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RESUMO

A transicdo morfogénica é determinante para a patogenicidade e viruléncia de
fungos que infectam plantas a humanos. Para compreender os mecanismos
que regulam a morfogénese, utilizamos como modelo de estudo o fungo
dimorfico Yarrowia lipolytica,cujo o dimorfismo depende de modula¢des do pH
do meio. A H'-ATPase do tipo P exerce uma importante funcdo em células
fungicas e de plantas, na regulacdo do pH interno e extracelular. Previamente,
verificamos que a auxina induz a filamentacdo em Y. lipolytica em baixas
concentracbes (10 pM). Potentes inibidores de auxina em plantas, TIBA e
PCIB, bloquearam a transi¢cao dimoérfica em Y. lipolytica. PCIB interferiu com a
organizacdo de colbnias, sugerindo que uma sinalizagcdo por auxina integra o
programa de filamentacdo. AIA e Trp estimularam cerca de 2 vezes o
bombeamento de H' pela H*-ATPase tipo P, sendo tal efeito fortemente
antagonizado pelo PCIB. Demonstramos que a utilizacdo do doador de NO
(SNP) induziu a morfogénese em baixas concentracbes (10 nM), enquanto
altas concentracées do SNP (50 e 100 uM) inibiram o crescimento celular e
bloquearam a morfogénese. Constatou-se ainda que o sequestrador de NO
(PTIO) foi capaz de inibir a transicéo levedura-hifa, bem como o fez o inibidor
da oxido nitrico sintase (L-NAME). A deteccdo de NO in vivo usando uma
sonda fluorescente revelou aumento de niveis de NO na presenca de SNP em
células filamentosas. O transporte de H® ATP-dependente foi regulado
positivamente pelo SNP e negativamente pelo PTIO (aumento de 2 vezes e
decréscimo de 1,5vezes, respectivamente). O envolvimento da cascata da PKA
e MAPK na regulacdo da morfogénese também foi analisado. O cAMP (25 mM)
estimulou a formacéo de hifas em 50% enquanto o inibidor de MAPK (100 uM)
diminuiu a morfogénese pela metade, e teve seu efeito atenuado na presenca
do cAMP. As atividades de transporte de H" e hidrolitica da bomba foram
fortemente inibidas pelo IMAPK (80%), e seu efeito foi antagonizado pelo AlA.
As mudancas do pH da hifosfera e do meio extracelular durante a morfogénese
foram acompanhadas usando indicador de pH e a producdo de NHj3; por
fotoacustica. Em conjunto, os resultados indicam que a via de sinalizacao
dependente de auxina, tendo Oxido nitrico como um mediador, regula
H*ATPases de membrana plasmatica, influenciando a polarizac¢éo celular e o
desenvolvimento das hifas fungicas. Os dados fornecem a base mecanistica do
papel integrativo de auxinas como moléculas chaves da transicao levedura-hifa
e da morfogénese micelial através de um mecanismo de crescimento acido,
aparentemente conservado na evolugéo de fungos e plantas.

Palavraschaves: Yarrowia. lipolytica,transicdo dimorfica, Auxina, Oxido Nitrico,
H*-ATPases, PKA, MAPK.



ABSTRACT

Many fungi that are pathogenic towards plants andanimals undergo
morphogenic shift. To understandthe cellular mechanisms that govern
morphogenesis we used Yarrowia lipolytica, non-pathogenic yeast which d

iorphic switching is induced by medium pH,P-type H*-ATPase, the plasma
membrane primary plays an essential role in fungal and plant growth, and
regulation of internal and external pH. It has been showed previously that very
low indole-3-acetic acid (IAA) concentrations [pM to fM] promoted filamentation
of Y.lipolytica. The potent inhibitors of in plantsinterfered with yeast-to-hypha
transition.Disturbances imposed by PCIB on colonial organization also
suggested that auxinsignaling events integrate the mycelial program. Two-fold
stimulation of plasmalemmal H*-ATPase activity by IAA and Trp was
antagonized by PCIB. The nitric oxide donor SNP induced morhogenesis in low
concentrations (10 nM), while higher concentrations (50-100 pM) inhibited cell
growth and morhogenesis. Yeast-to-hypha transition was reduced by PTIO, a
nitric oxide scavenger, as well as by L-NAME, the inhibitor of nitric oxide
synthase. NO detection in vivo using fluorescent probe reveales the increase in
NO levels in filamentous cells. In addition, ATP-dependent H*_transport was
positively regulated by SNP and negatively by PTIO (2-fold increase and 1.5-
fold decrease). The participation of PKA and MAPK in the modulation of
morphogenesis was also analysed. cAMP (25 mM) stimulated hyphal formation
while the inhibitor of MAPK (100 uM) diminished morphogenesis, and its effect
was attenuated by cAMP. Both H* transport and ATPase activities was strongly
inhibited by IMAPK (80%), which was reverted by IAA. The changes in
hyphaspera pH during morphogenesis were accompanied by pH indicator, and
the production of NHzby photoacustic laser. Taken together the data indicate an
auxin-dependent activation of the fungal plasmalemma H* pump underlying cell
elongation and mycelial development. This provides a mechanistic framework
for the consideration of an integrative role of auxins as key signaling molecules
of the yeast-to-hypha transition and mycelial morphogenesis through an acid

growth mechanism apparently conserved in fungi and plants evolution.

Key words: Yarrowialipolytica, dimorphic transition, auxin, nitric oxide, H-
ATPase, PKA, MAPK.



1. REVISAO DE LITERATURA

1.1 Yarrowia lipolytica

Yarrowia lipolytica € um fungo hemiascomiceto, pertencente a familia
Dipodascaceae, cuja pesquisa cientifica e tecnoldgica esta em plena ascensao.
Seu estudo tem atraido grande interesse na area biotecnoldgica por possuir a
capacidade de produzir diversos metabdlitos, por exemplo, &cidos orgéanicos,
0S quais incluem o citrato (Barth e Gaillardin, 1997; Groenewald et al. 2014).
Essa levedura tem atraido a atencao de pesquisadores pela sua capacidade de
metabolizar hidrocarbonetos e lipideos (Barth e Gaillardin, 1996; Dominguez et
al. 2000; Bankar et al. 2009). Pode-se associar essa capacidade de Y. lipolytica
com o seu habitat, que € dado por possui como nicho substratos ricos em
lipideos e proteinas. Entretanto, algumas espécies tém sido isoladas do solo,
rede de tratamento de esgotos e ambientes contaminados com 6leo. A mesma
produz lipases, enzimas que apresentam grande interesse na industria de
couro e de queijo (German patent D-272867). Além disso, possuem vigoroso
crescimento em diferentes valores de pH e exibem crescimento 6timo a 30°C,
embora seja capazes de crescer em uma ampla faixa de temperatura, que se
estende de 5 a 32° C (Barth e Gaillardin,1997; Fickers et al., 2004., Kamzolova
e Morgunov, 2013).

A levedura Y. lipolytica difere das bem caracterizadas leveduras
convencionais, como S. cerevisiae e Schizosaccharomyces pombe,Todavia
apresenta similaridades com Candida albicans quanto a sua evolucéo
filogenética, fisiologia, genética e biologia molecular (Dujon et al., 2004). Vale a
pena ressaltar que inicialmente Y. lipolytica foi caracterizada como Candida
lipolytica porém algumas diferengas levaram os microbiologistas a separar o
género Yarrowia (Van der Walt e Arx, 1980). Contrariamente a C. albicans,
Yarrowia lipolytica € um microrganismo ndo-patogénico e apresenta o ciclo
celular bem definido. Essa ultima caracteristica permite facil manipulagéo
génica, o que proporcionou um rapido progresso das pesquisas com essa
levedura.Por ser um fungo dimérfico, Y. lipolytica pode ser encontrado sob trés

formas morfoldgicas: levedura, pseudohifa (cadeia de células alongadas com



constricbes visiveis posicionando o septo) e hifa (filamentos lineares sem

constricdes visiveis) (Palande et al., 2014).

1.2 Transic¢ao levedura-hifa

A transicéo entre duas formas celulares (levedura e hifa) € caracteristica
intrinseca de alguns fungos, sendo comumente considerada necesséria para a
viruléncia e patogenicidade de fungos dimorficos que acometem a saude
humana, como por exemplo, Candida albicans, Cryptococcusneoformans
Histoplasma capsulatum var. capsulatum, Histoplasma capsulatum var.
duboisii, Blastomyces dermatitidis, Paracoccidioides brasiliensis, Sporothrix
schenckii, Penicillium marneffei e Coccidioides immitis(Phan et al., 2000; Braun
et al.,, 2001; Woods, 2005., Alkan et al., 2013). A transicdo também é crucial
para viruléncia de fungos patégenos de plantas, como, Ustilago maydis
(Martinez-Espinoza et al; 2004). Entretanto os fatores considerados mais bem
sucedidos para o desenvolvimento dessa viruléncia ainda permanecem
incertos.

A compreensdo dos mecanismos de dimorfismo foi aprofundada pelos
estudos com Saccharomyces cerevisiae. Estes estudos identificaram duas vias
capazes de levar a transicdo morfogénica. A mais importante delas seria a via
das MAPKSs (mitogen-activated protein kinase) que medeia a formacéo de hifas
em resposta a feromdnios, cujo fator de transcricdo diretamente envolvido na
filamentacdo é o Cphl (Liu et al.,, 1993). A segunda via € a PKA (CAMP-
dependent protein kinase A) onde a proteina Efgl é tida como principal agente
no desenvolvimento da morfogénese (Stoldt et al., 1997, Lengeler et al., 2000).
Em S. cerevisiae a via das MAPKSs parece ser a mais importante, entretanto a
via PKA é a predominante em C. albicans (Ernest, 2000,Schaekel et al., 2013).

Tornou-se frequente a utilizacdo de C. albicans para estudos da
transicéo levedura-hifa, uma vez queS. cerevisiae ndo forma hifas verdadeiras,
sendo somente observado a presenca de pseudohifas. Em C. albicans foi
identificado uma terceira via que envolve o fator de transcricdo do tipo zinc
finger Rim101p que é ativado em resposta a alcalinizacdo do pH extracelular
(Li e Mitchell,1997; Dauvis et al., 2000,Cornet e Gaillardin, 2014).
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Figura 1. Vias de regulacdo da transicdo levedura-hifa. As setas indicam ativacdo e as barras
inibicdo. Os fatores de transcricdo sdo mostrados nas caixas. Adaptado de Liu (2001).

2. Fatores que modulam a trasicdo dimorfica de Yarrowia lipolytica

2.1 Auxina

Auxina é um hormonio produzido por plantas, sendo que esse nome é
utilizado hoje como um nome genérico para designar um grupo de importantes
moléculas de origem vegetal com habilidades de regular respostas de
crescimento as plantas. Também pode ser encontrada em humanos, animais e
microorganismos (Teale et al., 2006). Essa foi a primeira familia de hormonios
vegetais a ser identificada através de estudos de fototropismo realizados por
Darwin e seu filho. Entretanto a auxina é capaz de regular muitos outros
processos além do fototropismo, incluindo: divisdo celular, formacédo de raizes
laterais e adventicias, dominancia apical senescéncia de folhas,
amadurecimento de frutas e floracdo (Taiz e Zeiger, 2006; Shrivastava et al.,
2008).

A auxina predominante e a mais ativa biologicamente nas plantas € o
acido indol-3-acético (AlA). O AlA é produzido em locais de intensa proliferacao
celular como folhas jovens e raizes, e posteriormente redistribuida para o
restante da planta (Teale et al., 2006). Hull et (2000) estabeleceram que as
duas rotas mais comuns para sintese de AlA in vivo sédo Triptofano - Indol-3-

Acetamida e Triptofano - Indol-3-Acetaldoxima (Figura 2). Uma terceira rota

-3-



gue converte triptofano a triptamina e posteriormente a AlA, ndo se acredita ter

funcao in vivo devido a falta de resultados experimentais.

Figura 2. Vias de biosintese de Acido Indol-3-Acético (AIA) em plantas. As duas rotas mais
comuns para sintese de AlA in vivo: Triptofano = Indol-3-Acetamida (1) e Triptofano = Indol-3-
Acetaldoxima (2). Uma terceira rota que converte triptofano a triptamina (3) (adaptada de Hull
et al., 2000).
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A auxina ativa sistemas primarios de transporte de protons na
membrana plasmatica de células vegetais (Frias et al.,, 1996). O gradiente
eletroquimico gerado pela H*-ATPase de MP esta diretamente envolvido com
um dos mecanismos fundamentais do desenvolvimento vegetal, o aumento da
plasticidade da parede celular para possibilitar o processo de crescimento e
divisdo da célula vegetal. Esse ultimo mecanismo esta relacionado com a teoria
do crescimento acido que postula que um aumento da extrusdo de prétons

mediado pela H*-ATPase promove a acidificacdo do apoplasto, que por sua



vez ativa enzimas especificas que atuam sobre a parede celular aumentando
sua plasticidade e, consequentemente, permitindo o alongamento da célula
(Rayle e Cleland, 1992). Zandonadi et al. (2007), examinando o efeito da
auxina em plantulas de milho, demonstraram que a auxina foi capaz de ativar
H*-ATPases tanto de MP como vacuolar.

Porém, interessantemente os efeitos da auxina em leveduras ja haviam
sido relatados por Robinson e Stier em 1941, que observaram o efeito aparente
da auxina sobre o tamanho e aspecto das células de levedura (S. cerevisiae)
em meios de cultivo contendo diferentes concentracdes de peptona. Este
autores notaram que células longas e mais largas apareceram unicamente em
meios que continham consideraveis quantidades de auxina. Este foi um dos
trabalhos pioneiros sobre formacdo de auxina em culturas de leveduras.,
Entretanto,esse estudo ndo teve seguimento e as pesquisas subsequentes
foram realizadas somente em modelos vegetais.

Curiosamente, apenas apos cerca de 60 anos a acao da auxina em
leveduras voltou a chamar a atencdo dos pesquisadores. Onde Prusty, et al.
(2004) demonstraram que concentracdes altas de AIA (250 uM) inibem o
crescimento de S. cerevisiaee em contrapartida, concentracdes baixas (120
MM) induzem a uma filamentagdo e adesao da levedura. Estas respostas sdo
mediadas por uma familia de transportadores e o fator de transcricdo fangico
Yapl. Além disso a inducdo da morfogénese por AIA requer a funcéo de Flo11,
uma conhecida proteina da superficie celular requerida para a inducdo da
filamentacgéo e crescimento invasivo.

Os dados do nosso grupo de pesquisa mostraram que o tratamento com
AIA estimulou a formacao de hifas em Y. lipolytica, eque esse efeito € dose
dependente (Figura 3). Doses baixas (10 pM) estimularam a transicao dimoérfica

e doses altas (100 pM) inibiram o crescimento celular (Dutra, 2008).
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Figura 3. Efeito da auxina na transicdo dimorfica de Y. lipolytica. Células de Y. lipolytica foram
cultivadas em meio YED, pH 4,5 na auséncia ou presenga de 10 pM, 10 nM, 10 uM €100 pM,
de AIA. O numero de células na forma de levedura foi contado em cada ponto temporal e o
valor maximo na cultura controle foi considerado 100% (Dutra, 2008).

Figura 4. Estados morfologicos de Y. lipolytica. (A) Controle. (B) Tratamento com 10 pM de
auxina. As células foram visualizadas apés 24 horas de cultivo.

Existem alguns componentes moleculares responsaveis pelo transporte
de AIA, dentre esses pode-se citar os transportadores de influxo (AUX1) e os
de efluxo (PIN) (Galweiler et al., 1998, Bennett et al., 1996, Paciorek et al.,
2005 ). O AIA é capaz de causar rapidas mudancas na expressao de genes e
duas familias de proteinas foram identificadas responsaveis por estas
respostas:ARFs (Auxin Response Factors) e proteinas Aux/AlA (Hagen e



Guilfolyle, 2002; Paciorek e Friml, 2006). As proteinas Aux/AlA sao capazes de
suprimir a expressao de genes induzidos pela auxina (Tiwari et al., 2001), em
contrapartida a presenca de altas concentracfes de auxina pode causar uma
aceleracdo na degradacao destas proteinas (Gray et al., 2000).

Os dados obtidos indicam a existéncia de uma via de controle da
transicdo morfogénica dependente de AIA (Dutra 2010). Dessa forma, para
melhor compreender a acdo de AIA na transicdo dimoérfica em Y. lipolytica,
utilizamos no presente trabalho dois inibidores da sinalizacdo deAlA: o acido
2,3,5-triobenzéico (TIBA) e o &cido p-clorofenoxisobutirico (PCIB). O TIBA é um
inibidor de efluxo de AIA (Lomax et al., 1995). O PCIB é um inibidor, que atua
regulando a estabilidade das proteinas AUX/AIA, bloqueando a transcricdo de
genes induzidos por AlA (Oono et al., 2003).

2.2. H-ATPases

As H'-ATPases ou bombas de H* sdo capazes de transportar prétons
através das membranas contra o gradiente eletroquimico de H*, usando a
energia da hidrolise do complexo ATP-Mg (Nelson, 1992). Essas bombas séo
consideradas enzimas eletrogénicas, pois transportam carga elétrica (positiva)
em forma de H*, criando uma diferenca de cargas elétricas através da
membrana, chamada de potencial de membrana (Ey) e, simultaneamente, uma
diferenca dos potenciais quimicos de H' ou gradiente de concentracdo de
prétons (ApH) (Pedersen & Carafoli, 1987).

S&o conhecidos trés tipos de ATPases protonicas: H*-ATPases do tipo P
(P H*-ATPases), H"-ATPases do tipo V (V H*-ATPases) e H*-ATPases do tipo
F (F H'-ATPases) (Pedersen & Carafoli, 1987). As P H*-ATPases estio
localizadas na membrana plasmatica (Serrano, 1983; Pedersen & Carafoli,
1987), nas vesiculas secretérias (Alves, 2006) e nas organelas da via
secretoéria de levedura (Samaréo, 2003).As V H*-ATPases sdo encontradas em
membranas intracelulares (Stevens & Forgac, 1997; Samarao et al., 2009) e
também na membrana plasmatica de células animais especializadas. (Klionsky
et al., 1990; Merzendorfer et al., 1997; Nelson & Harvey, 1999; Wieczorek et
al.,, 1999; Beyenbach & Wieczorek, 2006).Enquanto as ATPases do tipo F



estdo localizadas nas mitocondrias, em membranas de bactérias e nos
cloroplastos. As F H'-ATPases funcionam como ATP sintases, pois S&o
responsaveis pela sintese de ATP, mas também sdo capazes de hidrolisar
ATP, in vitro (Pedersen & Carafoli, 1987).

As H*-ATPases tipo P exibem uma importante funcdo na fisiologia de
fungos e plantas. Estdo entre as mais abundantes proteinas existentes na
membrana plasmatica de plantas e leveduras ( Petrov e Slayman 2000). Os
fons de H*, assim como Ca®' ' sdo utilizados para a transducéo de sinais
quimicos e ambientais(Ramoset al., 2005). Além disso, o0 gradiente
eletroquimico de prétons é usado como forga motriz para o transporte de ions,
acucares, e aminodcidos através da membrana plasmatica, um processo
fundamental para a energizacio celular. A extrusdo de H* catalisada pela H*-
ATPase da membrana plasmatica contribui para a regulacéo do pH intracelular
e o pH de superficie de Y. lipolytica (Lob&o et al .,2007). Enquanto H* -ATPases
tipo V acidificam compartimentos endomembranas, incluindo o vacuolo ( Sze et
al., 1999, Gaxiola et al., 2012).

Interessantemente, dentre 0s genes requeridos para transicao, foram
identificados genes que codificam transportadores de protons. Poltermann et al.
(2005) demonstraram que a expressdo da subunidade Vma7 da H® ATPase
vacuolar € essencial para acidificacdo do vacuolo, crescimento de hifas, e,
consequentemente, viruléncia de fungos patogénicos, como por exemplo C.

albicans.

2.3 Oxido Nitrico

O 6xido nitrico (NO) € uma molécula bioativa que tem sido descrito como
um mensageiro secundario que participa de muitos processos em animais,
onde foi primeiramente descrito. O mesmo esta envolvido no relaxamento
vascular tendo um papel de grande importancia na dilatacdo de vasos
sanguineos e defesa durante as respostas do sistema imunolégico, onde é
capaz de destruir patégenos e células tumorais. E ainda o NO parece estar
relacionado numa série de outros eventos em plantas e fungos; ele esta

envolvido na defesa do hospedeiro , da viruléncia do patégeno e também
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muitas formas de interacdo simbiotica (Beligni e Lamattina 1999;Turrion-Gomez
e Benito 2011). Contudo o NO pode apresentar um papel dubio, as vezes
benéficos e outras prejudicial. Pois, apesar de ter uma importante fungdo como
mensageiro e modulador em diversos processos bioldgicos essenciais, 0
mesmo é potencialmente téxico (Mayer e Hemmens, 1997, Delledonne 2005).
A sua toxidade se apresenta particularmente em situacdes de estresse
oxidativo, geracdo de intermedidrios de oxigénio e deficiéncia do sistema
antioxidante (Gow e Ischiropoulas, 2001).

Em células humanas tem sido apresentado que a proliferacdo celular
induzida por NO ocorre via ativacdo da cascata da MAPK. Assim como em
animais, recentes descobertas tem extensivamente mostrado a presenca e
funcionalidade do NO em plantas, sendo novas e diversas funcfes atribuidas a
essa molécula em muitos processos fisiologicos, tais como: crescimento e
desenvolvimento, defesa contra patdgenos, morte celular programada e
tolerancia a condicfes de estresse (Lamattina et al., 2003, Neill et al., 2003).

Pesquisas voltadas para a descoberta da origem do NO no metabolismo
de plantas, resultaram na descoberta de algumas rotas enzimaticas, as quais
sdo capazes de produzir quantidades consideraveis de NO para processos de
sinalizacdo. Também foram relatadas rotas de producdo de NO que nao
dependem da atividade de enzimas.

Dentre as enzimas envolvidas na producdo de NO estd descrita uma
enzima homdloga a NO Sintase de animais, que utiliza como substrato o
aminoécido arginina (Crawford, 2006). A reducdo enzimética e ndo enzimatica
de nitrato e nitrito pode conduzir a producdo de NO. A formacao ndo enzimatica
é favorecida em valores de pH acidos, onde o nitrito pode ser transformado a
NO via nitrato (Stohr e Ullrich, 2002, Bethke et al. 2004). Entre valores de pH
de 3 a 6 o nitrito pode também ser quimicamente reduzido pelo acido ascérbico
para produzir NO (Henry et al., 1997). Esta reacdo pode ocorrer nos
cloroplastos e no espacgo apoplastico onde a presenca de &cido ascoérbico tem
sido identificada (Horemans et al., 2000). Adicionalmente, duas enzimas que
catalisam a reducdo de nitrato em plantas, nitrato redutase no citosol e nitrito
redutase nos plastidios, tem sido estudadas por sua capacidade de formacao
de NO (Yamasaki et al., 2000).


http://aobpla.oxfordjournals.org/content/5/pls052.full#ref-7
http://aobpla.oxfordjournals.org/content/5/pls052.full#ref-147
http://aobpla.oxfordjournals.org/content/5/pls052.full#ref-147

Recentemente o NO vem sendo apontado como um intermediario na
cascata de sinalizagcdo regulada pela auxina, influenciando a morfologia e
fisiologia de raizes (Correa-Aragunde et al.,, 2007). Tem- se verificado
evidéncias da participacdo do NO em processos induzidos por auxina na
expansao de raizes (Gouvea et al., 1997), na promoc¢ao de raizes adventicias
(Pagnussat et al., 2002), e formacéao de raizes laterais (Correa-Aragunde et al.,
2004).

A origem de NO em leveduras é ainda um assunto de debate
essencialmente devido a falta de ortélogos de NO sintase no genoma de
leveduras. Porém Ludovico et al.,, (2007) identificaram na levedura S.
cerevisiae uma atividade semelhante a da NO sintase de animais, onde a
producdo de NO depende dos niveis intracelulares de arginina, indicando a
existéncia de uma enzima com atividades semelhante a NO sintase. Castello e
colaboradores mostraram que células de leveduras sdo capazes de produzir
NO na mitocondria em condi¢cdes de hipoxia. (Castello et al., 2006). E ainda a
sinalizacao por No vem sendo apontada em resposta ao estresse oxidadivo em
S. pombe e C.albicans (Astuti et al., 2015 e Tilmann et al., 2011).

2.4 Sinalizacdo por meio de MAPK e PKA

Muitas espécies de fungos sdo dimoérficos, podendo mudar entre células
de levedura e longos filamentos multicelulares chamados hifas ou pseudohifas.
Diversos estudos tém apresentado vias de sinalizacdo que governam a
transicdo morfogénica. Uma razdo fundamental para isto € que o dimorfismo
estd envolvido na viruléncia de muitos fungos patogénicos (Lengeler et al.,
2000; Rodriguez-Kessleret al., 2012; Jime nez-Bremont et al., 2012).

Na maioria dos fungos dimoérficos, incluindo Y. lipolytica, é conhecido
que estimulos ambientais transmitem informag¢fes que influenciam os
processos de diferenciacdo da célula através de vias de sinalizacdo, das quais,
MAPK e PKA parecem ser as mais importantes(Ruiz-Herreraet al., 2012).

Em C. albicans e U. maydis, proteinas quinases ativadas por mitdgeno
(MAPK) tem sido relacionada ao crescimento filamentoso (Banuett, 1998;

Martinez-Espinoza et al., 2004). A cascata da MAPK séo vias de sinalizacédo
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multifuncionais que evolutivamente sdo bem conservadas em todas as células
eucaridticas. Um tipico modo de fosforilacdo da MAPK envolve trés proteinas
quinases em ordem hierdrquica: uma proteina quinase (MAPK), uma Mapk
quinase (MAPKK) e uma MAPKK quinase(MAPKKK). A ativacdo sequencial
destas quinases por fosforilacdo mostram-se fundamentais na transducdo de
sinais (Banuett, 1998; Widmann et al.,1999). Em Saccharomyces cerevisiae,
pelo menos, cinco MAPK foram identificadas (Lengeler et al.,, 2000). Estas
governam diferentes fenémenos no ciclo de vida da levedura: o acasalamento
e invasao em linhagens hapléides, desenvolvimento de pseudohifase formacao
de esporos em linhagens diploides, bem como a manutencédo da integridade da
parede celular e a resposta das células ao estresse osmotico (Heinisch et al.,
1999; Panet al.,, 2000; Saito e Tatebayashi, 2004; Bardwell, 2005). Em C.
albicans e U. maydes, varios genes que codificam componentes da cascata da
MAPK tém-se mostrado envolvidos na regulacdo da transicdo dimorfica
(Leberer et al., 1996;Banuett, 1998; Mart inez-Espinoza et al., 2002, 2004).

Cabe ressaltar que uma outra via central na transicéo levedura — hifa em
muitos fungos é a rota da PKA. Em eucariotos, a PKA é ativada por AMPc, uma
importante molécula na sinalizacdo (Taylor et al., 2004, 2005).0 aumento na
concentracdo de AMPc intracelular culmina na ativacdo da proteina quinase
dependente de AMPc (PKA). Essa enzima € composta por duas subunidades:
uma reguladora (R), com alta afinidade pelo AMPc, e uma catalitica (C). Na
auséncia de AMPc, a subunidade C torna-se inativa pela formagdo de um
complexo tetramérico R,C,. A ligacdo do AMPc a subunidade R induz
mudancas conformacionais que resultam na dissociacao da haloenzima inibida
e consequente ativacdo da PKA, que em seguida pode fosforilar as proteinas
alvo (Johnson et al., 2001; Taylor et al., 2004, 2005).

As duas cascatas de sinalizacdo (MAPK e PKA) exibem importantes
fungbes na morfogénesede S. cerevisiae e C. albicans (Lengeler et al., 2000;
Berman e Sudbery, 2002). Os componentes destasvias tambémestao
presentes emY. lipolytica, mas sdo pouco esclarecidas, pois apresentam baixa
similaridade nas sequéncia de aminoacidos com os de S. cerevisiae e C.

albicans (Cervantes-Chavez e Ruiz Herrera,2006).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Demonstrar a existéncia de uma via de controle da transicdo dimorfica
levedura-hifa em Yarrowia lipolyticabaseada numa modulacéo pelo éxido nitrico

como um mediador da cascata de sinalizacao da auxina, MAPK e PKA.

3.2 Objetivos especificos

Estudar os efeitos do inibidor de AIA (PCIB) no cultivo e na transicdo dimorfica
de Y. lipolytica.,

Identificar mudancas na atividade de H'-ATPase tipo P durante a transi¢éo
dimorfica das células na presenca de AlA e dos inibidores

Analisar o efeito da sinalizacdo da via do AIA na morfologia das colonias de Y.
lipolytica;

Detectar a producdo de NO em células de levedura em diferentes estagios da
morfogénese cultivadas na presenca de AIA, SNP, PTIO;

Analisar atividade de H*-ATPase tipo P em membranas isoladas de células de
Y. lipolytica cultivadas na presenca e auséncia de doador e sequestrador de
NO (SNP e PTIO);

Determinar a participacédo da via da MAPK na transi¢cao dimorfica de células de
Y. lipolytica;

Identificar mudancas na atividade de H'-ATPase tipo P durante a transicéo
dimoérfica de células de Y. lipolytica, cultivadas na presenca do inibidor da via
MAPK;

Determinar a participacdo da via da PKA na transicao dimérfica de células de
Y. lipolytica;

Adaptar o uso do espectroscopia fotoacustica a laser para detec¢cdo de amonia
em celulas vivas de Y. lipolytica;

Quantificar a secrecdo de amdnia por células durante morfogénese.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Cepa da levedura Yarrowia lipolytica.
Neste estudo foi utilizada a cepa de Yarrowia lipolytica: JM-12 (MatB leu2-
35 lys5-12 ura3-18) cedida pelo Prof. Angel Dominguez do Instituto de

Microbiologia Bioquimica/CSIC, Universidade de Salamanca (Espanha).

4.2 Preparacgao dos meios de cultura e manutencgéo da cepa.

As células de levedura Y .lipolyticaforam propagadas a 30°C no meio rico
YED (1% extrato de levedura, 1% glicose, suplementado com uracila, leucina e
lisina, a 0,05%). O meio de cultura foi ajustado a pH diferentes com HCI. Para
se obter o meio solido, foi acrescido 2% de agar a concentragdo final. Como
forma de esterilizar o0 meio de cultura, este foi submetido a uma pressao de 1
atm, por 15 minutos na autoclave. O meio solido foi vertido em placas de Petri
(esterilizadas) no fluxo laminar e posteriormente incubadas em estufa a 30°C
por 24 horas, a fim de obtermos um controle de esterilidade.

Para a manutencdo da cepa, apos este procedimento acima citado, uma
alcada da colbnia das células de Y lipolytica foi retirada do meio com agar de uma
placa de Petri e semeada em outra placa fazendo estrias continuas, de trés em
trés meses. A placa foi incubada a 30°C por 3 dias e estocada a 7°C. A

manutencao era realizada periodicamente a cada 3 meses.

4.3 Acompanhamento da morfologia de Y. lipolytica

Células de Y.lipolyticaforam plagueadas em meio sélido, contendo os
inibidores e/ou estimuladores da morfogénese, sendo posteriormente mantida
em estufa a 30°C por 48h para fim de crescimento. Apds esse procedimento a
morfologia das células foi verificada através da visualizacdo em microscopia

Otica.

4.4 Cultivo de Y. lipolytica em meio liquido
A levedura Y. lipolytica foi cultivada em meio YED pH 4,5 contendo:

AlA na concentracéo de 10 pM, solubilizado em agua.

-13-



Trp (precursor do AlA) naconcentragao de 40 pg/mL,solubilizado em &gua;
PCIB (inibidor do AlA) nas concentragdes de 100 uM,10 pM, 50 nM e 10nM,
solubilizado em DMSO.

SNP (doador de NO) nas concentragdes de 100 uM, 10 uM, 10 nM e 10 pM,
solubilizado em agua.

PTIO ( sequestrador de NO) nas concentracdes de 100 uM,10 uM, 50 nM e
10nM, solubilizado em etanol.

Inibidor da 6xido nitrico sintase (L-NAME), nas concentragdes de (20, 50, 100 e
200 uyM), solubilizado em agua.

Inibidor de GMP ciclico (Azul de Metileno), nas concentragdes de (60, 100, e
1mM), solubilizado em agua.

AMPc, nas concentragdes de (100uM , 10,20 e 25 mM), solubilizado em agua.
Inibidor da MAPK (PD98059), nas concentragdes (25, 50 e 100uM),
solubilizado em DMSO até 25 mg/ml

Inibidor da PKA (SCP0064), nas concentragdes de (25 e 50 uM.

Foi preparado uma pré-cultura em meio liqguido a partir da placa de
cultivo, em geral com pH sem ajuste (pH 6), visando prévia adaptacdo das
células as condigcbes citadas anteriormente, as quais foram expostas
subsequentemente. Uma aliquota desta pré-cultura foi adicionada em
Erlenmeyers de modo que a densidade otica inicial da cultura correspondesse
a Asoo = 0,01. A proporgéo do volume de meio de cultura nos frascos foi de 1:5,
a fim de garantir maxima aeracdo. O crescimento da cultura foi feito a 250 rpm,
a 30°C até a saturacdo da mesma apds 42h de cultivo. O crescimento foi
acompanhado através de leituras no espectrofotometro. Dessa forma todas as
leituras no espectrofotobmetro foram realizadas com feixe luminoso de A = 600
nm, sendo que as medi¢cdes nunca ultrapassa a leitura de 0,200 U. Para
leituras acima desse valor foram realizadas diluicGes da amostra em agua.
Paralelamente, observacdes da morfologia e contagem das células foram

realizadas em Camara de Neubauer no microscopio otico.

4.5 Dosagem de compostos indélicos produzidos por Y. lipolytica
As células de Yarrowia lipolytica foram cultivadas a 30°C no meio rico

YED com 40 ug/mL de Trp e pH ajustado para 4,5. A cada duas horas uma
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aliquota da cultura sera centrifugada afim de coletar o sobrenadante. Foi
adicionado ao sobrenadante uma solucdo de revelagdo (Salkowski: 2% de
0,5M FeCl; e 35% de uma solucdo de &cido perclérico a 50%) em uma
proporcdo de 1:2. Adiciona-se a solucdo de salkovisk de 30 a 30 segundos
eaguardou-se exatamente 25 minutos, a temperatura ambiente, e procedeu-se
as leituras em espectrofotdmetro a 535 nm obedecendo ao mesmo intervalo de
tempo utilizado anteriormente. Os valores obtidos nas dosagens devem ficar,
entre os valores estabelecidos na curva padrdo. Para determinacédo da curva
padrao foi utilizado concentracfes crescentes de AlA diluidas em meio YED e
adicionou-se a solucdo de salkovisk em uma proporcéo de 1:2. (TsavKelovaet
al.,2007).

4.6 Isolamento de membranas celulares Y. lipolytica

As células foram inoculadas em meio YED com pH ajustado para 4,5 e
crescidas no agitador orbital Inova 4300 (New Brunswick Scientific)em 250 rpm
a 30°C até a fase logaritmica do crescimento. Ao atingirem a densidade éptica
pré-determinada, as culturas de células foram submetidas a tais condi¢fes:
uma condicdo controle, condicdo de estimulo com AIA e Trp ( precursor da
sintese de AlA),uma condicdo de estresse com o inibidor de AIA(PCIB)ou a
combinacao de inibidores/estimuladores, a 30" C sob agitacdo (250 rpm). Apés
o periodo de incubacdo as células foram transferidas para os tubos de
centrifuga e coletadas. As células foram centrifugadas a 4000xg por 5 min,
lavadas com agua destilada e centrifugadas a 4000xg por 5 min a 4 °C. O
isolamento de esferoplastos e a obtencdo de membranas celulares foram
realizados de acordo com a técnica descrita por Okorokov e Lehle (1998) e
aperfeicoado por Lobéo, (2007). Amostras de membranas foram estocadas a -

70°C para analise posterior.

4.7 Determinacao do conteudo de proteina

Para determinagédo da curva padrao foi utilizada uma solugéo de albumina
de soro bovino contendo 1 mg/mL, armazenada em freezer ou congelador.
Mediu-se volumes de 2 uL a 20 uL da solugédo de albumina, completa-se para

um volume de 100 mL com agua destilada, e adiciona-se 1 mL da solucao de
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Bradford (Bradford, 1976). Aguarda-se exatamente 10 minutos, a temperatura
ambiente, e procede-se as leituras em espectrofotdmetro a 595 nm. O
conteudo de proteina foi determinado utilizando entre 5 e 15 yL de suspensao
de membranas, completando o volume para 100 yL com agua destilada e
adicionando 1 mL da solucdo de Bradford em intervalos de 30 em 30
segundos. Aguardou-se novamente exatos 10 minutos, a temperatura
ambiente, e procedeu-se as leituras em espectrofotbmetro a 595 nm
obedecendo ao mesmo intervalo de tempo utilizado anteriormente. O volume
de membrana utilizado pode variar de acordo com o contetdo de proteina. Os
valores obtidos nas dosagens devem ficar, preferencialmente, entre os valores

médios estabelecidos na curva padréo.

4.8 Determinacéo do transporte de H”

O ensaio de determinac&o do transporte de H'em membranas de levedura
foi realizado seguindo o protocolo descrito por Lobé&o et al., 2007. Registrou-se a
formacdo do ApH através das membranas a partir do transporte de H" realizado
pela P H'-ATPase. Para tal, utilizou-se tamp&o de incubagéo contendo KCI20 mM,
MgS0O42,5 mM, solucdo de MOPS-KOH (sacarose 12,5 %, Tris-HCI 20 mM, pH
7,4) em volume necessério para completar 2,0 mL de volume final, 3 uL de ACMA
1 mM (dissolvido em etanol) e suspensdao de membranas com volume variando
entre 20 e 90 pL, dependendo da atividade apresentada, de modo que a
amplitude maxima (Fna) ndo ultrapasse o valor de 50 %. ApGs trés minutos de
incubacao (ou tempo necessario para estabilizacdo da fluorescéncia) acrescentou-
se ATP 1 mM pH 7,2, observando-se a cinética enzimética em fluorimetro, nos
comprimentos de ondas de excitagdo 415 nm e emissédo em 485 nm com abertura
de 5 nm/10 nm. Apds um tempo aproximado de 600 segundos (ou suficiente para
atingir o equilibrio entre efluxo e influxo de prétons), adicionou-se 0,02 M de NH,CI
a fim de parar a reacéo, desfazendo o gradiente proténico estabelecido.

Para andlise de P H'-ATPase seguiu-se o mesmo procedimento,
adicionando-se 200 pM de vanadato (inibidor de P H*-ATPase) ao tamp&o de
incubacdo. Sendo a atividade de H'-ATPase tipo P deteminado como o
componente vanadato-sensivel. (= atividade total subtraida da atividade vanadato

insensivel).
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4.9 Determinacao de fosfato inorganico (P;).

A solugéo estoque de KH,PO4 0,5 pmol/mL (previamente desidratado a
uma temperatura entre 40 °C e 60 °C por 2 — 3 h) foi usada como padréo do
conteudo de fosfato inorganico (P;). Volumes entre 50 e 1000 pL dessa solucdo
foram utilizados para determinar a curva padrdo. Os volumes abaixo de 1000
pL foram completados com quantidade suficiente de agua destilada para
completar o volume final de 1 mL. A solucéo de P; foi incubada a 30 °C durante
30 min. Apos esta incubacédo, 2 mL da solucdo C (mistura de 100:1 da solucéo
A [molibdato de aménio 0,5%; SDS 0,5%; H.SO,4 2%] e a solucdo B [Acido
ascorbico 10%], respectivamente, preparada no momento proximo a sua
adicao) foi adicionada, com 30 s de intervalo de um tubo de reagao para outro.
Cada amostra foi incubada a 30 °C por exatamente 10 min, seguida
imediatamente da leitura no espectrofotdmetro no comprimento de onda de 750
nm. A solucdo C foi utilizada em iguais condicbes e proporcdes para a
determinacao de hidrélise do ATP.

4.10 Determinacéo da atividade hidrolitica

A atividade ATPasica foi determinada pelo aumento da quantidade de
fosfato inorgéanico (P;) resultante da hidrolise de ATP. O preparo dos ensaios de
hidrélise de ATP foi feito sob refrigeracdo. Nos tubos de ensaio foram
colocados 230 pyL do tampéo de hidrélise (sorbitol 100 mM; MOPS-KOH 30
mM; MgS049,5 mM; molibdato de aménio 262 uM; pH 7,2); 15 uL de KCI 1 M;
agua destilada necessaria para completar 300 pL; diferentes concentracdes de
KNOs (para concentragdes finais de 0 a200 mM); volumes da suspensao de
vesiculas de membranas (10 pL ou 15 pL; volumes de membranas diluidos
previamente em tampéao de hidrolise); 15 pyL de ATP-NaOH 100 mM, pH 7,2.
Em outras versfes do experimento também foram utilizados outros inibidores
(22 nM de concanamicina; 200 uM de vanadato). O meio de reacédo foi
incubado a 30 °C durante 30 min. Ap6s a incubacio, o volume da reacdo de
hidrolise foi completado para 1 mL com agua destilada gelada (para parar a

reacdo) e os tubos foram colocados no gelo novamente. Depois foram
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adicionados 2 mL da solugdo C e o meio de reacdo foi incubado a 30 °C

durante 10 min, seguido imediatamente da leitura da absorbancia a 750 nm.

4.11 Quantificacdo de NO em células de Y. lipolytica

NO foi visualizado usando diacetato 4,5-diaminofluoresceina (DAF-2 DA)
por microscopia de fluorescéncia. As células de Y. lipolytica foram cultivadas
até a fase logaritimica de crescimento (18 h). Em seguida foi adicionados 10
MM de DAF-2 DA em 10mM de tampéao HEPES-BTP, pH 7,5 por 40 minutos.As
células foram lavadas trés vezes e analisadas microscopicamente (excitacdo
488nm, emissdo 495-577 nm). As células sem adicdo de DAF-2 DA serédo

utilizadas como controle negativo.

4.12 Quantificacdo de amo6nia em células de Y. lipolytica

111A levedura foi cultivada por diferentes tempos (15, 24 e 48h) em
meio liquido YED, pH inicial de 4,5. Entdo a cultura foi levada para o
Laboratério de Fisica do Centro de Ciéncias e Tecnhologias (CCT) da UENF, em
colaboracdo com o Professor Marcelo Gomes da Silva para quantificacdo de
amonia pelo Espectrobmetro Fotoacustico acoplado com um LASER de Cascata
Quantica (LCQ).

(6)

1)

(4) ©)

Figura 5- Montagem experimental; (1) gas de arraste (nitrogénio), (2)

fluxébmetro eletrénicos, (3), (4) armadilha de nitrogénio liquido, (5) célula
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fotoacustica (detector), (6) laser, (7) amplificador “lock-in", (7)-(9) — eletrdénica

usado para o funcionamento do laser (Bueno, 2013).

Como pode ser observado na Figura 5, o nitrogénio como gas de arraste
(1), a amobnia emitida pelas células de Y. lipolytica é arrastada do porta amostra
(3) até o interior do detector (célula fotoacustica (5). Utilizando um fluxémetro
eletrbnico (2), Brooks Instruments, a vazdo da amostra gasosa € mantida
constantemente através de todo o sistema. Embora a agua ndo absorva
significativamente na faixa espectral a ser usada, ela disputa sitios de adsor¢ao
na superficie interna do sistema, estimulando a liberagdo de amobnia das
paredes e aumentando assim a concentracdo de amdnia no detector (Harman,
2006). A fim eliminar esse efeito, que levaria a uma medida superestimada da
concentracdo de amonia na amostra gasosa, uma armadilha de nitrogénio
liquido (4) para a retencdo de agua é utilizada. Como fonte de excitacéo
eletromagnética, um laser de cascata quantica (6) (Kosterev e Tittel, 2002),
Alpeslaser LCQ, serd empregado e a sua emissao serd sintonizada no
comprimento de onda de 9,56 cm™, onde aménia possui uma forte absorcéo
(Baptista-Filho et al., 2006). O laser é eletronicamente modulado na freqiéncia
de ressonancia da célula fotoacustica. A calibracdo do sistema foi realizada
utilizando uma amostra padrdo de 10ppmV de ambnia em nitrogénio, White

Martins.
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5. RESULTADOS

5.1 Efeito dos inibidores de AIA (TIBA e PCIB) sobre o cultivo e transicéo
dimorfica de Y. lipolytica

Na presenga de baixas concentragdes de TIBA e PCIB (10 yM) néo foram
observadas alteragcbes no padrdo de cultivo e tempo de dobra de células
deY .lipolytica (Figura 6 A e C). Porém, altas concentragdes (100 pM) inibiram o
crescimento celular em cerca de 20%.

Quanto ao aspecto da transicdo dimorfica de Y. lipolytica, foram
observadas alteracfes em todas as concentracdes testadas para ambos 0s
inibidores. Na concentragado de 100 uM de TIBA e PCIB foi verificados o maior
efeito inibitério na morfogénese (Figura 6 B e D). Deste modo ao final do cultivo
(42h) 80 % das células ainda estavam na forma de levedura. Com o mesmo
tempo de incubacdo, células -cultivadas na auséncia dos inibidores

apresentaram aproximadamente 40 % deste numero de levedura (Figura 6 D).
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Figura 6: Efeito dos inibidores daauxina sobre o cultivo e transicdo dimorfica de Y.
lipolytica.Células de Y. lipolytica foram cultivadas em meio YED, pH 4,5 na auséncia ou
presenca de TIBA (A e B) e PCIB (C e D) nas concentragées de 10 upM, 50 uM e 100 pM.) O
numero de células na forma de levedura foi contado em cada ponto temporal e o valor maximo
na cultura controle foi considerado 100%. Dados representativos de 4 experimentos

5.2 Efeito dos inibidores de AIA na morfologia das colénias de Yarrowia

lipolytica.

Na presenca de AIA as colbnias de Y. lipolytica se apresentaram mais
aglomeradas e enrugadas, indicando um maior grau de filamentacao (Figura
7A). A observacdo no microscépio revelou um maior numero de hifas quando
as células foram cultivadas nessa condicdo que na condi¢do controle (Figura
7B). Contrariamente, a presenc¢a de TIBA e PCIB no meio de cultivo promoveu
mudancas na morfologia da colbnia que passou apresentar superficie lisa,
refletindo a predominéncia de células de levedura e menor numero de formas

filamentosas (Figura 7A). As franjas coloniais tiveram aumento de
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aproximadamente 2 vezes na presenca de AIA (10 pM), e diminuicdo de 50%
com inibidores de AIA (Figura 7C).

CTR AlA TIBA PCIB

Figura 7: Efeito da auxina e seus inibidores sobre a morfologia da coldnia de Y.
lipolytica. Células de Y. lipolytica foram cultivadas em meio YED, pH 4,5 por 5 dias na
auséncia ou presenca de 10 pM de AIA, 100 uM de TIBA (inibidor de transporte de AlA) e 100
UM PCIB (inibidor da via de sinalizagdo do AlA). Ap6s o cultivo as colbnias foram visualizadas
em microscopia 6tica. Sob os aumentos de 10 X (A), 50 X (B) e 100 X (C). As barras
correspondem em (A) 1000 pm, (B) 200 pum e (C) 100 pm.

5.3 Efeito do AIA, sobre o transporte de H* e atividade hidrolitica de H*
ATPase tipo P de Y. lipolytica

A adicdo de 1mM ATP as vesiculas de membranas isoladas de células
resultou em um decaimento da fluorescéncia da sonda fluorescente ACMA,
indicando que houve transporte de H*ATP-dependente. Esse transporte foi
sensivel ao vanadato, um inibidor especifico de ATPases do tipo P (dados nao
mostrados).

As células cultivadas na presenca de AIA ou Trp dobraram o bombeamento de
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H" isso sugere um estimulo de ATPase tipo P tanto por AIA como por Trp.
Notavelmente, as membranas isoladas das células cultivadas na presenca de
PCIB reduziram pela metade o transporte de H" indicando que na presenca do
inibidor de auxina, além da inibicdo da morfogénese, ocorre também a inibicdo
do transporte de H" mediado pela H*-ATPase (Figura 8 A).

Para saber se a enzima estd funcionando de forma acoplada,
verificamos a atividade hidrolitica de ATP de tais enzimas.

Observamos que membranas de células cultivadas na presenca de AlA
ou Trp exibiram um aumento de 2 vezes na hidrdlise de ATP vanadato-
sensivel. Enquanto as células cultivadas na presenca de PCIB tiveram um
decréscimo de 1,5 vezes na hidrélise do ATP (Figura 8 B). Desse modo, ocorre
regulacdo semelhante tanto do transporte de H* como de atividades ATP4sica

indicando que H*-ATPase atua de forma acoplada em células de Y. lipolytica.

A B

250 - 250 ~
200 - 200 4

150 A 150 A

100 A 100 A

Transporte de H" (%)
Atividade hidrolitica

50 4 50 A

ctr AA Trp PCIB ctr AIA

Figura 8. Efeito do AIA, sobre o transporte de H' e atividade hidrolitica de H" ATPase tipo
P de Y. lipolytica. As células de Y. lipolytica foram cultivadas em meio YED, pH 4,5 na
auséncia ou presenca de10pM AIA, 40 yg/mL de Trp e 100 uM de PCIB. Membranas totais
foram isoladas de células das Y. lipolyticapara a determinacéo da translocacdo de H* sensivea
vanadato e dependente de ATP e atividade hidrolitica de ATP sensivel a vanadato. Os
resultados representam uma média de trés experimentos +SE

5.4 Deteccao de NO em células de Y. lipolytica

Os dados anteriores sugerem fortemente que a sinalizacdo por NO é
essencial para a morfogénese. Desse modo prosseguimos para a identificacdo

de NO nas células de Y. lipolytica. Para tanto, apds 24 h de cultivo, incubamos
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a culturacom uma sonda marcadora de NO (DAF-2 DA)na presenca e auséncia
do doador e sequestrador de NO.

Através de microscopia, observamos que as células cultivadas na
presenca de SNP, exibiram uma maior fluorescéncia, indicando maior presenca
de NO quando comparado ao controle, sem adicdo de SNP ou PTIO (Figura
14A e B). De forma contraria, o cultivo na presenca de PTIO atenuou a
fluorescéncia, em decorréncia da diminuicdo de NO nas células (Figura 14A e
C).

CTR

- - SNP
- - PTIO

Figura 9: Deteccdo de NO em células de Y. lipolytica.As células de Y. lipolytica foram
cultivadas em meio YED, pH 4,5 por 24 h na auséncia ou presenca de 10 pM de SNP e PTIO.
ApOs o cultivo as células foram incubadas com DAF-2 DA e visualizadas em microscopio de
fluorescéncia, em um aumento de 400X.
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5.5 Efeito do doador de 6xido nitrico (SNP) sobre o cultivo e transicao

dimorfica de Y. lipolytica.

A adicdo de SNP né&o afetou nenhuma das fases de crescimento de Y.
lipolytica.

Verificou-se que na presenca de SNP houve maior filamentacdo em
comparacdo com a cultura controle, sem SNP. Observou-se que o nimero de
células em forma de levedura atingiu seu numero maximo em 20h de cultivo
em todas as culturas. A partir desse ponto houve uma diminuicdo do numero
de células em forma de levedura, refletindo o aparecimento de hifas,
verificando o acontecimento/ocorréncia da transicao levedura-hifa. As células
de Y. lipolytica expostas a baixas concentracdes de SNP (10 nM) exibiram um
aumento de formas filamentosas em comparacdo com a cultura controle.

No entanto constatou-se também que aumentando a concentracdes de SNP
no meio de cultivo resultou em uma reduc¢ao do crescimento celular, sendo que
as concentragdes de 50 pM e 100 pM inibiram o crescimento celular em até
aproximadamente 40 e 45% respectivamente (Figura 10 A).E notavel também
gue quanto menor a concentracdo de SNP adicionada ao meio de cultura, mais
acentuada foi a transicdo de levedura para micélio (Figura 10 B) sugerindo
gqueSNP tem efeito dose dependente sobre o dimorfismo celular. Além disso,
em altas concentracdes de SNP na transicdo dimorfica levedura-hifa ocorreu

mais lentamente, apenas depois de 36 h de cultivo (Figura 10 C).
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Figura 10:Efeito do doador de 6xido nitrico (SNP) sobre o cultivo e transicdo dimorfica
de Y. lipolytica.Ascélulas de Y. lipolytica foram cultivadas em meio YED, pH 4,5 na auséncia
ou presenga de (A) 10 nm, 50nM 10 uM, 50 uM e 100 pM de SNP. (B) e (C) O numero de
células na forma de levedura foi contado em cada ponto temporal e o valor maximo na cultura
controle foi considerado 100%. Os resultados representam uma média de trés experimentos.

5.6 Efeito do blogqueador de oOxido nitrico (PTIO) sobre a transicao

dimorfica de Y. lipolytica.

Apos verificado que o SNP estimulou a transicdo dimorfica em baixas
concentragbes (10 nM) e que altas concentracbées (50 pM e 100 uM) foram
capazes de inibir o cultivo de Y. lipolytica, analisamos se o bloqueador de 6xido
nitrico (PTIO) seria capaz de antagonizar o efeito de SNP sobre a transicédo
dimorfica.

A morfologia celular foi observada por microscopia 6tica, na qual foi
possivel analisar que a transicdo levedura-hifa ocorreu na cultura controle apés
20 h. Apos esse periodo houve um rapido declinio no nimero de células em

forma de leveduras, refletindo a aparicdo de formas filamentosas compostas de
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pseudo-hifas e hifas (Figura 11 A). A cultura de Y. lipolytica exposta a 50 e 100
MM de PTIO exibiu uma diminuicdo significativa de formas filamentosas em
comparacdo com a cultura controle, sem adicdo de PTIO (Figura 11 A). E
importante ressaltar que nesta mesma condicdo nao foi possivel observar a
formacdo de hifas verdadeiras, pois a maior parte das células da cultura
encontrava-se na forma de levedura e algumas pseudo-hifas também foram
verificadas. No entanto a adicdo de SNP juntamente com PTIO nao foi capaz
dereverter tal efeito inibidor da transicdo morfogénica ocasionada pelo

sequestrador de NO (Figura 11C).
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Figura 11. Efeito do bloqueador de 6xido nitrico (PTIO) sobre a transicdo dimérfica de V.
lipolytica.As células de Y. lipolytica foram cultivadas em meio YED, pH 4,5 na auséncia ou
presenga de (A)10 uM, 50 uM, 100 uM de PTIO. (B)10 nM, 50 nM e 10uM de SNP ou a
combinagéo de (C) (10 nM SNP + 10 uM PTIO), (10 nM SNP +50 nM PTIO), (10 nM SNP + 10
UM PTIO). O numero de células na forma de levedura foi determinado em cada ponto temporal
e o0 valor maximo na cultura controle foi considerado 100%. Os resultados representam uma
média de trés experimentos
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5.7 Efeito do NO sobre o transporte de H" e atividade hidrolitica de H*
ATPase tipo P de Y. lipolytica.

ApoOs a observacao que o doador de NO, SNP, estimulou a morfogénese
de Y. lipolytica em baixas concentracdes, enquanto que o sequestrador de NO,
PTIO, foi capaz de blogquear o dimorfismo; analisamos o efeito desses
moduladores sobre a atividade de H*-ATPases tipo P de membrana
plasmatica.

A adicdo de 1 mM de ATP as vesiculas de membranas isoladas de
células promoveu um decaimento da flurescéncia do ACMA, indicando que
houve transporte de H* ATP dependente. Células cultivadas na presenca de
SNP exibiram um aumento de 2,5 vezes no bombeamento de H* por ATPase
tipo P. Enquanto as ceélulas cultivadas na presenca de PTIO tiveram um
decréscimo de 1,5 vezes no transporte de H'. Notavelmente, a adigdo de SNP
nas culturas que continham PTIO foi capaz de restaurar o transporte de H*
(Figura 11 A). Na Figura 11 B, pode — se observar que as células cultivadas na
presenca de SNP exibiram um aumento de 100 % na hidrolise de ATP (2
vezes) por ATPase tipo P. J4 as células cultivadas na presenca de PTIO
tiveram uma decréscimo proximo de 50% no transporte de H* e também na
hidrélise do ATP.
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Figura 12. Efeito do NO sobre o transporte de H" e atividade hidrolitica de H" ATPase tipo
P de Y. lipolytica .As células de Y. lipolytica foram cultivadas em meio YED, pH 4,5 na
auséncia ou presenga de 10 nM de SNP, 100 uM de PTIO e 100 uM de PCIB + 10 nM de SNP.
Membranas totais foram isoladas de células das Y. lipolytica para a determinagdo da
translocacdo de H' e determinacdo da atividade hidrolitica de ATP sensivel a vanadato e
dependente de ATP.Os resultados representam uma média de trés experimentos.

5.8 Efeito do inibidor da 6xido nitrico sintase (L-NAME) sobre a transicao

dimorfica de Y. lipolytica

Apesar de n&do haver alteragao no crescimento celular na presenca de L-
NAME, foi observada alteragdo no dimorfismo da levedura. A morfologia das
células foi observada por microscopia 6tica, sendo possivel analisar que a
transicéo levedura-hifa ocorreu de forma mais acentuada na cultura controle e
na presenca de 20 uM de L-NAME em comparagédo com as células cultivadas
nas concentracdes mais elevadas, (Figura 13 A e B). Observou-se que o

namero de células em forma de levedura atingiu seu pico em 20h de cultivo em
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todas as culturas. A partir desse ponto houve uma diminuicdo do niumero de
células em forma de levedura, refletindo o aparecimento de hifas. As células de
Y. lipolytica expostas a altas concentractes de L-NAME (200uM) exibiram uma
diminuicdo de aproximadamente 30% nas formas filamentosas em comparacéo

com a cultura controle.
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Figura 13: Efeito do inibidor da NO Sintase (L-NAME) sobre a transicdo dimoérfica de V.
lipolytica.Células de Y. lipolytica foram cultivadas em meio YED, pH 4,5 na auséncia ou
presenga de 20 uM, 50 uM e 100 yM e 200 uM de L-NAME. (A) O nimero de células na forma
de levedura foi contado em cada ponto temporal e o valor maximo na cultura controle foi
considerado 100%. (B) Inibicdo da morfogénese dose-dependente causada pelo L-NAME.Os
resultados representam uma média de trés experimentos +SE.

5.9 Efeito do inibidor de GMP ciclico sobre a transicdo dimadrfica de Y.

lipolytica

Como o GMP ciclico (cGMP) é um sinalizador atuante na via do NO
neste ensaio foi utilizado o azul de metileno conhecido por inibir a guanilato
ciclase e assim diminuir os niveis intracelulares de cGMP. Para verificar o
efeito da sinalizacdo do cGMP em Y. lipolytica cultivamos as células dessa
levedura na presencga de diferentes concentragdes (60 uM, 100 pM, 300 uM e
1mM) de azul de metileno.

A morfologia celular foi observada por microscopia 6tica, na qual foi
possivel analisar que a morfogénese ocorreu na cultura controle, sem adicéo

de azul de metileno ap6s 20 h (Figura 14 A). A cultura de Y. lipolytica exposta a
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100 uM e 1mM de azul de metileno exibiu uma diminuicdo significativa de hifas
em comparagdo com a cultura controle (Figura 14 A e B). E Importante
ressaltar que nesta mesma condi¢cdo néo foi possivel observar a formacgéo de
hifas verdadeiras. A maior parte das células da cultura encontrava-se na forma

de levedura e algumas pseudo-hifas também foram verificadas.
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Figura 14: Efeito do inibidor de GMP ciclico (azul de metileno) sobre a transicdo
dimérfica de Y. lipolytica. Células de Y. lipolytica foram cultivadas em meio YED, pH 4,5 na
auséncia ou presencga de 60 yM, 100 yM, 300 uM e 1 mM de azul de metileno. (A) O nimero
de células na forma de levedura foi contado em cada ponto temporal e o valor maximo na
cultura controle foi considerado 100%. (B) Inibicdo da morfogénese dose-dependente causada
pelo inibidor de GMP ciclico. Estes resultados representam uma média de trés experimentos
+SE.

5.10 Efeito da via de sinalizacdo desencadeada pela MAPK na

morfogénese de Y. lipolytica

Verificamos que no final do cultivo na concentracdo de 100 pM a
totalidade das células ainda estava com morfologia leveduriforme, indicando
que o inibidor da MAPK interfere com a filamentacdo (Figura 15 A e B) Deste
modo, observamos que as vias das MAPKs sdo de grande importancia para a

morfogénese de Y. lipolytica.
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Figura 15: Efeito da via de sinalizagdo da MAPK na morfogénese de Y. lipolytica. Células
de Y. lipolytica foram cultivadas em meio YED, pH 4,5 na auséncia ou presenga de 25 pM, 50
MM e 100 pM do inibidor da MAPK. (A) O numero de células na forma de levedura foi contado
em cada ponto temporal e o valor madximo na cultura controle foi considerado 100%. (B)
Inibicdo da morfogénese ocasionada pelo inibidor da MAPK. Estes resultados representam
uma média de trés experimentos + SE.

5.11 Analise darelacéo das vias da auxina e a via da MAPK com NO na
morfogénese de Y. lipolytica

As células cultivadas na presenca de AIA e SNP, como observado
anteriormente estimularam a morfogénese em Y. lipolytica. Foi observado
nestas condi¢des, hifas maiores e mais ramificadas em comparagdo com a
cultura controle, sem adicdo de AIA e SNP, .em contrapartida a adi¢cdo de altas
concentragdes do inibidor de MAPK (100 uM) foram eficientes em bloquear a
filamentagdo, onde no final do cultivo totalidade das células ainda estavam na
forma de levedura. As células cultivadas na presenca de AIA + Inibidor de
MAPK e SNP + Inibidor da MAPK n&o formaram as hifas. Portanto, a adi¢cdo de
auxina ou SNP nas culturas que continham o inibidor da MAPK, néo foi capaz
de reverter o efeito inibitorio da morfogénese causada pelo inibidor da MAPK
(Figura 16).
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Figura 16: Andlise da relacdo de AIA, NO e MAPK na morfogénese de Y. lipolytica.
Células de Y. lipolytica foram cultivadas em meio YED, pH 4,5 na auséncia ou presenga 10 pM
de AIA, 10 nM de SNP,100 pM do inibidor da MAPK e a combinacao de AlA+ Inibidor de MAPK
e SNP + Inibidor de MAPK por 36h. Apé6s esse periodo as células foram visualizadas em
microscopio Gtico. As imagens representam 4 experimentos realizados. Aumento de 400X.

5.12 Efeito da via de sinalizagdo desencadeada pela MAPK sobre a

atividade de H*-ATPase tipo P de Y. lipolytica

Apos verificarmos que a via desencadeada pela MAPK é crucial para o
dimorfismo de Y. lipolytica, analisamos se essa mesma via interfere com o
transporte de H*, e atividade hidrolitica, tendo em vista que a sinalizac&o
protbnica é possivelmente requerida para promocdo do crescimento celular
polarizado. Com esse objetivo cultivamos as células de Y. lipolytica na
auséncia ou presenca de 10 pM de AIA, 100 uM do Inibidor da MAPK e a
combinacdo do inibidor da MAPK + AIA e avaliamos a atividade de H'-
ATPase.

O AIA estimulou aproximadamente 2 vezes o transporte de H, como ja
visto anteriormente. Enquanto isso a presenca do inibidor da MAPK diminuiu
aproximadamente em 0,8 vezes a atividade de H*- ATPases. Quando as
células foram cultivadas na presenca do inibidor da MAPK conjuntamente com
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AlA, verificamos uma pequena reversao do bloqueio causado pelo inibidor da
MAPK. E importante ressaltar que esse efeito negativo do inibidor da MAPK foi
revertido parcialmente por AIA, sugerindo novamente um forte estimulo da H*-
ATPase por esta auxina em células de Y. lipolytica (Figura 17A). Observamos
que a atividade hidrolitica das H"ATPases foi estimulada pelo AIA, enquanto o
inibidor da MAPK foi capaz de reduzir a hidrélise de ATP de forma semelhante

ao que ocorreu no transporte de H* (Figura 17 B).
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Figura 17. Efeito da via de sinalizacdo desencadeada pela MAPKsobre a atividade de H'-
ATPase tipo P de Y. lipolytica. Células de Y. lipolytica foram cultivadas em meio YED, pH 4,5
na auséncia ou presencga de 10 uM de AlA, 100 uM do inibidor da MAPKou 100 pM do inibidor
de MAPK + 10 pM de AIA. As membranas totais foram isoladas de células de Y. lipolytica para
a determinacéo da translocacéo de H" e atividade hidrolitica sensivel a vanadato e dependente
de ATP.
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5.13 Efeito do AMP ciclico na morfogénese de Y. lipolytica

A morfologia celular foi observada por microscopia otica, na qual foi
possivel analisar que a transicdo levedura — hifa ocorreu na cultura controle
apos 20 h. Apés esse tempo (20h) houve um rapido declinio no nimero de
células em forma de leveduras, refletindo a aparicdo de formas filamentosas
compostas de pseudo-hifas e hifas. A cultura de Y. lipolytica exposta ao cAMP
exibiu um aumento de formas filamentosas em comparacdo com a cultura

controle, na auséncia de cAMP ( Figura 18).
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Figura 18. Efeito do AMP ciclico na morfogénese de Y. lipolytica. Células de Y. lipolytica
foram cultivadas em meio YED, pH 4,5 na auséncia ou presenca de 10 mM, 20 mM e 25 mM
de cAMP. O numero de células na forma de levedura foi contado em cada ponto temporal e o
valor maximo na cultura controle foi considerado 100%. Estes resultados representam uma
média de trés experimentos.
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5.14 Efeito da via da PKA sobre a morfologia de Y. lipolytica.

Para verificar o envolvimento da via da PKA na transicédo dimoérfica de Y.
lipolytica, nos cultivamos as células na presenca de diferentes concentracdes
de AMP ciclico (cAMP, 100 uM e 20mM) por 36h. Apds o cultivo uma aliquota

de 10 pL foi retirada para visualizagdo em microscopia o6tica.

Figura 19: Efeito da via da PKA sobre a morfologia de Y. lipolytica. Células de Y. lipolytica
foram cultivadas em meio YED, pH 4,5 por 36 h na auséncia ou presenca de 100 uM e 20 mM
de cAMP. Apés o cultivo as células foram visualizadas em microscopia 6tica, aumento de
400X.
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5.15 Efeito do inibidor da PKA sobre a transi¢céo dimoérficaem Y.

lipolytica.

Tanto a concentracdo de 50 UM quanto a concentracdo de 25 puM foram
eficientes em bloquear a formacdo de hifas, evidenciando fortemente o

requerimento da via PKA na filamentacao (Figura 20).
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Figura 20: Efeito do inibidor da PKA na morfogénese de Y. lipolytica. Células de Y.
lipolytica foram cultivadas em meio YED, pH 4,5 na auséncia ou presenca de, 25uM e 50uM de
inibidor da PKA. O numero de células na forma de levedura foi contado em cada ponto
temporal e o valor méximo na cultura controle foi considerado 100%. Estes resultados
representam uma média de trés experimentos.

5.16 AMP ciclico reverte o efeito bloqueador da morfogénese causado
pelo inibidor da MAPK.

A adicao de cAMP na cultura foi eficiente em reverter o efeito bloqueador
do dimorfismo causado pelo inibidor da MAPK
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Figura 21: Efeito das vias da PKA e MAPK sobre a morfogénese de Y. lipolytica. Células
de Y. lipolytica foram cultivadas em meio YED, pH 4,5 na auséncia ou presenca de, 25 uM de
cAMP, 100 puM do inibidor da MAPK e cAMP conjuntamente com o inibidor da MAPK. O
namero de células na forma de levedura foi contado em cada ponto temporal e o valor maximo
na cultura controle foi considerado 100%.

5.17 Efeito pH ambiental sobre a morfogénese de Y. lipolytica

Células de Y. lipolytica foram cultivadas em meio sélido contendo PBC
na auséncia ou presenca de alguns estimuladores (AIA e Trp) e bloqueadores
(PCIB). A area em torno das colbnias (pH ambiental) crescidas na presenca de
AIA e Trp apresentou a coloragdo indicativa de pH mais alcalino em
comparacao aplaca controle. Ja as células cultivadas na presenca de PCIB
tiveram uma menor alcalinizacdo do meio mediada por células de Y. lipolytica

(Figura 22 A, B, C,D e E).
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Figura 22. Efeito dos estimuladores e inibidores da morfogénese de Y. lipolytica no pH
do meio sélido. Células de Y. lipolytica foram cultivadas em meio YED sdlido, contendo o
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indicador de pH,purpura de bromocresol, na (A) auséncia ou presenca de (B) Trp, (C) AlA, (D)
PCIB ou a (E) combinacdo de AIA + PCIB por 48h. O pH inicial do meio foi ajustado para 4,5.

Conforme o crescimento das colbnias a coloracdo do meio controle era modificada de amarelo
até o roxo.

5.18 Quantificacdo de aménia secretada por células de Y. lipolytica

As culturas que possuiam mais células na forma de levedura apds 15 h
de crescimento apresentavam uma menor liberacdo de amobnia em
comparacao com a cultura que apresentava uma mistura de células na forma
de pseudohifas e hifas com 24h de crescimento. Constatamos ainda que a
secre¢cdo de amodnia por células de Y. lipolytica aumentava conforme o
envelhecimento da cultura e concomitantemente ao aumento das formas

filamentosas ( 48h de cultivo).
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Figura 23: Quantificacdo de amonia secretada por células de Y. lipolytica. Células de Y.
lipolytica foram cultivadas em meio YED liquido, pH 4,5 por até 48h. Apdés o cultivo foi feito a

dosagem de ambnia liberada pelas culturas de Y. lipolytica no aparelho Laser de Cascata
Quantica.
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6. DISCUSSAO

A capacidade de mudanca na morfologia entre levedura, pseudohifa e
hifa € comumente considerada necessaria para viruléncia de muitos fungos
patogenos.(Pan et al., 2000, Braun et al., 2001, Woods, 2005). Entretanto os
fatores considerados mais bem sucedidos para o desenvolvimento dessa
viruléncia ainda permanecem incertos.

A transicdo levedura-hifa € influenciada por varios fatores. Entre esses
fatores, pode-se incluir mudancas de temperatura, pH, gases atmosféricos de
crescimento, ou a presenca de componentes especificos no meio de cultura
(Szaniszlo,1985; Perez-Campos e Dominguez , 2001).

Por ser um fungo dimérfico e ndo patogénico, Y. lipolytica € um
excelente modelo alternativo tanto para estudo de fatores de patogenicidade e
viruléncia como de morfogénese. Neste trabalho foi estudada a existéncia de
uma via de controle da transicdo levedura-hifa em Y. lipolytica baseada na
cascata de sinalizacédo da auxina, tendo o NO como possivel mediador.

Dados anteriores do nosso grupo (Dutra, 2008 e 2010) indicam a
existéncia de uma via de controle da transicdo morfogénica dependente de
AlA. Observou-se que concentraces baixas de AIA (10 pM) foram as mais
eficientes em estimular a formacdo de micélio, enquanto que concentracées
altas (100 uM) mostraram-se inibitérias para o crescimento celular e dimorfismo
de Y. lipolytica (Dutra, 2008 e 2010). Portanto apés verificado que a sinalizacéo
de AIA estimulou a transi¢do dimorfica, agora nds analisamos a influéncia dos
inibidores de AIA, TIBA e PCIB sobre o cultivo e a morfogénese de Y. lipolytica.

Em plantas tem se verificado que o TIBA age como inibidor de efluxo de
AlA bloqueando o transporte polar de AIA nos tecidos (Niedergang-Kamien e,
Leopold,1957, Agarwal et a.,| 2006). J& o PCIB é capaz de inibir muitos
processos fisioldgicos auxina-induzidos impedir a acdo do horménio,
competindo com o seu sitio de ligacédo no receptor e alterando diretamente sua
via de sinalizacdo, por afetar a estabilidade de proteinas Aux/IAA (Oono et al.,
2003). Dessa forma esses inibidores de AIA podem interferir em muitos
processos de crescimento e desenvolvimento em plantas (MacRae e Bonner,
1953). Alguns efeitos causados pelo PCIB, assim como inibicdo do

desenvolvimento de raizes laterais, baixa resposta gravitropica e inibicdo do
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crescimento radicular também podem ser causados pelo inibidor de efluxo de
AlA, TIBA (Casimiro et al., 2001, Rahman et al., 2002).

Zandonadi (2007) analisando o efeito desses inibidores (TIBA e PCIB)
sobre plantulas de milho observou que ambos mostraram-se eficientes em
inibir o crescimento radicular. Ao verificar a acdo destes inibidores sobre o
dimorfismo de Y. lipolytica, constatamos que altas concentragées (100 uM)
inibiram o crescimento celular em aproximadamente 20 % e mostraram-se
capazes de inibir a morfogénese, uma vez que ao final do cultivo quase
totalidade das células ainda apresentavam-se na forma de leveduras. Diversos
trabalhos afirmam que baixas concentracdes de TIBA e PCIB sao capazes de
causar um efeito inibitério em plantas (Taryone, 2002; Kulka, 2008., Zandonadi,
2007), entretanto em Y. lipolytica pudemos constatar que somente altas
concentracfes foram capazes de causar tal efeito.

Para complementar os dados referentes a regulagdo do AIA na
morfogénese de Y. lipolytica, nos verificamos o efeito dos moduladores desta
rota na morfologia colonial desta levedura. A observacdo das bordas das
colonias de Y. lipolytica revelaram importantes diferencas no aspecto e
arquitetura das colbnias. As células cultivadas na presenca de AIA
apresentavam aspecto rugoso bem evidente, enquanto as células cultivadas na
presenca dos inibidores de AIA, TIBA e PCIB, a rugosidade era menos
proeminente. Além disso, as colbnias crescidas na presenca de AlA, também
foram observadas longas franjas filamentosas na borda das colonias,
provavelmente mais eficazes na invasdo e adesdo ao meio solido. Tais
alteracdes fenotipicas séo naturais e relacionadas a variabilidade de uma
populacdo apta a colonizar diferentes condigcbes ambientais (Furlaneto et al.,
2012).0Observamos com esses resultados que na presenca de AlA as colbnias
de Y. lipolytica se apresentaram mais aglomeradas (enrugadas) e com maiores
franjas na borda da colénia, indicando maior grau de filamentacdo. Ja a
presenca de TIBA e PCIB no meio de cultivo fez com que a colbnia ficasse com
aparéncia mais lisa, mostrando um menor nimero de formas filamentosas. Isto
confirma a importancia da cascata da auxina na manutencdo do crescimento
hifal e na morfogénese de Y. lipolytica.

Segundo Rayle e Cleland (1972), a expansao da célula pode ser

induzida pela acdo das auxinas. Acredita-se que as auxinas aumentam a taxa
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de extrusdo de H' pela estimulacio de H'-ATPases preexistentes na
membrana plasmatica e/ou sintese de novas H'-ATPases. Entdo, com a
acidificacdo do apoplasto provocada pelo aumento da atividade de H'-
ATPAses, ocorreria a ativacdo de enzimas especificas, que aumentariam a
plasticidade da parede celular, necessario para a expansao da célula (Cleland,
1995).

Apesar de ser utilizada como modelo nos estudos biotecnolégicos e
ambientais, pouco se conhece a cerca da bioenergética de Y. lipolytica. Neste
trabalho fornecemos fortes evidencias bioquimicas da importancia das bombas
de H" de membrana plasmatica (tipo P) na morfogénese desta levedura. Ao
monitoramos o transporte de H* e atividades hidroliticas das H*-ATPases tipo
P, na presenca e auséncia de AlA, Trp e PCIB, verificamos que o tratamento
com AIlA e seu precursor, Trp, causou uma estimulacdo de aproximadamente
50% no transporte de H*. Enquanto o inibidor de AIA, PCIB, causou uma
diminuicdo na atividade dessa enzima também de 50%. O mesmo foi
observado para os dados de atividade hidrolitica, mostrando que o AlIA e o Trp
estimulam a hidrolise de ATP, de forma semelhante ao transporte de H" e que
o PCIB foi capaz de causar uma diminuicdo da atividade hidrolitica, como do
transporte de H* por H*-ATPase do tipo P . Isto sugere que a enzima esta
acoplada, uma vez que o aumento do transporte de H* foi concomitante com a
hidrolise de ATP e a inibicdo do transporte de H® também acarretou o
decréscimo na atividade hidrolitica de ATP. Portanto sugere que a expansao
celular na forma de hifa é dada pelas H*-ATPases tipo P reguladas por AlA.

Estudos apontam que a cascata de sinalizacdo regulada pela auxina tem
o NO como intermediéario, influenciando a morfologia e fisiologia de raizes
(Gouvea et al., 1997; Pagnussat et al., 2002; Correa-Aragunde et al., 2004).
Entdo a fim de demonstrar a existéncia de uma via de controle da transicao
levedura-hifa baseada na modulacéo pelo NO, como um mediador da cascata
de sinalizacdo da auxina em Y. lipolytica, nos verificamos que o doador de NO,
SNP, induziu de forma mais proeminente a transicdo dimorfica nesse fungo em
comparacao com a cultura controle (sem SNP). Concentracdes baixas (10nM,
50 nM, 10uM) de SNP né&o afetaram o padrédo de crescimento das células,
porém altas concentracdes (50 uM e 100 uM) inibiram o crescimento celular em

até cerca de 45 %. Curiosamente, quanto menor a concentragdo de SNP (10
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nM) utilizado mais eficiente é a transicdo dimérfica, uma vez que foi possivel
observar que as células de Y. lipolytica expostas a baixas concentracdes de
SNP (10 nM), exibiram um aumento de formas filamentosas. J& com o aumento
da concentragdo de SNP (50 e 100 uM) no meio de cultivo houve uma demora
na transicdo levedura—hifa. Estes dados sdo semelhantes ao que foi visto em
outros trabalhos com plantas, onde o efeito do SNP também foi dependente da
dose. Nossos resultados corroboram com aqueles encontrados por de
Lamatina et al.(2003), Tian et al. (2007) e Zandonadi (2010), nesses estudos,
baixas concentragcbes de SNP (10 yM) ndo afetaram a elongacdo da raiz,
porém altas concentragdes (> 50 yM) apresentaram efeito inibitério. Um similar
efeito inibitério de altas concentragcbes de SNP na elongacao radicular e
hipocotilo também tém sido reportado por Beligni e Lamatina, (2000) e Correa-
Aragunde et al., (2004). Todavia, vale ressaltar que a acdo do NO sobre a
morfologia e fisiologia de plantas j4 ser conhecida e relatada, ainda pouco se
sabe sobre a acdo do NO em fungos para uma comparacédo mais aprofundada.

Resultados similares aos obtidos no presente trabalho foram observados
por Dutra (2008) quando células de Y. lipolytica foram cultivadas na presenca
de AIA. O efeito de AIA também foi dependente da dose, semelhante ao efeito
do SNP, de forma que baixas concentracdes de AIA (10 pM) estimularam a
morfogénese e altas concentracfes (100 uM) inibiram o crescimento celular em
cerca de 50 %. Portanto os dados sugerem que o NO atua em uma via
dependente de AIA, agindo como um intermediario em sua cascata de
sinalizacdo, uma vez que o tratamento com SNP mostrou efeitos idénticos aos
do tratamento com AIA sobre a morfogénese e crescimento celular de Y.
lipolytica.

Apo6s verificado a acdo do doador de NO, analisamos se com
sequestrador de NO, o PTIO, seria capaz de bloquear o efeito de SNP sobre a
transicdo dimorfica. Deste modo foi observado que altas concentracdes de
PTIO (100 pM) foram as mais efetivas em bloquear a filamentagdo e que
baixas concentragbes (10 uM) n&o tiveram efeito significativo. Tais dados
indicam que o sequestrador de NO, PTIO, foi capaz de bloquear a transicao
morfogénica devido a sua capacidade de sequestrar endégenas concentracdes
de NO. Isto implica que a morfogénese de Y. lipolytica € diretamente

relacionada com a concentragdo enddgena desta molécula bioativa, o NO.
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Foi observado que o doador de NO (SNP) néo foi capaz de reverter o
efeito inibidor de PTIO sobre a morfogénese de Y. lipolytica. O adicional efeito
inibitério de PTIO sobre o dimorfismo indica que 0 mesmo pode estar agindo
através de diferentes mecanismos, resultando em uma grande reducdo das
concentracfes enddgenas de NO que ndo pode ser revertida pelo SNP.

Apés a observacdo dos efeitos do NO, sobre a morfogénese de Y.
lipolytica; analisamos o efeito de seus moduladores, SNP e PTIO, sobre o
transporte de H' e atividade hidrolitica de H'-ATPases de membrana
plasmatica. SNP causou uma forte estimulacdo de aproximadamente 150% no
transporte de H*, enquanto, PTIO, teve efeito contrario, levando a uma redugdo
de 50% na atividade de H'. Resultado semelhante foi encontrado para a
atividade hidrolitica.

Similar ao que foi encontrado para AlA, a via desencadeada pelo NO
também estimula o transporte de H' , e possivelmente esta participando
conjuntamente com a via auxinica na ativacdo de H* - ATPases, estabelecendo
o crescimento hifal.Tais dados corroboram aqueles obtidos por Zandonadi et
al., 2010, que demonstrou o efeito do NO sobre as bombas de H* em plantas.
Visto que plantas tratadas com SNP, apresentaram um aumento de 3 vezes na
atividade de H" -ATPases, enquanto a adicdo de PTIO foi capaz de suprimir
essa estimulacao.

ApoOs o entendimento que a sinalizacdo por NO é essencial para a
morfogénese, detectamos a presenca de NO nas células de Y. lipolytica. O
cultivo da levedura na presenca de SNP aumentou consideravelmente a
deteccdo de NO enddgeno nas células. Em contrapartida a adicdo de PTIO
diminuiu a fluorescéncia do marcador, indicando um menor acimulo de NO nas
células. A adicdo do SNP no meio de cultivo acarretou o aumento dos niveis
endogeno de NO, conduzindo a ativacdo das bombas de H* e a transicéo
levedura — hifa. Enquanto o PTIO (sequestrador de NO) foi capaz de suprimir
tais efeitos em Y. lipolytica. Sendo assim estes resultados confirmam que a via
do NO é requerida para ativacdo de H'-ATPases e filamentagdo de V.
lipolytica.

O NO parece desempenhar fungbes importantes na sinalizacdo do
crescimento polarizado em microrganismos. Apesar disso, a presenca de NO

em fungos ainda € um assunto controverso, devido a auséncia de genes
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ortélogos as enzimas de sintese, mesmo com 0s recentes relatos da possivel
atividade da NO sintase (NOS) em leveduras (Almeida et al.,, 2007; Kig e
Temizkam, 2009). Em plantas, tem sido mostrado extensivamente a presenca e
funcionalidade do NO e de uma enzima descrita como homologa da NOS de
animais.

Com o intuito de verificar a participacdo da NOS na transicao
morfogénica em Y. lipolytica, fizemos o cultivo na presenca de diferentes
concentracbes de L-NAME, um inibidor da NOS. Foi observado que altas
concentracbes de L-NAME (200 pM) exibiram uma diminuicdo de
aproximadamente 30% nas formas filamentosas. Constatamos também que
baixas concentracbes de L-NAME (20, 50 e 100 yM) néo tiveram efeito
significativo sobre a transicdo levedura — hifa. Esses dados apontam a
importancia da cascata de sinalizacdo do NO na morfogénese de Y. lipolytica.
Embora uma taxa de inibicdo de 30% possa ser considerada baixa, o dado
indica existir outras fontes de producédo de NO independente da acdo da NOS
nesse fungo, explicando a formacdo de hifas mesmo na presenca de altas
concentracfes de L-NAME.

O GMP ciclico (cGMP) é um sinalizador atuante pela via do NO. Os
niveis de NO regulam essa via de sinalizacdo por cGMP (Besson-Bard et al.,
2008). Entdo verificamos o efeito da sinalizacdo do cGMP em Y. lipolytica,
observamos que a cultura exposta a 100 uM e 1 mM de azul de metileno exibiu
uma diminuicdo significativa de hifas em comparagdo com a cultura controle.
Isso mostra que o azul de metileno foi capaz de inibir eficientemente a
transicao levedura — hifa deY. lipolytica. Sugerimos com esses resultados que a
morfogénese dessa levedura esteja relacionada com as concentracfes
enddgenas de cGMP. Uma vez que o cGMP mostra-se como um intermediario
na via de sinalizacdo do NO, a transicdo dimorfica de Y. lipolytica demonstra-se
dependente da sinalizacdo desencadeada pelo NO.

Algumas vias de sinalizacdo ja foram identificadas como estimuladoras
da transicdo dimorfica em alguns fungos. A compreensdo dos mecanismos de
dimorfismo foi aprofundada pelos estudos com Candida albicans. Com estes
estudos foi possivel estabelecer que a via da MAPK (mitogen-activated protein
kinase) medeia a formacdo de hifas em resposta a ferorménios (Liu et al.,
1993, Lee et al., 2003; Lengeler et al., 2000).
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Analisando a acdo da rota da MAPK sobre a morfogénese de
Y.lipolytica, constatamos que altas concentragcées (100 uM) do inibidor de
MAPK foram eficientes em bloquear a filamentacdo, uma vez que ao final do
cultivo totalidade das células ainda estavam na forma de levedura (Figura 12 A
e B). Esses resultados corroboram com Cervantes-Chavez e Ruiz-Herrera
(2006), onde a via da MAPK exibe uma fungdo positiva em estimular a
transicao levedura hifa em Y. lipolytica. Tais dados mostram que o dimorfismo
de Y. lipolytica esta estritamente relacionado com a ativacéo da via da MAPK,
uma vez que ao se cultivar as células desta levedura na presenca do inibidor
da MAPK, blogueamos completamente a transicdo morfogénica. Mais uma vez
mostramos que a via da MAPK também parece ser de grande importancia para
a filamentacéo de Y. lipolytica.

A cascata da MAPK vem sendo apontada como uma importante
mediadora na transducdo de sinais, conectando a percepcdo de estimulos
externos a sinais celulares. MAPKs sdo descritas estando envolvidas na
sinalizacdo de varios estresses bibticos e abidticos, e tem sido implicada na
regulacéo do ciclo celular e processos de desenvolvimento (Pagnussa et al.,
2014). Alguns estudos recentes sobre o crescimento radicular induzido por AlA
e NO em plantas mostram o envolvimento da ativacdo da cascata da MAPK
durante a formacéao de raizes adventicias (Lombardo et al., 2006, Lanteri et al.,
2014). No presente trabalho também entendemos que ha uma relacdo estreita
entre AIA, NO e MAPK.

Diante do exposto elaboramos a hip6tese que a cascata da auxina,
tendo o 6xido nitrico como um intermediario, possa estar atuando como um
sinalizador, regulando vias ja descritas por ativarem a morfogénese, como por
exemplo, a via da MAPK. Para comprovar isso, cultivamos células de Y.
lipolytica na presenca de AIA conjuntamente com Inibidor de MAPK (AIA +
Inibidor da MAPK) e SNP conjuntamente com Inibidor de MAPK (SNP +
Inibidor da MAPK). Neste experimento, observamos que o inibidor da MAPK foi
capaz de inibir o dimorfismo significativamente, enquanto a adicdo de AIA ou
SNP em combinagdo com o inibidor de MAPK, nédo foi capaz de reverter o
efeito inibitorio da morfogénese. Portanto sugerimos que a sinalizagédo de AIA
pode estar agindo pela via da MAPK. Uma vez que as células cultivadas na

presenca do inibidor de MAPK + AIA ou SNP nao tiveram sua filamentagcao
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restaurada. Isto mostra que a sinalizacdo do AIA requer que a via da MAPK
esteja ativada para que a filamentagéo ocorra.

ApGs verificarmos que a via desencadeada pela MAPK é crucial para o
dimorfismo de Y. lipolytica, analisamos se essa mesma via interfere com o
transporte de H', uma vez que a sinalizacdo protdnica é requerida para
promover o crescimento polarizado. Observamos com esses resultados que o
inibidor da MAPK bloqueou quase em sua totalidade o transporte de H'. A
adicdo de AIA nio reverteu o efeito do inibidor sobre a atividade da H* -
ATPase tipo P. Novamente, confirmamos que a morfogénese de Y. lipolytica
influenciada pela via de sinalizagdo da MAPK, que deve estar agindo
“‘downstream” do AIA. E que esses dados complementam a hipotese de que a
via auxinica é dependente da ativacdo da cascata da MAPK, uma vez que a
adicdo de AIA conjuntamente com o inibidor da MAPK nao reverteu o efeito
inibitorio sobre a morfogénese, nem sobre a atividade das bombas de H”.
Desta forma, mostramos que o AIA é dependente da via da MAPK para
promover a filamentagdo em Y.lipolytica. E que essas vias regulam a transicao
dimorfica por ativarem diretamente a atividade de H'-ATPases, de forma
semelhante a teoria do crescimento polarizado proposta para células vegetais.

Em alguns fungos como Candida albicans, Mucor circinelloides,Ustilago
maydise, Blastomyces dermatitidis a via da PKA exerce uma importante fungéo
durante o dimorfismo (Wolff etal., 2002, Sctaudohar et al., 2002, Sanchez-
Martinez, e Pérez-Martin, 2001). O AMP ciclico (cCAMP) participa como um
intermediario na ativacdo desta via. Em Y. lipolytica a exposicdo a altas
concentracbes de cAMP (20 e 25 mM) foram eficientes em promover a
transicdo dimorfica, verificando um aumento consideravel do niamero de hifas.
Nossos dados apontam que a ativagdo da via PKA pelo cAMP extracelular
modula fortemente a morfogénese de Y. lipolytica.

A fim de confirmar o envolvimento da via da PKA na filamentacédo de Y.
lipolytica, cultivamos as células dessa levedura na presenca de diferentes
concentracbes do inibidor da PKA. Pudemos observar que tanto a
concentracédo de 50 uM quanto a concentracdo de 25 uM desse inibidor foram
eficientes em bloquear a formacé&o de hifas. Ambos os resultados suportam que

a via da PKA é indispensavel para a formacéo de hifas em Y. lipolytica, uma
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vez que o cAMP estimulou a transicdo levedura-hifa e o inibidor da PKA
bloqueou o dimorfismo.

Para analisar a interdependéncia entre as vias de MAPK e PKA em
desencadear a filamentagdo em Y. lipolytica, cultivamos as células na presenca
de cAMP, Inibidor da MAPK, cAMP e Inibidor da MAPK conjuntamente e
observamos que a adicao de cAMP foi eficiente em reverter o efeito bloqueador
do dimorfismo causado pelo inibidor da MAPK. Dessa forma, nossa hipétese é
que a via da PKA parece ser independente da ativacdo da cascata da MAPK
para a promocao da morfogénese em Y. lipolytica.

O pH extracelular também foi investigado durante o crescimento
polarizado de Y. lipolytica. Este microrganismo alcaliniza naturalmente o pH
extracelular provavelmente pela excrecdo de moléculas alcalinas durante seu
crescimento, além de possuir o efetor Rim101, regulado pela alcalinizacdo do
pH extracelular e envolvido na inducdo do crescimento polarizado das hifas
fungicas (Han et al., 2012). Lob&o (2012) determinou aumento de 1,5 a 2,0
vezes no nivel de expressdo génica do efetor Rim101 durante a morfogénese
da Y. lipolytica. No presente trabalho, demonstramos que o AIA e seu
precursor, Trp, intensificam a alcalinizagdo do meio. O ensaio demonstrou que
0 meio extracelular inicialmente acido (pH 4,5) torna-se alcalino de forma mais
proeminente na presenca dos indutores da filamentacdo, AIA e Trp. JA na
presenca dos inibidores do AlA, TIBA e PCIB, a alcalinizacdo extracelular foi
atenuada. Palkova e colaboradores (2003) também observaram que quando as
colénias de S. cerevisiae atingem a fase estacionaria, estas podem alterar o pH
do meio que as envolve passando de pH acido para alcalino.

Apesar do AIA estimular as H*-ATPases, a alcalinizacdo extracelular
ocorre normalmente. Supomos que a alcalinizacdo da matriz extracelular
acompanhada pelo aumento na atividade de prétons deve estar relacionada a
sobrevivéncia de Y. lipolytica, uma vez que a quantidade de compostos
alcalinos excretados pela célula deve ativar a extrusdo de H* a fim de manter
as diferencas eletroquimicas entre as membranas. Possivelmente, os H*
transportados pela bomba se concentram no microambiente, no periplasma,
entre a membrana e a parede celular, enquanto o produto alcalino € eliminado

para a matriz extracelular.
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Os resultados obtidos no presente trabalho indicam a importancia do pH
como sinalizador no crescimento polarizado de hifas, uma vez que nas
condicdes cujo meio permanece acido, ndo ocorre a morfogénese da levedura.
Foi proposto que o aumento do pH do meio de cultura é devido a liberacédo de
amonia pelas colénias de maneira conjunta, atuando de forma semelhante a
um “Quorum sensing” que culmina alterando o pH do meio (Palkova et al.,
1997).

Para analisamos se a alcalinizacdo do microambiente em torno das
colbnias de Y. lipolytica € promovida pela liberagdo de amdnia, quantificamos a
secrecdo deste composto por células da levedura em conjunto com a
morfogénese. Observamos que as culturas de Y. lipolytica que possuiam mais
células na forma de levedura (15h de crescimento) apresentavam uma menor
liberacdo de ambnia em comparacdo com a cultura que exibia uma mistura de
células na forma de pseudohifas e hifas e constatamos que a secre¢cdo de
amonia por células de Y. lipolytica se eleva conforme é dado o envelhecimento
da cultura e consequente aumento das formas filamentosas. Assim os
resultados apontam que a alcalinizacdo do microambiente em torno das
colénias de Y. lipolytica é realmente devido a secrecao de amoénia por células

desta levedura.
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Com os resultados obtidos neste trabalho propomos os possiveis modos de
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7. CONCLUSOES

» Sinalizacdo de auxina € essencial para a transicao levedura-hifa de Y.
lipolytica;

> Atividade de H*-ATPases de membrana plasmatica é regulada durante
transicdo dimorfica pela auxina endégena,;

> Y. lipolyica produz NO;

» Producéo de NO é requerida para transi¢cao levedura—hifa e ativacao da
H'-ATPase;

» Sinalizacdo por MAPK é fundamental para morfogenese de Y. lipolytica;

> Atividade de H*-ATPase € regulada via cascada da MAPK durante a
filamentacao;

» Sinalizacdo de AlA é dependente da via da MAPK;

> Via da PKA é requerida para a filamentacéo;

» Secrecdo de amobnia aumenta durante a transicdo levedura-hifa de Y.

lipolytica.
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