a 4 °C [anti-Pmal/2 de S. cerevisiae
(Santa Cruz Biotechnology, EUA, Y-300) ou anti-sub B1/2 de V-H*-ATPase de S.
cerevisiae (Santa Cruz Biotechnology, EUA, sc-271832)]. ApGs a lavagem com PBS,
as laminulas contendo as células foram incubadas sob agitacdo em temperatura
ambiente por 1 h na presenca do anticorpo secundario anti-rabbit conjugado com FITC

(Sigma-Aldrich) diluido em tampé&o de bloqueio (1:200). As laminulas contendo as
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células foram lavadas em PBS e incubadas por 15 min com DAPI (1:1.000). Apos a
dltima lavagem, a lamina foi montada para a captura das imagens.

As imagens das células foram obtidas em aumento de 60x em microscopio de
fluorescéncia Zeiss Axion Imager A.2 acoplado a camera digital AxioCam 2.0 e filtros
apropriados: UV-DAPI para DAPI e FITC para o anticorpo secundario conjugado com

FITC. As imagens foram processadas no software AxionVision verséo 4.9.

3.8 Obtencdo das membranas totais de Y. lipolytica

A obtencdo das membranas totais das células de Y. lipolytica ocorreu a partir
de células crescidas em meio YED (pH 4,5) de forma que as células crescessem até
a densidade o6ptica final de 2,0 unidades (ODsoonm). As células foram crescidas por
tempo pré-determinado (14, 18, 20, 22 ou 26 h) a 30 °C e 250 rpm de agitacao orbital.

Apos o periodo de incubacéo, as células foram centrifugadas a 4.000 x g por 5
min e o0 peso umido determinado. O isolamento dos esferoplastos e a obtencéo de
membranas celulares foram realizados de acordo com Okorokov e Lehle (1998).
Sucintamente, para cada 1 g de peso umido das células, foram adicionados 5 mL de
tampéo de esferoplastos (1,2 M sorbitol; 50 mM Tris-HCI, pH 7,2), 4 mg de enzima
lyticase obtida de Arthrobacter luteus (Sigma-Aldrich, 2 200 unidades mg™) e 12,5 uL
de B-mercaptoetanol (concentracéo final de 30 mM). A suspenséao celular foi incubada
a 37 °C em banho-maria sob leve agitacdo com o monitoramento cinético da hidrélise
da parede celular realizado a cada 10 min em espectrofotometro (A=600 nm).

Posteriormente, os frascos contendo a suspensao celular foram transferidos
para o gelo e a reagdo paralisada pela adicdo do tamp&o de parada (1,2 M sorbitol;
200 mM Tris-HCI; 20 mM EDTA, pH 7,4), 0,2 M de benzamidina e 0,2 M de PMSF
(phenylmethylsulfonyl fluoride). Em seguida, a solucao foi cuidadosamente aplicada
sobre a solucao cushion (1,4 M sorbitol; 50 mM Tris, pH 7,4) e centrifugada a 3.500 x
g por 6 min a 4 °C (Eppendorf - 5430R). O sobrenadante foi descartado e os
esferoplastos incubados a 30 °C por 20 min na presenca de 10 mL de tampé&o de
glicose (1,2 M sorbitol; 50 mM Tris; 3 mM KH2PO4; 100 mM glicose; 3 mM
MgSO0a4.5H20, pH 7,2). Apés a incubagéo, os esferoplastos foram centrifugados a
5.000 x g por 5 min a 4 °C. O sedimento foi ressuspenso em 20 mL de tampéao de lise
(12,5% sacarose; 200 mM MOPS-KOH, pH 7,6); 1 mM de DTT (1,4-dithiothreitol), 1

ug mL* de coquetel de inibidores de proteases (quimiostatina, pepstatina, antipaina,
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leupeptina e aprotinina na concentragéo de 1 mg mL?), 1 mM de benzamidina, 1 mM
de PMSF e 0,3% de albumina sérica bovina (BSA).

A ressuspensdao foi homogeneizada em potter de vidro com pistilo de teflon e
adicionado o glicerol (1,17 g de glicerol para cada 10 mL de solucao). A solucao foi
centrifugada a 5.000 x g por 5 min a 4 °C e o sobrenadante centrifugados a 100.000 x
g por 45 min a 4 °C (Hitachi - Himac 80wx, rotor P50A2).

O sedimento da centrifugacdo foi ressuspenso em tampéao de lise (12,5%
sacarose, 200 de mM MOPS-KOH, pH 7,6) contendo glicerol (1,17 g para 10 mL)
coquetel de inibidores (1 ug mL1), benzamidina (0,5 mM), PMSF (0,5 mM) e DTT (0,2
mM). A solucéo foi adicionada gradativamente ao sedimento de membranas totais e

homogeneizada. A solucao ressuspensa foi estocada a -70 °C para andlise posterior.

3.9 Determinacao do gradiente de H* (ApH - transporte de HY)

A determinacdo do gradiente de H* seguiu o método descrito por Okorokov e
Lichko (1983). A deteccéo foi realizada em espectrofluorimetro (Shimadzu RF-5301
PC) com abertura de 5/10 nm, excitacdo em 415 nm e emissdo em 485 nm. A formacéo
do ApH pelas P- e V-H*-ATPases foi observada em solug¢éo contendo: 100 uL de 50 mM
MgS0a4.7H20 (2,5 mM de concentragéo final); 50 uL de 2 M KCI (50 mM de concentracéo
final); 10 a 100 pL de vesiculas de membrana (volume dependente da atividade, de modo
que a amplitude maxima (Fmax) Ndo ultrapasse 50% do decaimento da fluorescéncia);
tampao MOPS-KOH (12,5% sacarose, 200 mM MOPS-KOH, pH 7,2) em quantidade
necessaria para completar 2 mL de volume final. Acrescenta-se 3 uL de 1 mM ACMA (9-
amino-6-chloro-2-methoxyacridine, sonda fluorescente capaz de ligar-se aos H* e
atravessar as membranas biologicas) e apos trés minutos de incubacdo (ou tempo
necessario para estabilizacdo da fluorescéncia) inicia a reacdo com a adi¢cdo de 100 mM
de ATP-KOH pH 7,2 (concentracéao final de 1 mM). A cinética de extin¢éo da fluorescéncia
(quenching) foi monitorada até atingir o equilibrio entre o efluxo e o influxo de prétons
steady-state, quando é adicionado 2 M de NH4Cl (concentragéo final de 20 mM) a fim de
paralizar a reacéo, desfazendo o gradiente proténico estabelecido.

As atividades de P- e V-H'-ATPases foram diferenciadas pela adicdo dos
inibidores especificos: 11,5 nM de ConA para V-H*-ATPase ou 200 uM de ortovanadato
de sodio para P-H*-ATPase. A atividade da P-H*-ATPase foi determinada pela diferenca
entre a atividade total e a atividade vanadato-insensivel. A atividade da V-H*-ATPase foi
determina pela diferenca na atividade total e a atividade ConA-insensivel. A velocidade
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inicial da reacdo (Vo) e a amplitude maxima de fluorescéncia (Fmax) Na suspenséo de
vesiculas de membranas totais foram determinadas a partir dos graficos obtidos durante
as analises (Figura 2). As seguintes formulas foram utilizadas:

Vo = [Fo / (Fmax X t)] X 100

Onde:

Vo: velocidade inicial de formacéao de ApH (%);

Fo: fluorescéncia dependente de Vo num dado tempo (t), determinado pela extrapolacéo
da maior inclinacao inicial para o eixo do tempo;

Fmax: fluorescéncia maxima (total);

t: tempo em minutos.

AFmax = (Feq / Fmax) x 100
Onde:
Feq: fluorescéncia de equilibrio determinada como fluorescéncia do “platé” que reflete o

equilibrio entre o influxo e o efluxo de H* nas vesiculas.
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Figura 2. Representacdo esquemética da determinagéo da velocidade inicial e amplitude méximado
transporte de H* em membranas de Y. lipolytica. Velocidade inicial (Vo= [Fo/(Frotar Xt)] X 100); amplitude
méaxima (AFmax= (Feq/Ftota)x 100).

3.10 Atividade hidrolitica das H*-ATPases
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A atividade hidrolitica de ATP foi determinada pelo aumento na quantidade de
fosfato inorganico (Pj) a partir do método descrito por Fiske e Subbarow (1925). Os
ensaios foram realizados sob refrigeracdo, em tubos contendo tampao de hidrolise
(100 mM de sorbitol; 30 mM de MOPS-KOH; 9,5 mM de MgS04.5H20; 262 uM de
molibdato de aménio, pH 7,2); 1 M de KCI e agua destilada para completar 300 pL;
volumes da suspenséo de vesiculas de membranas (diluidas previamente em tampéo
de hidrdlise). A reacao foi iniciada pela adicdo de 100 mM de ATP-KOH, pH 7,2
(concentracao final de 1,5 mM). Nas analises farmacoldgicas para deteccdo das
atividades especificas das trés classes de ATPases (V, P e F) foram utilizados os
respectivos inibidores (22 nM de ConA, 200 uM de ortovanadato de sodio ou 5 mM de
azida sodica). A reacao transcorreu a 30 °C por 30 min. A reacao foi interrompida pela
adicdo de agua destilada gelada (até completar 1 mL de volume de reacao) e, logo
em seguida, foram adicionados 2 mL da solucdo de revelacdo (10% de acido
ascorbico e 0,5% de molibidato de aménio, relagdo 1:10). A solucéo foi incubada por
10 min a 30 °C, seguido pela leitura em espectrofotdometro (A=750 nm). O contetudo
de proteinas totais das vesiculas de membranas foi determinado pelo método descrito
por Bradford (1976).

3.11 Determinacéo do fluxo protdénico extracelular

O fluxo de H* foi mensurado por meio de micro-eletrodos nao-invasivos, usando
a técnica “Scanning lon-selective Electrode Technique” (SIET) essencialmente como
descrito por Ramos et al. (2008a,b, 2009). O iono6foro usado foi o coquetel ion-seletivo
para H* (Sigma, hydrogen ionophore |, Cocktail B, N° 25293). As células de Y.
lipolytica foram crescidas em meio YED, pH 4,5, contendo ou ndo 10 pM de AIA ou 1
mM de Spm a 30 °C durante 16, 20 ou 24 h. As células foram coletadas por
centrifugacéo e imobilizadas em YED-agar. Os micro-eletrodos foram posicionados
préximos a superficie das células e o fluxo de H* foi aferido por 10-15 min em uma
distancia de excursao de 15 um. As medidas controle (referéncia) foram realizadas a
500-700 um de distancias das ceélulas e subtraidos das medidas proximas as
superficies das células. O ensaio foi repetido trés vezes independentemente e para

cada amostra celular.

3.12 Determinacgéo do &cido indol-3-acético
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O AIA foi determinado pelo kit de imunodetecgéo Phytodetec-IAA (Phytodetek®,
Agdia, USA) de acordo com as instru¢des do fabricante. As células de Y. lipolytica
foram crescidas durante 14, 18, 22 ou 26 h em meio YED a 30 °C, pH 4,5 e 250 rpm
de agitacéo orbital em meio suplementado ou ndo com 1 mM Spm. As células foram
centrifugadas e o sobrenadante recolhido. As células tiveram a parede hidrolisada
(item 2.2) e maceradas em homegeneizador de vidro com pistilo de teflon. O extrato
bruto de células e o sobrenadante foram metilados com (trimethylsilyl)diazomethane
(Sigma-Aldrich, 1:1.000) para posterior analise. O teste foi realizado em trés

experimentos independentes.

3.13 Western blotting

A imunoreatividade das enzimas P- e V-H*-ATPases foi detectado sob
condicbes de baixo conteudo proteico a fim de prevenir a saturacdo por reacao
cruzada. Vesiculas de membranas totais (10-20 ug) isoladas de células de Y. lipolytica
foram incubadas a 65 °C por 20 min, posteriormente separadas em gel SDS-PAGE
10% (w/v) e transferidas para membrana de nitrocelulose (Hybond ECL, Amesham/GE
Healthcare). A P-H*-ATPase foi detectada usando anticorpo policlonal anti-PMA1/2
(1:1000) de S. cerevisiae (Santa Cruz Biotechnology, EUA, Y-300). A V-H*-ATPase
foi detectada com anticorpo policlonal anti-sub B1/2 (1:1000) de S. cerevisiae (Santa
Cruz Biotechnology, EUA, sc-271832). A imunodeteccao de ambos foi realizada com
anticorpo secundario anti-IlgG de coelho conjugado com a peroxidase (GE Healthcare
Bio-Sciences, EUA) e com kit quimioluminescente de deteccdo (ECL Western blotting
detection system, GE Healthcare). As intensidades das bandas imunorreativas foram

quantificadas pelo software ImageJ (NIH, EUA).

3.14 Determinacéo da producdo de aménia (NH3)

As células de levedura cresceram durante 18, 24 ou 36 h em meio YED, pH 4,5
a 30 °C e 250 rpm de agitacdo orbital. A densidade Optica inicial (ODsoonm) das células
foi de 0,01. As células foram crescidas em meio contendo ou ndo 10 de pM IAA, 1 mM
de Spm ou 100 uM de PCIB. A producédo do gas volatil amdnia (NHs) foi determinada
em espectrometro fotoacustico acoplado a um laser de cascata quantica (LCQ)
(Figura 3), localizado no Laboratério de Ciéncias Fisica (LCFIS, UENF).

A deteccéo seguiu 0 meétodo descrito por Bueno et al. (2015). Brevemente, 0
sistema funciona da seguinte maneira: um gas de arraste inerte (1), no caso o

nitrogénio ou ar sintético (White Martins Co.) passa pela amostra (4) e segue para o
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interior do detector da célula fotoacustica (5). Fluxdmetros eletrénicos (Brooks
Instruments) (2) sdo usados para garantir a vazao constante da amostra gasosa em
todo o sistema. Apesar da agua ndo ser absorvida significativamente pela faixa
espectral, ela disputa sitios de adsorcéo na superficie interna do sistema, estimulando
a liberacdo de amoénia das paredes e aumentando assim a concentracao de amonia
no detector, o que poderia superestimar a concentracao do gas. A fim de eliminar esse
efeito, utiliza-se uma armadilha em nitrogénio liquido (3) para a retencao de agua. O
LCQ (Alpes Laser) (6) foi utilizado como fonte de excitacdo eletromagnética, com o
comprimento de onda sintonizado em 1.050,3 cm™ a 1.045,7 cm™. Nesse espectro de
onda a amoOnia possui absorcdo maxima (possui dois pontos de absor¢cdo, um em
1046,4 cm™? e outro em 1049,4 cm™t) (Bueno et al., 2015). O laser teve a frequéncia

de ressonancia eletricamente modulada na célula fotoacustica.
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Figura 3. Representacao esqueméatica da montagem experimental para detecgédo de amdnia. (1)
Gas de arraste inerte (nitrogénio); (2) fluxdmetros eletrénicos; (3) armadilha de nitrogénio liquido; (4)
amostra; (5) célula fotoacustica (detector); (6) laser de cascata quantica; (7) amplificador “lock-in”; (7-
9) eletrdnica para o funcionamento do laser.
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A calibracdo do sistema foi realizada com concentragdes decrescentes a partir
de 10 ppm de gas amonia com 99,9% de pureza (White Martins Co.) como amostra
padrao (Figura 4). A curva de calibragéo revelou a sensibilidade do aparelho na ordem
de partes por bilhdo (ppb). O gas amodnia foi arrastado pelo ar sintético (Oz + N2) com
99,9% de pureza (White Martins Co.).

5,0x10°°

4,98ppm ar sintético

4,0x10° -

3,0x10° -

2,0x10° -

Sinal Fotoacustico (uV)

1,0x10°

0,0

. I . | , | y I . I
0 2000 4000 6000 8000 10000
Concentragdo de amonia(ppm)
Figura 4. Curva de sensibilidade de deteccdo de moléculas de amdnia (NHs) pelo
espectrofotdmetro fotoacustico. Andlise utilizando laser de cascata quéantica. Os gases utilizados

para o teste foram o gas amdnia (NH3) 99,9% de pureza e o ar sintético (O2 + N2) 99,9% de pureza
(White Martins Co.).

3.15 Analise estatistica

Os dados foram analisados usando o GraphPad Prism software verséo 6.0 para
o Windows (GraphPad Software, San Diego, CA), e expressados como média + desvio
padrdo (DP). Todas as médias foram obtidas a partir da medida de pelo menos trés
(n = 3) experimentos independentes. A média foi analisada por ANOVA seguida pelo
teste de Tukey (p < 0,05) para determinar diferengas entre os tratamentos e controle.
Diferengas estatisticas significantes (p < 0,05) foram indicados por diferentes letras ou

asteriscos.
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4 RESULTADOS
4.1 Spm e AlA induzem a morfogénese de Y. lipolytica

O fungo Y. lipolytica apresentou um tempo de adaptacdo ou fase lag de
aproximadamente 10 h as condicfes de crescimento utilizadas nos ensaios (meio
YED, pH 4,5, 30 °C e 250 rpm). A partir desse momento, o cultivo iniciou a fase de
crescimento (log), atingindo a fase estacionaria por volta de 22 h de crescimento, a
qual se manteve até 36 h, quando iniciou a fase de declinio (Figura 5A). A analise
microscopica da morfologia celular revelou que as células iniciaram a transicao
morfogenética de leveduras para pseudohifas ou hifas verdadeiras a partir de 18 h de
crescimento, com 0 surgimento das primeiras pseudohifas. Apds 20 h, surgiu as
primeiras hifas verdadeiras e ap0s 36 h de crescimento, mais de 50% das células no

cultivo estavam na forma filamentosa (Figura 5B,C).

agiss S 100
30 - g 80
25 1 S 50
£ 20 1 E
2 T
o 15 - g 40
(a] 9
10 A
8 20-
5 - =
@
0 T T T T T T T 1 o 0 I T L] T T 1 ] 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 0 5 10 15 20 25 30 35 40
Tempo (h) Tempo (h)
C Leveduras Pseudohifas Hifas
%% 429 © F,6 ~ SIECOR / O :
. 0% (X2 v’ NN O LYW O
07 . o .0 ®o el (= o - (@~ ) )
0O H e %, ° ¢ ~ oy CX 2
GLIAL R 2 o >0 O'¢ g > ¢
5 J W) o © P e o ! )
\ ° 9o Q o e/f} A
O &% - ¢ (874 - 1
6o ‘QJJ\-’,‘ (\)- 5 t,‘:‘) 6 53] (.§-’ ) O] ( x ;
0 eo e2® o2 oCe R 018 50 V
oA ) U D% Q_,J 9 ' © .‘,w
Qj o Y ) X 7\\_ \J
D) ~ Q i 4

Figura 5. Crescimento celular e transicdo morfogénica de Y. lipolytica. (A) Crescimento celular de
Y. lipolytica obtidos a partir da densidade 6ptica (DOsoonm). (B) Porcentagem de células leveduriformes
crescidas em meio YED liquido. O nimero de leveduras foi contado durante o crescimento celular e o
valor maximo foi considerado como 100% (18 h), seguido pelo surgimento das primeiras pseudohifas.
(C) Células de Y. lipolytica cultivadas por 14 h (leveduras, asteriscos), 20 h (pseudohifas, seta) e 36 h
(hifas, seta) em meio de crescimento. A escala representa 10 um. Valores representativos de trés
experimentos independentes.
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A presenca de Spm no meio de cultivo, a partir da concentracéo de 0,75 mM,
induziu significativamente a morfogénese da Y. lipolytica quando compara as células
do cultivo controle. O crescimento das células na presenca de 1 mM de Spm induziu
a morfogénese em aproximadamente 70-75% das células do cultivo apdés 36 h,
enguanto células crescidas na auséncia de Spm apresentaram aproximadamente 50-
55% do cultivo na forma de leveduras. Por outro lado, a presenca do inibidor da
espermidina sintase (CHA, 2 mM) preveniu a morfogénese em aproximadamente 80%
das células (Figura 6A,B). Assim como o CHA, as concentracbes de Spm
influenciaram a morfogénese fangica sem inibir a viabilidade e o crescimento celular,
embora concentragBes superiores a 1,5 mM de Spm tiveram efeitos toxicos, pois
reduziram o crescimento celular e proporcionaram o surgimento de células aberrantes
(dados ndo mostrados).

A andlise do fenétipo das colbnias crescidas em meio YED, pH 4,5, contendo
2% de agar também revelou que a presenca de 1 mM de Spm no meio de cultivo
induziu a formacdo de colénias mais enrugadas quando comparadas as coldnias
controle, enquanto a presenca de CHA promoveu a formacdo de colbnias com a
textura superficial mais lisa (Figura 6C). A analise da capacidade de invasdo das
colénias em meio sélido, por meio da remocdo das colénias com &gua, indicou a
presenca de cicatrizes de invasdo no agar contendo Spm. Por outro lado, as col6nias
crescidas na presenca de CHA formaram cicatrizes menos perceptiveis,

correspondente a menor quantidade de células filamentosas (Figura 6C).
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Figura 6. Spm induz a morfogénese de Y. lipolytica. (A) Porcentagem de células leveduriformes
crescidas na presenca ou auséncia de Spm (0,75 ou 1 mM) ou CHA (2 mM). O nimero de leveduras
foi contado durante o crescimento celular e o valor maximo no cultivo controle foi considerado como
100%. Valores representativos de trés experimentos independentes. (B) Células de Y. lipolytica
cultivadas por 36 h na presenca ou auséncia de 1 mM de Spm ou 2 mM de CHA. Escala representa 10
um. (C) Cicatrizes de invasdo do agar causadas por coldnias de Y. lipolytica crescidas por 4 dias na
presenca ou auséncia de 1 mM de Spm ou 2 de mM CHA.

A fim de visualizar os detalhes da invasdo em meio sélido, a analise por
microscopia eletronica de varredura das col6nias revelou a penetracdo do agar pelas
bordas coloniais de células filamentosas crescidas em meio contendo Spm (Figura 7,
setas). Por outro lado, as bordas coloniais crescidas na presenca de CHA
apresentaram menores frequéncias de invasdo e maior quantidade de células na

forma de leveduras e pseudohifas (Figura 7).
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Figura 7. Bordas coloniais de Y. lipolytica. As col6nias foram crescidas por 4 dias na auséncia (A)
ou na presenca de 1 mM de Spm (B) ou 2 mM de CHA (C). Escala representa 20 pum.

A fim de investigar uma possivel associacdo entre a acdo indutora na
filamentacdo por Spm e AlA, utilizamos os inibidores da sinalizacdo (PCIB) ou do
transporte (TIBA) de auxina. Os inibidores foram adicionados concomitantemente a
Spm ao meio de cultivo. Observamos que os inibidores PCIB e TIBA, assim como o
CHA, bloguearam a transicdo morfogénica em aproximadamente 90% das células do
cultivo (Figura 8A). Além disso, o efeito bloqueador na morfogénese causado pelas
concentragdbes de 100 uM de PCIB ou TIBA néo foi revertido por Spm, mesmo na
concentracdo de 1 mM (Figura 8B).

Por outro lado, o AIA induziu a morfogénese em 75-80% das células e
promoveu a reversdo do efeito inibitério causado pelo CHA. A adi¢do simultanea de
AIA e CHA ao meio de cultivo restaurou a morfogénese para niveis proximos ao cultivo

controle, com a morfogénese em mais de 50% das células (Figura 8B).
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Figura 8. Sinalizacdo de Spm via AlA-dependente durante a morfogénese de Y. lipolytica. (A)
Porcentagem de células leveduriformes de Y. lipolytica crescidas na presenca ou auséncia de AlA,
PCIB ou TIBA. (B) Porcentagem de células leveduriformes de Y. lipolytica crescidas na presenca de
Spm concomitante com os inibidores de auxina (PCIB ou TIBA) e de AIA concomitante como CHA. O
numero de leveduras foi contado durante o crescimento celular e o valor maximo no cultivo controle foi
considerado como 100%. Ctr, controle; AIA (10 pM); PCIB (100 uM); TIBA (100 uM); Spm (1 mM); CHA
(2 mM). Valores representativos de trés experimentos independentes.
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A andlise fenotipica das col6nias revelou que os indutores da filamentacéo
(Spm e AIA) formaram colbnias mais enrugadas e circundadas por longas franjas
coloniais (976 + 147 e 749 + 133 um, respectivamente) quando comparadas ao cultivo
no tratamento controle (460 £ 64 um). Por outro lado, a presenca dos inibidores (CHA,
PCIB ou TIBA) resultou na formagao de colonias mais lisas e circundadas por franjas
coloniais mais curtas. A adicdo simultdnea de Spm ou AlA reverteu o efeito inibitorio
do CHA, enquanto esses indutores ndo foram capazes de reverter o efeito causado
por PCIB ou TIBA (Figura 9).
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Figura 9. Morfologia das colbnias de Y. lipolytica. (A) Aspecto da superficie colonial de Y. lipolytica.
Escala representa 2000 um (B) Micrografias das franjas coloniais. Escala representa 200 um. (C)
Comprimento das franjas coloniais. Letras diferentes representam diferencas significativas entre os
tratamentos pelo teste de Tukey (p < 0,05). As coldnias foram cultivadas por quatro dias na presenca
ou auséncia de AlA (10 pM), Spm (1 mM), CHA (2 mM), TIBA (100 uM) ou PCIB (100 puM). Imagens
representativas de trés experimentos independentes.

4.2 Producdao de acido indol-3-acético (AlIA) por Y. lipolytica

A producéo do hormonio auxina pelas células de Y. lipolytica foi investigado por
meio do kit de imunodeteccéo especifica para quantificacdo de acido indol-3-acético
(AIA). Os testes revelaram que as células de Y. lipolytica foram capazes de produzir
o AIA em concentracdes picomolares (pmol) (Figura 10). As células crescidas na
auséncia de Spm apresentaram um decréscimo nas concentragfes endogenas de AIA

a partir de 18 h de crescimento (Figura 10A), enquanto nas células crescidas na
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presenca de Spm, o decréscimo ocorreu a partir de 14 h de crescimento (Figura 10B).
As concentragcfes enddgenas de AlA apresentaram diferencas significativas entre as
células controle e cultivadas com Spm apenas em 14 h de crescimento, quando as

células cultivadas na presenca de Spm apresentaram maior quantidade de AlA (Figura

10).
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Figura 10. Producé&o de AIA pelas células de Y. lipolytica. A concentragdo de AlA foi detectada em
meio extracelular (exdgeno) e no extrato bruto (enddégeno) de células cultivadas por 14, 18, 22 ou 26 h
em condi¢Bes controle (A) ou na presenca de 1 mM Spm (B). Valores representativos de trés

experimentos independentes.

Por outro lado, a presenca de Spm no meio de cultivo aumentou
significativamente a exsudacao de AIA nas células de Y. lipolytica em todos os tempos

de cultivo analisados quando comparado as células do cultivo controle (Figura 11).
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Figura 11. Exsudacdo de AIA no meio de cultura pelas células de Y. lipolytica. As células foram
cultivas durante 14, 18, 22 ou 26 h na auséncia ou presenca de 1 mM de Spm. Valores representativos
de trés experimentos independentes. Asteriscos representam diferencas significativas em relagao as

células do cultivo controle pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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4.3 Ativacao da P-H*-ATPase durante a morfogénese da Y. lipolytica

Apoés a demonstracdo do efeito indutor de Spm e AlA na filamentacédo da Y.
lipolytica, procuramos entender quais seriam 0S mecanismos responsaveis por
modular a transicdo levedura-hifa. Para isso, a atividade da P-H*-ATPase foi
determinada devido sua importancia crucial na manutencdo do crescimento das hifas
fungicas e suas relagdes pré-estabelecidas com tais indutores em sistemas vegetais.

O bombeamento de H* e hidrélise de ATP de P-H*-ATPase foi realizado usando
vesiculas de membranas totais isoladas durante a morfogénese das células de Y.
lipolytica crescidas na presenca ou auséncia de Spm. O bombeamento de H* pela P-
H*-ATPase foi determinado pela atividade sensivel a presenca de 200 uM de
vanadato, um inibidor especifico das P-ATPases (Figura 12A).

A presencga de concentragOes crescentes de Spm ao meio de cultivo resultou
na estimulagéo no transporte de H* (Fmax), na velocidade inicial de bombeamento de
H* (Vo) e na atividade hidrolitica das P-H*-ATPases (Figura 12), seguindo a mesma
dindmica observada na morfogénese flngica. A estimulacdo maxima foi observada na
concentracédo de 1 mM de Spm, a qual aumentou ~2,3 vezes a Fmax, ~2,0 vezes 0 Vo
e ~1,5 vezes a hidrdlise do ATP (Figura 12B).
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Figura 12. Modulacdo da atividade da P-H*-ATPase pela Spm. (A) A amplitude méaxima (Fmax) € a
velocidade inicial (Vo) do bombeamento de H* obtidos a partir do decaimento da sonda fluorescente
ACMA em vesiculas de membranas totais de Y. lipolytica cultivadas por 20 h na presenca ou auséncia
de 1 mM de Spm. O transporte de H* foi iniciado pela adicdo de 1 mM de ATP e a amplitude méaxima
foi dissipada com 20 mM de NH4Cl. Dados representativos do efeito do vanadato. (B) Efeito de
diferentes concentragfes de Spm na amplitude maxima (Fmax), velocidade inicial de transporte de H*
(Vo) e na hidrolise de ATP em vesiculas de membranas totais isoladas de células crescidas por 20 h na
presenca ou auséncia de Spm (0,5; 0,75, 1,0, 1,25 e 1,5 mM). Valores representativos de trés
experimentos independentes.
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A atividade da P-H*-ATPase também foi analisada em diferentes tempos de
crescimento durante a morfogénese da Y. lipolytica. O transporte de H* nas vesiculas
de membranas totais apresentou menor atividade nas células leveduriformes (14 h),
seguido pelo aumento de ~1,6 vezes apos o ponto de transicdo morfogenética (20 h),
e ~4,7 vezes em 26 h de crescimento. Tanto a amplitude maxima do gradiente
eletroquimico (Fmax), como a velocidade inicial (Vo) de transporte de H* aumentaram
aproximadamente 2 e 4 vezes, apés 20 e 26 h de crescimento, respectivamente
(Figura 13A,B, Tabela 1).

A andlise do efeito de 1 mM de Spm na atividade da P-H*-ATPase durante a
morfogénese da Y. lipolytica demonstrou ndo haver diferencas significativas nas
células leveduriformes crescidas por 14 h entre o controle e o tratamento. No entanto,
apos iniciada a transicdo dimorfica, as células crescidas na presenca de Spm
apresentaram um estimulo maior no bombeamento de H* da P-H*-ATPase quando
comparadas as células controle. O aumento foi de aproximadamente 3,3 e 5,9 vezes
no transporte de H* apdés 20 e 26 h de crescimento, respectivamente, quando
comparado as células com 14 h de cultivo. A velocidade inicial de bombeamento de
H* também aumentou cerca de 3,3 e 4,7 vezes apos 20 e 26 h de crescimento,
respectivamente, quando comparado com o0s niveis obtidos em 14 horas de
crescimento (Figura 13A,B, Tabela 1).
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Figura 13. Spm estimula o transporte de H* da P-H*-ATPase durante a morfogénese de Y.
lipolytica. A amplitude méxima (A) e a velocidade inicial do transporte de H* (B) da P-H*-ATPase foram
obtidos de vesiculas de membranas totais isoladas de células de Y. lipolytica cultivadas durante 14, 20
ou 26 h na presenca ou auséncia de 1 mM de Spm. Valores representativos da unidade relativa de
fluorescéncia (u.r.f) de pelo menos quatro experimentos independentes. Para cada ponto temporal, as
colunas contendo a mesma letra maidscula, ndo apresentam diferencas significativas pelo teste de
Tukey (p < 0,05). Para cada tratamento, as colunas contendo as mesmas letras mindsculas em
diferentes pontos temporais, ndo apresentam diferencas significativas pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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A analise da atividade de hidrolise de ATP vanadato-sensivel revelou um
aumento significativo nas células controle durante a morfogénese de ~1,6 e ~3,8
vezes apdés 20 e 26 h de crescimento, respectivamente, quando comparado a
atividade detectada nas células crescidas por 14 h. As células cultivadas na presenca
de Spm apresentaram um aumento de ~2,2 e ~4,2 vezes apos 20 e 26 h de
crescimento, respectivamente, quando comparado a atividade obtida em 14 h (Figura
14A, Tabela 1).

Tabela 1. Ativacao relativa da amplitude maxima (Fmax), velocidade inicial (Vo) do transporte de
H*, hidrélise de ATP e imuno-resposta da Pmalp em vesiculas de membranas totais isoladas de
células de Y. lipolytica cultivadas por 14, 20 ou 26 h na presenca ou auséncia de 1 mM de Spm.

Tempo (h) 14 20 26
Fmax do transporte de H*

Controle 1,0 1,6 4.6

1 mM Spm 1,0 3,3 5,9
Vo do transporte de H*

Controle 1,0 1,9 42

1 mM Spm 1,0 3,3 4,7

Hidrolise de ATP
Controle 1,0 1,6 3,8
1 mM Spm 1,0 2,2 4,2
Conteudo relativo de Pmalp
Controle 1,0 1,2 2,0
1 mM Spm 1,0 1,6 2,2

A deteccédo do contetdo de Pmalp por meio de testes de imunoreatividade com
anticorpos contra a P-H*-ATPases de S. cerevisiae (anti-PMA1/2) revelou que os
niveis de expressdo da enzima em membranas totais de Y. lipolytica também
aumentaram quando comparado aos niveis pré-transicado (14 h). A imuno-resposta de
Pmalp demonstrou um acréscimo de ~1,2 e ~2 vezes em 20 e 26 h de crescimento
nas células controle, respectivamente. A expressdo nas células cultivadas na
presenca de Spm foi ligeiramente superior aos niveis do controle: 1,6 e 2,2 vezes em
20 e 26 h de crescimento, respectivamente, quando comparado ao nivel obtido em 14
h (Figura 14B, Tabela 1). Assim como o transporte de H*, praticamente ndo houve
diferengas na imuno-resposta entre as membranas isoladas das células controle e
cultivadas com Spm em 14 h de crescimento. Por outro lado, a presenca de Spm
induziu em ~1,5 vezes o contetdo da Pmalp em comparacéo as células controle em
20 h de crescimento. Os dados sugerem que a morfogénese da Y. lipolytica ocorre
paralelamente com a ativacdo das P-H*-ATPase e o aumento da expressao da

Pmalp, ambos modulados positivamente pela Spm.
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Figura 14. Spm estimula a atividade hidrolitica e a imuno-resposta da P-H*-ATPase durante a
morfogénese de Y. lipolytica. Atividade hidrolitica ATP-dependente e vanadato-sensivel (A) e
resposta imunorreativa (B) da P-H*-ATPase obtidas de vesiculas de membranas totais isoladas de
células de Y. lipolytica cultivadas durante 14, 20 ou 26 h na presenca ou auséncia de 1 mM de Spm.
Valores representativos de pelo menos quatro experimentos independentes. Para cada ponto temporal,
as colunas contendo a mesma letra mailscula, ndo apresentam diferencas significativas pelo teste de
Tukey (p < 0,05). Para cada tratamento, as colunas contendo as mesmas letras mindsculas em
diferentes pontos temporais, ndo apresentam diferencgas significativas pelo teste de Tukey (p < 0,05).

De maneira geral, a presenca de Spm estimulou as atividades das P-H*-
ATPases durante a morfogénese flngica da Y. lipolytica. Em 14 h de crescimento ndo
foi possivel observar diferencas entre os tratamentos. No entanto, em 18 h de
crescimento, a presenca de Spm no meio de cultivo estimulou em ~1,6 vezes o
transporte de H*, ~1,5 vezes a velocidade inicial de bombeamento de H* e ~1,3 vezes
a atividade hidrolitica em relagcéo as células controle. Mas foi em 20 h de cultivo que
a enzima atingiu seu maior nivel de estimulacéo pela Spm, com valores de ~2,3 vezes
no transporte de H*, ~2,0 vezes na velocidade inicial de bombeamento de H* e ~1,5
vezes na atividade hidrolitica. Apdés 20 h de crescimento, o efeito estimulatério
causado pela Spm permaneceu, apesar da diferenca entre as células controle e
tratadas com Spm diminuir (Figura 15, Tabela 2). Assim, os dados indicam que a
presenca de Spm no meio de cultivo potencializa as atividades da P-H*-ATPase,

principalmente nos momentos iniciais do crescimento das hifas fungicas.
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Figura 15. Ativacao da P-H*-ATPase pela Spm durante a morfogénese de Y. lipolytica. Razéo da
atividade de transporte de H* (&), velocidade inicial do transporte de H* (#) e hidrélise de ATP (#) da
P-H*-ATPase obtidas das vesiculas de membranas totais isoladas de células de Y. lipolytica cultivadas
por 14, 18, 20, 22 ou 26 h na presenca e na auséncia de Spm. A morfogénese () representa a
porcentagem de células leveduriformes no cultivo celular em condic¢des controle. As células de levedura
foram contadas e o valor maximo obtido foi considerado 100% (18 h). Valores representativos de pelo
menos quatro experimentos independentes.

Tabela 2. Razdo da amplitude méxima (Fmax), velocidade inicial (Vo) do transporte de H*,
hidrélise de ATP e imuno-resposta da Pmalp em vesiculas de membranas totais isoladas de
células de Y. lipolytica cultivadas por 14, 18, 20, 22 ou 26 h na presenca ou auséncia de 1 mM
de Spm.

Razao (Spm/Ctr) 14h 18h 20h 22h 26 h
Transporte de H* (Fmax) 1,2 1,6 2,3 1,7 1,5
Velocidade Inicial de transporte de H* (Vo) 1,2 15 2,0 1,7 1,4
Hidrolise de ATP 11 1,3 1,5 1,2 1,2
Quantidade de Pmalp 1,1 15 1,2

As atividades da P-H*-ATPase também foram investigadas em células
cultivadas na presenca dos inibidores do transporte (TIBA) e da sinalizacéao (PCIB) de
auxina, previamente descritos como efetivos para sistemas vegetais. O bombeamento
de H* ATP-dependente e vanadato-sensivel em membranas totais isoladas das
células de Y. lipolytica crescidas por 20 h na presenca de PCIB ou TIBA foi reduzido
em ~70% e ~60%, respectivamente. Mesmo na presenca de Spm, o bombeamento
de H* das células cultivadas na presenca de PCIB permaneceu ~40% reduzido em
relacdo ao controle, enquanto as ceélulas cultivadas na presenca de TIBA e Spm
apresentou inibicdo de ~10% quando comparado as células controle (Figura 16A).

A velocidade inicial de transporte de H* também foi significativamente reduzida
por PCIB e TIBA (~75% e ~55%, respectivamente). A atividade permaneceu inibida
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mesmo em células de Y. lipolytica crescidas na presenca concomitante de Spm e
PCIB ou TIBA, com inibicdo de 50% e 25%, respectivamente (Figura 16A).

A atividade de hidrolise de ATP vanadato-sensivel nas vesiculas de
membranas totais isoladas das células de Y. lipolytica cultivadas na presenca de PCIB
ou TIBA também apresentou reducéo de ~30 e ~40%, respectivamente (Fig. 16B). Por
outro lado, as vesiculas de células crescidas na presenca concomitante de Spm e
TIBA ou PCIB tiveram a atividade restaurada para valores préximos aos obtidos pelas

células do controle (Fig. 16B).
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Figura 16. Spm reverte parcialmente a acdo dos inibidores PCIB e TIBA na atividade de P-H*-
ATPase de Y. lipolytica. A a amplitude maxima (Fmax), velocidade inicial de transporte de H* (Vo) (A)
e a hidrélise de ATP (B) da P-H*-ATPase obtida de vesiculas de membranas totais isoladas de células
de Y. lipolytica cultivadas durante 20 h na presenc¢a ou auséncia de Spm, PCIB ou TIBA. Ctr, controle;
Spm (1 mM); PCIB, (100 uM); TIBA, (100 uM). Valores representativos de pelo menos trés
experimentos independentes. Asteriscos representam diferencas significativas em relacéo as células
néo-tratadas (controle) pelo teste de Tukey (p < 0,05).

4.4 Spm e AlA induzem o fluxo de H* em células de Y. lipolytica

O fluxo de H* também foi aferido in vivo nas células de Y. lipolytica por meio do
sistema “Scanning lon-selective Electrode Technique” (SIET), que consiste em um
microelétrodo vibrétil robotizado contendo um ionéforo seletivo ao ion H*. Os testes
demonstraram a ocorréncia do predominio de efluxo de H* durante as condi¢cdes
analisadas. No entanto, o efluxo de H* nas células crescidas na presenca de AlA ou
Spm foi significativamente superior as células controle nos tempos aferidos (Figura
17). Em 16 h de crescimento, o efluxo de H* nas células controle foi de 3,6 x 103 pmol
cm? min’, enquanto nas células crescidas na presenca de Spm ou AlA, a média foi

de 5,4 x 102 e 5,9 x 10 pmol cm? min-, respectivamente. O efluxo de H* das células
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cultivadas com Spm e AIA mantive-se superior ao observado nas células controle em

20 h (~1,6 vezes) e 24 h de crescimento (~1,4 vezes) (Figura 17).
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Figura 17. Spm e AIA estimulam o efluxo de H* in vivo durante a morfogénese de Y. lipolytica.
Efluxo de H* representativo aferido in vivo em células de Y. lipolytica cultivadas durante 16 h (A), 20 h
(B) ou 24 h (C) na presenca ou auséncia de Spm ou AlA. As microssondas foram posicionadas préximas
ao concentrado de células e o gradiente de H* foi aferido por excursdes de 15 um de distancia. (D)
Valores médios do fluxo de H* de pelo menos trés experimentos independentes. Ctr, controle; Spm, (1
mM); AlA, (10 pM). Asteriscos representam diferengas significativas em relagéo as células ndo-tratadas
(controle) pelo teste de Tukey (p < 0,05).

4.5 Alteracbes no pH ambiental durante a morfogénese da Y. lipolytica

O monitoramento do pH ambiental durante o crescimento da Y. lipolytica em
meio solido foi realizado usando o indicador de pH purpura de bromocresol (pKa 6,3),
uma sonda capaz de alterar de cor amarela em pH acido para cor purpura em pH
alcalino. O indicador foi adicionado em trés momentos distintos durante o crescimento
das col6nias: 48, 60 e 72 h de crescimento, a fim de acompanhar a alteracéo do pH
ambiental. Os resultados revelaram que as colonias de Y. lipolytica sdo capazes de
alcalinizar o meio extracelular. As colénias com 72 h de crescimento apresentaram a

alteracdo mais intensa na coloragéo (Figura 18).
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Figura 18. O pH ambiental é alcalinizado durante o desenvolvimento das colénias de Y. lipolytica.
Coldnias ndo-tratadas (controle), cultivadas por 48 h (A), 60 h (B) ou 72 h (C), foram cobertas por uma
fina camada de agar low-melting contendo o indicador purpura de bromocresol (0,015%).

A importancia da P-H*-ATPase na alcalinizacdo ambiental também ficou
evidente por meio do crescimento das col6nias em meio contendo vanadato (VO4%),
um inibidor especifico das P-ATPases. A presenca de 200 uM de VO4* foi suficiente
para diminuir a alcalinizagcdo ambiental, enquanto a concentragéo de 500 uM bloqueou

completamente a alteracédo do pH ambiental (Figura 19).
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Figura 19. O vanadato (VO.,*) previne a alcalinizacdo ambiental durante o desenvolvimento das
col6nias de Y. lipolytica. As coldnias foram cultivadas por 48 ou 60 h na presenca ou auséncia de
vanadato (200 ou 500 uM). Uma fina camada de agar low-melting contendo o indicador plrpura de
bromocresol (0,015%) foi adicionado sobre a cultura.

A importancia da mudanca do pH ambiental para a morfogénese também foi
confirmada por meio do crescimento das colbnias em meio contendo os indutores
(Spm e AlA) e os inibidores (CHA, PCIB e TIBA) da morfogénese fungica. A presenca
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de Spm ou AlA intensificou a alcalinizacdo extracelular, enquanto a presenca dos
inibidores reduziu a mudanca de pH (Figura 20). Colbnias crescidas na presenca
concomitante de Spm e PCIB ou TIBA nao restabeleceram o padréo de alcalizacao
observado nas col6nias do controle, enquanto a adicdo concomitante de auxina e CHA
promoveu parcialmente a alcalinizacdo extracelular (Figura 20). Esses dados
corroboram a importancia do pH ambiental como modulador da morfogénese fungica.

A analise do pH de culturas de Y. lipolytica crescidas em meio liquido confirmou
a alcalinizacdo do meio extracelular. O meio de cultivo das células crescidas na
auséncia ou presenca dos indutores da morfogénese (Spm ou AlA) apresentou um
aumento no pH ambiental mais acentuado, enquanto a presenca dos inibidores da
morfogénese (CHA, PCIB ou TIBA) atrasou a alteragédo do pH ambiental. Em menos
de 24 h foi possivel observar uma variacdo de aproximadamente 1,5 unidades de pH
(4,5 para 6,0) nas células cultivadas em condi¢Bes controle ou na presenca de Spm
ou AIA (Figura 21), enquanto o meio de crescimento das células cultivadas na
presenca de CHA, PCIB ou TIBA variou do pH 4,5 para aproximadamente 5,0 (Figura
21).
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Figura 20. Avaliacdo do pH ambiental durante o desenvolvimento das colénias de Y. lipolytica
cultivadas em diferentes indutores e/ou inibidores da morfogénese. As colbnias foram cultivadas
por 60 h na presenca ou auséncia de AIA (10 pM); Spm (1 mM); TIBA (100 uM); PCIB (100 uM); CHA
(2 mM) ou VO43 (200 uM). Uma fina camada de &gar low-melting contendo o indicador purpura de
bromocresol (0,015%) foi adicionada sobre a cultura.
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Figura 21. Avaliacdo do pH ambiental em meio liquido durante a morfogénese de Y. lipolytica.
As células foram cultivadas por 36 h na presenca ou auséncia de AlA (10 pM); Spm (1 mM); TIBA (100
uM); PCIB (100 uM) ou CHA (2 mM). O pH ambiental foi aferido com potenciébmetro em diferentes
momentos de crescimento. Dados representativos de trés experimentos independentes.

4.6 Producao de amoénia (NHs) pelas células de Y. lipolytica

A analise da producdo de amdnia foi realizada usando células de Y. lipolytica
cultivadas por 18, 24 e 36 h em meio YED liquido suplementado ou ndo com AIA, Spm
e PCIB por meio de espectrometria fotoacustica. Os resultados demonstraram que as
células de Y. lipolytica foram capazes de produzir e exsudar aménia em concentracées
nanomolares (nM). As células cultivadas na condicdo controle foram capazes de
exudar 9,4 nM de NHsz em 18 h de crescimento (Figura 22A,E), enquanto as células
cultivadas na presenca de AIA ou Spm exsudaram em torno de 12,9 e 21,6 nM de
NHs, respectivamente (Figura 22B,C,E). Por outro lado, as células cultivadas na
presenca de PCIB exsudaram cerca de 12,1 nM de NHs em 18 h de crescimento
(Figura 22D,E).

Interessantemente, a concentracdo de NHs detectada aumentou com o
crescimento celular nas condi¢Bes analisadas, com as maiores concentracdes obtidas
apos 36 h de cultivo (Figura 22). As células da condicdo controle exsudaram
aproximadamente 104 nM de NHs apds 36 h de crescimento, enquanto as células
crescidas na presenca de AIA exsudaram 156 nM NHs. Por outro lado, as células
crescidas na presenca de PCIB (~93 nM) ou Spm (~67 nM) apresentaram quantidades
menores de NHs quando comparada as ceélulas controle apds 36 h de crescimento
(Figura 22E).
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Figura 22. As células de Y. lipolytica produzem e exsudam amoénia. Produgcédo de amdnia (NHs)
representativa detectada em células de Y. lipolytica crescidas por 18, 24 ou 36 h em condic¢des controle

(A), na presenca de 10 pM de AIA (B), 1 mM de Spm (C) ou 100 uM de PCIB (D). A aménia volatil
produzida pelas células foi detectada por espectroscopia fotoacustica. (E) Valores médios da producgéo
de aménia de trés experimentos independentes. Asteriscos representam diferencas significativas em
relagdo as células nado-tratadas (controle) pelo teste de Tukey (p < 0,05).

4.7 Morfologia vacuolar durante a morfogénese de Y. lipolytica
A morfogénese flngica € caracterizada por alteracdes morfolégicas, tanto no
formato celular como em ultra-estruturas. Dessa forma, procuramos acompanhar as

mudancas na morfologia do vacuolo durante o crescimento polarizado das hifas
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fungicas. Inicialmente, observamos por meio da sonda Calcofluor White, que as
células leveduriformes de Y. lipolytica possuiam um padréo de divisédo celular bipolar,
caracterizado pela presenca de cicatrizes de brotamento em lados opostos da célula
(Figura 23A, estrelas). A morfogénese fangica foi observada a partir do crescimento
polarizado das células-filha ainda aderidas a célula-mée, formando as pseudohifas.
Essas células também foram caracterizadas pela presenca de um septo entre a célula-
filha e célula-méae (Figura 23A, setas). A formacao das hifas verdadeiras decorreu pelo
alongamento da célula-filha, formando um longo filamento. No caso da Y. lipolytica,
as hifas foram caracterizadas pela presenca de septos ao longo do filamento fungico
(Figura 23B, setas).

A morfologia dos vacuolos durante a formacédo das hifas foi acompanhada por
meio dos marcadores seletivos MDY-64 e CMAC em células de Y. lipolytica cultivadas
em meio liquido na presenca ou ndo dos indutores da filamentacdo (Spm e AlA).
Inicialmente, observamos que as células leveduriformes apresentavam tipicamente
um vacuolo arredondado (Figura 23C, asteriscos). Apés a filamentacgéo, os vacuolos
adquiriam um formato mais alongado no interior das hifas, com pequenos vacuolos e
vesiculas na regido apical, possivelmente responsaveis pelo transporte de
constituintes essenciais para a manutencdo do alongamento celular (Figura 23D,
asteriscos). Ainda assim, a célula-mae das hifas fingicas possuia um grande vacuolo
arredondado preenchendo o espaco intracelular (Figura 23D, setas).

A analise da morfogia dos vacuolos de leveduras de Y. lipolytica, cultivadas por
14 h, revelou que as células crescidas em condi¢des controle ou na presenca de AIA
apresentaram um grande vacuolo arredondado (Figura 24, asteriscos), enquanto as
células crescidas na presenca de Spm apresentavam vacuolos mais irregulares
preenchendo o espaco intracelular (Figura 24, Spm).

O surgimento das primeiras pseudohifas, apos 20 h de cultivo, foi caracterizado
pela formagéo de varios vacuolos e vesiculas ao longo de toda a célula-filha que
iniciava o crescimento polarizado (Figura 25, setas). Os vacuolos formados na regido
posterior das pseudohifas cultivadas em condicGes controle ou na presenca de AlA
apresentavam morfologia mais arredondada ou eliptica (Figura 25, Ctr e AlA). Por
outro lado, os vacuolos das pseudohifas crescidas em Spm apresentavam um formato
mais irregular, com distor¢des significativas, algo ndo observado nas pseudohifas

crescidas nas condi¢des controle ou na presenca de AlA (Figura 25, Spm).
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Figura 23. Morfologia celular e vacuolar nas células de Y. lipolytica. (A) Presenca de cicatrizes de
brotamento bipolares (estrelas) em células leveduriformes e a formacao de septos (setas) durante o
crescimento das pseudohifas. (B) Presenca de varios septos (setas) ao longo das hifas de Y. lipolytica.
(C) Detalhe dos vacuolos arredondados (asteriscos) em células leveduriformes. (D) Vacuolos
(asteriscos) observados na célula-mae (setas) e na hifa de Y. lipolytica. O lumen (azul) e a membrana
vacuolar (verde) foram marcados seletivamente com sondas especificas. Barras representam 10 um.
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Figura 24. Morfologia vacuolar das células de Y. lipolytica ap6s 14 h de cultivo. Leveduras
observadas apds 14 h de cultivo na presenga ou auséncia de Spm (1 mM) ou AIA (10 pM). Os vacuolos
(asteriscos) foram marcados seletivamente com sonda especifica. Barras representam 5 pum.
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Figura 25. Morfologia vacuolar das células de Y. lipolytica ap6és 20 h de cultivo. Células
observadas apés 20 h de cultivo na presenca ou auséncia de Spm (1 mM) ou AIA (10 pM). As
pseudohifas observads apresentavam varios pequenos vacuolos (setas) ao longo da célula marcados
seletivamente com sonda especifica. Barras representam 5 um.
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As hifas, observadas apos 26 h de crescimento, apresentavam o inicio da
formacao de vacuolos tubulares na regido mais posterior das células cultivadas nas
condi¢bes controle ou na presenca de AIA (Figura 26, asteriscos), enquanto as hifas
crescidas na presenca de Spm apresentavam vacuolos menores e irregulares ao
longo de todo o filamento (Figura 26, setas). Os vacuolos tubulares observados nas
hifas foram, possivelmente, originados pela fusédo dos pequenos vacuolos observados
nos estadios iniciais do crescimento polarizado. A fus@o vacuolar sempre ocorreu na
regido mais posterior das hifas e se dirigiu para a porcao anterior, a qual ainda possuia
varias pequenas vesiculas, principalmente nas hifas formadas na presenca de Spm
ou AlA.

As hifas observadas na cultura ap6s 36 h de cultivo na auséncia ou presenca
de Spm ou AlA apresentavam um vacuolo tubular que preenchia praticamente toda a
extensdo das hifas (Figura 27, asteriscos), interrompido apenas pela presenca dos
septos (Figura 27, setas). Esses vacuolos tubulares foram, possivelmente, o resultado
da fusdo dos pequenos vacuolos e vesiculas que compunham a célula ao longo da
hifa fungica. A formacéo desses vacuolos tubulares aparentava indicar a chegada na
fase estacionéaria do crescimento polarizado, pois, ao que tudo indica, as hifas que
possuiam esses longos vacuolos ndo cresciam mais, ou possuiam um crescimento

muito lento.

64



AlA

I |

Figura 26. Morfologia vacuolar das hifas de Y. lipolytica ap6s 26 h de cultivo. Hifas observadas
apos 26 h de cultivo na presenca ou auséncia de Spm (1 mM) ou AIA (10 pM). As hifas crescidas em
condicdes controle ou na presenca de AlA apresentavam a formacgéo de vacuolos tubulares na regido
distal (asteriscos), enquanto as hifas crescidas na presenca de Spm apresentaram varios pequenos
vacuolos (setas) ao longo do filamento. Os vaclolos foram marcados seletivamente com sonda

especifica. Barras representam 10 um.
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Figura 27. Morfologia vacuolar das hifas de Y. lipolytica apds 36 h de cultivo. Hifas observadas
apos 36 h de cultivo na presencga ou auséncia de Spm (1 mM) ou AlA (10 pM). As hifas apresentavam
longos vacuolos tubulares (asteriscos) ao longo do filamento interrompido por septos (setas). Os
vacuolos foram marcados seletivamente com sondas especificas. Barras representam 20 pum.
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A morfologia vacuolar também foi verificada em células de Y. lipolytica
crescidas em meio sélido. A andlise revelou que as hifas foram preenchidas por longos
vacuolos tubulares interrompidos por septos (Figura 28, setas) e pequenos vacuolos
e vesiculas citoplasmaticas na regido apical (Figura 28, astericos). As células
crescidas na presenca de AIA ou Spm apresentavam maiores quantidades de
pequenos vacuolos e vesiculas na regido apical (Figura 28, Spm e AlA). Esses
resultados sugerem a importancia da presenca dos pequenos vacuolos e vesiculas
citoplasmaticas para a manutencdo do crescimento polarizado na regiao apical das

hifas.
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Figura 28. Morfologia vacuolar das células de Y. lipolytica cultivadas em meio sélido. Células
observadas ap6s 4 dias de cultivo na presencga ou auséncia de Spm (1 mM) ou AIA (10 pM). As hifas
apresentavam pequenos vacuolos e vesiculas na regido apical (asteriscos) e longos vacuolos tubulares
interrompidos por septos (setas) ao longo dos filamentos. Os vacuolos foram marcados seletivamente
com sonda especifica. Barras representam 20 pum.
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4.8 ConA previne a morfogénese de Y. lipolytica

A importancia da V-H*-ATPase também foi investigada durante a morfogénese
da Y. lipolytica. Dessa forma, inicialmente as células foram crescidas em diferentes
concentracfes de ConA, um inibidor especifico da V-H*-ATPase. As células crescidas
na presenca de 1 uM de ConA apresentaram inibi¢gdes significativas na morfogénese,
enquanto a maior concentracdo (10 uM) preveniu completamente a transicéo

levedura-hifa (Figura 29).
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Figura 29. ConA previne a morfogénese da Y. lipolytica. As células foram cultivadas por 26 ou 48 h
na presencga ou auséncia de ConA (1 ou 10 uM). Barra representa 20 um.

O efeito inibitério da ConA também ficou evidente em células cultivadas na
presenca concomitante dos indutores da morfogénese (Spm e AlA), pois a presenca
de 1 uM de ConA preveniu significativamente a filamentagéo da Y. lipolytica, mesmo
na presenca de AIA ou Spm (Figura 30). Esses resultados sugerem a importancia da
atividade da V-H*-ATPase na manutencdo do crescimento polarizado das células

hifais promovovidas por Spm ou AlA.
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Figura 30. ConA previne a morfogénese de Y. lipolytica cultivada na presenca de Spm ou AlA.
As células de Y. lipolytica foram cultivadas por 26 ou 48 h na presenca ou auséncia de ConA (1 uM),
AlA (10 pM) e/ou Spm (1 mM). Barra representa 20 um.
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A presenca de ConA também preveniu a alcalinizacdo ambiental causada pelas
células de Y. lipolytica. O crescimento das células em meio sdélido contendo apenas
500 nM de ConA reduziu significativamente a alcalinizagdo ambiental quando
comparada as células controle (ndo mostrado). Além disso, as coldnias de Y. lipolytica
crescidas em meio solido na presenca concomitante de ConA e um dos indutores da
morfogénese (Spm ou AlA) também néo alcalinizaram o pH ambiental (Figura 31). O
efeito inibitério da ConA na mudancao do pH pbde ser observado tanto em 48 de

cultivo (Figura 31, painel A), como apos 60 h de cultivo (Figura 31, painel B).
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Figura 31. ConA previne a alcalinizacdo ambiental durante o desenvolvimento das coldnias de
Y. lipolytica cultivadas na presenca de Spm ou AlA. As colbnias foram cultivadas por 48 h (A) ou 60
h (B) na presenca ou auséncia de ConA (1 uM), AlIA (10 pM) e/ou Spm (1 mM). Uma fina camada de
agar low-melting contendo o indicador purpura de bromocresol (0,015%) foi adicionado sobre a cultura.
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Também monitoramos as alteracdes no pH vacuolar durante a morfogénese da
Y. lipolytica por meio da sonda fluorescente quinacrina, sensivel a pHs acidos. Os
ensaios revelaram que a sonda marcou os vacuolos de Y. lipolytica somente apés 24
h de cultivo, principalmente nas células que haviam iniciado a transicao levedura-hifa.
A sonda néo foi capaz de marcar os vacuolos de células leveduriformes crescidas por
20 h na presenga ou ndo de Spm ou ConA (dados nao mostrados).

Os vacuolos de pseudohifas ou hifas verdadeiras das células cultivadas por 26
h na condicao controle foram marcados seletivamente pela quinacrina, enquanto 0s
vacuolos das hifas observadas no cultivo contendo Spm ndo apresentaram a
marcacao, possivelmente devido a basicidade da Spm estocada nos vacuolos (Figura
32, Ctr e Spm). Interessantemente, as leveduras cultivadas na presenca de 1 uM de
ConA por 26 h, que tiveram a morfogénese bloqueada, também ndo apresentaram a
marcacao vacuolar, no entanto, ocorreu a acidificacdo da regido citoplasmética, ao
redor dos vacuolos (Figura 32, setas).

Ap0s 36 h de cultivo, os vacuolos das células na forma de hifas ou pseudohifas
crescidas na presenca ou auséncia de 1 mM de Spm foram marcados seletivamente
pela quinacrina, indicando a acidez vacuolar (Figura 33, Ctr e Spm). Além disso, 0s
vacuolos das leveduras que tiveram a morfogénese bloqueada quando cultivadas na
presenca de ConA também foram marcados pela sonda quinacrina ap6s 36 h de
cultivo (Figura 33, ConA).

Os ensaios de acidez vacuolar também foram realizados na presenca das
sondas seletivas para o limen vacuolar, a fim de indicar a correspondéncia na
marcacdo. Os resultados indicaram a sobreposicdo da sonda marcadora do lumen
vacuolar (derivados de CMAC) e da quinacrina nas células cultivadas por 36 h,
confirmando a acidez do compartimento vacuolar (Figura 34, setas).
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Figura 32. ConA e Spm previnem a acidificacdo vacuolar em células de Y. lipolytica cultivadas
por 26 h. Células observadas apds 26 h de cultivo na presenca ou auséncia de ConA (1 uM) ou Spm
(1 mM). A presenca de ConA ou Spm preveniu a deteccdo da aidez vacuolar pela sonda quinacrina, no
entanto, a presencga de ConA causou a acidez citoplasmética (setas). Barras representam 10 um.
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Figura 33. Os vacuolos de células de Y. lipolytica cultivadas na presenca ou na auséncia de
ConA ou Spm acidificam ap6s 36 h. As células observadas apos 36 h de cultivo na presenca ou
auséncia de ConA (1 uM) ou Spm (1 mM) tiveram a acidez vacuolar detectada pela sonda quinacrina.
Barras representam 10 um.
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Figura 34. Acidificacdo vacuolar das células de Y. lipolytica cultivadas por 36 h. Células
observadas apds 36 h de cultivo na presenc¢a ou auséncia de ConA (1 uM) ou Spm (1 mM). As setas
indicam a correspondéncia entre a marcacdo vacuolar pelas sondas derivadas de CMAC e os

compartimentos acidos marcados com a sonda quinacrina. Barras representam 10 pum.

73



4.9 Ativacao da V-H*-ATPase durante a morfogénese de Y. lipolytica

Assim como a P-H*-ATPase, as atividades de transporte de H* e hidrélise de
ATP da V-H*-ATPase também foram determinadas em vesiculas de membranas totais
isoladas durante a morfogénese da Y. lipolytica cultivadas na presenca ou auséncia
de 1 mM de Spm. O transporte (Fmax) € a velocidade inicial de bombeamento de H*
(Vo) da V-H*-ATPase foram determinados pelo decaimento da fluorescéncia do ACMA
e sensiveis a 110 nM de ConA.

A atividade da V-H*-ATPase apresentou os menores valores nas células
controle, predominantemente na forma de leveduras (14 h). O gradiente eletroquimico
de H*aumentou ~1,7 e ~5,3 vezes apo6s 20 e 26 h de crescimento, respectivamente.
A velocidade inicial do transporte de H* também aumentou apés 20 (~2 vezes) e 26 h
(~5,6 vezes) de crescimento (Figura 35A, Tabela 3). A presenca de Spm no meio de
cultivo ndo influenciou significativamente as atividades da V-H*-ATPase nas células
cultivadas por 14 h quando comparadas as células controle. No entanto, as células
cultivadas por 20 ou 26 h na presenca Spm apresentaram um estimulo significativo
no transporte e na velocidade inicial. O aumento foi de ~2,5 e ~6,7 vezes no transporte
de H* apds 20 e 26 h de crescimento, respectivamente, quando comparado as células
de 14 h. A velocidade inicial também foi estimulada em ~2,1 e ~5,1 vezes apés 20 e
26 h de crescimento, respectivamente (Figura 35B, Tabela 3).

A analise da atividade hidrolitica ConA-sensivel e ATP-dependente também
demonstrou aumento significativo apos 20 (~1,5 vezes) e 26 h (~2 vezes) de
crescimento nas células controle. A V-H*-ATPase foi estimulada na presenca de Spm
em ~1,8 e ~2,3 vezes apods 20 e 26 h respectivamente, quando comparado a atividade

detectada em 14 h de crescimento (Figura 35C, Tabela 3).
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Figura 35. Spm estimula a atividade da V-H*-ATPase durante a morfogénese de Y. lipolytica. A
amplitude maxima (A), a velocidade inicial do transporte de H* (B) e a atividade hidrolitica (C) da V-H*-
ATPase foram obtidos de vesiculas de membranas totais isoladas de células de Y. lipolytica cultivadas
durante 14, 20 ou 26 h na presenca ou auséncia de 1 mM Spm. Valores representativos de pelo menos
quatro experimentos independentes. Para cada ponto temporal, as colunas contendo a mesma letra
mailscula, ndo apresentam diferencas significativas pelo teste de Tukey (p < 0,05). Para cada
tratamento, as colunas contendo as mesmas letras minisculas em diferentes pontos temporais, nao
apresentam diferencgas significativaspelo teste de Tukey (p < 0,05).

75



Tabela 3. Ativacao relativa da amplitude maxima (Fmax), velocidade inicial (Vo) do transporte de
H* e hidrélise de ATP da V-H*-ATPase em vesiculas de membranas totais isoladas de células de
Y. lipolytica cultivadas por 14, 20 ou 26 h na presenca ou auséncia de 1 mM de Spm.

Tempo (h) 14 20 26
Fmax do transporte de H*

Controle 1,0 1,7 53

1 mM Spm 1,0 2,5 6,7
Vo do transporte de H*

Controle 1,0 1,9 5,6

1 mM Spm 10 2,1 51

Hidrolise de ATP
Controle 1,0 1,5 2,0
1 mM Spm 1,0 1,8 2,3

As atividades das duas bombas protbnicas, P- e V-H*-ATPases, também foram
investigadas em células cultivadas na presenca de ConA. As vesiculas de membranas
totais foram isoladas de células cultivadas por 20 ou 26 h na presenc¢a ou auséncia de
1 uM de ConA. Os resultados mostraram um efeito inibitério da ConA em ambas as
bombas protbénicas. O transporte (Fmax) € a velocidade inicial (Vo) da P-H*-ATPase
foram inibidos (~2 e ~2,5 vezes, respectivamente) mesmo apés 26 h de cultivo na
presenca de ConA (Figura 36A,B). A atividade hidrolitica da P-H*-ATPase também foi
reduzida em ~1,3 e ~1,6 vezes apos 20 e 26 h de cultivo, respectivamente (Figura
36C).

A atividade da V-H*-ATPase também foi significativamente menor nas células
crescidas na presenca de 1 uM ConA. O transporte de H* foi inibido em ~1,4 vezes
em 20 e 26 h de crescimento, quando comparado com as células controle (Figura
37A). A velocidade inicial de transporte de H* foi reduzido significativamente em ~1,8
vezes apenas nas células crescidas por 26 h (Figura 37B). A atividade hidrolitica da
V-H*-ATPase também foi inibida em até 4,1 vezes nas células crescidas por 26 h na
presenca de ConA (Figura 37C).

A analise de western blotting da subunidade B1/2 do dominio catalitico da V-
H*-ATPase revelou que as células cultivadas na presenca de 1 uM de ConA
apresentaram menores niveis de expressao da subunidade B1/2 quando comparado
as células controle (Figura 37). Em 20 h de cultivo, os niveis de B1/2 estavam ~2,2
vezes inferiores aos niveis observados nas células controle. Apesar de ter aumentado
apos 26 h de cultivo, os niveis ainda se mantiveram ~1,5 vezes inferiores aos do

controle (Figura 38).
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Figura 36. ConA inibe a atividade da P-H*-ATPase durante a morfogénese de Y. lipolytica. A
amplitude maxima (A), a velocidade inicial do transporte de H* (B) e a atividade hidrolitica (C) da P-H*-
ATPase foram obtidos de vesiculas de membranas totais isoladas de células de Y. lipolytica cultivadas
durante 20 ou 26 h na presenca ou auséncia de 1 pM ConA. Valores representativos de trés
experimentos independentes. Para cada ponto temporal, as colunas contendo a mesma letra
mailscula, ndo apresentam diferencas significativas pelo teste de Tukey (p < 0,05). Para cada
tratamento, as colunas contendo as mesmas letras minisculas em diferentes pontos temporais, nao
apresentam diferencas significativaspelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Figura 37. ConA inibe a atividade da V-H*-ATPase durante a morfogénese de Y. lipolytica. A
amplitude maxima (A), a velocidade inicial do transporte de H* (B) e a atividade hidrolitica (C) da V-H*-
ATPase foram obtidos de vesiculas de membranas totais isoladas de células de Y. lipolytica cultivadas
durante 20 ou 26 h na presenca ou auséncia de 1 pM ConA. Valores representativos de trés
experimentos independentes. Para cada ponto temporal, as colunas contendo a mesma letra
mailscula, ndo apresentam diferengas significativas pelo teste de Tukey (p < 0,05). Para cada
tratamento, as colunas contendo as mesmas letras mindsculas em diferentes pontos temporais, nao
apresentam diferencas significativas pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Figura 38. ConA inibe a imuno-resposta da subunibdade B1/2 da V-H*-ATPase durante a
morfogénese de Y. lipolytica. Resposta imunorreativa da subunidade B1/2 da V-H*-ATPase obtida
de vesiculas de membranas totais isoladas de células de Y. lipolytica cultivadas durante 20 ou 26 h na
presenca ou auséncia de 1 uM ConA. Valores representativos de trés experimentos independentes.
Para cada ponto temporal, as colunas contendo a mesma letra mailscula, ndo apresentam diferencas
significativas pelo teste de Tukey (p < 0,05). Para cada tratamento, as colunas contendo as mesmas
letras minUsculas em diferentes pontos temporais, ndo apresentam diferengas significativas pelo teste
de Tukey (p < 0,05).

Em vista da importancia das P- e V-H*-ATPase na manutengéo do crescimento
polarizado das hifas fangicas, analisamos a distribuicdo espacial de ambas as bombas
protbnicas durante a morfogénese por meio de ensaios de imunofluorescéncia. Para
isso, utilizamos anticorpos especificos contra as H*-ATPases de membrana
plasmética (anti-PMA1/2) e contra uma subunidade da H*-ATPase vacuolar (anti-sub
B1/2). Nas células leveduriformes, detectamos que a P-H*-ATPase esta distribuida na
porcdo mais marginal das células (Figura 39A, 20 h setas), enquanto as hifas
apresentaram uma distribuicdo em forma de pequenas pontuac¢des ao longo de todo
o filamento (Figura 39A, 36 h setas). Por outro lado, a distribuicdo da V-H*-ATPase foi
observada de maneira mais difusa no interior das células leveduriformes (Figura 39B,

20 h setas) e ao longo da hifa (Figura 39B. 20 h setas).
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Figura 39. Distribuicdo espacial das P- e V-H*-ATPases em células de Y. lipolytica. (A)
Imunomarcacao da P-H*-ATPase em células leveduriformes e hifais de Y. lipolytica. Setas indicam as
pontuacdes observadas apds a imunomarca¢édo da enzima (B) Imunomarcacdo da V-H*-ATPase em
células leveduriformes e hifais de Y. lipolytica. As setas indicam as marcac¢des difusas observadas apés

a imunomarcacgéo da enzima. Barras representam 10 pum.
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6 DISCUSSAO

O crescimento de hifas fungicas € um processo essencial no estabelecimento
de diversas relagdes entre 0s microrganismos e 0s animais ou plantas hospedeiras.
Por exemplo, a maioria das leveduras patogénicas tornam-se virulentas apés a
transicdo levedura-hifa, como € o caso da C. albicans, principal fungo oportunista
patogénico humano (Brand, 2012; Mayer et al., 2013) e do fungo fitopatogénico
Ustilago maydis (Flor-Parra et al., 2007).

A capacidade das poliaminas de modular a morfogénese fungica tem sido
estudada intensamente em nivel molecular, mas o mecanismo preciso pelo qual
ocorre a modulacdo ainda permanece obscuro. Aqui, investigamos esse mecanismo
a partir de algumas evidéncias previamente estabelecidas sobre as similaridades
entre células fungicas e vegetais no processo de crescimento polarizado. Assim como
as plantas, os fungos possuem a P-H*-ATPase de membrana plasmatica, envolvida
na bioenergética celular, na homeostase ibnica e na regulacdo do pH ambiental,
revelando similaridades entre ambas as células (Goffeau; Slayman, 1981; Falhof et
al., 2016). A modulacdo do crescimento polarizado em células vegetais envolve a
ativacdo das P-H*-ATPases e V-H*-ATPases por meio de uma via de sinalizacao
auxina-dependente (Hager et al., 1991; Rayle; Cleland, 1992; Hager, 2003) e o
crescimento das hifas também é caracterizado pela presenca de correntes idnicas,
campos elétricos e um gradiente de pH ao longo de toda a hifa, os quais promovem a
captacao de ions e a pressao de turgor vacuolar, necessarios para a expansao celular
(Harold, 1990; Lew, 2011). Dessa forma, hipotetizamos que, assim como ocorre em
células vegetais, as bombas protdnicas poderiam modular o crescimento polarizado
de hifas fungicas.

No presente estudo, investigamos os efeitos de tetra-amina exdégena Spm na
morfogénese da Y. lipolytica a fim de obter evidéncias sobre 0os mecanismos envolvido
na modulacéo do fenébmeno. Dentre as poliaminas, a Spm representa o ultimo produto
da via biossintética (Figura 1), caracterizada por ser a mais carregada e,
consequentemente, a mais efetiva em promover interagdes com outras moléculas ou
proteinas. De fato, em analises preliminares em células vegetais, a Spm demonstrou
um efeito mais significativo sobre as atividades da P-H*-ATPases e no fluxo protbnico,
guando comparada com as outras poliminas (Garufi et al., 2007; Pandolfi et al., 2010;
Pottosin et al., 2014).

Observamos que Spm induziu a transicdo morfogénica nas células de Y.

lipolytica em meio liquido ou soélido (Figuras 6 e 9). Além disso, a molécula estimulou
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significativamente o bombeamento de H* e atividade hidrolitica das bombas
protdnicas, tanto das H*-ATPases do tipo P como as V (Figuras 13, 14 e 35). A
presenca de Spm exodgena induziu a formacgao de maiores quantidades e de longas
franjas coloniais (hifas filamentosas) ao redor das coldnias de Y. lipolytica, o que se
correlacionou com a maior capacidade de invasdo do substrato sélido (Figura 7 e 9).
A concentracdo de 1 mM de Spm foi a mais efetiva, embora concentracées menores
também tenham estimulado a morfogénese e as atividades da P-H*-ATPase (Figura
12). No entanto, concentracbes superiores a 1,5 mM de Spm resultaram no
surgimento de células anormais, conforme relatado previamente, sobre o efeito toxico
de altas concentragbes de Spm nos microrganismos (Tabor; Tabor, 1985).

O efeito do ciclohexilamino (CHA), um inibidor competitivo da enzima
espermidina sintase, confirmou a importancia da Spm no crescimento polarizado das
hifas de Y. lipolytica em meio liquido e sélido. A adicdo do CHA bloqueia a sintese
intracelular de Spd e forca a célula a suprir essa deficiéncia a partir do meio
extracelular (Kumar et al., 2011). Em meio liquido, CHA preveniu a morfogénese em
aproximadamente 80% das células, enquanto em meio sélido, as col6nias
apresentaram menor enrugamento e franjas coloniais mais curtas (Figura 6 e 9). A
importancia das poliaminas nas células de Y. lipolytica também foi revelado
previamente em experimento de microarranjos, no qual foi observado um aumento de
2,6 vezes na expressdo da enzima espermidina sintase durante a transicao
morfogénica (Morales-Vargas et al., 2012). Além disso, o crescimento de hifas de Y.
lipolytica também foi acompanhado pelo aumento intracelular de poliaminas, incluindo
Spm (Guevara-Olvera et al., 1993). No entanto, os mecanismos morfogénicos
envolvidos em tais efeitos ndo foram elucidados nestes estudos.

A enzima P-H*-ATPase da membrana plasmética, encontrada exclusivamente
em células vegetais e fungicas (Goffeau; Slayman, 1981; Palmgren; Nissen, 2011;
Falhof et al., 2016), apresentou uma significante ativacdo durante a morfogénese da
Y. lipolytica. Além disso, a presenca de Spm estimulou significativamente as
atividades da P-H*-ATPase, pois o bombeamento de H*, a atividade hidrolitica e o
conteudo de Pmalp aumentaram em ceélulas crescidas na presenca de Spm (Figura
13 e 14). As maiores ativagdes na P-H*-ATPase foram observadas nos momentos
iniciais da morfogénese, ap6s 20 h de cultivo, possivelmente como resposta ao efeito
estimulante da molécula na transicdo levedura-hifa. Posteriormente, o efeito
permaneceu, mas a diferenga com as células controle diminuiu, possivelmente pelo

aumento na quantidade de células filamentosas na cultura controle (Figura 15). Esses
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resultados estdo consistentes com a descricdo de que as hifas sédo eletricamente
polarizadas (Harold, 1990), e que o crescimento hifal ocorre apdés um aumento
transiente do pH intracelular (Steward et al., 1988; Robson et al., 1996). A atividade
da P-H*-ATPase é capaz de estabelecer um campo elétrico e um potencial de
membrana necessarios para orientar o citoesqueleto e a polarizacdo celular, como
descrito em Sch. pombe e outras células eucaridticas (Minc; Chang, 2010; Campetelli
et al., 2012; Chang; Minc, 2014). Dessa forma, passamos a explorar um modelo de
mecanismo analogo ao descrito em plantas, que estaria em grande parte conservado
no crescimento das hifas fungicas induzido por Spm e intimamente relacionado com
a ativagcado da P-H*-ATPase.

O efeito de Spm exdgena sobre o fluxo de H* foi descrito em células vegetais
(Pandolfi et al., 2010; Dutra et al., 2012; Pottosin et al., 2014), incluindo seu efeito dual
no potencial de membranas: a hiperpolarizacdo em baixas concentracbes e a
despolarizacdo em altas concentragdes, ocorre possivelmente pela atividade da P-H*-
ATPase (Pottosin et al., 2014). Ainda em células vegetais, a Spm foi a Unica poliamina
capaz de aumentar significativamente a atividade hidrolitica da P-H*-ATPase e a
imunoreatividade dessa enzima em raizes de milho expostas durante 1 h a Spm
(Garufi et al., 2007). Os resultados obtidos em células fungicas revelam a possivel
influéncia de Spm no acoplamento da P-H*-ATPase, devido ao forte aumento no
bombeamento de H* quando comparado com a atividade hidrolitica e o conteudo
proteico. Além disso, os efeitos de Spm sobre a P-H*-ATPase foram sincronizados
com a morfogénese da Y. lipolytica, revelando a importancia dessa enzima no
crescimento polarizado de células fungicas.

Um possivel mecanismo de modulacdo da P-H*-ATPase em células vegetais
por Spm envolve a interacdo da proteina 14-3-3 com o R-dominio fosforilado na regiédo
carboxi-terminal da enzima (Garufi et al., 2007). Contudo, o R-dominio na bomba
protonica de células fungicas € mais curto que em células vegetais, com os sitios de
fosforilacdo diferentes e uma regulacdo que ndo envolve a proteina 14-3-3
(Kdhlbrandt, 2004). Apesar da proteina 14-3-3 em leveduras desempenha varias
funcdes, pois sdo capazes de se ligar a uma ampla variedade de proteinas, atuando
como reguladoras de atividades enzimaticas, ancoras de localizac&o, adaptadores ou
carreadores em varios processos celulares (van Heusden; Steensma, 2006). No
entanto, ndo ha uma descricdo dessa proteina com a regulacdo da P-H*-ATPase
fungica. Apesar disso, as células de Y. lipolytica codificam duas proteinas 14-3-3

(YIBMH1 e Y1BMH2) e a transi¢édo levedura-hifa esta envolvida no aumento da
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expressdo da Y1BMH1 (Hurtado; Rachubinski, 2002). Dessa forma, Spm poderia
promover a estabilidade de proteinas e das membranas de fosfolipideos, modulando
a expressdo de genes e atividades enzimaticas que auxiliam a P-H*-ATPase em
células fungicas, assim como ocorre em células vegetais. Além disso, esses dados
abrem uma nova janela para se explorar um possivel papel da isoforma Y1BMH1 da
proteina 14-3-3 na indug&o do crescimento filamentoso em células fangicas, na qual
uma interacdo inédita de 14-3-3 com a H*-ATPase exclusivamente na presenca de
Spm, precisa ser investigada.

A expansdo celular também esta por tras do crescimento polarizado de células
vegetais descrito pela teoria do crescimento acido, a qual postula que o horménio de
crescimento auxina promove a acidificacdo da parede celular por meio da ativacéo e
aumento no conteudo de P-H*-ATPase da membrana plasmética. O pH &cido formado
pela extrusdo de H* seria necessario para estimular a atividade de enzimas hidroliticas
gue afrouxam a parede celular e facilitam o alongamento (Rayle; Cleland, 1970, 1992;
Hager, 2003). A simples expressdo de uma P-H*-ATPase ativada constitutivamente
foi suficiente para ratificar a importancia dessa proteina no crescimento polarizado
vegetal, pois acidificou 0 meio externo e promoveu a expansao celular em células de
Nicotiana tabacum (Niczyj et al.,, 2016). Em conformidade, algumas enzimas
hidroliticas da parede celular fingica também demonstram uma faixa ideal de pH em
torno de 5,0-5,5 (Notario, 1982; Hartland et al., 1996; Fontaine et al., 1997). Além
disso, demonstramos pela primeira vez no presente estudo que as células de Y.
lipolytica produzem e exsudam quantidades significantes de uma auxina especifica, o
AlA (Figuras 10 e 11).

Em células vegetais, varios mecanismos de acdo da auxina na ativacdo da P-
H*-ATPase foram propostos, tanto em nivel transcricional como poés-transcricional.
Dentre eles, a auxina apresentou a capacidade de aumentar a atividade da P-H"-
ATPase por meio da regulacdo da expressao génica da enzima em Zea mays (Frias
et al., 1996). O hormbnio também demonstrou a capacidade de inibir a endocitose das
P-H*-ATPases da membrana plasmatica (Robert et al., 2010). Além disso, Takahashi
e colaboradores (2012) demonstraram que o AlA exdgeno foi capaz de induzir
rapidamente a fosforilag&o do residuo Thros7 da P-H*-ATPase de Arabidopsis thaliana
(AHA) e aumentar a atividade da enzima sem alterar sua quantidade. Essa
fosforilacdo ocorreu em 10 min de tratamento com AIA e n&o foi prevenida com
tratamentos anti-auxina [a-(phenylethyl-2-one)-IAA, antagonista especifico do

receptor nuclear de auxina TIR1/AFBs] ou por mutacdo dos genes receptores de
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auxina (TIR1 e AFB2), levando os autores a sugerirem que AlA promove a fosforilagéo
de AHA independentemente da expressao génica.

Mais recentemente, Spartz e colaboradores (2014) propuseram um mecanismo
de ativacdo da P-H*-ATPase vegetal mediado por auxina envolvendo as proteinas
SAUR (Small Auxin Up-RNA) e a familia do tipo 2C de proteinas fosfatases (PP2Cs).
A super-expresséo de SAUR resultou no aumento da atividade da P-H*-ATPase e da
fosforilagdo do residuo Thres7. Além disso, a proteina SAUR19 e outras isoformas
foram capazes de interagir e inibir a atividade das fosfatases PP2C-D, que
desfosforilam o residuo Thros7 da P-H*-ATPase, sugerindo que SAURSs e as fosfatases
PP2C-D atuam de maneira antagonista in vivo. Consistentemente, as plantas
mutantes pp2c-d exibiram fendtipos similares com as linhagens que super-
expressavam SAUR19. Dessa forma, os autores sugeriram um mecanismo pelo qual
os genes SAUR induzidos por auxina ativam a P-H*-ATPase vegetal por promover a
fosforilacdo do residuo Thresa7 € que mudancgas na transcricdo de SAUR podem ser
rapidas o suficiente para explicar os efeitos iniciais da auxina na ativacdo da P-H*-
ATPase (Spartz et al., 2014; Haruta et al., 2015).

Apesar de ser um fitohormbnio, o AlA, a auxina mais estuda, também é
sintetizado por microrganismos, inclusive outras espécies de leveduras. O AlA foi
capaz de induzir a morfogénese em S. cerevisiae (Prusty et al., 2004) e C. albicans
(Rao et al., 2010). Estudos prévios de nosso grupo ja haviam demonstrado que baixas
concentracfes (10 pM) dessa auxina sdo suficientes na promocdo da transicao
levedura-hifa em Y. lipolytica (Dutra, 2010; Lob&o, 2012; Dutra, 2016). Dessa forma,
investigamos uma possivel relacéo entre Spm e AIA na morfogénese da Y. lipolytica.
Os resultados demonstraram que Spm exdgena aumentou significativamente o
conteudo extracelular de AlA, sugerindo um possivel efeito de AIA na modulacdo da
morfogénese causada por Spm (Figura 11).

Em células vegetais existe uma acéo integrada entre poliaminas e auxinas no
desenvolvimento das raizes priméaria e laterais (Hausman et al., 1995; Tonon et al.,
2001; Saini et al., 2013). Além disso, altera¢cdes nos niveis celulares de Spm em
células vegetais resultam em variagdes globais na expressao génica, pois 0
decréscimo na quantidade de Spm em plantas mutantes (spms-2) regulou
negativamente a expressao de transportadores de auxina, enquanto o aumento de
Spm em plantas mutantes (35S::SPMS-9) aumentou significativamente os niveis de
expressdo de multiplas proteinas responsivas a auxina (Gonzalez et al., 2011). Altos

niveis intracelulares de Spd e Spm também aumentaram a expressao de alguns genes
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regulados por auxinas em tomate (Kolotilin et al., 2011). Embora existam algumas
evidéncias demonstrando a interacao entre poliaminas e auxinas em células vegetais,
mais estudos sdo necessarios para caracterizar o papel das poliaminas na regulacéo
dos efeitos de auxina (Saini et al., 2013; Anwar et al.,, 2015). Neste contexto, 0
presente trabalho estabelece as bases para o uso da levedura Y. lipolytica como um
modelo viavel na exploragdo dos detalhes moleculares conservados em diferentes
células eucaribticas, principalmente no que tange a agéo integrada de Spm e AlA no
controle da morfogénese.

A interacdo de vias de sinalizacdo entre AIA e Spm na modulacdo do
crescimento hifal de Y. lipolytica foi investigado usando dois inibidores de auxina com
diferentes modos de acgdo: &cido 2,3,5-triiodobenzbico (TIBA) e o &cido a-p-
(clorofenoxi) isobutirico (PCIB). Em plantas, o TIBA impede o trafego de vesiculas
contendo PIN1 e P-H*-ATPase, bloqueando o transporte do horménio (Geldner et al.,
2001; Soeno et al.,, 2010), enquanto o PCIB impede a via de sinalizacdo auxina
dependente, por regular a estabilidade da proteina Aux/IAA (Oono et al., 2003; Biswas
et al.,, 2007). Nossos dados demonstram que ambos o0s inibidores bloqueiam o
crescimento polarizado das células de Y. lipolytica assim como a atividade da P-H*-
ATPase, mesmo quando as células sao tratadas com Spm exdgena (Figuras 8 e 16).
Os resultados podem sugerir que poliaminas e AIA atuam por uma via similar na
modulacdo do crescimento polarizado de hifas fangicas. Além disso, o CHA, um
inibidor competitivo da espermidina sintase, ndo preveniu a estimulagdo na
morfogénese induzida por AIA exégeno, o que também sugere que a Spm pode estar
upstream ao AIA numa via em que poliaminas e auxinas interagem no controle da
transicao levedura-hifa em Y. lipolytica (Figura 8).

As células tratadas com TIBA ou PCIB apresentaram uma inibicdo mais forte
no bombeamento de H* do que na atividade hidrolitica (Figura 16). Esses resultados
sugerem um desacoplamento entre a hidrélise de ATP e o bombeamento de H*
dependente de ATP em resposta a esses inibidores. Efeitos similares do TIBA e PCIB
na atividade da P-H*-ATPase também foram relatados no crescimento de raizes de
milho exposta a AlA e acidos humicos (Zandonadi et al., 2010).

A analise do fluxo de H* in vivo também relevou o aumento no efluxo de H* nas
células crescidas na presenca de Spm ou AIA, confirmando a existéncia de um
possivel efeito dessas moléculas no controle do fluxo de H* na membrana plasmatica
durante o crescimento polarizado das hifas de Y. lipolytica (Figura 17). Esses

resultados estdo em conformidade com o estabelecimento de um campo elétrico e a
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geracao de um potencial de membrana na orientacéo do crescimento de hifas fungicas
(Harold, 1990; Chang; Minc, 2014). Em conjunto, tais evidéncias sao consistentes com
0 mecanismo proposto na hipétese original do presente trabalho, pelo qual o
crescimento polarizado modulado por Spm em Y. lipolytica ocorre por meio da
estimulacdo da P-H*-ATPase para o controle do pH hifosférico via sinalizacéo auxina-
dependente. Destacamos aqui a existéncia de uma caracteristica de desenvolvimento
inexplorada em células fungicas similares ao crescimento polarizado de células
vegetais.

Assim como a formacdo de um gradiente eletroquimico ao longo da hifa, a
regulacdo do pH ambiental também se mostrou um potente sinal morfogenético em
células de Y. lipolytica. A capacidade dos microrganismos de perceber e adaptar-se
as variacfes ambientais é essencial para sua sobrevivéncia. Assim a habilidade da Y.
lipolytica realizar a transicdo morfoldgica a partir de uma alteracdo gradual do pH
extracelular possui uma grande importancia adaptativa para a célula. Demonstramos
gue as células de Y. lipolytica foram capazes de modular a mudanca do pH ambiental
pela alcalinizacdo de um meio inicialmente acido, com variacbes em mais de 3
unidades de pH (4,5 para 8) em menos de 36 h de crescimento. Esse fenbmeno
ocorreu tanto em meio liquido como em meio sélido (Figuras 18 e 21). A alcalinizacao
do pH ambiental também foi observada em C. albicans e representa um importante
sinal no crescimento de células filamentosas, um evento de diferenciacdo essencial
para a viruléncia dessa espécie. A alcalinizacdo ambiental em C. albicans foi
associada com a exsudacédo de aménia a partir do catabolismo de aminoé&cidos, pois
varios componentes requeridos para a alcalinizacdo séo envolvidos na regulacdo da
absorcdo (Stp2p e Csh3p) e no catabolismo de aminoacidos (Durl,2p e Achlp)
(Vylkova et al., 2011).

O fenbmeno da alcalinizac&o extracelular em C. albicans representa uma forma
de resisténcia da célula contra a fagocitose do sistema imunoldgico do hospedeiro.
No interior do macréfago, a C. albicans € capaz de neutralizar o pH do fagolisossomo,
promover a morfogénese e, assim, sobreviver a fagocitose (Vylkova; Lorenz, 2014). A
exsudacao de amdnia parece ocorrer a partir das proteinas da familia Ato (“ammonia
transport outward”), pois a quantidade dessas proteinas aumentou consideravelmente
nas células de S. cerevisise (Vachova et al., 2009) e C. albicans (Vylkova; Lorenz,
2014; Danhof; Lorenz, 2015) associada a alcalinizacdo extracelular por aménia. Dessa
forma, assim como C. albicans, a Y. lipolytica também possui a capacidade de

regular/alterar o pH ambiental e autoinduzir a morfogénese.
87



Em consonancia com essa capacidade, os indutores da morfogénese (Spm e
AlA) potencializaram a alcalinizacdo extracelular, enquanto os inibidores (PCIB, TIBA,
CHA, ConA) preveniram ou retardaram o fendmeno (Figuras 20 e 31). Além disso, a
presenca de baixas concentragdes (200 uM) do inibidor da P-H*-ATPase, o
ortovanadato (Figura 19), foi suficiente para prevenir a alcalinizacdo extracelular,
sugerindo a importancia dessa bomba proténica na regulacdo adequada do pH
extracelular ndo so por influéncia direta da extrusdo de ions H*, mas também pela
energizagao do transporte de outros ions com capacidade de alcalinizar o meio, como
€ 0 caso do ion aménio (NHs*). O gradiente de H* gerado pela atividade da P-H*-
ATPase é uma exigéncia no sequestro de espécies carregadas, como NHs*, além de
atuar como substrato no co-transporte de inUmeros nutrientes essenciais para a
célula. A propria familia de proteinas Ato (Atolp, Ato2p e Ato3p), envolvidos na
producdo de aménia, atuam como possiveis antiporter aménio/H* (Palkova et al.,
2002). Além disso, o gradiente eletroquimico fornece a energia necessaria na ativagao
de outros transportadores, incluindo os de aminoacidos, também importantes na
alcalinizacdo extracelular, conforme demonstrado em C. albicans (Vylkova et al.,
2011).

A alcalinizacdo do meio de cultivo observada em Y. lipolytica também foi
causada pelo aumento de am6nia no meio extracelular, principalmente nas células em
fase estacionaria de crescimento (Figura 22). A producao do gas volatil amoénia (NHz)
foi descrita como um potente sinalizador celular em S. cerevisiae, pois as colénias
celulares tornavam-se altamente estruturadas apos a producdo da molécula de
amonia (Palkova et al., 1997). As diferencas nas fontes de nitrogénio, especialmente
amonia/amonio, também sao consideradas reguladores da transicdo morfolégica em
S. cerevisiae (Vopalenskd et al.,, 2010), C. albicans (Vylkova et al., 2011) e
Cryptococcus neoformans (Lee et al., 2012). Essas trés espécies apresentaram a
capacidade de alcalizar o meio de cultura, assim como a Y. lipolytica, pela producéo
de amobnia volatil, a qual pode funcionar como um sinalizador envolvido no
desenvolvimento colonial, na reprogramacédo do metabolismo e na diferenciacao
celular (Palkova et al., 2002; Vachova et al., 2009; Cap et al., 2012; Palkova; Vachova,
2016). A importancia do ion aménio (NH4*) como sinalizador da morfogénese também
foi demonstrado a partir do estudo de seus transportadores (Meplp e Mep2p). O
transportador Mep2p atuou como um regulador da filamentacéo na auséncia de fontes
de nitrogénio em S. cerevisiae (Lorenz; Heitman, 1998), Ustilago maydis (Smith et al.,

2003) e C. albicans (Biswas; Morchhauser, 2005).
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A alcalinizacéo extracelular também é capaz de modular a morfogénese pela
via de sinalizacdo Rim101. Uma familia de proteinas com dominio “zinc finger”
conservada em S. cerevisiae, C. albicans, Y. lipolytica, Aspergillus nidulans e outros
membros dessa familia (Biswas et al., 2007). Em pH &cido, a proteina Rim101 possui
um dominio C-terminal mais longo, enquanto em pH alcalino, a porcédo carboxi-
terminal é clivada. Essa protedlise € regulada pelo pH e ativa a proteina como fator
de transcri¢do, induzindo a expressao de varios genes envolvidos na morfogénese (Li;
Mitchell, 1997). No entanto, assim como em C. albicans, Y. lipolytica continua a
realizar a morfogénese na auséncia dessa proteina, sugerindo a existéncia de uma
via de sinalizacdo de pH independente da Rim101 (Davis et al., 2000; Szabo;
Stofanikové, 2002).

A analise ultraestrutural do crescimento das hifas também revelou uma
alteracdo na dinamica vacuolar e no padrdo morfolégico dos vacuolos durante a
morfogénese (Figuras 24-27). Os fungos representam um bom modelo no estudo da
dindmica de organelas pois 0s mecanismos basicos sdo conservados nas leveduras
e nos eucariotos superiores (Weisman, 2006), além disso, o estudo do crescimento
polarizado de fungos filamentosos permite obter informacdes Uteis sobre o transporte
de membranas por longas distancias (Schuchardt et al., 2005).

Os vacuolos em células fungicas sao reconhecidos como organelas versateis,
envolvidas em muitos aspectos: turnover e hidrélise de glicoproteinas, estocagem de
Ca?*, fosfato e aminoacidos, regulacdo osmotica, homeostase celular, trafego de
membranas, desintoxicacao citoplasmatica, sinalizacéo e nutricao celular (Klionsky et
al., 1990; Veses et al.,, 2008). Recentemente, pesquisas também tém revelado a
expansado das funcgdes fisioldégicas dos vacuolos para o crescimento, diferenciacao,
simbiose e patogénese fungica (Veses et al.,, 2008, 2009; Palmer, 2011). Em Y.
lipolytica, também foi relatado a degradacdo dos peroxissomos nos vacuolos por um
mecanismo de macroperoxifagia (Nazarko et al., 2005). A andlise da dinamica
vacuolar durante a morfogénese da Y. lipolytica demonstrou a presenca de uma
intensa vacuolizacéo na regido subapical durante o crescimento polarizado. O mesmo
processo foi descrito previamente na morfogénese de C. albicans (Gow; Gooday,
1982).

O vacuolo representa a maior organela em células faingicas, no entanto sua
heranca € assimétrica durante a citocinese. As células-filhas normalmente recebem
pequenos fragmentos vacuolares que posteriormente aumentam de tamanho. As

regides apicais de hifas fungicas representam células-filhas em continuo processo de
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extensdo celular, enquanto a célula-mde e o0s compartimentos subapicais
permanecem estagnados no ciclo celular. Como os vacuolos sdo herdados de forma
assimétrica durante a citocinese, a regido subapical possui mais vacuolos, enquanto
a regido apical é constituida principalmente por citoplasma (Barelle et al., 2003; Veses
et al., 2009), o que explica a intensa vacuoliza¢do na regidao subapical das hifas em
Y. lipolytica.

Durante o crescimento das hifas de Y. lipolytica também foi possivel observar
0 aumento no tamanho vacuolar e a formacdo de vacuolos tubulares durante a
morfogénese (Figuras 24-27). Em C. albicans, a formacéo das hifas fangicas envolve
inicialmente 0 aumento dos vacuolos nas células-mae, enquanto o restante do
citoplasma fica mais confinado no interior das hifas, assim o volume ocupado pelo
vacuolo no interior das células pode indiretamente afetar a regulacdo do ciclo celular
e a frequéncia de brotamento de hifas (Barelle et al., 2006; Veses et al., 2008). A
formacéo de vacuolos tubulares atua como condutores de nutrientes e potencialmente
na sinalizacdo celular em longa distéancia. A extensdo vacuolar pode substituir a
biossintese de citoplasma quando o0s nutrientes estdo escassos, enquanto a expansao
apical e a motilidade celular ocorrem com minima demanda biossintética (Veses et al.,
2008). De fato, os vacuolos tubulares foram inicialmente encontrados no fungo
micorrizico Pisolithus tinctorius (Shepherd et al., 1993) e foram associados com o
transporte intra- e intercelular de nutrientes (Ashford, 1998; Shoji et al., 2006).

Durante o crescimento das hifas de C. albicans, os vacuolos esféricos das
células-mae se alongam numa estrutura tubular e se dirigem para a regido de
brotamento. Com o surgimento do broto, parte desse vacuolo é fragmentado formando
uma estrutura composta por varias vesiculas que entram, em seguida, fundidas na
célula-filha (Veses; Gow, 2008). Em Y. lipolytica, observamos que as células-filha
herdam pequenos vacuolos fragmentados durante a formacéo das pseudohifas ou
hifas verdadeiras, no entanto, posteriormente ocorre provavelmente a fusdo desses
pequenos vacuolos que originam os longos vacuolos tubulares.

As finas pontuacdes fluorescentes observadas na regido apical das hifas em
crescimento é o resultado do acumulo das sondas fluorescentes, principalmente MDY -
64, em pequenas vesiculas que estdo abaixo do limite de resolucdo da luz do
microscopio (Figuras 25 e 26). A presenca dessas vesiculas, um pouco maiores,
também pode ser observada com as sondas derivadas de CMAC na ponta das hifas
em crescimento (Figura 34). Essa forte marcacdo dessas pequenas vesiculas nessas

condicbes pode ser atribuida a rapida extensdo e turnover e/ou O continuo
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carregamento e acumulo de produtos para a expansao celular. Esse mesmo padrao
também foi observado durante o crescimento polarizado das hifas do fungo
Phanerocheate velutina (Zhuang et al., 2008).

Os efeitos pleiomorficos observado nos vacuolos de Y. lipolytica também foram
relatados durante o crescimento das hifas de Aspergillus oryzae (Shoji et al., 2006),
justificado pela dindmica vacuolar na adaptacdo dos microrganismos as condi¢cfes
ambientais em termos de disponibilidade de nutrientes e pressdo osmdética. A
presenca de Spm pode realmente alterar a pressao osmoética da célula, o que poderia
explicar o surgimento de varios pequenos vacuolos ao longo das hifas fangicas
crescidas na presenca de Spm. A diferenca na morfologia vacuolar observada entre
as células de cultura aerada e crescida em meio sélido (Figuras 24-28) também pode
ser explicada pelas condicbes de crescimento, pois enquanto as células aeradas
cresceram sob constante agitacdo (250 rpm), as células em meio solido cresceram
em condi¢cdes estaticas.

As hifas fungicas de Y. lipolytica também apresentaram uma dinamica na
movimentacdo dos vacuolos, principalmente durante as fusfes dos pequenos
vacuolos e vesiculas. Em fungos filamentosos, como N. crassa, o proprio fluxo
citoplasmatico € capaz de movimentar as organelas e representa um componente
funcional no crescimento de hifas fungicas. Gotas de 6leo injetadas no interior das
hifas se moveram da mesma forma que os vacuolos em N. crassa, sem a necessidade
de motores celulares (cinesinas e dineinas) e citoesqueleto (Lew, 2005). O fluxo
citoplasmatico direcionado da regido distal para a apical nas hifas fangicas é formado
provavelmente pela criacdo de um gradiente osmoético gerado pelo transporte
diferencial de ions ao longo da hifa que forma uma presséao hidrostatica requerida no
fluxo citoplasmatico. Esse fluxo pode ser parado pela inibicéo respiratéria com cianeto
ou com a formacédo de um gradiente osmotico externo (Lew, 2005, 2011). A ativacao
do bombeamento de H* pela P-H*-ATPase, observado durante o crescimento
polarizado de Y. lipolytica, também pode ajustar a osmolaridade por meio da geragéo
de uma forca motriz necessaria no influxo de solutos co-transportados. O transporte
citoplasmatico dos pequenos vacuolos também poderia ser associado a ativacao da
V-H*-ATPases.

A fusdo de pequenos vacuolos observados durante a morfogénese da Y.
lipolytica € um fendmeno precisamente regulado nas células eucaridticas e
conservados durante a evolucdo. A fusdo de membranas vacuolares em leveduras

tem sido extensivamente estudada como modelo para entender esse processo. A
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partir de alguns estudos ficou evidente a necessidade da acidificacdo vacuolar para
gue a fusdo das membranas ocorresse (Ungermann et al., 1999; Coonrod et al., 2013).
A V-H*-ATPase, como agente reguladora do pH vacuolar, bem como de seu gradiente
eletroquimico representa um alvo molecular crucial nesse processo.

O modelo inicial sugere que a presenca da subunidade Vo da V-H*-ATPase (um
complexo formado por varias subunidades integrais da membrana vacuolar) e néo a
acidificacao vacuolar fosse requerida na fusdo das membranas (Bayer et al., 2003,
Baars et al.,, 2007; Takeda et al.,, 2008). O complexo Vo é responsavel pela
translocacdo de H* para o interior do vacuolo e atuaria como um poro de fusao, pois
a auséncia das subunidades Vphlp (Bayer et al., 2003; Baars et al., 2007) ou Vma6p
(Baars et al., 2007; Takeda et al., 2008) do complexo Vo impediam o fusionamento
das membranas. No entanto, um trabalho realizado in vitro demonstrou o
requerimento minimo de SNARESs vacuolares, Sec17p, Sec18p, o complexo HOPS, a
hidrélise de ATP e a proteina Ypt7p ligada ao GTP na fusdo das membranas, sem a
necessidade de qualquer subunidade da V-H*-ATPase (Stroupe et al., 2009).

Coonrod e colaboradores (2013) evidenciaram a necessidade da acidificacédo
vacuolar e ndo a presenca da V-H*-ATPase na promocdo do fusionamento das
membranas. Os autores defenderam a necessidade da acidificacdo dos vacuolos por
meio de células mutantes que possuiam a V-H*-ATPase, mas que nao bombeavam o
H*. No entanto, eles utilizaram a expressao heterdloga de uma bomba de H* vacuolar
de plantas, a H*-pirofosfatase de A. thaliana, AVP1, para recuperar a acidificacdo e a
fusdo vacuolar (Coonrod et al., 2013). No entanto, recentemente, outro trabalho
relatou que a acidificagéo vacuolar ndo se mostra um argumento valido para explicar
a fusdo de membranas. Os autores demonstraram que células de leveduras tratadas
com ConA (2 uM) apresentaram uma rapida alcalinizagdo da organela, entre 15 e 30
min, e iniciou o processo de fusionamento das membranas vacuolares apos 10 min
de incubacéo nessas condi¢des (Desfougeéres et al., 2016).

As células crescidas na presenca de Spm apresentaram varios pequenos
vacuolos nao-fusionados nas hifas de Y. lipolytica no momento em que néao
observamos a acidificagcdo vacuolar com a quinacrina (Figura 32). O acumulo da Spm
nos vacuolos, uma poliamina extremamente basica, possivelmente seria responsavel
por retardar a acidificacdo dos vacuolos dessas hifas. Além disso, V-H*-ATPase
apresentou uma importante funcéo no crescimento polarizado das hifas, pois assim
como as P-H*-ATPase, o bombeamento de H* e a atividade hidrolitica dessa enzima

também aumentaram durante a morfogénese fangica. Da mesma forma como a
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enzima € capaz de acidificar o vacuolo para a fusdo de membranas durante a
formacao dos vacuolos tubulares, ela também é capaz de regular o pH citoplasmaético.
O aumento da atividade da V-H*-ATPase também pode estar relacionado com as
oscilacdes transientes registradas no pH do citoplasma durante a transicéo levedura-
hifa (Steward et al., 1988; Robson et al., 1996).

O estimulo ocorrido na atividade de bombeamento de H* e na hidrolise de ATP
pelas V-H*-ATPase nas células de Y. lipolytica crescidas na presenca de Spm, pode
estar evolutivamente relacioando com o papel dessa enzima no transporte intracelular
de poliaminas. A V-H*-ATPase gera um potencial eletroquimico através da membrana
vacuolar capaz de gerar a forca motriz para ativar os carreadores secundarios, que
transportam ions, aminoécidos e poliaminas. O transporte de Spm foi completamente
inibido por inibidores especificos da V-H*-ATPase, bafilomicina A e N,N*-
dicyclohexylcarbodiimide, nas vesiculas vacuolares de S. cerevisiae, indicando a
necessidade do potencial de membrana no transporte das poliaminas nessa levedura
(Kakinuma et al., 1992).

Em S. cerevisiae, cinco Tpo permeases dependentes do gradiente de H*
(Tpolp, Tpo2p, Tpo3p, Tpodp e Tpo5p) localizadas na membrana vacuolar estao
envolvidas no transporte de poliaminas (Tomitori et al., 2001; Aouida et al., 2005).
Dentre elas, a Tpo2p e a Tpo3p sao transportadores especificos de Spm, enquanto
Tpolp e Tpodp reconhecem Spd e Spm (Tomitori et al., 2001). A Tpo5p possui maior
afinidade por Spd e Put (Aouida et al., 2005).

Células de mamiferos também apresentaram um transporte de poliaminas
dependente de H*-ATPase vacuolar, pois células pré-tratadas com bafilomicina ndo
acidificaram as vesiculas intracelulares e causou uma drastica redu¢do no acumulo
de Spd, sugerindo a importancia da atividade da V-H*-ATPase no transporte e
acumulo dessa poliamina (Soulet et al., 2004). Recentemente, uma nova proteina
(SLC18B1) também foi descrita como um transportador antiporte H*/Spm ou Spd em
células humanas (Hiasa et al., 2014).

A importancia da V-H*-ATPase na morfogénese da Y. lipolytica também foi
confirmada em ensaios com a ConA, um inibidor especifico da enzima, capaz de se
ligar especificamente a subunidade ¢ do complexo Vo (Vma3p), bloquear a rotacao
das subunidades ¢ que compdem o dominio de membrana e prevenir tanto o
transporte de H* quanto a hidrélise de ATP (Huss et al., 2002; Bowman et al., 2004).
Baixas concentracdes (1 puM) de ConA foi suficiente para prevenir a transicao

levedura-hifa em Y. lipolytica, mesmo na presenca dos indutores da morfogénese
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(Spm e AIA, Figuras 29 e 30). A morfogénese de C. albicans também foi inibida
qguando as células cresceram em 5 uM de ConA, indicando que o transporte de H*
mediado pela V-H*-ATPase é essencial no processo de filamentacdo da célula (Rane
et al., 2013).

Células crescidas na presenca de ConA também preveniram a alcalinizacéo
ambiental, mesmo na presenca de Spm ou AIA (Figura 31). Além disso, células
cultivadas na presenca de ConA apresentaram a acidificacdo citoplasmatica e nao
vacuolar, detectada por meio da marcagdo com a sonda sensivel a pH quinacrina
(Figura 32). Esse efeito per se poderia justificar o bloqueio da morfogénese, pois o
fendbmeno requer a alcalinizacdo do citoplasma, um processo regulado tanto por V-
como pela P-H*-ATPase (Steward et al., 1988; Martinez-Mofioz; Kane, 2008). A
acidificacao citosolica sem a perda de localizacdo da Pmalp também foi relatada em
células de S. cerevisiae ap6s um breve tratamento com ConA (Martinez-Mofioz; Kane,
2008), sugerindo um segundo mecanismo de regulacdo negativa na atividade da
Pmalp. De fato, a morfogénese de Y. lipolytica ocorreu por um aumento significativo
na atividade e na expressédo de Pmalp, assim como relatado em C. albicans (Monk
et al., 1993). Dessa forma, a acidificacdo citoplasmatica indica um desacoplamento
ou inativacdo da atividade de bombeamento de H* por ambas as enzimas. A analise
das vesiculas de membranas totais isoladas de células de Y. lipolytica crescidas por
20 h na presenca de 1 uM de ConA revelou a inibicdo da atividade tanto de P- como
de V-H*-ATPase.

Em S. cerevisiae, mutantes de V-H*-ATPase também apresentaram uma
acidificacdo anormal no citoplasma devido a auséncia do bombeamento de H* pela
Pmalp na superficie celular (Perzov et al., 2000; Martinez-Mofioz; Kane, 2008; Tarsio
et al.,, 2011). A auséncia da atividade da V-H*-ATPase em células mutantes de S.
cerevisiae reduziu significativamente a quantidade de Pmalp da membrana
plasmatica e causou 0 acumulo da proteina no reticulo endoplasmatico (Perzov et al.,
2000). Células mutantes vma também demonstraram um transito lento de Pmal no
complexo de Golgi (Martinez-Mofioz; Kane 2008).

A inativacdo da V-H™-ATPase em N. crassa com o inibidor ConA preveniu o
crescimento celular em pH 7,2, causou defeitos no acumulo de aminoacidos basicos
e H* no vacuolo e dificultou o crescimento e a ramificacdo das hifas fungicas. Por outro
lado, as cepas mutantes resistentes a ConA foram associadas com mutacdes
especificas do gene PMAL, pois 0s mutantes possuiam uma reduzida, mas

significativa, atividade de hidrolise e bombeamento de H* pela P-H*-ATPase. Essas
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cepas mutantes cresceram em pH alcalino contendo ConA, mas ndo restauraram a
funcd@o normal dos vacuolos ou corrigiram as anormalidades morfologicas, sugerindo
que a P-H'-ATPase nao compensa diretamente a inativacdo da V-H*-ATPase
(Bowman et al., 1997).

As células de Y. lipolytica crescidas na presenca de ConA demonstraram a
partir da imuno-resposta uma reducdo significativa nos niveis de expressdo da
subunidade B1/2 da V-H*-ATPase apos 20 e 26 h de crescimento quando comparada
as ceélulas controle, sugerindo também um possivel efeito na regulacéo pré-traducional
da enzima (Figura 38). Além disso essas células apresentaram reducdo na
alcalinizacdo ambiental. Todos esses dados sugerem uma regulagdo sinérgica na
atividade de ambas as bombas protonicas (Figuras 36 e 37), um mecanismo de
regulacédo que deve ser melhor investigado futuramente.

A partir dos dados expostos € possivel sugerir a modulacdo da morfogénese
pela Spm via sinalizagdo auxina-dependente e ativagdo dos sistemas primarios de
transporte de proétons, as P- e V-H*-ATPases (Figura 40). Os inibidores da sinalizagcédo
(PCIB) e transporte (TIBA) de auxina preveniram a morfogénese modulada por Spm,
enquanto o bloqueio da biossintese de espermidina pelo CHA ndo impediu a
morfogénese modulada por AlA. Além disso, a adicdo de Spm também elevou a
concentracdo de AIA exsudada pelas células de Y. lipolytica (Figura 40). A transicéo
levedura-hifa foi acompanhada pelo aumento na expressdo, na atividade de
bombeamento de H* e na hidrélise de ATP pelas H*-ATPases vacuolares e da
membrana plasmética (V- e P-H*-ATPase, respectivamente). As atividades de ambas
as bombas protbnicas também se mostraram importantes na regulacdo do pH
ambiental e na morfologia vacuolar durante a morfogénese fungica. A exsudacéo de
amonia pelas células apresentou dependéncia da atividade da P-H*-ATPase, pois a
familia de proteinas envolvida no transporte de aménia (Ato) possivelmente seja um
antiporte H*-dependente (Figura 40). Além disso, V-H*-ATPase influencia o transporte
de Spm via formac&o de um potencial de membrana que energiza transportadores de
poliaminas (Kakinuma et al., 1992) e a acidificacdo vacuolar aparentou desempenhar
uma funcdo importante no fusionamente de membrana dos pequenos vacuolos ao
longo da hifa para a formagéo de vacuolos tubulares durante o crescimento polarizado
das hifas (Coonrod et al., 2013).

Até onde sabemos, esse trabalho é o primeiro a descrever um mecanismo de
acao de poliaminas e auxina na morfogénese fungica envolvendo a ativacdo das

bombas protdnicas. A compreensdo desse fendbmeno possui um amplo interesse
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econdmico, médico e biotecnoldgico, pois a transicdo levedura-hifa e o crescimento
polarizado de células fungicas também causa alteragcBes metabdlicas requeridas na
adaptacao e sobrevivéncia de muitos fungos em condi¢oes adversas (Sudbery, 2011;
Brand, 2012; Bellou et al., 2014). Nesse contexto, 0s mecanismos que representam
alvos moleculares chaves em intervencdes que objetivam modular a transicéo
levedura-hifa sdo extremamente importantes por influenciar na producao industrial, na
capacidade de viruléncia e simbiose de muitas espécies fungicas de interesse

industrial, médico ou agrondémico.

Ornitina

Figura 40. Esquema representativo do possivel mecanismo de modulacdo da morfogénese por
Spm em Y. lipolytica. O crescimento polarizado das hifas flungicas é precedido pelo aumento
intracelular de poliaminas (1), seja pela producao enddgena ou pela captacao extracelular. A Spm pode
ser estocada em vacuolos ou vesiculas citoplasméticas (2), mas para isso requer a ativagdo dos
transportadores de poliaminas por meio do potencial de membrana formado pela V-H*-ATPase. A
presenca de Spm também aumentou o efluxo de AlA pelas células de Y. lipolytica (3). Baseado em
nossos resultados, Spm induz a morfogénese de Y. lipolytica por uma via de sinalizacdo AlA-
dependente. O aumento da quantidade de AlA poderia modular a ativagdo das bombas protonicas, seja
por meio da fosforilacdo da P-H*-ATPase (4), como pelo aumento na expressao das proteinas (5). O
AIA também é capaz de aumentar o trafego intracelular de vesiculas, auxiliando no enderecamento das
proteinas para a membrana plasmatica ou vacuolar (6 e 7). A P-H*-ATPase produz um potencial de
membrana e um gradiente de pH (8) necessarios no estabelecimento e manutengéo do crescimento
polarizado das hifas fungicas, pois mostrou-se essencial na exsudacao de amodnia (NHz) pelas células
(9), possivelmente pelas preoteinas da familia Ato. V, vacuolo; N, nucleo; RE, reticulo endoplasmatico;
VS, vesiculas secretoras; G, Golgi; MP, membrana plasmatica; PC, parede celular, M, microtabulos.
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7 CONCLUSOES

Os resultados revelaram que a morfogénese de Y. lipolytica induzida por Spm
foi bloqueado pelos inibidores de sinalizacdo (PCIB) e transporte (TIBA) de
auxina, enquanto a morfogénese induzida por AIA né&o foi prevenida pela
inibicdo da sintese de espermidina (CHA), sugerindo uma via de controle
morfogénico onde Spm estaria upstream ao AlA;

Colbnias de Y. lipolytica crescidas na presenca dos indutores da morfogénese
(Spm ou AIA) apresentaram um fendtipo mais enrugado e longas franjas
coloniais, enquanto as col6nias crescidas na presenca dos inibidores (PCIB,
TIBA ou CHA) apresentaram uma textura mais lisa e franjas coloniais mais
curtas, indicando a capacidade da poliamina e da auxina em estimular a
transicdo dimorfica e o crescimento polarizado em células fugicas;

A expressdo, o hombeamento de H* e a atividade hidrolitica da P- e V-H*-
ATPase aumentaram significativamente durante a morfogénese fungica. A
presenca de Spm no meio de crescimento estimulou mais a expressao e as
atividades de ambas as bombas quando comparada as células controle,
sugerindo uma relacdo entre a ativacdo das bombas com a morfogénese
induzida por Spm;

Assim como na morfogénese, a presenca de Spm nao foi suficiente para
reverter completamente a inibicdo na atividade da P-H*-ATPase causada pelos
inibidores de auxina (PCIB ou TIBA), corroborando a hipétese de uma via de
controle morfogénico onde Spm estaria upstream ao AlA, com a participacao
coordenada da ativacdo das bombas de H*;

A deteccao do fluxo protdnico em células vivas também revelou o aumento no
efluxo de H* em células crescidas na presenca de Spm ou AIA durante a
morfogénese de Y. lipolytica;

As células de Y. lipolytica foram capazes de produzir e exsudar AlA. Células
crescidas na presenca de Spm exsudaram maior quantidade de AIA quando
comparadas as células controle;

Durante a morfogénese fungica foi detectado a alcalinizagdo no pH ambiental.
A presenca dos indutores da morfogénese (Spm e AIlA) intensificaram a
alcalinizacdo, enquanto os inibidores (PCIB, TIBA, CHA, ConA e VOs%)

retardaram o processo;
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As células de Y. lipolytica foram capazes de produzir e exsudar amonia (NHs)
principalmente em cultivos na fase estacionaria. A exsudacao de amdnia péde
ser relacionada com alcalinizacdo observada durante a morfogénese fungica;
Os vacuolos celulares apresentaram uma dinamica especifica durante a
morfogénese fangica, inicialmente com a fragmentacéo vacuolar na formacéo
de pseudohifas e hifas jovens. Por outro lado, em hifas mais velhas ocorreu a
fus@o de vérios pro-vacuolos para a formacao de um vacuolo tubular ao longo
de toda a hifa. Hifas crescidas na presenca de Spm demonstraram um atraso
no fusionamento das membranas vacuolares;

Baixas concentragbes (1 uM) de ConA foram suficientes para impedir a
morfogénese de Y. lipolytica,

A acidificacdo vacuolar pela V-H*-ATPase foi observada apés o inicio da
transicdo dimorfica fungica. O fendbmeno foi caracterizado pela fusdo das
membranas vacuolares;

Células de Y. lipolytica crescidas na presenca de ConA demonstraram
significante inibicdo nas atividades de bombeamento de H* e hidrélise de ATP
em ambas as bombas proténicas, além de diminuir a expresséo da subunidade
B1/2 da V-H*-ATPase, sugerindo uma interdependéncia entre as atividades

das bombas vacuolares com as da membrana plasmética.
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