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RESUMO

A morfogénese celular é o processo pelo qual as células formam, mantém e
reproduzem sua organizacdo espacial, e constitui uma das bases para a
compreensao do desenvolvimento de todo organismo vivo. Altera¢cdes nos niveis de
poliaminas tém sido descritos como um dos fatores que regulam tal processo em
células fungicas. No presente estudo, analisamos os efeitos das poliaminas na
morfogénese da levedura Yarrowia lipolytica, explorando uma via de sinalizacao
auxina-dependente e ativacOes diferenciais das bombas de prétons e do gradiente
eletroquimico gerado por estas nas membranas celulares como hipotese de um
possivel mecanismo utilizado pelas hifas fangicas na modulacdo do crescimento
polarizado. Também analisamos a dindmica vacuolar durante o crescimento
polarizado, assim como a formacdo de colonias. Os resultados indicam que as
poliaminas espermidina e espermina possuem a capacidade de estimular o
crescimento hifal em Y. lipolytica, sem todavia, alterar o ponto da transi¢do dimorfica,
a qual se inicia entre 18 e 20h de cultivo. O inibidor da espermidina sintase (CHA)
preveniu a filamentacdo em até 80% das células, mas este efeito foi revertido por
acido indol-3-acético (IAA, 10 pmol). A participagédo da via auxinica foi ratificada com
0 uso dos inibidores PCIB (IAA, sinalizacdo) e TIBA (IAA, transporte), os quais
inibiram a filamentacédo induzida pelas poliaminas com a mesma efetividade obtida
com o CHA. A espermina também foi capaz de ativar o efluxo de prétons na
membrana plasmatica do fungo, durante a morfogénese celular. As 20 horas de
incubacdo com espermina, no inicio da trasicdo dimorfica, observamos a maior
ativacdo do transporte de H* vanadato-sensivel, indicando um estimulo de 2,5 vezes
da H'-ATPases tipo P. Esta ativacdo cai para para 1,5 vezes apds o
estabelecimento do fenémeno, as 26 horas de incubagdo. Em meio solido, as
colonias tratadas com poliaminas e IAA apresentaram um expressivo estimulo da
alcalinizacdo do pH extracelular, fenbmeno este também inibido por TIBA e PCIB.
Durante a morfogénese, foi possivel notar uma conspicua vacuolizagdo ao longo da
hifa, com a regido apical apresentando segregacdes vacuolares, caracteristicas do
crescimento polarizado. A analise da morfologia da col6nia demonstra que a textura
das colénias e o formato das franjas coloniais sdo alterados na presenca de
poliaminas. Verificou-se um aumento na rugosidade e no tamanho das franjas
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coloniais, na mesma concentragcdo o6tima de hifacdo, 1 mM de espermina ou
espermidina. Auxina também induziu caracteristicas semelhantes, na concentracao
Otima para hifacdo de 10 pM de AIA, enquanto a presenca dos inibidores TIBA e
PCIB previniram a formacdo de rugosidades, inibiram o crescimento das franjas
coloniais e do tamanho das colonias como um todo. Estes resultados em
conjunto sugerem uma via de sinalizacdo auxinica para o controle da morfogénese
de Y. lipolytica, desencadeada por poliaminas. Este processo envolve ativagdes
coordenadas das bombas de H' e alteragbes na dindmica vacuolar, influenciando
desde o crescimento polarizado das células fangicas individuais até a morfologia

geral das colonias.

Palavras-chave: Morfogénese celular, crescimento polarizado, poliaminas, H'-

ATPases e Yarrowia lipolytica.
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ABSTRACT

Cell morphogenesis is the process by which cells form, maintain and reproduce their
spatial organization, and is one of the bases for understanding the development of
every living organism. Changes in the levels of polyamines have been described as
one of the factors that regulate this process in fungal cells. In the present study, we
analyzed the effects of polyamines on morphogenesis of the yeast Yarrowia lipolytica
by exploiting a signaling pathway auxin-dependent and differential activation of the
proton pumps, and electrochemical gradient generated in cell membranes,
hypothesize a possible mechanism used by fungal hyphae in modulating the
polarized growth. We also analyzed the vacuolar dynamics during polarized growth,
as well as the formation of colonies. The results indicate that polyamines, spermidine
and spermine, they possess the ability to stimulate hyphal growth in Y. lipolytica
without, however, changing the point on the dimorphic transition which starts
between 18 and 20h of cultivation. The inhibitor of spermidine synthase (CHA)
prevented filamentation in up to 80% of the cells, but this effect was reversed by
indole-3-acetic acid (IAA, 10 pmol). The participation auxin way was ratified by the
use of inhibitors PCIB (IAA, signaling) and TIBA (IAA transport), which inhibited
filamentation induced by polyamines with the same effectiveness obtained with the
CHA. Spermine was also able to activate the efflux of protons in the plasma
membrane of the fungus during cell morphogenesis. At 20h of incubation with
spermine at the beginning of dimorphic transition, we observed a higher activation of
the transport of H" vanadate-sensitive, indicating a 2.5-fold stimulation of the H*-
ATPase type P. This activation falls to 1.5-fold after establishment of the
phenomenon, at 26h incubation. On solid medium, the colonies treated with IAA and
polyamines showed a significant stimulation of alkalinization of extracellular pH, a
phenomenon also inhibited by TIBA and PCIB. During morphogenesis, it was
possible to notice a conspicuous vacuolization along the hypha, with the apical
region showing vacuolar segregation, characteristic of polarized growth. Analysis of
colony morphology demonstrates that the texture and shape of the colonies of
colonial fringes are altered in the presence of polyamines. There was an increase in
the roughness and the size of the fringes colonial at a concentration that promotes

hyphal growth, 1 mM spermine or spermidine. Auxin also induced similar
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characteristics, at a concentration of 10 pM of IAA that promotes hyphal growth,
while the presence of inhibitors TIBA and PCIB prevented the formation of
roughness, inhibited the growth of colonial fringes and the size of the colonies. These
results suggest a signaling pathway auxin to control morphogenesis of Y. lipolytica,
triggered by polyamines. This process involves coordinated activation pumps of H*
and vacuolar changes in the dynamic influencing since the polarized individual

growth of fungal cells until colonies general morphology.

Keywords: Cell morphogenesis, polarized growth, polyamines, H*-ATPases and

Yarrowia lipolytica.
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1. INTRODUCAO

A morfogénese celular é um processo central em todos 0s grupos de
organismos, desde as bactérias (Streptomycetes) até aos animais superiores,
passando pelas algas (Oomycetes), fungos e plantas. Este consiste em um processo
bioldgico, relacionado ao controle do crescimento e diferenciacdo celular. A dindmica
da morfologia celular € fundamental na adaptacdo e evolucdo das formas
unicelulares, que dependem exclusivamente de sua plasticidade morfoldégica na
propagacéao, aquisicdo de nutrientes e sobrevivéncia em condicfes adversas. Além
de ocorrer até mesmo em organismos multicelulares, que dispdem de mecanismos
morfogénicos como forma de desenvolver tecidos, 6rgdos ou sistemas
extremamente complexos e especializados em determinadas fun¢des, como ocorre
durante o desenvovimento de embrides (Liu, 2001; Harris, 2011; Shaw et al., 2011).

A modulacéo da morfogénese ocorre por uma gama de vias sinalizadoras nos
mais diferentes niveis de acdo, as quais podem ser ativadas ou reprimidas a fim de
gerar informacdes que traduzem a necessidade de mudanca. As cascatas de
sinalizacdo juntamente com os mediadores da informacdo sdo importantes, pois
modulam a homeostase i0nica, a expressdo génica e as vias de producao de
proteinas que orquestram as transforma¢des nos organismos (Liu, 2001). Aqui,
procuramos entender um pouco mais sobre o fendbmeno a partir do estudo de
moduladores da morfogénese celular em micro-organismos e o possivel modo de
acao destes sobre a homeostase protonica, a partir da regulacéo das H*-ATPases.

Dentre os moduladores da morfogénese celular, as poliaminas sao descritas
como moléculas reguladoras do processo em micro-organismos, além de participar
de diversos processos metabolicos. Essas moléculas sé&o importantes na
vulnerabilidade aos agentes estressores (Herrero et al., 1999), na progressédo do
ciclo celular (Chattopadhyay et al., 2002), na protecdo contra o desenvolvimento de
espécies reativas de oxigénio e apoptose (Chattopadhyay et al., 2006), na
longevidade celular (Eisenberg et al., 2009), na viruléncia de fungos dimorficos
(Valdés-Santiago et al., 2009), no desenvolvimento normal de fungos micorrizicos
(Sarjala et al., 2010) e na transicao levedura-hifa (Guevara-Olvera et al., 1993).
Aliado a estes fatores, existem as H'-ATPases que promovem a sinalizacdo
protbnica, capazes de atuar em diversas vias, inclusive na modulacdo do
crescimento celular (Zandonadi, 2010; Dutra, 2010; Lobao, 2012).
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Morfogénese celular e o crescimento polarizado

Dentre os fendmenos que regem a morfogénese celular, um dos mais
notaveis, mas paradoxalmente um dos menos elucidados € o crescimento
polarizado. A morfogénese causada por este processo nada mais é que a formacao
de podlos celulares e o crescimento pronunciado de um deles por mecanismos
peculiares a cada tipo celular. A capacidade de aumentar o alongamento celular ndo
atrai a atencdo somente pela curiosidade intrinseca de como o evento permite
explorar melhor o ambiente externo e retirar dele todas as vantagens possiveis para
a manutencao da sobrevivéncia da célula, mas pela forma como € conservado e
regulado (Hepler et al., 2001).

A morfogénese pelo crescimento polarizado também estéd presente em todos
0S grupos de organismo vivos. As plantas utilizam do fenbmeno no crescimento de
tubos polinicos e pelos radiculares, caracterizadas por células alongadas e
cilindricas. Os tubos polinicos sé@o uteis na reproducdo vegetal, pois ele carrega o
esperma até ao ovocito para ocorrer a fertilizagcdo, enquanto os pelos radiculares
propiciam o aumento na area de superficie envolvida na absor¢cdo de &gua e
nutrientes pela planta (Hepler et al., 2001). Nos animais superiores o0 crescimento
polarizado também é observado em algumas células, como da formacdo dos
neurénios, transdutores de sinais quimicos e elétricos de uma regido a outra. Apesar
de bactérias (filamentos) e algas (rizéides) também apresentarem o crescimento
polarizado de algumas células, provavelmente sejam os fungos, ou melhor, as hifas
fungicas, os modelos de crescimento polarizado mais bem caracterizados, com
estudos voltados para o crescimento, desenvolvimento e proliferacdo das hifas, além
da busca pela compreensédo dos mecanismos de estabelecimento e manutencgéo da
polaridade celular, elongacéo, septacédo, brotamento e diferenciacdo celular
(Riquelme et al., 2011).

Fungos sao importantes modelos para estudos morfodinamicos, pois sao
capazes de adotar diferentes morfologias a fim de se adaptar e colonizar distintos
ambientes (Harris, 2011; Shaw et al., 2011). O crescimento polarizado em fungos
provavelmente tenha sido selecionado como a solucdo para os problemas de

aquisicdo de nutrientes e sobrevivéncia em condicdes adversas (Szabo e
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Stofanikova, 2002; Ruiz-Herrera e Sentandreu, 2002). Kawasse e colaboradores
(2003) mostram que hifas sdo formadas justamente quando as leveduras sao
submetidas ao estresse térmico ou oxidativo.

A morfogénese via crescimento polarizado em fungos patogénicos € um fator
essencial na viruléncia (Lo et al., 1997; Berman e Sudbery, 2002). Em Candida
albicans, por exemplo, a célula leveduriforme é importante na disseminacédo pelo
sistema circulatorio e adesdo aos epitélios endoteliais. A forma filamentosa, por sua
vez, € importante na invasao tecidual e resisténcia aos neutrofilos e fagocitose dos
macrofagos, pois a levedura engolfada pode destruir a célula se ocorrer o
crescimento filamentoso (Han et al., 2011). Apesar da C. albicans provavelmente ser
o fungo dimorfico mais estudado, outras espécies patogénicas humanas que
também desenvolvem hifas tem recebido aten¢do, como Histoplasma capsulatum,
Blastomyces dermatitidis, Paracoccidioides brasiliensis e Sporotrix schenckii
(Morales-Vargas et al.,, 2012), além dos fitopatdgenos, como Ustilago maydis
(Valdés-Santiago et al., 2009) e Mucor racemosus (Orlowski, 1991).

Outro emprego importante do crescimento polarizado em hifas fungicas
ocorre na associagado simbidtica entre fungos micorrizicos e plantas. O crescimento
polarizado de fungos simbiontes permite o direcionamento dos micro-organismos
para as raizes hospedeiras nos estagios iniciais da associacdo e durante o
desenvolvimento da rizosfera apds o estabelecimento da colénia (Ramos et al.,
2008a, 2009a). Portanto, a morfogénese em fungos é importante por promover
diferentes tipos de associacfes, seja patogénica ou simbibtica. Dessa forma, a
compreensdao do fenbmeno seria Util tanto para evitar a transicdo dimorfica em
fungos virulentos, quanto para estimular o crescimento polarizado em hifas

micorrizicas.

2.2 Compreendendo o crescimento polarizado

Tomando os fungos como modelo de estudo, existem muitas informacdes
disponiveis sobre o processo de crescimento polarizado na célula. A formacéo de
hifas em fungos é uma caracteristica evolutiva ancestral, pois a maioria das
leveduras € de linhagens que perderam a morfogénese hifal durante a evolugao.
Ainda existem controvérsias sobre o assunto, mas acredita-se que o crescimento de

hifas foi perdido sob certas condicbes ambientais em que a mofologia leveduriforme
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seria mais vantajosa. As leveduras possuem o6tima razao superficie-volume, util por
prevenir a dessecagdo ou evitar respostas imunolégicas em relagbes simbioticas.
Dessa forma, a maioria dos nichos ocupados por leveduras sdo seletivos contra o
crescimento de hifas (Harris, 2011).

Todavia, o crescimento hifal se perpetuou em muitas linhagens fangicas e é
mantido, principalmente pelo crescimento polarizado. A polarizagdo celular em
fungos possui diferentes finalidades, desde a formacéo de brotos em leveduras até a
transicdo dimorfica. No momento em que ocorre a transicdo levedura-hifa, o
crescimento unipolar é observado nas células, fendbmeno acompanhado pela
polaridade de praticamente todas as vesiculas citoplasmaticas (Kawasse et al.,
2003; Harris, 2011). O citoesqueleto € uma das estruturas responsaveis por controlar
o fenébmeno, pois funciona como guia. Os filamentos de actina crescem em direcao
ao cortex celular e servem como trilhos para que outras proteinas, como miosinas,
dineinas, dinactinas e cinesinas, atuem como motores protéicos no transporte de
vesiculas secretoras, RNA mensageiros, vacuolos, mitocondrias e outras organelas
celulares (Pruyne e Bretscher, 2000a,b; Riquelme et al., 2011).

A actina polarizada é direcionada para a regido do crescimento, formando a
projecao e o crescimento seletivo da regido (Chant, 1999). Os microtubulos também
apresentam funcéo crucial no crescimento de hifas. A ruptura dos microtubulos ndo
previne o estabelecimento da polaridade, contudo causa a formacdo de hifas
morfologicamente aberrantes (Harris e Momany, 2004). O transporte de vesiculas e
organelas pelo citoesqueleto é necesséario para a alteracdo celular, pois essas
organelas contém proteinas indispensaveis para o enfragquecimento e sintese de
uma nova parede celular e para a insercdo de uma nova membrana plasmatica
durante o alongamento celular. A partir do uso organizado de todas as ferramentas
disponibilizadas pelo citoesqueleto, o crescimento polarizado ocorre normalmente na
formacao das hifas (Pruyne e Bretscher, 2000a,b; Riquelme et al., 2011).

Em fungos dimorficos existem estruturas que auxiliam o crescimento
polarizado. Em C. albicans, por exemplo, o crescimento promovido pela dindmica do
citoesqueleto possui duas entidades quem mantém o fenbmeno: o Spitzenkoérper e o
polarissoma. O Spitzenkdrper é um corpusculo opaco localizado na ponta apical das
células filamentosas e sua funcdo € justamente dirigir o crescimento hifal. O

polarissoma, por sua vez, é formado por um complexo de proteinas tambéem

17



envolvidas na polarizacédo, contudo esta presente apenas nas células leveduriformes
e em pseudohifas e sdo corpusculos mais estaveis que o Spitzenkdrper (Banuett et
al., 2008; Harris, 2011).

Estudos relatam que o Spitzenkérper € um componente pleomorfico,
altamente dindamico e formado por macro e microvesiculas secretoras, ribossomos e
componentes do citoesqueleto. A presenca de ribossomos indica a sintese de
proteinas, contudo ndo ha estudos indicando quais sdo essas proteinas, apesar das
proteinas marcadoras da polaridade celular representarem potenciais candidatas
(Riquelme et al.,, 2011). O conhecimento sobre os mecanismos envolvidos na
promocao e manutencdo da polaridade celular também s&o escassos, pois ainda
nao € compreendido, por exemplo, como ocorre a escolha do local de polarizacao
(Brand e Gow, 2009; Harris, 2011).

Em contrapartida, a localizagdo dos polarissomas € definida pelo complexo
protéico GTP dependente. As GTPases funcionam como interruptores moleculares
na polaridade, morfogénese e diviséo celular. O complexo Cdc42-GDP, por exemplo,
é recrutado pela Cdc24 que o ativa pela troca de GDP por GTP. O GTP-Cdc42, por
sua vez, recruta o adaptador de proteina Bem1l que estabiliza Cdc24 no sitio de
polarizacdo e traduz o sinal para multiplos efetores que repassam o sinal para o
citoesqueleto de actina. Enquanto isso, um grupo de GTPases (GAPs) estimula a
hidrolise do GTP, resultando na inativacdo do Cdc42 e finalizacdo do crescimento
polarizado (Harris e Momany, 2004; Harris, 2011). A levedura do pao,
Saccharomyces cerevisiae, por exemplo, possui cinco pequenas GTPaes,
pertencente a familia das proteinas Rho, todas requeridas no estabelecimento e
manutenc¢ao da polaridade (Banuett et al., 2008).

Além das vias descritas anteriormente, existem outras que também
demonstram importadncia na manutencdo da polaridade. Os campos elétricos
formados a partir do influxo de célcio gerado pela abertura dos transportadores
Mid1-Cchl na membrana plasmatica também sdo capazes de sinalizar e orientar o
crescimento hifal pela ativacdo de proteinas envolvidas na morfogénese celular,
como Rsr1/Budl (Brand e Gow, 2009). Estudos também demonstram que o fluxo de
outros fons, como H' e CI, também sdo capazes de regular o crescimento

polarizado, pois existem diferencas espaciais e temporais no fluxo desses ions nas
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regibes de crescimento, além de alteracdes no gradiente de pH intra e extracelular
(Hepler et al., 2001; Ramos et al., 2008a,b, 2009a)

Estudos realizados em Aspergillus nidulans, por exemplo, também apontam
correlacdo entre o crescimento normal das hifas com os processos de endocitose,
também regulado pelas GTPases do tipo Racl (Hervas-Aguilar et al., 2010). Os
sitios de endocitose estdo presentes na regido subapical de hifas e tubos
germinativos. Acredita-se que esses sitios estejam associados ao crescimento hifal
por meio da reciclagem do material polarizado encontrado nas pontas das hifas.
Essa “reciclagem apical” ocorre pelo balanco preciso entre endocitose e exocitose,
capaz de auxiliar o crescimento hifal e o formato celular (Shaw et al., 2011).

O crescimento polarizado em hifas fungicas também é caracterizado pela
formacdo de, pelo menos, quatro regides distintas na célula. Os primeiros
micrometros da hifa contém o Spitzenkorper, mitocondrias e, ocasionalmente,
reticulo endoplasmético. A segunda regido € formada por mitocondrias, cisternas do
reticulo endoplasmatico e outras organelas maiores, incluindo o nucleo. A terceira
regido, que se estende até o primeiro septo, possui a colecdo completa de organelas
celulares. Por fim, a regido distal do septo, que corresponde ao segmento mais velho
da hifa, também possui todas as organelas, contudo a estrutura e abundancia sao
diferentes das observadas na regido apical e subapical (Riquelme et al., 2011).

A orientacdo do crescimento polarizado, portanto, envolve um conjunto de
sistemas celulares promovidos pela sinalizacdo do célcio, ATPases, GTPases e
proteinas que coordenam o sitio de recrutamento do citoesqueleto. Todo esse
aparato torna o crescimento eficaz e distribui de maneira ordenada as organelas

pela célula, seja na formacéo de brotos ou hifas (Chant, 1999; Banuett et al., 2008).

2.3 Fatores envolvidos no crescimento polarizado de fungos

Os fatores envolvidos no cresscimento polarizado séo, na realidade, efetores
gue carregam consigo a mensagem de iniciar o processo de crescimento polarizado.
Antes de apresenta-los, € necessario dizer que as células fungicas sdo exigentes e
requerem condigcdes minimas para permitir que a transicdo levedura-hifa ocorra
normalmente. Os fungos necessitam de quantidades adequadas de nutrientes, seja
fonte de carbono ou nitrogénio, aminoacidos e oxigénio para obter condicbes que

permitam a formacdo de hifas (Szabo e Stofanikova, 2002; Mansour et al., 2009;
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Walther et al., 2011a,b). Alguns autores sugerem inclusive, que a matriz extracelular,
formada por essas condi¢cdes, sdo por si efetores do crescimento polarizado (Barth e
Galillardin, 1997; Kim et al., 2000; Cervantes-Chavez e Ruiz-Herrera, 2006).

Os hormdnios ou ferorménios, como chamado por alguns, provavelmente
tenham sido os primeiros efetores descritos como moduladores do crescimento
polarizado. A presenca de horménios auxinicos no crescimento de fungos, por
exemplo, foram descritos nas décadas de 1940 e 1950, exatamente a mesma época
em que era descrito em plantas. Contudo, seus estudos se intensificaram em células
vegetais, tanto que passou a ser conhecido como fitorménio (Robinson e Stier, 1941;
Yanagishima e Shimoda, 1968).

Apesar disso, estudos recentes tém procurado estabelecer a importancia da
auxina no desenvolvimento de hifas fungicas. Prusty e colaboradores (2004)
demonstraram que concentracdes altas (250 uM) de acido indol-3-acético (AlIA), um
tipo predominante de auxina e biologicamente mais ativa, inibem o crescimento
celular, enquanto baixas concentracdes (120 uM) induzem a formacéao de filamentos
pseudohifais e a adesao celular em S. cerevisiae. Lob&do (2012) demonstrou que
concentracbes ainda mais baixas de auxina (pMol e fMol) s&o suficientes na
promoc¢do do crescimento polarizado em Y. lipolytica. Além disso, o trabalho
demonstrou o comportamento sinoidal das concentracdes de auxina na promocao
do dimorfismo, ou seja, 0 composto realmente possui modo de acdo semelhante a
hormdnios nas células fungicas. Esses resultados indicam a existéncia de uma
possivel via de transicao levedura-hifa dependente de auxina.

Também existem outras moléculas do quorum sensing envolvidas em
promover ou prevenir a mudanca morfolégica. Esses compostos sdo produzidos e
eliminados naturalmente pelas células eucaridticas, atuando sobre as demais células
da populagdo. Quanto maior a densidade da populagdo, maior serd o acumulo
dessas moléculas capazes de gerar informacfes. As moléculas quorum sensing
mais estudadas sdo aquelas produzidas pela C. albicans, como o triptofol, alcool
feniletil, farnesol, tirosol e acido farnesoico (Han et al., 2011).

As moléculas triptofol, alcool feniletil e o farnesol estéo relacionas a inibicao
do crescimento e a prevencdo na filamentacdo, enquanto o tirosol acelera a
transicdo dimorfica em baixa densidade de células. Desses, o farnesol é a molécula

mais bem caracterizada por ser mais ativa que as demais e por agir como
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blogueador da transi¢édo levedura-hifa em alta densidade de células, até mesmo na
presenca de efetores que induzem a filamentacdo em C. albicans, como soro,
prolina ou N-acetilglicosamina (Han et al., 2011).

A homeostase de Ca?* também estd relacionada na manutencdo do
crescimento polarizado. Em N. crassa, os canais de Ca®" ativados por inositol 1,4,5-
trifosfato sdo fundamentais no crescimento filamentoso (Silverman-Gavrila e Lew,
2003; Riquelme et al., 2011). As células de C. albicans cultivadas em meio pobre em
Ca®* ou com os canais de Ca?" bloqueados apresentam inibicdo no crescimento
polarizado (Brand et al., 2007). Células de S. pombe mutantes para a Cta4 ATPase
localizada no reticulo endoplasmaético, proporciona o aumento no nivel de Ca**
nuclear e citoplasmatico e na atividade da fosfatase Ca?‘/CaM-dependente
calcineurina e, como consequéncia, na morfologia celular e na organizacdo dos
microtubulos (Okorokova-Facanha et al., 2002; Lustoza et al., 2011).

A homeostase de H' também esta relacionada ao crescimento filamentoso.
Ramos e colaboradores (2009a) demonstraram que a sinalizacdo por protons é
importante no crescimento polarizado de células hifais. Os autores encontraram
oscilagdes espaciais e temporais no fluxo de H" ao longo das células de fungos
micorrizicos, representados pela Gigaspora margarita e Glomus clarum, durante os
eventos iniciais da associacdo simbidtica planta e fungo. Os autores sugeriram que a
sinalizacdo proténica é promovida pelas H'-ATPases e isoformas distribuidas
assimetricamente ao longo dos filamentos hifais e ativadas pela disponibilidade de
nutrientes e exsudados do sistema radicular da planta hospedeira.

Concomitante ao fluxo de prétons, o gradiente de pH entre as membranas
também é importante indutor na morfogénese, pois alguns fungos dimorficos, como
Y. lipolytica e C. albicans, crescem preferencialmente como leveduras em pH &cido,
enquanto o crescimento de hifas é favorecido em meios cujo pH esta préximo da
neutralidade ou seja basico (Ruiz-Herrera e Sentandreu, 2002). Todavia, essa
caracteristica ndo é regra para todos os fungos, pois U. maydis se comporta de
maneira inversa, formando hifas mais facilmente em pH acido (Kim et al., 2000). A
mudanca do pH extracelular mediada pela excrecdo de amonia, por exemplo,
desempenha fungdo crucial na comunicacdo entre colOinias de leveduras,
influenciando na forma e na taxa de crescimento celular (Palkova et al., 1997
Palkové et al., 2002).
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Espécies reativas de oxigénio (ERO), em particular, o peréxido de hidrogénio
(H20,), também s&o reconhecidas como possiveis moléculas sinalizadoras em
organismos eucariéticos, apesar do pouco conhecimento sobre sua regulacdo. Em
C. albicans, as ERO possuem efeito semelhante ao farnesol, pois inibe o
crescimento de hifas, regula o desenvolvimento de biofilmes, promove a morte
celular programada, além de induzir a variabilidade genética pela incorporacdo de
DNA extracelular proveniente de células mortas aos cromossomos de células
competentes (Cap et al., 2012). Dentre as ERO, outra molécula tem chamado a
atencdo, o oOxido nitrico (NO). Esse composto parece desempenhar funcdo
importante na sinalizacdo do crescimento filamentoso em micro-organismos. Em Y.
lipolytica, pequenas concentracdes (25 puM) de doadores de NO (SNP) estimulam a
morfogénese celular, enquanto altas concentracdes (100 puM) bloqueiam a transicao
dimorfica e inibem o crescimento da células (Dutra, 2010).

Apesar disso, a presenca de NO em fungos ainda € um assunto controverso,
devido a auséncia de genes ortdlogos as enzimas de sintese, apesar de recentes
relatos da possivel atividade da NO sintase em leveduras (Almeida et al., 2007; Kig
e Temizkam, 2009). O NO é apontado como um possivel intermediario na cascata
de sinalizacdo regulada pela auxina (Correa-Aragunde et al., 2006). Zandonadi e
colaboradores (2010) demonstram que doadores de NO (SNP ou GSNO) promovem
o crescimento radicular em milho mediado por 20 mg L™ de &cido himico ou 100
pmol de AlA.

Outro grupo de moléculas apontadas como possiveis efetores do crescimento
polarizado em hifas sdo as poliaminas. Estudos demonstram que variacdes nos
niveis dessas moléculas causam a transi¢ao levedura-hifa em Y. lipolytica (Guevara-
Olvera et al., 1993), P. brasileiensis (San-Blas et al., 1997) e C. albicans (Ueno et

al., 2004). Essas moléculas serdo melhor discutidas mais adiante.

2.4 Vias de sinalizacéo da transicao dimorfica

Ap6és citar alguns efetores do crescimento polarizado, € importante conhecer as
vias de sinalizacao que regem a sinfonia do crescimento polarizado em hifas. Apesar
dos fungos terem divergido evolutivamente de um ancestral comum aos animais
multicelulares entre 800 e 1.000 milhées de anos atras, por isso possuem cascatas

de sinalizacdo mais semelhantes as células de mamiferos do que plantas, algas,
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bactérias ou arqueobactérias. A S. cerevisiae, por exemplo, expressa, pelo menos,
trés membros da proteina G e possui a cascata das MAP quinases (MAPK) que séo
proteinas altamente conservadas em células de mamiferos. Além disso, muitos
componentes de transducdo de sinais sdo mantidos desde leveduras a humanos.
Assim, o estudo da sinalizacdo em fungos também promete revelar mecanismos
conservados aos organismos superiores, principalmente no que diz respeito a
transducéo de sinal (Lengeler et al., 2000).

A morfogénese celular em fungos pode ser regulada por diversas vias que
levam ao crescimento polarizado das hifas, dentre elas, duas cascatas de
amplificagdo sdo altamente conservadas: a cascata das MAPK e a cascata da
proteina quinase A (PKA), ambas ativadas pelas GTPases (Han et al., 2011).

A via da PKA envolve a enzima adenilato ciclase e a proteina quinase A
dependentes de AMP ciclico, as quais ativam os fatores de transcricdo que induzem
ou reprimem a expressao de genes do crescimento hifal (HWP1, HYR1 e ALS1)
(Cervantes-Chavez e Ruiz-Herrera, 2006). A MAPK inicia a sinalizacdo quando um
fator de crescimento se liga ao seu receptor na membrana plasmatica. A seguir, a
proteina adaptadora Grb2 é recrutada: essa proteina possui um dominio SH;, que
reconhece um residuo de tirosina (Tyr) fosforilado no receptor ativado. A outra
extremidade da Grb2 liga-se ao Sos, um fator de permuta de nucleotideos de
guanina. Este, por sua vez, liga-se a proteina Ras, localizada na superficie interna
da membrana celular. Ras € uma GTPase pequena, que possui uma conformacéao
quando ligada a GTP e outra quando ligada a molécula de GDP. A interacdo Grb2 e
Sos estimula Ras a alterar sua ligacdo de GDP para GTP, causando alteracéo
conformacional (Downward, 1997; Yamazaki et al., 2002). A nova conformacao de
Ras ativa a quinase inicial das MAPK. A primeira quinase dessa cascata é a MAP-
guinase da quinase da quinase, quando ativada fosforila os residuos de serina (Ser)
e treonina (Thr) da quinase seguinte, a MAP-quinase da quinase. Essa segunda
proteina ativada, por sua vez, fosforila e ativa a MAP-quinase que fosforila varios
substratos, incluindo ativadores da transicdo dimorfica (Han et al., 2011; Cervantes-
Chévez e Ruiz-Herrera, 2006).

Em S. cerevisiae, apesar de ndo ocorrer formacdo de hifas verdadeiras,
ambas as cascata de amplificacdo sdo encontradas e ativadas durante a transicéo

de leveduras para pseudohifas. As MAPK sdo ativadas por fatores externos e a
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cascata atua em sequéncia até chegar ao complexo Fus3/Kssl (Figura 1). A
proteina Fus3 inibe o crescimento filamentoso, enquanto Kssl ativa a formacao de
pseudohifas. Dependendo da resposta que chega ao complexo, se a interacao entre
as proteinas similares Rst1/Rst2 com o fator de transcricdo Stel2 for quebrada apos
a fosforilacdo, ocorre a expressao génica de interesse (Liu et al., 1993; Tedford et
al., 1997; Madhani et al., 1997).

Recentemente, vias homologas ao Fus3/Kssl das MAPK também tem sido
identificada em outros fungos, como Fusarium graminearum, Magnaporthe oryzae,
Puccinia striiformes (Guo et al., 2011) e Fusarium proliferatum (Zhao et al., 2011).
Em todos esses casos, a sinalizagdo gerada por essa cascata é considerada
importante na formacdo de apressorios, no crescimento de hifas fungicas e na
patogénese de fungos, além de regular o crescimento e 0s processos de
diferenciacdo celular (Xu, 2000). A via da PKA, por sua vez, é formada pelas
proteinas G (Gpa2 e Ras2), adenilil ciclase (AC), AMP ciclico (CAMP) e proteinas
quinases dependentes de AMP ciclico. A subunidade catalitica de Tpk2 regula

positivamente a filamentacao por regular o fator de transcricdo Flo11 (Figura 1).

EX

IN |cdcaz] < [Rasz2 | — | ac | <[ cpaz |
v R o arp
v L.
¥ = 3

FIGURA 1. Vias de sinalizagdo da transicdo dimorfic a em S. cerevisiae. Duas cascatas de
sinalizacao regulatérias do crescimento de pseudohifas em S. cerevisiae: a casctada das MAPK e a
via da PKA. Na via das MAPK, a proteina Fus3 desfosforila e Kss1 fosforila as proteinas Rstl/Rst2. A
fosforilacdo ativa o fator de transcricdo Stel2 e promove a transicdo levedura-pseudohifa. Na via da
PKA, a amplificacéo inicia com a producédo de AMP ciclico pela adenilil ciclase (AC) e se propaga até
chegar ao fator de expressao Flol1, que também promove o crescimento polarizado de pseudohifas.
FONTE: Adaptado de Tedford et al. (1997) e Lengeler et al. (2000).
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Em C. albicans, as GTPases, formadas por Gpa2, Rasl e Cdc42, ativam a via
das MAPK e a PKA. As MAPK regulam o fator de transcricdo Cphl, enquanto a PKA
regula o fator Efgl, ambos reguladores positivos do crescimento filamentoso. A
amplificacdo da cascata MAPK ocorre por sucessivas fosforizacdes das proteinas
Cst20, Hst7 e Cekl, enquanto a PKA é ativada pelo AMP ciclico produzido pela
adenilato ciclase (Cdc35) (Whiteway, 2000; Liu, 2001). A adenilato ciclase pode ser
ativada pelas proteinas G (Gprl e Gpa2), as quais respondem pela deficiéncia de
glicose ou presenca de metionina no meio de cultivo, além de atuar como sensores
dos niveis de CO, e peptidoglicano, enquanto a deficiéncia de nitrogénio ativa a
MAPK e PKA via amoénio permease (Mep2) (Figura 2 )(Han et al., 2011).
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FIGURA 2. Via de sinalizacdo da transicdo dimérfica  em C. albicans. As GTPases (Cdc42, Rasl,
Gpa?2) ativam duas vias de sinalizacéo: a MAPK e a via da PKA dependente de AMP ciclico, os quais
ativam os fatores de transcricdo Cphl e Efgl, respectivamente, ambos promotores do crescimento
filamentosos. A cascata da MAPK é ativada por sucessivas fosforizagbes das proteinas Cst20, Hst7 e
Cekl, enquanto a via da PKA ¢é ativado pela adenilato ciclase (Cdc35) e o complexo Tpkl/Tpk2
dependente da presenca de AMP ciclico. A falta de nitrogénio ativa MAPK e PKA via amdnio
permease (Mep2). A adenilil ciclase também ¢é ativada pela proteina G (Gprl e Gpa2), ativados pela
deficiéncia de glicose e metionina, além de atuar como sensor para CO, e peptidoglicanos. Existem
outros fatores de transcricdo do crescimento filamentosos independentes da cascata das MAPK e
PKA, como Czfl e Rim101, ativados pela presenca de agar ou alcalinidade do pH extracelular,
respectivamente. As proteinas Tupl, Ssn6, Nrgl, Migl e Hogl, por sua vez, quando ativadas evitam
a transigdo dimorfica do organismo. (EX) Extracelular; (MP) Membrana plasmatica; (IN) Intracelular.
FONTE: Adaptado de Han; Cannon e Villas-Bbéas (2011).
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Quando os fatores Cphl e Efgl séo deletados, as células leveduriformes de
C. albicans séo defeituosas e incapazes de formar hifas (Lo et al., 1997). A delecéo
dos genes Cts20 ou Hst7 da cascata das MAPK também inibe a transicéo,
entretanto, a superexpressao de Hst7 complementa a delecdo de Cts20 e permite a
transicdo dimorfica do organismo. Os resultados indicam a presenca de diversas
vias capazes de regular o crescimento hifal em C. albicans (Madhani e Fink, 1998).

Outros efetores também sao ativados independentemente da via das MAPK e
PKA, como Czfl e Rim101l, que respondem pela presenca de agar ou pela
alcalinidade do pH extracelular, respectivamente. As proteinas Tupl, Ssn6, Nrgl,
Migl e Hogl representam os reguladores negativos do crescimento filamentoso no
micro-organismo (Figura 2) (Han et al., 2011).

Apesar das disparidades nas sinalizagcbes de cada organismo, existem
evidéncias de similaridades entre o crescimento de pseudohifas de S. cerevisiae e 0
crescimento hifal de C. albicans. O gene Stel2 em S. cerevisiae € homélogo ao
gene Cphl em C. albicans (Whiteway, 2000). Os genes Ste20, Ste7 e Kssl de S.
cerevisiae também apresentam os homologos Cst20, Hst7 e Cekl em C. albicans,
respectivamente. Praticamente todos esses genes apresentam a mesma funcéo e
estéo ligados a transicao dimorfica (Leberer et al., 1996; Madhani e Fink, 1998).

Na Y. lipolytica, a sinalizacdo para ocorrer a morfogénese inicia na membrana
da célula, pela interacdo entre fatores externos com os receptores fosfatidilinositol e
fosfatidilcolina. Cepas mutantes, nocauteadas para o gene Secl4, responsavel pelo
coédigo das transferases de fosfatidilinositol e fosfatidilcolina na membrana, séo
incapazes de promover a diferenciacdo de leveduras para hifas (Lopes et al., 1994).
A sinalizacdo prossegue no interior celular com as cascatas das MAPK e da PKA,
que atuam em conjunto na regulacdo da transicdo dimoérfica, além de outros
efetores, como Rim101 ativado pelo pH extracelular e que ndo passam por essas
vias, como observado na Figura 3 (Cervantes-Chavez e Ruiz-Herrera, 2006, 2007).

A adicdo de AMP ciclico exégeno, mensageiro da PKA, € capaz de inibir a
transicdo dimérfica em Y. lipolytica (Ruiz-Herrera e Sentandreu, 2002). A PKA é
formada por dois dimeros, quando a concentracdo de AMP ciclico aumenta pela
atividade da adenilato ciclase ou pela entrada desse nucleotideo na célula, essas
moléculas se ligam a cada uma das subunidades da PKA (Rakl), tornando-a apta a

fosforizar as proteinas alvos nos residuos de serina e treonina. Todavia, a ativacéo
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da PKA previne a transicao levedura-hifa em Y. lipolytica (Cervantes-Chavez e Ruiz-
Herrera, 2007).
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FIGURA 3. Sinalizacdo para a transicdo dimoérfica em Y. lipolytica. A sinalizacdo inicia pela
ligacdo de fatores externos aos receptores de membrana e a sinalizacdo prossegue para o interior da
célula. A sinalizacdo desencadeada pela cascata das MAPK promove o crescimento filamentoso do
fungo, pela ativacao do fator de transcricdo Stell. A via da PKA, ativada pela atividade da adenilato
ciclase ou pela entrada de AMP ciclico, ativa a PKA, que previne a formacédo de hifas verdadeiras. O
fator de transcricdo Rim101, ativado pela alcalinidade do pH extracelular, também promove o
crescimento de hifas em Y. lipolytica. (EX) Extracelular; (IN) Intracelular.

FONTE: Adaptado de Cervantes-Chavez e Ruiz-Herrera (2006 e 2007).

A cascata das MAPK formada pelas proteinas Cst20 e Hst7 amplifica a
sinalizacdo até a resposta chegar ao fator de transi¢cdo, denominado Stel1, iniciador
da transicdo dimorfica em Y. lipolytica. A delecdo do gene que codifica a proteina
Stellp resulta em cepas mutantes incapazes de responder a fatores que
normalmente induzem a transicdo. Além disso, 0 gene é expresso somente em
condicdbes em que o crescimento hifal € observado (Cervantes-Chavez e Ruiz-
Herrera, 2006).

Os estudos em diferentes fungos dimorficos revelam a existéncia de pelo
menos duas vias de sinalizacdo capazes de regular a morfogénese que sao
conservadas, a cascata das MAPK e a via da PKA, ndo s6 nesses trés fungos
citados aqui, mas em outros também (Lengeler et al., 2000). Todavia, € possivel

perceber a flexibilidade na via que regula a transicdo dimorfica, podendo ocorrer
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alteracbes de acordo com as variagdes ambientais. Esse tipo de estudo tem
ensinado sobre os principios da conservacao na transdugdo de sinal mantidos até
aos vertebrados superiores. Além disso, estas vias representam excelentes alvos no

desenvolvimento de drogas anti-fungicas (Lengeler et al., 2000; Han et al., 2011).

2.5 A Y. lipolytica como organismo modelo de crescimento polarizado

Desde a década de 1960, a Y. lipolytica é continuamente estudada,
principalmente apds a descoberta da capacidade em produzir metabdlitos como
acido citrico e acido a-cetoglutarato em escala comercial. Além disso, o fungo pode
ser utilizado na producdo de alimentos agroindustriais, produtos farmacéuticos e
proteinas heterdlogas como proteases, lipases, fosfatases, RNAses e esterases, na
biotransformacao de esterdis, no tratamento de residuos (Fickers et al., 2005) e na
producdo de biodiesel microbioldgico (Tsigie et al., 2011). A Y. lipolytica também é
utilizada como agente biorremediador de solos e &guas contaminadas por
derramamento de petrdleo ou contaminadas por 2,4,6-trinitrotolueno (TNT), além de
detoxificar ambientes com excesso de metais pesados, como cobre, aluminio,
selénio, niquel, cobalto, cadmio e zinco. Os metais ficam aderidos a parede celular
da levedura ou sao internalizados para o citosol e armazenados nos vacuolos
(Bankar et al., 2009; Nicaud, 2012).

Desde a sua descoberta, em 1945 nos Estados Unidos da América, em um
frasco de rejeitos de fibras de milho, a Y. lipolytica foi isolada em diferentes
substratos, desde queijos e salsichas até em solos, esgotos e ambientes poluidos
por Oleos (Fickers et al., 2005). A notoria plasticidade aliada ao fato de produzir
compostos de alto valor agregado a partir de fontes baratas e abundantes,
despertaram cedo o interesse da industria pelo fungo. A Y. lipolytica é capaz de
crescer em parafina, 6leo de soja, 6leo de oliva, 6leo de milho, 6leo de algodéo
(Cirgliano e Carmam, 1984), 6leo de canola (Sarubbo et al., 2007), outros alcanos,
alcenos, acidos graxos ou triacilglicerois (Barth e Gaillardin, 1997; Beopoulos et al.,
2009), além de meio contendo acido acético (Augstein et al., 2003) ou etanol
(Chernyavskaya et al., 2000).

A ocorréncia dessa levedura “ndo-convencional” esta relacionada a sua
atividade lipolitica e proteolitica, além de crescer normalmente entre 5 e 10° C e em
pHs acidos (Szabo e Stofanikova, 2002; Fickers et al., 2011). O crescimento da Y.
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lipolytica € limitado apenas pela presenca de oxigénio e temperaturas amenas, pois
sao aeroObicas obrigatérias e ndo crescem em temperaturas acima de 32° C (Fickers
et al., 2005; Christen e Sauer, 2010).

A assimilacdo dos substratos hidrofobicos se inicia pela formacdo de
pequenas goticulas dos compostos na superficie celular, que posteriormente sao
internalizadas, por via ainda desconhecida. Alguns autores sugerem que esses
compostos se aderem a parede celular, sdo solubilizados e difundem-se para o
interior (Barth e Gaillardin, 1997; Fickers et al.,, 2005). Depois de entrar, essas
substancias sédo hidrolisadas pela citocromo P-450 monooxigenase, localizada na
membrana do reticulo endoplasmatico. O éalcool formado pode ser oxidado pela
alcool oxidase nos peroxissomos ou reduzido pela alcool desidrogenase no reticulo
endoplasmatico. Os acidos graxos formados podem, entdo, ser ativados pela acido
graxo acil-CoA sintetase |, no reticulo endoplasmético, ou pela acido graxo acil-CoA
sintetase I, localizada nos peroxissomos, para entrar na via da [B-oxidacdo, na
formacdo de acetil-CoA e propionil-CoA, que prosseguem para o ciclo do &cido
citrico ou do glioxilato. Além disso, os acidos graxos podem ser estocados como
triacilglicerdis ou ésteres em corpos lipidicos (Fickers et al., 2005).

Em termos taxondémicos, a Y. lipolytica pertence ao Filo Ascomycota,
subclasse Hemiascomycota. Inicialmente, a espécie foi nomeada Candida lipolytica,
posteriormente passou a ser conhecida como Endomycopsis lipolytica ou
Saccharomycopsis lipolytica, e finalmente, apdés a descoberta do ciclo de vida
completo, passou a ser Y. lipolytica (Barth e Gaillardin, 1997). Apesar dos
desacordos, muitos taxonomistas definem a espécie como membro do clado
Metschnikowia/Stephanoascus, também formado pela Arxula e Candida. A deciséao
foi tomada a partir da analise na sequéncia dos dominios D1/D2 da subunidade 26S
do RNA ribossbmico dos ascomicetos (Fickers et al., 2005).

O ciclo de vida da Y. lipolytica é caracterizado por uma fase hapldide e outra
diploide, dito ciclo de vida haplo-dipléide, ambas de similar importancia para o fungo.
As fases podem ser distinguidas durante a divisdo celular, as células haploides
possuem um padrdo axial de divisédo, em que células mée e filha formam seus brotos
na adjacéncia do sitio de separacdo. As células dipléides possuem um padrdo
bipolar de divisdo, células mae e filha realizam o brotamento nos pdlos de suas

células elipsodides, em lados opostos (Chant, 1999).
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A espécie em questdo possui o0 caridtipo formado por seis cromossomos,
algumas cepas tiveram toda a sequéncia de nucleotideos determinada por Dujon e
colaboradores em 2004 e estdo disponiveis em bancos génicos
(http://cbi.labri.fr/Genolevures/ ou http://www-sequence.stanford.edu/group/). A
analise comparativa revelou baixa similaridade com outras leveduras. O indice de
semelhanca nas sequéncias de aminodcidos, por exemplo, ficou entre 50 e 60%
com S. cerevisiae e C. albicans, respectivamente. A Y. lipolytica aparenta possuir
divergéncia evolutiva prematura das leveduras mais estudadas atualmente. O fungo
possui genoma grande e redundante, com tendéncias para a dispersdo, com genes
pardlogos e que ndo codificam RNA. As demais leveduras possuem um genoma
restrito, com repeticbes em tandem, numero reduzido de introns e capacidade de
duplicar seus genes de maneira ordenada (Dujon et al., 2004).

A Y. lipolytica é tida como modelo de estudo no metabolismo de alcanos e
acidos graxos, na dindmica dos peroxissomos, na secre¢do de proteinas e no estudo
do complexo mitocondrial | (Mauersberger et al., 2001; Beopoulos et al., 2009;
Fickers et al., 2011; Nicaud, 2012). Esse fungo também tem se destacado na
geracdo de conhecimentos basicos, pois a Y. lipolytica possui campos emergentes
de pesquisa, como organismo modelo na biogénese de corpos lipidicos e
homeostase lipidica, no estudo do processamento dos introns, assim como no
processamento alternativo, além de modelo para estudos voltados a evolugcbes
adaptativas e gendémicas (Nicaud, 2012).

Todavia, 0 maior interesse, no presente momento, € a oportunidade de utilizar
a Y. lipolytica como modelo no dimorfismo celular em fungos. Apesar de existirem
outros modelos, como N. crassa (Riquelme et al., 2011), C. albicans (Brown e Gow,
1999; Herrero et al., 1999; Whiteway, 2000; Liu, 2001; Ueno et al., 2004; Han et al.,
2011) e outros (Ocampo et al., 2009), a Y. lipolytica, mostra-se outra opcao de
estudo (Kim et al., 2000; Jiménez-Bremont et al., 2001; Cervantes-Chavez e Ruiz-
Herrera, 2006, 2007; Morales-Vargas et al., 2012).

Outras leveduras apresentam restricbes no estudo da morfogénese celular,
pois a C. albicans representa um modelo dificil na analise genética, por possuir
genoma diploide e S. cerevisiae nao forma hifa verdadeira e, mesmo o

desenvolvimento de pseudohifas, ocorre em condi¢des limitadas. Por esse motivo,
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as pesquisas envolvendo o dimorfismo celular estdo encaminhando para o uso da Y.
lipolytica (Herrero et al., 1999; Kawasse et al., 2003).

A'Y. lipolytica apresenta naturalmente as duas morfogéneses predominantes
nos fungos: o crescimento leveduriforme e o crescimento hifal (Harris, 2011; Nicaud,
2012). Além disso, 0 micro-organismo possui eficiente sistema genético de
transformacdo, com morfologias facilmente distinguidas, e similaridades com o
dimorfismo de C. albicans, principal fungo patogénico humano (Kawasse et al., 2003;
Nicaud, 2012). Apesar de ndo ser patogénica, a Y. lipolytica pode ser encontrada
nas formas de leveduras, pseudohifas ou hifas verdadeiras (Figura 4) . As leveduras
sdo células ovdides e individualizadas. As pseudohifas sdo células mais alongadas,
elipsdide e células-mae e filha unidas nos septos. As hifas verdadeiras sé&o
facilmente identificadas, pois sdo longas e possuem padrdao de ramificacdo
caracterizado pelo crescimento polarizado (Berman e Sudbery, 2002). Os
verdadeiros micélios sdo formados por hifas septadas de tamanhos variados e

apenas um nucleo por septo (Barth e Gaillardin, 1997).

FIGURA 4. Morfologia das células de Y. lipolytica. Células leveduriformes (A), em forma de
pseudohifas (B) e em formato de hifas (C). Células de Y. lipolytica crescidas em meio complexo
liquido rico em glicose (YED) a 30° C e 250 rpm de rotacao orbital.

2.6 Poliaminas em células fungicas e vegetais

As poliaminas, como dito anteriormente, sdo apontadas como possiveis
moléculas efetoras da morfogénese celular em fungos (Guevara-Olvera et al., 1993;
Herrero et al., 1999). Essas pequenas moléculas sdo policatidnicas, possuindo dois
ou mais grupo amino (NH3"), presentes em todos os organismos e capazes de atuar
em varios processos fisioldgicos. As poliaminas sao encontradas em praticamente

todos os compartimentos celulares, apesar de ocorrerem variacdes em espécie,
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tecido, 6rgdo e no estagio de desenvolvimento. Estudos determinaram a presenca
de pequenas fracbes dessas substancias na parede celular, vacuolo, mitocondria,
cloroplastos e, inclusive, no nucleo em células vegetais (Kaur-Sawhney et al., 2003).

As poliaminas sédo requeridas no crescimento e diferenciacdo celular,
conferindo estabilidade a cromatina, membranas e canais ibnicos, participando na
expressao génica, transcricdo e transducdo de sinais, regulacdo do ciclo celular,
proliferacdo e sequestro de radicais livres em micro-organismos (Tabor e Tabor,
1985; Kuznetsov e Shevyakova, 2007). Em plantas, as poliaminas ainda participam
na senescéncia, resposta ao estresse ambiental, infecgcbes por virus e fungos,
embriogénese, rizogénese, tuberizagcéo, desenvolvimento floral e dos frutos (Galston
et al.,1997; Bais e Ravishankar, 2002; Silveira et al., 2006; Carone et al., 2010).
Alguns estudos também demonstram que as poliaminas poderiam participar na
producdo de NO (Tun et al., 2006; Yamasaki e Cohen, 2006). Além disso, 0s niveis
de poliaminas variam durante o crescimento e desenvolvimento das células vegetais,
assim como ocorre com auxina (Dias et al., 2009). Todavia, a concentragdo de
poliaminas (10° a 10°M) é muito superior aos fitormonios (10*% a 10°'M). Dessa
forma, as poliaminas atuam como possiveis mediadores intracelulares (Kuznetsov e
Shevyakova, 2007).

A atividade bioldgica das poliaminas ocorre devido a natureza catidnica, pois
podem interagir com macromoléculas carregadas negativamente, como &acidos
nucléicos, fosfolipideos e proteinas. Essa interacdo reversivel auxilia na
estabilizacdo do DNA, RNA transportador, membranas celulares e algumas
proteinas (Kuznetsov e Shevyakova, 2007). As principais poliaminas sao putrescina
(put), espermidina (spd) e espermina (spm), carregadas com duas, trés e quatro
grupos aminos, respectivamente. As poliaminas mais comuns sao putrescina e
espermidina, presentes em todos os organismos. Espermina ndo esta presente em
bactérias e alguns fungos (Tabor e Tabor, 1984, 1985; Kaur-Sawhney et al., 2003;
Kuznetsov e Shevyakova, 2007).

2.6.1 Biossintese e degradacdo das poliaminas
As poliaminas podem apresentar varia¢gdes na via biossintética, dependendo
do grupo de organismo. Contudo, a primeira poliamina produzida em qualquer um

dos casos serd a putrescina, ela servira como substrato para a producdo da
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espermidina, a qual sera utilizada para produzir a espermina (Tabor e Tabor, 1985;
Kuznetsov e Shevyakova, 2007). A putrescina é produzida diretamente em todos os
organismos vivos a partir da ornitina pela atividade da ornitina descarboxilase (ODC,
EC 4.1.1.17). Outros organismos, principalmente bactérias e plantas, também
podem utilizar uma via secundaria, a partir da arginina, pela arginina descarboxilase
(ADC, EC 4.1.1.19). Nesse caso, a arginina é transformada em agmatina (Agm).

A conversdo da agmatina a putrescina requer duas enzimas distintas: a
agmatina iminohidrolase (AIH, EC 3.5.3.12) que produz N-carbamoilputrescina e a
N-carbamoilputrescina amidohidrolase (NCPAH, EC 3.5.1) que origina putrescina
(Tabor e Tabor, 1984; Kuznetsov e Shevyakova, 2007). A produgéo de putrescina a
partir da arginina, geralmente, esta envolvida com respostas a agentes estressores,
como drogas, salinidade, hipertermia, deficiéncia de potassio ou sulfatos. A via da
ornitina descarboxilase normalmente € mais ativa (Kuznetsov e Shevyakova, 2007).

Algumas evidéncias sugerem que as enzimas arginina descarboxilase,
agmatina imnohidrolase e N-carbamoilputrescina amidohidrolase foram inseridas por
uma cianobactéria ancestral ao cloroplasto, por esse motivo a via € caracteristica de
bactérias e plantas (lllingworth et al., 2003). Apesar dessa hipotese, a via também
pode ser encontrada em alguns poucos fungos, como na micorriza arbuscular
Gigaspora rosea (Sannazzaro et al., 2004).

Espermidina e espermina sao sintetizadas por sucessivas adicdes de um
grupamento aminopropil a putrescina. Essas reacdes sao catalisadas pelas
aminopropiltransferases. A adicdo do primeiro grupo origina a espermidina, por acao
da 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 grupo aminopropil &
formado a partir da descarboxilacdo da S-adenosilmetionina (SAM) pela S-
adenosilmetionina descarboxilase (SAMDC, EC 4.1.1.50), a qual possui um tempo
de vida relativamente curto e, por isso, é a enzima reguladora da sintese de
espermidina e espermina. S-adenosilmetionina € produzido a partir da metionina,
pela S-adenosilmetionina sintetase (SAMS, EC 2.5.1.6) e atua como doador do
grupo aminopropil, observe Figura 5 (Tabor e Tabor, 1985; Kuznetsov e
Shevyakova, 2007).
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FIGURA 5. Biossintese das poliami nas. As enzimas envolvidas na sintese de poliaminas séo (1)
ornitina descarboxilase, (2) espermidina sintase, (3) espermina sintase, (4) S-adenosilmetionina
sintetase, (5) S-adenosilmetionina descarboxilase, (6) arginase, (7) arginina descarboxilase, (8)
agmatina iminohidrolase e (9) N-carbamoilputrescina amidohidrolase.

FONTE: Adaptado de Tabor & Tabor (1985) e Kuznetsov & Shevyakova (2007).

A atividade da primeira enzima da via biossintetica das poliaminas, a ornitina
descarboxilase € controlada pela quantidade de poliaminas presentes na célula. A
enzima € regulada por retroalimentacdo negativa, ou seja, quanto maior a
guantidade de produto formado, menor sera a atividade da ornitina descarboxilase
(Tabor e Tabor, 1985). A degradacdo das poliaminas em leveduras ocorre via
poliamina oxidase (PAO), capaz de oxidar poliaminas acetiladas ou ndo, como
espermina, N-acetilespermina e N-acetilespermidina. O produto final dessa reacéo é
a ornitina, a mesma molécula que inicia a sintese das poliaminas, ou seja, a
degradacéao das poliaminas produz o substrato original (Polticelli et al., 2012).

A superexpressdo dos cDNA heterélogos da ornitina descarboxilase ou da
arginina descarboxilase causam o aumento na producao de putrescina, contudo, na
maioria dos casos, ocorrem pequenas variacdes nos niveis de espermidina e
espermina. Todavia, a superexpressao dos genes que codificam as enzimas SPDS
e SPMS aumenta os niveis de espermidina ou espermina ou ambos. Esses
resultados sugerem que as enzimas SPDS e SPMS participam mais ativamente na
regulacdo homeostatica desses compostos (Kaur-Sawhney et al., 2003).

Testes também demonstraram a conservacdo da sintese de poliaminas no
decorrer da evolucéo, pois 0 gene que codifica a ornitina descarboxilase (Spel) do
inseto Spodoptera litura (Nuctuidae; Lepidoptera) possui 71% de similaridade com o

34



gene do verme Bombyx mori, além da funcionalidade mesmo depois de inserido em
células mutantes de S. cerevisiae. Nesse caso, a levedura passou a produzir uma
quantidade de enzima superior a cepa selvagem, a hipétese para explicar o fato
seria a auséncia do mecanismo regulador da transcricdo e funcionamento do gene
na levedura (Choi et al., 2009).

2.6.2 Inibidores da sintese de poliaminas

A sintese de putrescina pela ornitina descarboxilase, por exemplo, pode ser
regulada pela adicdo de analogos da putrescina ou da ornitina, como potenciais
inibidores competitivos. Outra forma de regular a sintese é pela utilizacdo de
inibidores especificos, moléculas capazes de interagir irreversivelmente com o0s
cofatores ou com a propria enzima. Os inibidores reversiveis sdo formados por
analogos do produto ou do substrato (Walters, 1995). A a-metilornitina, por exemplo,
compete pelo sitio do substrato, enquanto (E)-dehidroputrescina € um analogo do
produto. Outros exemplos sdo a-hidrazinoornitina, 1-aminooxi-4-aminobutano e 1,4-
diaminobutanona (DAB), todos inibidores competitivos da ornitina descarboxilase
(Martinez et al.,, 1990). Exemplos de inibidores irreversiveis da ornitina
descarboxilase s&o a-difluorometilornitina  (DFMO), a-metilornitina (MO) e
dehidromonofluorometilornitinna (AMFMO) (Walters, 1995).

Alguns a-fluorometil também foram sintetizados para prevenir a atividade da
arginina descarboxilase em bactérias. Como exemplo, é possivel citar a a-
difluorometilarginina (DFMA), que atua de maneira semelhante ao DFMO. Contudo,
a arginase pode, eventualmente, converter DFMA em DFMO e, assim causar a
inibicdo da ornitina descarboxilase (Walters, 1995).

A sintese de espermidina e espermina pode ser regulada pela inibicdo da S-
adenosilmetionina descarboxilase. O composto metilglioxal bis(guanilhidrazona)
(MGBG) é um exemplo de inibidor competitivo dessa enzima. Todavia, 0 MGBG é
capaz de produzir efeitos adversos, como inibir a oxidacdo de acidos graxos e
causar eventuais danos mitocondriais. Por esse motivo, o analogo etilmetilglioxal
bis(guanilhidrazona) (EMGBG) foi desenvolvido, mas com efeitos mais especificos
(Walters, 1995). Também existem outros inibidores especificos que inativam
diretamente a espermidina sintase e, consequentemente a producdo de espermina,

como o ciclohexilamino (CHA) (Walters, 1995). Em Gigaspora rosea, o CHA diminui
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a taxa de germinacdo dos esporos, o crescimento filamentoso e o nimero de brotos
por esporo germinado, enquanto DFMO e DFMA né&o alteraram significativamente
esses parametros (Sannazzaro et al., 2004).

2.6.3 Transporte das poliaminas

Os niveis de poliaminas nas células sdo regulados pela biossintese,
degradacdo e transporte. Em Escherichia coli, aproximadamente 0,6% do namero
total de genes estédo relacionados a homeostase das poliaminas. Nesse procarioto,
os transportadores de poliaminas sdo formados por um sistema putrescina
especifico (PotFGHI) e outro espermidina preferencial (PotABCD). Ambos séo
transportadores do tipo ABC, formado por uma proteina substrato especifica
localizada no periplasma, duas proteinas canais e uma ATPase associada a
membrana envolvida no suprimento energético. Este procarioto também possui o
transportados PotE ativado pelo potencial eletroquimico e relacionada ao efluxo da
putrescina (Igarashi e Kashiwagi, 1999).

Em micro-organismos eucaridticos, como S. cerevisiae, existem quatro tipos
de proteinas envolvidas na homeostase de poliaminas (Dur3, Sam3, Gapl e Agp2).
Os transportadores Sam3 e Dur3 sdo os mais ativos (Uemura et al., 2007). Nesse
micro-organismo, existem também cinco proteinas envolvidas no efluxo das
poliaminas (Tpol, Tpo2, Tpo3, Tpod e Tpo5). Tpol e Tpo5 sdo os transportadores
mais ativos (lgarashi e Kashiwagi, 2010), além de um transportador, Uga4,
localizado na membrana vacuolar (Kashiwagi e Igarashi, 2011). Os transportadores
Dur3 e Tpol séo regulados pela fosforilagdo nos residuos de serina e treonina
(Uemura et al., 2007), provavelmente envolvido com a via das MAPK ou PKA.

Alguns estudos também estdo relacionando o transporte de poliaminas com a
atividade das bombas do tipo P-ATPase. Essas bombas s&o transportadores de
membrana e foram classificadas em cinco subfamilias P1-P5. O ion transportado
pela P5-ATPase ainda ndo € conhecido, mas alguns estudos sugerem a relacdo das
poliaminas com a bomba P5B-ATPase (Heinick et al., 2010; De La Hera et al., 2013).
Apesar da maior parte dessas bombas transportar cations metélicos, as P5-ATPases
sdo mais semelhantes as P4-ATPases, que transportam fosfolipideos, portanto o

transporte de poliaminas ndo deve ser descartado (Graham, 2004).
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Estudos conduzidos em células de roedores demonstram que o aumento da
expressao génica de genes pertencentes ao grupo destas bombas (ATP13A2) eleva
o acumulo de espermidina na célula, suportando a ideia de que as P5B-ATPases
estdo envolvidas na absorgcédo de poliaminas (De La Hera et al., 2013). A absorcéo
de poliaminas também foi investigado no organismo modelo Caenorhabditis elegans.
Os resultados também sugerem que a proteina transportadora (CATP-5) pertencente
ao grupo das P5B-ATPases representa um componente essencial no sistema de
transporte de poliaminas, pois sdo capazes de alterar a quantidade de poliamina

intracelular (Heinick et al., 2010).

2.7 As H*-ATPases e o crescimento polarizado

As H'-ATPases representam uma grande familia de enzimas eletrogénicas
capazes de transportar carga elétrica (positiva) em forma de H*, através das
membranas, utilizando a energia da hidrolise do ATP. Essas enzimas, também
denominadas bombas protonicas, criam uma diferenca de cargas elétricas entre as
membranas e, simultaneamente, uma diferenca nos niveis quimicos de H'. O
potencial de membrana (En,) e o gradiente de concentracdo de protons (ApH) sdo
importantes fatores na manutencéo da atividade celular em diversos niveis de acao
(Pedersen e Carafoli, 1987; Nelson, 1992).

As H*-ATPases, especificamente as ATPases tipo P, fazem parte da “Teoria do
Crescimento Acido”, criada para explicar o crescimento polarizado em raizes
vegetais pelos horménios auxinicos. Essa teoria postula que bombas H'-ATPases,
localizadas na membrana plasmatica, sdo ativadas pelas auxinas e, em
consequéncia, aumentam a extrusdo de prétons para o meio apoplastico (entre a
parede celular e a membrana plasmatica de plantas). A acidificacdo da parede
celular ativa enzimas que degradam e sintetizam novas paredes e, assim, permite o
alongamento celular (Hager et al., 1971; Rayle e Cleland, 1970; 1972). Apesar de a
teoria ter sido desenvolvida em plantas, é possivel especular que também ocorra no
crescimento polarizado de fungos, devido ao compartiihamento de semelhancas
entre células vegetais e fungicas, inclusive na regulacdo das H'-ATPases que
apresentam um padréo espacgo-temporal diferencial de ativacdo em ambos o0s
organismos (Gaxiola et al., 2007; Ramos et al., 2008a,b; Zandonadi et al., 2010).
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Os hormonios auxinicos além de ativadores enzimaticos, também atuam como
efetores genéticos. A acidificacdo causada pela H'-ATPase em resposta a auxina
ativa uma cascata de eventos, pois além de ativar H'-ATPases pré-existentes, a
auxina atua como mensageiro secundario na sintese de novas H-ATPases, assim
como a sintese de proteinas que catalisam o afrouxamento da parede celular, como
as expansinas que clivam as ligacdes de hidrogénio entre as microfibrilas de
celulose e hemicelulose (Rayle e Cleland, 1992). A extenséo celular é resultante da
atividade de hidrolases especificas acionadas pelo pH &acido, como celulases,
hemicelulases, glucanases e pectinases, pela absor¢cdo de agua e nutrientes e pela
atividade de enzimas da biossintese da parede celular (Cosgrove, 1997).

Zandonadi e colaboradores (2010) corroboraram a teoria do crescimento acido,
pois determinaram aumento em até trés vezes na atividade das H'-ATPases em
raizes de milho na presenca de 100 pmol de AIA ou 20 mg L™ de &cido hamico,
utilizando os doadores de NO (SNP e GSNO) como possiveis mediadores da
sinalizacdo. Além disso, a expressdo génica das H'-ATPases aumenta durante o
crescimento de tubos polinicos em Nicotiana plumbaginifolia (Riquelme et al. 2011).
Lobado (2012) estendeu a teoria para 0os micro-organismos, quando determinou que
concentracdes de 10 pmol de AlIA, ativam em 4-5 vezes o transporte de H' e a
expressdo génica das H'-ATPases em Y. lipolytica durante o crescimento hifal.

As principais bombas protbnicas envolvidas na manutencdo do crescimento
sdo as H'-ATPases tipo P, encontradas funcionalmente ativas desde o reticulo
endoplasmatico até a membrana plasmatica, passando por todas as vesiculas
secretorias de leveduras, fungos e plantas (Samardo, 2003; Shan et al., 2006;
Gaxiola et al., 2007; Duby e Boutry, 2009; Samaréo et al., 2009). Contudo, outra
bomba protdnica que também deve ser mencionada é a H'-ATPse tipo V ou
ATPases vacuolares. Essas bombas foram inicialmente caracterizadas em
membranas vacuolares (Pedersen e Carafoli, 1987; Bowman e Bowman, 1988), mas
podem ser encontradas em todas as células eucaridticas, nas membranas
intracelulares, vesiculas sinapticas, tonoplastos, Golgi e vesiculas derivadas do
Golgi (Bowman e Bowman, 2002; Saroussi € Nelson, 2009; Samarrao et al., 2009).
As H*-ATPse tipo V também mantém o crescimento polarizado, pois a inativagdo do
gene da subunidade Vma-1 dessa bomba interfere na morfologia e desenvolvimento

de N. crassa e C. albicans (Bowman et al., 2000; Poltermann et al., 2005).
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2.7.1 As H*-ATPases, poliaminas e o crescimento polarizado
O conhecimento sobre os efeitos das poliaminas na atividade das bombas de
H*-ATPases ainda sdo escassos. Estudos conduzidos em plantas revelaram que
poliaminas aumentam aproximadamente duas vezes a atividade das H'-ATPases
tipo P, além de induzir o aumento na associacao da proteina reguladora 14-3-3 com
o dominio C-terminal ndo fosforilado da bomba de prétons de células vegetais. A
adicao dos inibidores da sintese de poliaminas (DFMO, CHA e MGBG), por sua vez,
decresce significativamente a atividade das bombas, indicando um possivel efeito
das poliaminas na regulacio da atividade da H*-ATPase (Garufi et al., 2007).
Inicialmente, as poliaminas foram associadas com a capacidade de prevenir a
metilacdo do DNA durante a replicacdo e diferenciacdo celular de fungos,
promovendo a transicdo dimorfica (Cano et al., 1988). Posteriormente, com auxilio
de técnicas moleculares, foi observado que a citosina-DNA metilase é inibida pelas
poliaminas (Ruiz-Herrera et al.,, 1995) e a auséncia de poliaminas impede o
desenvolvimento de hifas (Martinez et al., 1990; Reyna-Lopez e Ruiz-Herrera, 2004).
Em Y. lipolytica, o nivel de poliaminas aumenta consideravelmente nas
células durante o processo de transi¢do, seja na forma livre ou conjugada. Além
disso, os inibidores DAB e DFMO previnem a transicao levedura-hifa. A célula volta
a transitar somente pela adicdo de 0,75 mM de putrescina exdgena (Guevara-Olvera
et al., 1993). A auséncia de poliaminas também é responsavel por causar efeito
pleiotrofico na transicdo, pois a adigcdo do inibidor DAB em C. albicans, além de
decrescer a quantidade de poliaminas e diminuir a formacdo de hifas, também
diminui a expressdo das proteinas envolvidas na transicdo morfogénica, como ALS1,
ALS3 e ALSS8 (Ueno et al., 2004). O fungo patogénico P. brasiliensis também possui
alteracdes nos niveis de suas poliaminas durante a transicdo. Neste organismo,
apenas putrescina e espermidina sdo detectadas. Os niveis de putrescina sdo
maiores antes da morfogénese, contudo a quantidade de espermidina torna-se
superior aos niveis de putrecina apos a transi¢do dimorfica (San-Blas et al., 1997).
Recentemente, outro trabalho demostrou a relacdo das poliaminas e as H'-
ATPases em células vegetais, durante a embriogénese de Araucaria angustifolia.
ApOs 24 horas de incubagdo, 1 mM de putrescina aumentou em 100% a atividade da
H*-ATPases tipo P, enquanto 1 mM de espermidina e espermina reduziu em 31% e

51%, respectivamente. As H'-ATPases tipo V, também foram estimuladas pela
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putrescina e inibida pela espermidina e espermina. As H*-PPases também tiveram a
atividade reduzida pela espermidina e espermina, enquanto a putrescina nao causou
efeito (Dutra et al., 2012). Apesar destes estudos, ainda ndo € conhecido o efeito de
poliaminas e bombas protdnicas na transi¢ao dimorfica em micro-organismos.

A hipétese do presente trabalho esta na possivel relacdo entre as poliaminas
e as H™-ATPases tipo P via auxina dependente no crescimento polarizado de hifas
fungicas. O crescimento celular promovido pelas poliaminas poderia estar ocorrendo
pela sinalizacdo auxinica, promovendo a ativacdo de cascatas de sinalizacdo, como
MAPK e PKA, gque induziriam os efetores de genes relacionados a transicdo
levedura-hifa (Figura 6). A atividade das bombas de prétons, assim como descrito
na teoria do crescimento acido em células vegetais, também poderia ser induzida
durante a promocdo do crescimento polarizado em hifas flngicas.
Consequentemente, as alteracdes provocadas pela excrecdo de prétons poderiam
ativar sinalizagbes que modulariam a morfogénese celular, como a atuacao na

dindmica de vesiculas citoplasmaticas que poderiam alterar o formato da colonia.
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Figura 6. Modelo hipotético do modo de acédo das pol iaminas na morfogénese de Y. lipolytica.
Esquema apresentando possivel modelo de regulagdo da cascata de sinalizagdo durante a
morfogénese levedura-hifa em Y. lipolytica desencadeada pelas poliaminas (PAs), aluminio (Al) e
acido indol-3-acético (AlA), mediada por 6xido nitrico (NO). As setas continuas apontam vias de
ativacao durante a morfogénese. As setas descontinuas apontam possiveis cascatas relacionadas a
transicdo levedura-hifa. Os tracos representam a inibicdo causada pelo aluminio e efetores negativos
da morfogénese celular (Tup1/Nrgl).

FONTE: Adaptado de Liu (2001) e Garcia-Sanchez et al., (2005).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

/
0‘0

Auxiliar na elucidacdo dos mecanismos primarios de controle da morfogénese
em Y. lipolytica modulados por poliaminas e oscilagbes de pH intra e

extracelular via ativacdo das bombas de prétons.

3.2 Objetivos especificos

X/
L %4

Determinar as concentragdes de espermina e espermidina mais efetivas na
inducao da transicdo dimorfica em Y. lipolytica;

Determinar efeitos e concentracdes do inibidor CHA na transicdo dimoérfica
em Y. lipolytica;

Analisar a morfologia celular em ensaios concomitante de AIA e poliaminas,
AIA e CHA ou poliaminas e os inibidores de AIA (PCIB e TIBA) na transicao
dimérfica em Y. lipolytica;

Analisar arquitetura de colbnias em diferentes condi¢cdes (poliaminas, AlA,
CHA, PCIB, TIBA e conjugados);

Aferir a atividade das H'-ATPases de membrana plasmatica isoladas de
células incubadas em poliaminas;

Avaliar o perfil de alteracdo do pH ambiental;

Observar a dindmica de vacuolos em células leveduriformes e hifais.
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4. MATERIAL E METODOS

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

Bioquimica/CSIC, Universidade de Salamanca (Espanha).

4.2 Meios de cultura e manutencéo da cepa

O cultivo foi realizado em meio complexo rico em glicose (YED), contendo 1%
de extrato de levedura e 1% de glicose, suplementado com lisina, leucina e uracila.
O pH do meio de cultura foi ajustado para 4,5 com acido cloridrico (HCI). O ajuste do
pH ocorreu nos tratamentos desenvolvidos com o aluminio (AI**), afim de torna-lo
disponivel, o ajuste do pH foi mantido para os demais ensaios para que permitissem
a comparacdo. O meio sélido foi acrescido com 2,5% de agar ao volume final. A
esterilizacdo do meio de cultura liquido ou sdlido ocorreu em autoclave, a uma
pressdo de 1 atm, por um periodo de 15 minutos. O meio solido foi vertido em placas
de Petri (esterilizadas) no fluxo laminar e posteriormente, as placas foram mantidas
em estufa a 30° C por 24 horas, como forma de controle da esterilidade.

A manutencao da cepa foi realizada a cada trés meses. Parte da colonia de Y.
lipolytica era semeada em outra placa contendo meio solido, formando estrias
continuas. As células foram propagadas e incubadas a 30° C durante 3 dias em
estufa incubadora para o crescimento das colénias. Apos o surgimento das col6nias, as

placas foram estocadas em geladeira a 7°C.

4.3 Preparo do pré-inéculo

O pré-indculo foi preparado em 10 mL de meio liquido YED, pH 4,5, a partir da
placa, a fim de adaptar previamente as células as condi¢des de cultivo em meio liquido.
Uma aliquota da pré-cultura foi adicionada aos erlenmeyers dos tratamentos de modo
gue a densidade Optica inicial da cultura correspondesse a Absorbanciagponm=0,01 em
espectrofotometro (BEL photonics LGS53). O volume do meio de cultura nos
erlenmyers foi mantido numa relagéo 1:5, a fim de garantir a maxima aeracéao. O pré-
indculo foi crescido a 30° C em agitador orbital Inova 4300 (New Brunswick Scientific)

em 250 rpm até o cultivo atingir o crescimento exponencial.
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4.4 Cultivo de Y. lipolytica em meio liquido na presenca de espermidina e
espermina

O cultivo das células foi realizado em YED pH 4,5 com a adicdo de
concentracdes crescentes das poliaminas espermidina ou espermina (10° M; 10°M; 10°
¥M: 0,1 mM; 0,2 mM; 0,3 mM; 0,4 mM; 0,5 mM; 0,6 mM; 0,7 mM; 0,8 mM; 0,9 mM; 1,0
mM e 2,0 mM) em ensaios independentes, a fim de varrer a melhor concentracdo
utilizada nos ensaios seguintes. O crescimento das células ocorreu a 30° C em agitador
orbital Inova 4300 (New Brunswick Scientific) em 250 rpm até 36 horas de incubacéo,
guando o cultivo atinge o platd de crescimento e inicia o decréscimo. O crescimento das
células foi acompanhado em espectrofotbmetro (BEL photonics LGS53), com leituras
realizadas no intervalo de duas horas em comprimento de onda de A = 600 nm. As
leituras que ultrapassaram 0,200 unidades, foram diluidas em agua. Paralelamente,
observac6es morfolégicas e a contagem das células foram realizadas em camara de
Neubauer em microscopio 6ptico, modelo JENAMED2 (ausJENA) em aumento de 400

vezes (40 vezes da objetiva e 10 vezes da ocular).

4.5 Cultivo de Y. lipolytica em meio liquido na presenca de poliaminas e auxina

As células de Y. lipolytica foram cultivadas em YED pH 4,5, contendo
concentracBes concomitantes de poliaminas (0,1 mM; 0,5 mM e 1,0 mM) e &cido indol-
3-acético (AlIA - 10 pmol). As concentracdes de poliaminas foram definidas previamente
pelo ensaio de varredura, enquanto a concentracdo de AIA foi definida a partir da
concentracdo capaz de ativar a transicdo dimérfica no micro-organismo (Dutra, 2010;
Lobao, 2012). As condi¢des de cultivo e a leitura dos dados foram semelhantes aos

procedimentos descritos acima, no item 4.3.

4.6 Cultivo de Y. lipolytica em meio liquido na presenca de inibidor da sintese de
poliaminas

A Y. lipolytica foi cultivada em meio YED pH 4,5, contendo concentracfes
crescentes do inibidor ciclohexilamino (CHA - 0,1 mM; 0,5 mM; 1,0 mM; 2,0 mM e 4,0
mM), em ensaios independentes. As células também foram crescidas em ensaios
contendo concentragcdes concomitantes de CHA (2,0 mM), AIA (10 pmol) ou poliaminas
(0,5 e 1,0 mM). As condi¢ces de cultivo e a leitura dos dados foram semelhantes aos

procedimentos descritos no item 4.3.
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4.7 Cultivo de Y. lipolytica em meio liquido na presenca de inibidores dos
hormdnios auxinicos

O cultivo ocorreu em meio YED pH 4,5, contendo concentragfes concomitantes
de acido a-(p-clorofenoxi) isobutirico (PCIB - 100 um) ou acido 2,3,5-triiodobenzéico
(TIBA - 100 pm) e as poliaminas (1,0 mM), em ensaios independentes. As
concentracdes dos inibidores PCIB e TIBA foram definidas por concentracées capazes
de inibir a transicdo e ndo alterar o crescimento celular do micro-organismo (Dutra,
2010). As condicdes de cultivo e a leitura dos dados foram semelhantes aos
procedimentos descritos no item 4.3.

4.8 Contagem celular em camara de Neubauer

O numero de células em forma de leveduras foi contado a intervalos de duas
horas em camara de Neubauer. As leveduras foram consideradas as células isoladas
em formato ovoide, com ou sem pequenos brotos. O numero total de células nesse
formato foram contadas em 10 campos da camara de Neubauer, utilizando o
microscopio oOptico, modelo JENAMED2 (ausJENA) em aumento de 400 vezes. Os
ensaios com grandes quantidades de células foram diluidos em agua a fim de permitir a
leitura em microscopio. O total de células/mL foi considerado como o numero de células
contadas dentro dos 10 campos de observacéo x 2,5 x diluicdo x 10*. O valor maximo
de células na cultura controle foi considerado 100% da quantidade de leveduras obtidas

no ensaio.

4.9 Isolamento de membranas celulares totais de Y. lipolytica

As células foram incubadas em meio liquido YED pH 4,5 em agitador orbital
Inova 4300 (New Brunswick Scientific) em 250 rpm a 30° C na presenca ou auséncia
de espermina (1,0 mM) por 14, 20 e 26 horas. O tempo de incubacéo foi
previamente definido como o momento antes de iniciar o processo de transicédo (14
horas), a partir do dimorfismo celular (20 horas) e ap0s o estabelecimento do
fenbmeno (26 horas). Apés o periodo de incubacao as células foram centrifugadas a
3.500 x g por 5 min e a massa umida determinada. O isolamento de esferoplastos e
a obtencdo de membranas celulares foram realizadas de acordo com a técnica
adaptada e descrita por Okorokov e Lehle (1998). Sucintamente, as células foram

ressuspendidas antes da quebra da parede celular. Para cada grama de célula,
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foram adicionados 5 mL de tamp&o de esferoplastos (1,2 M sorbitol, 10 mM Tris, pH
7,4), 4 mg de complexo de enzimas liticas (Lyticase) e 12,5 yL de B—mercaptoetanol
(concentracgao final de 30 mM). A suspenséo celular foi incubada a 37° C sob fraca
agitacdo. A formacdo dos esferoplastos foi monitorada pelo decaimento na
absorbancia (A= 600 nm) em espectrofotometro (BEL photonics LGS53), misturando
10 pL dessa suspensdao celular e 990 uL de agua. O monitoramento foi realizado a
cada 5 ou 10 min a partir do tempo 0 (zero) de incubacéo até o tempo maximo de 50
min ou até que a absorbancia chegasse ao valor entre 20 a 10% do inicial. A seguir,
os tubos da suspenséo de esferoplastos foi transferida para o gelo e a reacédo de
hidrélise da parede celular foi paralisada pela adicdo de tampé&o de parada (“stop
solution”), nas concentracdes finais de 10 mM de Tris-HCI, pH 7,4 e 1 mM de EDTA
(solucdo estoque 20 vezes concentrada: Sorbitol 1,2 M, Tris-HCI 200 mM pH 7,4,
EDTA 20 mM), 1 mM de benzamidina (200 mM estoque) e 1 mM de PMSF (200 mM
estoque).

A suspensao de esferoplastos (~15 mL) foi adicionada sobre 30 mL de
solucéo de Sorbitol 1,4 M, Tris-HCI 50 mM pH 7,4 em tubo de centrifuga levemente
inclinado. Com o auxilio de pipetas, a suspensao foi adicionada cuidadosamente a
fim de evitar a mistura dos esferoplastos com a solugcéo colchdo. O material foi
centrifugado a 4.000 x g por 6 min a 4° C. Esse passo do procedimento foi realizado
a fim de eliminar os residuos de enzimas liticas. O sobrenadante foi cuidadosamente
descartado e as paredes dos tubos foram secadas com papel filtro a fim de evitar
gue possiveis enzimas liticas atuem nos esferoplastos.

Os esferoplastos foram incubados a 30° C por 10 min com 20 mL de solucao
de incubacédo contendo glicose (glicose 100 mM, Sorbitol 1,2 M, Tris-HCI 50 mM,
KH,PO4 10 mM, MgSO,4 3 mM pH 7,2). Apds a incubacéo, os esferoplastos foram
centrifugados a 4.000 x g por 6 min a 4° C.

O sedimento obtido foi ressuspendido em 20 mL de tampéao de lise (sacarose
12,5%, MOPS-KOH 20 mM pH 7,6), Dithiotreitol (DTT) 1 mM (1 pg/mL), coquetel de
inibidores de proteases (solucdo estoque do coquetel de inibidores € composto de
quimiostatina, pepstatina, antipaina, leupeptina e aprotinina na concentracdo de 1
mg/mL cada um), glicose 100 mM, Benzamidina 1 mM (200 mM estoque), PMSF 1
mM (200 mM estoque) e albumina sérica bovina 0,3%. A ressuspensao foi
homogeneizada em homogeneizador de vidro com pistilo de teflon (“potter”), com 21
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ciclos completos (“strokes”). O homogeneizado foi misturado a 3,51 g de glicerol e
centrifugado a 4.000 x g por 6 min a 4° C. O sedimento foi desprezado e o
sobrenadante centrifugado a 45.000 x g por 45 min a 4° C.

O sedimento (membranas totais) foi ressuspendido em, aproximadamente 1,5
mL (dependendo do contetdo de membranas) de solucdo de ressuspensao (10 mL
de tampé&o de lise, 1,17 g de glicerol, 10 pL de coquetel de inibidores de proteases (1
mg/mL), 25 uL de Benzamidina 200 mM, 25 pL de PMSF 200 mM e 4 pyL de DTT
500 mM). A ressuspensdo de membranas totais foi homogeneizada em
homogeneizador de vidro com pistilo de teflon (“potter”) com 15 ciclos completos
(“strokes”). Em seguida, a suspensdao de membranas totais foi distribuida em tubos
conicos (“eppendorfs”), sendo colocada 100 puL de suspensdo de membrana em
cada tubo, as fracbes de membranas foram congeladas em nitrogénio liquido e

armazenadas no freezer a -70° C para analises posteriores.

4.10 Determinagédo do conteudo de proteina

A determinacdo do conteudo de proteina total foi realizada pelo método
descrito por Bradford e colaboradores (1976). O reagente de Bradford é composto
por 28 mg de Comassie Brilliant Blue G 90%, 12 mL de etanol absoluto e 25 mL de
acido ortofosférico (85%), para um volume final de 250 mL. O Comassie € misturado
ao etanol em um Becker, devidamente envolvido em papel aluminio, a fim de evitar a
entrada de luz. A mistura é deixada em agitacdo por 1 hora a temperatura ambiente
(25-30° C). Em seguida € adicionado o &cido ortofosforico e homogeneizado por 5
min e o volume ajustado em bal@o volumétrico. A solucdo é filtrada em papel de filtro
por trés vezes e armazenada em vidro ambar.

A curva padrao foi obtida a partir de albumina sérica bovina na concentragao
de 1 mg/mL, armazenada em 0° C. Volumes de 2 pL a 20 pL da solucéo de
albumina 1 mg/mL sdo medidos e completados para o volume final de 100 uL com
adgua destilada. Em seguida, 1 mL da solucdo de Bradford € adicionada a cada
volume em intervalos regulares. Apds 10 minutos, a temperatura ambiente, as
leituras sao realizadas em espectrofotobmetro a A= 595 nm, obedecendo ao intervalo
utilizado anteriormente.

O conteudo de proteina total € determinado utilizando 10 pL de suspenséo de

membranas devidamente diluida, completando o volume para 100 yL com &gua
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destilada e 1 mL da solugcdo de Bradford. Aguardam-se novamente exatos 10
minutos, a temperatura ambiente, e as leituras séo realizadas em espectrofotdmetro
a 595 nm obedecendo ao mesmo intervalo de tempo utilizado anteriormente. Os
valores obtidos nas dosagens devem ficar, preferencialmente, entre os valores
médios estabelecidos na curva padrdo. Para valores do conteldo de proteina que
ficaram fora da faixa de linearidade, ou seja, nas extremidades da curva padréo, os
seguintes procedimentos foram adotados: (1) o conteuddo de proteinas foi
aumentado ou (2) as membranas foram diluidas em agua destilada.

4.11 Determinacdo do transporte de H *

O ensaio de determinacgio do transporte de H* em membranas de levedura foi
realizado segundo protocolo adaptado por Okorokov e Lichko (1983). A formacdo do
ApH ocorre através das membranas a partir do transporte de H” realizado pelas V H'-
ATPases ou P H'-ATPases. O gradiente de H" foi monitorado pelo decréscimo da
fluorescéncia da sonda 9-amino-6-cloro-2-metoxiacridina (ACMA), excitada por um feixe
de A=415 nm e a emissdo captada por 485 nm com abertura de 5 nm/10 nm em
fluorimetro (Shimadzu RF 5301 PC). O ACMA contém o grupamento amina que
funciona como base fraca, 0 composto € capaz de atravessar livremente a bicamada
lipidica das membranas quando ndo esta protonado. A sonda distribui-se através da
membrana em funcdo da diferenca do pH no interior e exterior das vesiculas. O pH
dentro das vesiculas favorece a protonacdo do grupo amina da sonda fluorescente,
limitando sua capacidade de movimentar-se entre as membranas. O aumento de
sondas protonadas no interior das vesiculas causa o decaimento da fluorescéncia,
guanto maior o gradiente eletroquimico das vesiculas, maior o decaimento (Figura 7).
O transporte é determinado em tampao de incubacdo contendo KCI 20 mM, MgSQO, 2,5
mM, MOPS-KOH (sacarose 12,5 %, Tris-HCI 20 mM, pH 7,4) em quantidade
necessaria para completar 2 mL, 3 pL de ACMA 1 mM (dissolvido em etanol) e a
suspensdo de membranas com volume variando entre 20 e 90 pL, dependendo da

atividade apresentada, de modo que a amplitude méaxima (Fmax) Ndo ultrapasse 50 %.
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ATP ADP + Pi
H+
FIGURA 7: Representacdo esquematica explicando o de caimento da
fluorescéncia. A protonacdo do ACMA (representado por asteriscos) no
interior das vesiculas impede sua saida. Assim, as concentracfes de
ACMA no exterior da célula se tornam menores, resultando no
decaimento da fluorescéncia.

Apoés trés minutos de incubacdo (ou tempo necessario para estabilizacdo da
fluorescéncia) acrescenta-se ATP 1 mM pH 7,2 e observa a cinética da extingdo da
fluorescéncia causada pela atividade enzimatica. Apdés um tempo aproximado de 600
segundos (ou suficiente para atingir o equilibrio entre efluxo e influxo de prétons)
adiciona-se 2,0 M de NH4ClI a fim de parar a reacdo, desfazendo o gradiente protonico
estabelecido. A identificacdo do transporte de H" mediado pela H*-ATPase tipo V ou P
sdo realizados pela utilizagdo de inibidores especificos. A concanamicina A 110 yM
inibe a atividade da ATPase tipo V, enquanto o ortovanadato de sodio 200 uM, inibe a
atividade da ATPase tipo P.

Para calcular a densidade relativa de fluorescéncia, a férmula (1) foi utilizada e
para determinar a Vo, a férmula (2) foi utilizada (Figura 8 ), onde:

(1): AFmax = Feq / Fmax * 100;

(2): Vo =[Fo/ (Fmax * T)] * 100.

Vo: velocidade inicial de formacgao do ApH;

Fo: fluorescéncia dependente de Vo, num tempo “T”, determinada pela
extrapolacdo de uma reta tangente a maior inclinagao inicial para o eixo do tempo;

Fmax: fluorescéncia maxima (total);

T: tempo em minutos;

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 8: Determinacgao da velocidade inicial e ampl itude maxima de transporte de H
em membranas de Y. lipolytica, cepa JM-12. Velocidade inicial (Vo= [Fo/(Fmax* T)] * 100);
amplitude maxima (AFmax= Feq/Fmax* 100).

Na presenca de ATP, a fluorescéncia diminui demonstrado o transporte de
protons e a formacdo de gradiente de H' nas vesiculas de membranas. Ao atingir a
fluorescéncia maxima e o equilibrio, o NH4Cl é adicionado a fim de desfazer o gradiente

protonico.

4.12 Acompanhamento da morfologia de Y. lipolytica

Células de Y. lipolytica foram cultivadas em meio sélido, contendo poliaminas,
auxina, inibidores de poliaminas e auxinas nas concentragfes citadas nos ensaios
anteriores. Posteriormente, as placas foram mantidas em estufa incubadora a 30° C por
5 dias. Apos o crescimento, a morfologia das células foram verificadas em microscépio
optico invertido Zeiss Axio Observer A.l, equipado com Axiocam MRc5 e software
AxionVision nos aumentos de 5x, 10x e 20x e microscopio Optico de contraste de fase,
Zeiss Axio Imager A.2, equipado com Axiocam MRc5 e software AxioVision no aumento
de 400 vezes. As colbnias também foram registradas em camera digital (Fuijifilm,
Finepix S4080).
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4.13 Acompanhamento do pH extracelular em culturas de Y. lipolytica

A alteracdo do pH extracelular foi aferida em meio liquido e sdlido durante o
crescimento das culturas celulares. Em meio liquido a leitura foi realizada em aliquotas
de 500 pL dos cultivos crescidos nas condigbes acima citadas em intervalos de duas
horas em pHmétro (Quimis Q400A). Em meio sélido, as células de Y. lipolytica foram
crescidas em meio solido sob as mesmas concentracdes citadas anteriormente. As
placas foram mantidas em estufa incubadora a 30° C por 48, 60 e 72 horas. Apds 0
crescimento, agarose contendo o indicador de pH purpura de bromocresol (0,015%) foi
adicionado sobre as colonias. As regides mais alcalinas do cultivo alteram a coloragéo
para lilas, enquanto regides acidas mantinham-se amarelas. Os resultados foram

registrados em camera digital (Fuijifilm, Finepix S4080).

4.14 Acompanhamento da dinamica vacuolarem Y. lipolytica

A dinamica vacuolar foi verificada apds o inicio da transicdo dimorfica (20
horas) em células crescidas em meio YED liquido a 30° C e 250 rpm em agitador
orbital. O formato e distribuicdo dos vacuolos em células leveduriformes ou hifais
foram acompanhados pelo uso de marcadores fluorescentes do kit “Yeast Vacuole
Marker Sampler” (Molecular Probes - Y-7531). O ensaio foi realizado seguindo as
instrucbes do fabricante. O kit € composto por cinco componentes: (A) Carboxy-
DCFDA (5-(and-6)-carboxy-2’,7’-dichlorofluorescein diacetate); (B) CellTraker Blue
CMAC (7-amino-4-chloromethyl-coumarin); © CMAC-Arg (7-amino-4-
chloromethylcoumarin, L-arginine amide); (D) CMAC-Ala-Pro (7-amino-4-
chloromethylcoumarin, L-alanyl-L-proline amide); (E) Yeast vacuole membrane
marker MDY-64. Os componentes A, B, C e D sdo marcadores fluorescentes para o
limen vacuolar de células leveduriformes, enquanto o componente E, representa um
marcador para a membrana vacuolar.

As células presentes em 500 pL de meio YED liquido foram utilizadas nos
ensaios com o componente A (Carboxy-DCFDA), previamente, ressuspendidas em
tampdao citrato de sodio 50 mM, pH 5,0, contendo 2% de glicose. Em seguida, o
carboxy-DCFDA foi adicionado até atingir a concentracéao final de 10 uM e incubados
a temperatura ambiente por 15-30 min. Posteriormente, as células foram
visualizadas em microscéopio de fluorescéncia Zeiss Axio Imager A.2 HB 100,

equipado com Axiocam MRc5 e AxioVision software.
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As células utilizadas nos ensaios com os componentes B (CellTraker Blue
CMAC), C (CMAC-Arg), D (CMAC-Ala-Pro) e E (MDY-64) foram obtidas de 500 pL de
meio YED liquido e ressuspendidas em tampao HEPES 10 mM, pH 7,4, contendo 5%
de glicose. Em seguida, um dos componentes foi adicionado até chegar a concentracéo
final de 100 uM dos derivados CMAC ou 10 uM de MDY-64. As células incubadas com
os componentes B, C e D foram mantidas a temperatura ambiente por 15-30 min e
posteriormente, visualizadas em microscopio fluorescente. As células incubadas com o
componente E foram mantidas, no maximo, por 3-5 min em temperatura ambiente. Em
seguida, as células foram centrifugadas e ressuspendidas por tampédo HEPES 10 mM,
pH 7,4 fresco, contendo 5% de glicose, e visualizadas em microscopio fluorescente

Zeiss Axio Imager A.2 HB 100, equipado com Axiocam MRc5 e AxioVision software.

4.15 Andlise estatistica

A normalidade foi verificada pelo teste K,, baseado nos momentos de curtose e
simetria (Zarr, 1999). Os valores representam a média de quatro experimentos
realizados independentemente (n=4). Assumindo a premissa da normalidade, as taxas
de transicao levedura-hifa em diferentes concentra¢des de poliaminas foram analisadas
pela regressao linear simples. A porcentagem de células leveduriformes foi utilizada
como variavel dependente e as concentracbes de poliaminas como variavel
independente. As diferencas estatisticas entre os tratamentos com poliaminas, auxinas
ou inibidores, além da razdo entre as atividades de transporte de H* foram analisadas
por one-way ANOVA (p<0,05), e posteriormente pelo teste de Tukey (p<0,05). As

analises foram realizadas no programa estatistico Prism 5.0 (GraphPad, EUA).

51



5. RESULTADOS

5.1 Efeito das poliaminas no crescimento celular e na transicao levedura-hifa
da Y. lipolytica

O efeito de poliaminas exdgenas foi realizado com a finalidade de identificar
0S mecanismos de acéo de espermidina e espermina no crescimento polarizado das
hifas. Inicialmente, realizamos ensaios de varredura das concentracoes de
poliaminas para identificar concentracbes capazes de alterar a morfologia e o
crescimento de Y. lipolytica.

Nas condi¢cdes normais (controle) de crescimento (meio YED, pH 4,5, 30°C e
250 rpm), a Y. lipolytica possui fase de adaptacdo (lag) é de aproximadamente 12
horas, durante este intervalo, ndo ocorre crescimento celular, a cultura permanece
estavel. Apdés este momento, as células iniciam a fase logaritmica (log),
caracterizada por sucessivas multiplicacdes, pelo aumento gradual no crescimento
celular e consumo maximo de substratos. Esta fase de crescimento celular ocorre
em um intervalo de 6 a 8 horas.

A transicdo morfogénica ocorre justamente nesta fase de intensa atividade
celular, a partir das 18 horas, com o surgimento das primeiras pseudohifas. Apés 20
horas, podem ser observadas as primeiras hifas verdadeiras. Por volta de 22 horas,
a cultura atinge o platd de crescimento, caracterizado pela grande quantidade de
células e pouca ou nenhuma variagao no crescimento celular, representa 0 momento
em que as condicdes do meio suprem as necessidades energéticas das células
(Figura 9). ApGs 36 horas de incubagédo, o cultivo estd completamente saturado e

normalmente ocorre o processo de declinio ou morte celular.
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FIGURA 9. Perfil de transigdo dimérfica e crescimen  to celular da cepa Y. lipolytica JM-12. (A)
Curva de crescimento celular, a fase de adaptacdo (fase lag) se estende até 12 horas de cultivo,
entre 14 e 20 horas ocorre a fase de crescimento celular (fase logaritmica) e apés 22 horas, o cultivo
atinge o platd de crescimento. (B) Curva de transicdo levedura-hifa, ponto de inflexdo ocorre em 18
horas, com o surgimento das primeiras pseudohifas. Meio YED (1% de extrato de levedura e 1% de
glicose), pH 4,5, temperatura de 30° C e 250 rpm de agitacdo orbital. Leitura realizada a cada duas
horas entre 12 e 24 horas de incubacao.

A partir dessas caracteristicas, 0s ensaios com as poliaminas foram
elaborados. Os resultados demonstram que em baixas concentracfes de
poliaminas, como 10° M e 10° M, ndo ocorrem variacdes no processo de transicdo
ou crescimento celular (dados ndo mostrados). Contudo, a leitura em concentracdes
mais elevadas, superiores a 0,5 mM de espermina e espermidina, influencia
significativamente a transicdo dimoérfica da levedura. O efeito pode ser observado
desde o0 momento da transicéo, a partir de 18 horas. O controle (sem poliaminas)
estd com 100% de suas células em forma de leveduras, enquanto os tratamentos na
presenca de concentracdes superiores a 0,7 mM de espermidina (Figuras 10A ) ou
0,5 mM de espermina (Figura 11A) possuem quantidades significativas (p<0,05) de
células néo leveduriformes. Nos ensaios com as maiores concentracfes de
poliaminas foi possivel identificar quantidades entre 15 e 20% de células nao
leveduriformes.

Além disso, nos cultivos com concentracbes entre 0,8 mM e 1,0 mM de
poliaminas é possivel observar células leveduriformes elipticas, caracteristica de
células prontas para a diferenciacdo em pseudohifas. Diferentemente, os demais
cultivos possuiam apenas células arredondadas, caracterizadas pelo crescimento
isotropico. O teste de regressao linear simples revelou consisténcia nos resultados

obtidos nos ensaios com espermina (R*= 0,9586) e espermidina (R?>= 0,9802), apds
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18 horas de incubacgdo. O teste auxilia a estimar o valor esperado dos resultados,
guanto maior o niumero, maior a consisténcia dos dados.

ApoOs 20 horas de crescimento, o cultivo ausente de poliaminas possui
aproximadamente 82% de suas células em forma de leveduras, enquanto esse
namero tende a diminuir a medida que se eleva a concentracdo de poliaminas
(Figura 10B e 11B). O ensaio com a concentragdo de 0,5 mM de espermina esta
com 74,5% das células em forma de leveduras, o valor diminui para 68% em 0,6
mM. As concentracbes 0,7 mM, 0,8 mM e 0,9 mM de espermina possuem
quantidades decrescentes de leveduras, 64%, 60% e 58%, respectivamente. A
concentracdo de 1 mM possui a menor quantidade de células leveduriformes,
aproximadamente 54% (Figura 11B ).

Os ensaios realizados com espermidina apresentaram o mesmo perfil. A
andlise estatistica pelo teste de Tukey revelou que a partir da concentracéo de 0,7
mM de espermidina (Figura 10A ), os ensaios apresentam diferencas estatisticas
significativas (p<0,05), enquanto em espermina, estas diferencas sdo observadas a
partir da concentracao de 0,6 mM (Figura 11B ). O teste de regresséao linear simples
também revelou consisténcia nos resultados obtidos nos ensaios com espermina
(R?= 0,9452) e espermidina (R*= 0,8930), apés 20 horas de incubagao.

Apébs 22 horas de incubacao, as diferencas entre os tratamentos na presenca
ou auséncia de poliaminas sdo mantidos, assim como a diferenca entre as
poliaminas espermina e espermidina. O cultivo ausente de poliaminas possui
aproximadamente 74% das células em forma de leveduras, enquanto 1 mM de
espermidina possui 58% (Figura 10C). Esse numero € menor em 1 mM de
espermina, pois aproximadamente 43% das células ainda estdo na forma de
leveduras (Figura 11C). Apesar disso, a transicdo dimorfica mostra-se
significativamente diferente (p<0,05) a partir da concentracdo de 0,7 mM para ambas
as poliaminas (Figura 10C e 11C).

Ao final de 36 horas de incubacéo, aproximadamente 60% das células estéao
no formato de leveduras no cultivo controle, no entanto, diminuiu para cerca de 43%
no tratamento com 1 mM de espermidina e, em torno de 32%, no cultivo com a
mesma concentracao de espermina (Figura 10D e 11D). Apesar disso, as diferengas
significativas (p<0,05) sdo mantidas a partir da concentracdo de 0,7 mM, tanto de

espermidina como de espermina, como mostra. O teste de regressao linear simples
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demonstra novamente consisténcia dos dados obtidos apds 36 horas de incubacéo
em ensaios realizados na presenca de espermina (R%= 0,9307) ou espermidina (R*=
0,8631) (Figura 10D e 11D).

Apesar do efeito positivo na transicdo dimorfica, as poliaminas nao alteram o
crescimento celular até a concentracao de 1 mM, as culturas celulares apresentaram
praticamente a mesma densidade Optica. Outra caracteristica observada foi a
presenca precoce de pseudohifas e hifas, até mesmo antes de 18 horas de
incubacdo, nos cultivos que possuem concentracbes proximas a 1 mM de
poliaminas. Apesar disso, o ponto de inflexdo na transicdo dimorfica manteve-se em
torno de 18 horas, devido as divises exponenciais das células leveduriformes de Y.

lipolytica nas diferentes condi¢des analisadas.
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FIGURA 10. Efeito da espermidina (Spd) na transicdo  levedura-hifa e crescimento celular de Y.
lipolytica. (A) - 18 horas de cultivo; (B) - 20 horas de cultivo; (C) - 22 horas de cultivo e (D) - 36 horas
de cultivo. Graficos em barras (azul) representam células leveduriformes no cultivo (%). Graficos em
linha (vermelho) representam a densidade 6ptica da cultura. Células foram crescidas em meio YED
pH 4,5, 30° C e 250 rpm de agitacdo orbital. Dados representativos de trés ensaios independentes
(n=3). (*) Representam diferencas significativas em relacdo ao controle (CTR) pelo teste Tukey
(p=0,05). A consisténcia dos dados foi determinada por regressao linear simples.
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FIGURA 11. Efeito da espermina (Spm) na transicdo | evedura-hifa e crescimento celular de Y.
lipolytica. (A) - 18 horas de cultivo; (B) - 20 horas de cultivo; (C) - 22 horas de cultivo e (D) - 36 horas
de cultivo. Graficos em barras (azul) representam células leveduriformes no cultivo (%). Graficos em
linha (vermelho) representam a densidade 6ptica da cultura. Células crescidas em meio YED pH 4,5,
30° C e 250 rpm de agitagdo orbital. Dados representativos de trés ensaios independentes (n=3). (*)
Representam diferencas significativas em relacéo ao cultivo controle (CTR) pelo teste Tukey (p<0,05).
A consisténcia dos dados foi determinada por regressao linear simples.

Na Figura 12 é possivel observar as células de Y. lipolytica na presenca de
poliaminas. A micrografia demonstra o0 aumento na quantidade de células hifais ou
de pseudohifas nos ensaios realizados na presenca de 1 mM espermidina ou
espermina. Desde 18 horas, os cultivos suplemantados com poliaminas possuem
células ndo leveduriformes e esta diferenca tende a se manter durante o
crescimento, mesmo apos a transicdo do cultivo controle. Os dados demonstram a
necessidade de altas concentracdes de poliaminas (acima de 0,7 mM) para alterar
significativamente o perfil de transicdo morfogénica. O efeito maximo na
morfogénese obtido pela adigcdo de poliaminas foi encontrado na concentracéo de 1
mM de ambas as poliaminas, espermidina ou espermina. Apos 36 horas de
incubacdo, as culturas possuiam 43 e 32% de células leveduriformes,

respectivamente (Figura 10D e 11D).
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FIGURA 12. Efeito de espermina (Spm) e espermidina  (Spd) na morfologia das células de Y.
lipolytica. Micrografias A e B sdo células de Y. lipolytica incubadas na auséncia de poliaminas; C e D
séo células crescida em 1 mM de espermina (Spm); E e F incubadas em 1 mM de espermidina (Spd)
apo6s 20 e 36 horas de incubacéo, respectivamente. Cultivo realizado em meio liquido YED, pH 4,5, 30°
C e 250 rpm de rotacdo orbital. Microscopia Optica de contrate de fase, aumento de 400x, barra
representa 50 pm.

Uso de concentragbes mais elevadas das poliaminas demonstrou que a
concentracdo de 2 mM de espermina apresentou efeito negativo sob a cultura de Y.
lipolytica, pois o crescimento celular foi reduzido em aproximadamente 25% resultou no
surgimento de células aberrantes na morfologia e polaridade (Figura 13). Por esse
motivo, a concentracdo de 1 mM das poliaminas mostrou-se a mais promissora para 0s
ensaios posteriores, por ndo afetar o crescimento celular e induzir efetivamente a

transicao dimérfica da levedura.
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FIGURA 13. Efeito toxico de espermina em Y. lipolytica. Efeito téxico de 2 mM de espermina na
formacgdo de leveduras (C) e hifas (D) de Y. lipolytica comparada as células normais (A e B). As
micrografias do controle foram realizadas a partir da diluicdo de 10x do cultivo. As células foram
incubadas em meio liquido YED, pH 4,5, 30° C e 250 rpm de rotagdo orbital. Microscopia 6ptica de
contraste de fase, aumento de 400x, barra representa 50 um.

5.2 Efeito do inibidor da sintese das poliaminas, ¢ iclohexilamino (CHA), no
dimorfismo de Y. lipolytica

O efeito das poliaminas na transicao dimérfica da Y. lipolytica também foi
analisado com o inibidor especifico da sintese dessas moléculas. O composto
ciclohexilamino (CHA) é capaz de inibir especificamente a enzima espermidina
sintase, ou seja, previne a sintese de espermidina e, consequentemente, de
espermina (Walthers, 1995). Ensaios utilizando concentra¢gfes entre 0,1 mM e 4 mM
de CHA, demonstraram que a maior concentracao (4 mM) foi capaz de influenciar o
crescimento celular, por inibir em até 25% o crescimento da cultura, enquanto as

demais concentragdes nédo influenciaram (Figura 14 ).
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FIGURA 14. Efeito do inibidor ciclohexilamino (CHA) no crescimento celular de Y. lipolytica.
Densidade éptica da cultura celular incubada na auséncia (CTR) ou na presenca de CHA (0,1 mM;
0,5 mM; 1 mM; 2 mM e 4 mM). Células foram crescidas em meio YED pH 4,5, a 30° C e 250 rpm de
agitacao orbital.

O ensaio demonstrou ainda que concentracdes superiores a 1 mM de CHA
foram suficientes para inibir a morfogénese da cultura, confirmando a importancia de
espermidina e espermina na transicao levedura-hifa da Y. lipolytica. Ap6s 36 horas
de incubacao, o cultivo na auséncia do inibidor apresentava, aproximadamente, 60%
de suas células em forma de leveduras, enquanto o cultivo suplementado com 1 mM
de CHA, possuia cerca de 70% de células leveduriformes. A concentracdo de 2 mM
de CHA inibe mais efetivamente o processo, pois 85% das células permaneciam em
forma de leveduras apos 36 horas de incubacéao (Figura 15).

A adicdo exdgena de 1 mM das poliaminas espermina ou espermidina
mostrou-se suficiente para reverter a inibicdo na transicdo dimorfica causada pela
concentracdo de 2 mM de CHA, conforme esperado (Figura 16). As células,
incubadas na presenca do inibidor e das poliaminas, iniciaram normalmente o
processo de transicdo dimorfica apos 18 horas de incubacgéo. Os cultivos contendo
poliaminas obtiveram aumento no perfil de transicdo dimorfica, até mesmo nos

ensaios realizados concomitantemente com o inibidor CHA.
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FIGURA 15. Efeito do inibidor ciclohexilamino (CHA) na transicdo morfogénica de Y. lipolytica.
Contagem de células leveduriformes na cultura celular apés 18, 24 e 36 horas de incubacéo. Células
incubadas na auséncia (CTR) ou na presenca de CHA (0,1 mM; 0,5 mM; 1 mM; 2 mM e 4 mM). A
transicao morfogénica ocorreu a partir das 18 horas de incubacao no cultivo controle. Células foram
crescidas em meio YED pH 4,5, a 30° C e 250 rpm de agitagédo orbital.
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FIGURA 16. Reversdo no efeito do inibidor CHA pela adicdo exégena de poliaminas. (A)
Crescimento celular de Y. lipolytica. (B) Porcentagem de células leveduriformes em cultivos
realizados na concentracdo de 1 mM de espermina (Spm) ou espermidina (Spd) e/ou 2 mM do
inibidor CHA. No tratamento controle, a transicdo levedura-hifa foi observada a partir de 18 horas.
Células foram crescidas em meio liquido YED pH 4,5, a 30° C e 250 rpm de agitacéo orbital.

5.3 Efeito das poliaminas e do acido indol-3-acétic o (AIA) na transicao
dimérfica da Y. lipolytica

O hormdnio auxinico acido indol-3-acético (AlA) aumenta significativamente a
transicdo dimorfica da Y. lipolytica, o cultivo com a auxina possui cerca de 40% de
suas células em forma de leveduras ao final de 36 horas de incubacao (Dutra, 2010;

Lobdo, 2012). Ensaios foram elaborados a fim de analisar os efeitos concomitantes
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de poliaminas e auxinas na transicao dimorfica da Y. lipolytica pela adicdo exdgena
e concomitante de 10 pmol de AIA e 1 mM de espermina ou espermidina.

Apos 20 horas de incubacéo, os cultivos com adicdo de auxina e poliaminas,
concomitantes ou nao, possuiam diferencas significativas (p<0,05) em relacdo ao
controle (sem poliamina e auxina). Os tratamentos de auxina e espermidina,
separados ou concomitantes, nao diferiram no perfil de transicdo levedura-hifa. Os
cultivos suplementados com 1 mM de espermina diferiam significativamente (p<0,05)
do cultivo que recebeu apenas auxina (10 pmol). Todavia, os cultivos contendo
poliaminas e/ou auxina, ndo diferiam estatisticamente entre si (Figura 17A).

Apods 36 horas, 0 ensaio com espermina e AlA estava com aproximadamente
30% das células em forma de leveduras, semelhante ao cultivo que recebeu apenas
espermina. A adicdo simultdnea de espermidina e AIA resultou na transicdo de
aproximadamente 60% das células de Y. lipolytica, sem ocorrer efeito somatorio
(Figura 17B ). Os resultados demonstram que poliaminas e auxinas concomitantes
nao diferiram significativamente (p<0,05) dos ensaios que receberam apenas as

poliaminas ou o acido indol-3-acético.
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FIGURA 17. Efeito de acido indol-3-acético (AlA) e as poliaminas espermina (Spm) e
espermidina (Spd) na transigdo dimorfica de Y. lipolytica. Perfil da transi¢cdo dimérfica apés 20
horas (A) ou 36 horas (B) de cultivo em 1 mM de Spm ou Spd e/ou 10 pmol de AIA. As barras
representam a porcentagem de células leveduriformes no cultivo. A morfogénese celular ocorreu a
partir de 18 horas de incubacao no cultivo controle (CTR). Células crescidas em meio liquido YED pH
4,5, 30° C e 250 rpm de agitacdo orbital. Dados representativos de trés ensaios independentes.
Letras diferentes representam diferencas significativas pelo teste Tukey (p<0,05).

O efeito somatorio também néo foi observado em células cultivadas em meio
suplementado com AIA e poliaminas em concentracfes inferiores. Células de Y.

lipolytica crescidas em hormonio auxinico e poliaminas, nas concentra¢gfes de 0,1
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mM (Figura 18A) ou 0,5 mM (Figura 18B), apresentaram o mesmo perfil de
transicdo dos cultivos tratados apenas com AIA, com aproximadamente 40% de
células leveduriformes no cultivo ap6s 36 horas de incubacdo. Ensaios com
concentracbes concomitantes de AIA e poliaminas, mesmo em baixas
concentragdes, ndo apresentaram efeito somatorio na taxa de transicdo morfogénica

da levedura (Figura 18).
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FIGURA 18. Efeito de acido indol-3-acético (AlA) e  poliaminas espermina (Spm) e espermidina
(Spd) na transicéo dimorfica de Y. lipolytica. Perfil da transicdo dimérfica apés 36 horas de cultivo
em 0,1 mM (A) ou 0,5 mM (B) de Spm ou Spd e/ou 10 pmol de AIA. As barras representam a
porcentagem de células leveduriformes no cultivo. A morfogénese celular ocorreu a partir de 18 horas
de incubacado no cultivo controle (CTR). Células crescidas em meio liquido YED pH 4,5, 30° C e 250
rom de agitacdo orbital. Dados representativos de trés ensaios independentes. Letras diferentes
representam diferengas significativas pelo teste Tukey (p<0,05).

5.4 Efeito de poliaminas, acido indol-3-acético e s  eus inibidores na transicao
dimérfica de Y. lipolytica

Ensaios foram conduzidos na presenca concomitante de auxina (10 pmol) e
do inibidor da sintese de poliaminas CHA (2 mM). O ensaio ndo demonstrou
toxidade para a cultura, uma vez que as células cresceram normalmente, como o
cultivo controle (Figura 19A). Todavia, a contagem das células leveduriformes de Y.
lipolytica revelou que o horménio auxinico acido indol-3-acético restabeleceu em
100% a transicdo morfogénica blogueada pelo inibidor CHA (Figura 19B). Estes
dados demonstram que o0s compostos auxinicos parecem desempenhar papeis
importantes durante o processo de transi¢cao levedura-hifa em Y. lipolytica, além de

atuar independentemente da presenca de poliaminas.
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FIGURA 19. Reversao no efeito do inibidor CHA pela  adicdo exdgena de acido indol-3-acético
(AIA). (A) Crescimento celular em 10 pmol de AIA e/ou 2 mM de CHA. (B) Porcentagem de células
leveduriformes em cultivos conduzidos na presenca de 10 pmol de acido indol-3-acético (AlA) e/ou 2
mM de ciclohexilamino (CHA). No tratamento controle, a transicdo levedura-hifa foi observada a partir
de 18 horas. Dados representativos de trés ensaios independentes. Células crescidas em meio
liquido YED pH 4,5, 30° C e 250 rpm de agitacéo orbital.

Em seguida, um novo ensaio foi elaborado, agora a fim de analisar o efeito
das poliaminas sobre os inibidores de AIA. Os inibidores do horménio utilizados
foram o acido a-(p-clorofenoxi) isobutirico (PCIB) e o acido 2,3,5-triiodobenzéico
(TIBA). O PCIB é capaz de inibir a sinalizacdo da auxina, pois ele previne a
expressdo de genes especificos que normalmente sdo expressos pela cascata de
sinalizacdo da auxina, enquanto o TIBA inibe os transportadores especificos do
horménio na célula. Ambos os inibidores mostraram-se capazes de prevenir a
transicao levedura-hifa em Y. lipolytica, apds 36 horas de incubagéo, cerca de 85 a
90% das células ainda permaneciam leveduriformes em cultivos incubados na

presenca destes inibidores (Figura 20).
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FIGURA 20. Efeito dos inibidores TIBA e PCIB na mor fologia das células de Y. lipolytica. Ae B
sdo células incubadas na auséncia de inibidores; C e D crescidas em 100 uM de &acido 2,3,5-
triiodobenzdico (TIBA); E e F incubadas em 100 uM de a-(p-clorofenoxi) isobutirico (PCIB) apos 20 e
36 horas de incubacéo, respectivamente. Cultivo realizado em meio liquido YED, pH 4,5, 30° C e 250
rpm de rotagéo orbital. A morfogénese foi observada a partir das 18 horas de incubagéo no controle.
Microscopia Optica de contrate de fase, aumento de 400x, barra representa 50 um.

As células foram crescidas em meio contendo 1 mM das poliaminas
espermina ou espermidina mais 100 um de PCIB ou 100 um de TIBA. As
observacgfes dos cultivos indicaram que as poliaminas, mesmo na concentragédo de
1 mM, ndo foram capazes de reverter o efeito bloqueador causado pelos inibidores
PCIB e TIBA (Figura 21). Ap6s 36 horas de incubacédo, os cultivos que receberam
doses concomitantes de poliaminas e inibidores permaneciam com
aproximadamente 85 a 90% de suas células no formato de leveduras em ambos o0s
inibidores. Os resultados permitem inferir possivel dependéncia das poliaminas pela
sinalizacdo mediada pelo acido indol-3-acético no processo de transicao levedura-
hifa em Y. lipolytica.
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FIGURA 21. Efeitos dos inibidores PCIB e TIBA na tr ansicdo dimorfica causada pelas
poliaminas. (A) Porcentagem de células leveduriformes em cultivo conduzido na presenca de 1 mM
de espermidina (Spd) e/ou 100 um de 2,3,5-triiodobenzéico (TIBA) ou a-(p-clorofenoxi) isobutirico
(PCIB). (B) Porcentagem de células leveduriformes em cultivo conduzido na presenca de 1 mM de
espermina (Spm) e/ou 100 um de PCIB ou TIBA. Células crescidas em meio liquido YED pH 4,5, 30°
C e 250 rpm de agitacdo orbital. No tratamento controle, a transi¢do levedura-hifa foi observada a
partir de 18 horas. Dados representativos de trés ensaios independentes.

5.5 Atividade das H *-ATPases durante a morfogénese de Y. lipolyica

O isolamento das membranas totais foi conduzido a fim de verificar o efeito
das poliaminas na atividade de H'-ATPases durante a morfogénese das hifas
fungicas. As membranas foram isoladas pela utilizacdo de enzimas liticas, capazes
de hidrolisar a parede celular e formar poros por onde os esferoplastos podem sair,

servindo como fontes de membranas para o estudo das H*-ATPases (Figura 22).

FIGURA 22. Detalhe de esferoplastos isolados de cél ulas de Y. lipolytica. (A) microscopia Optica
contraste de fase, setas indicam possiveis esferoplastos, visiveis pela presenca de granulos de
polifosfato presentes em vacuUolos celulares. (B) Marcador CellTraker Blue CMAC para lumen de
vacuolos. Células crescidas por 20 horas em YED, pH 4,5, 30° C e 250 rpm de agitagcdo orbital.
Imagem feita apos incubacao de 20 minutos com enzima litica. Aumento de 400x.
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A andlise do transporte de H* foi conduzida usando a sonda fluorescente
(ACMA). O ACMA se liga aos H" que estdo do lado externo da célula e, juntos,
atravessam a membrana plasmatica. Assim, as concentracées de H* e também de
ACMA no exterior da célula se tornam menores, resultando no decaimento da sua
fluorescéncia. A atividade de transporte pelas H*-ATPases tipo P foi calculado pelo
Fmax da atividade total menos o Fnax da atividade na presenca de 200 uM de
vanadato. H*-ATPase tipo P teve o transporte sensivelmente aumentado apds o
inicio da transi¢do. A atividade das bombas aumentou gradativamente a medida que
ocorria o crescimento polarizado nas células de Y. lipolytica (Figura 23).

O transporte de H' via ATP-dependente e vanadato-sensivel apresentou
baixa atividade no momento em que as células estavam na forma de leveduras (14
horas). Todavia, com o inicio da transicéo levedura-hifa (20 horas), o transporte de
H* aumentou, principalmente no cultivo contendo 1 mM de espermina. Apds 26
horas de cultivo, o transporte de H* continuou a aumentar em ambos os tratamentos,
apesar de diminuir a diferencas entre os cultivos contendo espermina e controle.
Paradoxalmente, o aumento no transporte de H* através das membranas foi

acompanhado pela alcalinizacdo da matriz extracelular (Figura 23) .
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FIGURA 23. Efeito da espermina (Spm, 1 mM) no trans porte de H * ATP-dependente e vanadato-
sensivel (H *-ATPase tipo P) durante a transicéo levedura-hifa e m Y. lipolytica. As membranas
foram isoladas apos 14, 20 e 26 horas de cultivo de Y. lipolytica crescidas em meio YED liquido, pH
4,5, a 30° C e 250 rpm de agitacdo orbital. Barras (em azul) representam a F. da atividade
vanadato-sensivel das H'-ATPases de membranas, calculada pelo decaimento da fluorescéncia da
sonda ACMA. Disperséo representa o pH extracelular da cultura controle (vermelho) e espermina
(verde) durante a transicéo dimorfica. Dados representativos de trés ensaios independentes (n=3).
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Como pode ser observado na Figura 24, a adicdo do ATP as vesiculas de
membranas de células tratadas ou ndo com as poliaminas promoveu o decaimento
da fluorescéncia da sonda fluorescente ACMA, a qual foi prevenida em até 85% pela
adicdo de 0,2 mM de vanadato (VO,®), indicando que o transporte de H' em
membranas totais de Y. lipolytica foram mediada principalmente pela H*-ATPase tipo
P de membrana plasmatica. Praticamente o mesmo percentual de inibicdo do
vanadato foi obtido em vesiculas de membranas isoladas de células tratadas com 1
mM de espermina, contudo, a amplitude maxima no transporte vanadato-sensivel de
H* foi duas vezes maior apds 20 horas de incubacg&o ou 1,5 vezes superior apds 26
horas de incubacg&o nos tratamentos contendo 1 mM de espermina, indicando que
as bombas de H" tipo P foram estimuladas pela poliamina. Em 14 horas de
incubacéo, ndo foi observada diferencas na amplitude maxima no transporte de H*
entre os tratamentos, indicando nao haver diferencas entre eles (Figura 24 ).

A razao das atividades de transporte entre as células cultivadas na presenca
de espermina e o controle (Spm/CTR) demonstrou que apos 20 horas de cultivo, as
bombas estavam 2,5 vezes mais ativas na presenca de espermina. Apés 26 horas, a
diferenca diminuiu para 1,5 vezes, apesar disso, esta condicdo nao diferiu
estatisticamente da razao obtida em 14 horas de incubacgé&o (Figura 24D ).

Assim como o transporte de H*, a velocidade inicial das bombas ATP-
dependente e vanadato sensivel (H*-ATPase do tipo P) também aumentou & medida
que as células passavam pelas mudancas morfogénicas. Em 14 horas de
crescimento, ndo havia diferencas na velocidade inicial do transporte de H* entre o
cultivo contendo espermina e o controle. A partir das 20 horas, a diferenga foi
evidenciada, pois o tratamento com a poliamina apresentou velocidade inicial
praticamente duas vezes superior ao controle, como ocorreu com Fpax. A diferenca
entre os tratamentos é mantida apds 26 horas de crescimento, apesar de também
ocorrer a diminuigcao na velocidade inicial entre os cultivos (Figura 24D ).
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FIGURA 24. Transporte de H * ATP-dependente e vanadato-sensivel em células de Y. lipolytica.
Formacao do ApH pelo decaimento da sonda fluorescente ACMA em células incubadas na auséncia
ou presenca de 1 mM de espermina (Spm) apés 14 horas (A), 20 horas (B) ou 26 horas de cultivo (C).
(*) Indicam a adicdo de 2 mM de cloreto de amdnia (NH,CI), utilizado para desfazer o gradiente
protdnico. O transporte de H" ATP-dependete e vanadato sensivel foi obtido a partir da adicéo de 1
mM de ATP e 200 pM de vanadato (VO,®) nas membranas isoladas de células incubadas na
presenca ou auséncia de espermina. (D) Ativacdo do transporte de H” ATP-dependente e vanadato-
sensivel pela relagdo Spm/CTR da fluorescéncia maxima (Fn.x) € velocidade inicial de reacao (V,)
apos 14, 20 e 26 horas de incubacdo. Letras diferentes representam diferencas significativas pelo
teste Tukey (p<0,05). A incubacéo das células de Y. lipolytica foi realizadas em meio YED liquido, pH
4,5, a 30° C e 250 rpm de rotacg&o orbital.

5.6 Poliaminas e o pH extracelular

O alteracdo do pH extracelular foi acompanhamento durante o crescimento
celular em meio solido ou liquido nas diferentes condi¢bes de tratamento. O cultivo
de Y. lipolytica promove naturalmente a alcalinizagdo do meio extracelular, como
ocorre em C. albicans. O uso do indicador purpura de bromocresol revelou que
poliaminas intensificam a alcalinizacdo extracelular, a qual passa a ocorrer mais
rapido. Apds 60 horas de incubacéo, o cultivo na presenca de poliaminas esta bem
mais alcalinizado que o cultivo na auséncia de poliaminas. A antecipa¢do também foi

observada quando 10 pmol de AIA foram adicionados ao meio (Figura 25 e 26).
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FIGURA 25. Avaliacdo do pH extracelular pelo indica  dor purpura de bromocresol em cultivos

sélidos de Y. lipolytica. As colbnias cresceram na presenca de 1 mM de espermina (Spm) ou

espermidina (Spd) e/ou 10 pmol de acido indol-3-acético (AlA). As colbnias cresceram por 48, 60 ou

72 horas em YED, pH 4,5 a 30° C para posterior adicdo do indicador puUrpura de bromocresol
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FIGURA 26. Detalhe do meio extracelular e das colén ias de Y. lipolytica coradas pelo indicador
purpura de bromocresol. As col6nias cresceram na presenca de 1 mM das poliaminas espermina
(Spm) ou espermidina (Spd) e/ou 10 pmol de &cido indol-3-acético (AIA). As colbnias cresceram por
48, 60 ou 72 horas em YED, pH 4,5 a 30° C para posterior adicdo do indicador purpura de
bromocresol (0,015%) sobre a cultura.

Al

60 horas

72 horas

© 0 N 0o O &

A transicdo dimorfica da Y. lipolytica ocorre a partir das 18 horas de
incubacdo em meio liquido, momento em que o pH esta entre 6,0 e 6,5. Células
nao-leveduriformes néo foram observadas em culturas cujo pH estava abaixo de 6,0.
A adicdo de poliaminas, assim como auxina, também intensificou a alcalinizacdo em
meio liquido, tornando o pH superior ao cultivo ausente destas moléculas. Todavia, a
adicao concomitante de poliaminas e auxinas nao diferiu significativamente do pH

extracelular de cultivos crescidos apenas em poliaminas (dados ndo mostrados).
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As culturas crescidas na presenca dos inibidores TIBA e PCIB tiveram a
alcalizacdo extracelular retardada, apenas as colbnias alcalinizaram apds 72 horas
de crescimento, enquanto as culturas sem os inibidores estavam completamente
alcalinizadas. A adicdao concomitante de inibidores e poliaminas também néo
promoveu a alcalizagdo extracelular, o meio apresentava-se menos alcalino que os

ensaios ausentes de poliaminas e inibidores (Figuras 27 e 28).

PCIB TIBA + Spm PCIB + 5pm
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FIGURA 27. Avaliacdo do pH extracelular pelo indica dor purpura de bromocresol em cultivo
sélido de Y. lipolytica em espermina e/ou os inibidores TIBA e PCIB.  As col6nias cresceram na
presenca de 1 mM de espermina (Spm) e/ou 100 uM de acido 2,3,5-triiodobenzéico (TIBA) ou a-(p-
clorofenoxi) isobutirico (PCIB). As colbnias cresceram por 48, 60 ou 72 horas em YED, pH 4,5a 30° C
para posterior adicao do indicador parpura de bromocresol (0,015%) sobre a cultura.
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FIGURA 28. Detalhe do meio extracelular e das coléon ias de Y. lipolytica coradas com o
indicador purpura de bromocresol. As colbnias cresceram na presenca de 1 mM de espermina
(Spm) e/ou 100 pM de éacido 2,3,5-triiodobenzoico (TIBA) ou a-(p-clorofenoxi) isobutirico (PCIB). As

colénias cresceram por 48, 60 ou 72 horas em YED, pH 4,5 a 30° C para posterior adicdo do
indicador parpura de bromocresol (0,015%) sobre a cultura.
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Em meio liquido, a adicdo de ambos os inibidores também retardou a
alcalinizacdo extracelular. Apds 24 horas de incubagdo, o meio sem inibidores
estava com o pH préximo a 7,0, enquanto a cultura crescida em PCIB e TIBA estava
com pH extracelular em torno de 5,5 (Figura 29). Apdés 36 horas de cultivo, as
culturas com os inibidores estavam mais alcalinizadas, mesmo assim a transi¢cao

levedura-hifa ndo ocorreu, mesmo com adi¢ao de espermina.
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FIGURA 29. Avaliagdo do pH extracelular em meio YED liquido pelo aparelho pHmetro. As
células cresceram em 1 mM de espermina (Spm). (A) Ensaio conduzido na presenca de espermina
e/ou 100 uM de &cido 2,3,5-triiodobenzdico (TIBA). (B) Ensaio conduzido na presenca de espermina
elou a-(p-clorofenoxi) isobutirico (PCIB). Células cresceram até 36 horas em meio YED liquido, pH
4,5 a 30° C, 250 rpm em agitagdo orbital.

5.7 A dinamica vacuolar durante o crescimento polar  izado

Conforme demonstrado, o pH extracelular parece ser importante fator na
promocao do dimorfismo e uma organela diretamente envolvida na regulacao do pH
€ 0 vacuolo celular. O estudo da dindmica vacuolar durante o dimorfismo foi
acompanhado pelo emprego de marcadores vacuolares fluorescentes, os quais
revelam as caracteristicas e a viabilidade da organela durante o processo.

Os marcadores fluorescentes do limen vacuolar carboxi-DCFDA, CellTraker
Blue CMAC, CMAC-Arg e CMAC-Ala-Pro (Molecular Probes) auxiliaram na
caracterizacao da organela durante a morfogénese de Y. lipolytica, como observado
na Figura 30A-H . Esses marcadores se difundem pela parede celular, devido a
natureza hidrofébica. Eles, entdo, reagem com grupos tidis, como da glutationa,

produzindo conjugados fluorescentes impermeaveis a membrana, acumulando-se no
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limen vacuolar. O marcador de membrana vacuolar MDY-64 também foi utilizado
para caracterizar a dinamica vacuolar em Y. lipolytica (Figura 30I-L ). Esse marcador
ligar-se aos constituintes da membrana vacuolar e produz a fluorescéncia.

Apesar de nado existir descricdo sobre a especificidade celular, durante o
ensaio foi observado que os marcadores do limen vacuolar CellTraker Blue CMAC,
CMAC-Arg e CMAC-Ala-Pro, apesar de marcar células hifais, produziram efeitos
mais evidentes em leveduras, enquanto o marcador carboxi-DCFDA, apresentou
fluorescéncia mais forte principalmente em células no formato de hifas, como pode

ser observado na Figura 30 .

(continua na pagina seguinte).
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FIGURA 30. Marcacao fluorescentes de vacuUolos celul ares de Y. lipoltyca cepa JM-12. As
imagens B, D, F e H sdo marcacgdes fluorescentes do lumen vacuolar; em J marcacdo da membrana
vacuolar e em L sobreposi¢cdo de marcacdes do limen e membrana vacuolar. (B) carboxy-DCFDA,
(D) CellTraker Blue CMAC, (F) CMAC-Arg, (H) CMAC-Ala-Pro, (J) MDY-64 e (L) CellTraker Blue mais
MDY-64. Células crescidas por 26 horas em meio liquido YED pH 4,5, 30° C e 250 rpm de agitacéo
orbital. Microscopia 6ptica de fluorescéncia, aumento de 400x, barra representa 50 um.

A utilizacdo de marcadores fluorescentes permitiu identificar segregacoes
vacuolares durante o crescimento polarizado, com a formacéao de varios vacuolos de
tamanhos diferentes, enquanto células leveduriformes apresentam apenas um
vacuolo, geralmente grande, que cresce a medida que a célula se diferencia. Outra

observacdo importante € a presenca de pequenos vacuolos nas pontas das hifas,
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exatamente o local de intensa atividade durante o crescimento polarizado, o que

sugere a participacdo dessas pequenas vesiculas no crescimento hifal (Figura 31).

FIGURA 31. Detalhe dos vacuolos durante o crescimento polari zado das hifas de Y. lipolytica.
(A) Imagem microscépica em contraste de fase; aumento de 100x. (B) Marcador da membrana
vacuolar MDY-64. (C) Marcador do lumen vacuolar CellTraker Blue CMAC. Setas amarelas indicam
pequenos vacUolos localizados nas pontas das hifas e segregacdo vacuolar durante o crescimento
polarizado, seta vermelha indica um vacuolo grande ocupando quase todo espaco citoplasmatico da
célula. Células crescidas por 26 horas em meio liquido YED pH 4,5, 30° C e 250 rpm de agitagdo
orbital. Microscopia 6ptica de fluorescéncia, aumento de 400x, barra representa 50 pm.
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5.8 A morfologia das colonias
O crescimento das colénias em meio solido foi observado na presenca ou

auséncia de poliaminas e auxina, concomitantemente ou ndo. A observacdo dos
ensaios revelou diferengcas importantes no aspecto e arquitetura das colbnias. As
células crescidas em meio ausente de poliaminas ou auxina apresentavam o
aspecto menos rugoso, enquanto os demais ensaios a rugosidade era bem evidente.
As colbnias crescidas em meio contendo auxina (10 pmol) ou espermidina (1 mM)
apresentavam as colénias no formato de cérebro, com diversas protuberancias no
seu desenvolvimento. As colOnias crescidas em meio contendo espermina (1 mM)
possuiam formato distinto, pois as colénias assumiam a forma de cratera, com as
bordas rodeadas por uma protuberéancia maior que as demais. As colbnias crescidas
na presenca de poliaminas também se apresentavam maiores em relacdo ao
controle e circuncidadas por longas franjas filamentosas que auxiliavam as colbnias

a se invaginarem em meio solido (Figura 32).

Controle AlA Spm Spd Spm+AIA Spd+AIA

FIGURA 32. Morfologia das colénias de Y. lipolytica. As colbnias cresceram por 7 dias na
presenca de 10 pmol de acido indol-3-acético (AlA) e/ou 1 mM de poliaminas espermina (Spm) e
espermidina (Spd). (A) Aspecto das coldnias crescidas por 7 dias, imagens obtidas utilizando cAmera
digital. (B) Formagédo das bordas das coldnias no inicio do crescimento (3 dias), imagens obtidas em
microscépio invertido; aumento de 50x, barra corresponde a 500 um. (C) Franjas das col6nias
crescidas por 7 dias em meio sdlido, imagens obtidas a partir de microscopio invertido; aumento de
200x, barra corresponde a 100 um. (D) Morfologia das células de Y. lipolytica crescidas em meio
sélido, imagens obtidas a partir de microscopio 6ptico de contraste de fase; aumento de 400x, barra
corresponde a 50 pm.
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Essas franjas provavelmente sdo mais eficazes na invasdo do meio sélido
pela célula fangica, assim como na aderéncia das colénias a superficie sélida. A
analise microscopica das coldnias revelou que as col6nias crescidas em todas as
condicbes possuiam hifas, contudo esses tipos celulares eram observados em
maiores quantidades nas colGnias crescidas na presenca de poliaminas e/ou
auxinas. Outro aspecto interessante foi a presenca de muitas ramificagdes nas hifas
crescidas nos meio suplementados com o hormdnio auxinico (Figura 32),
caracteristica exclusiva de crescimento celular em meio solido, uma vez que esse

tipo de processo ndo ocorreu em meio liquido.
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6. DISCUSSAO

6.1 O efeito das poliaminas na transicdo dimorfica da Y. lipolytica

A morfogénese celular em micro-organismos € um fenbmeno comum e
extremamente importante no estabelecimento das relacées entre eles e seus
hospedeiros, tanto interagbes benéficas quanto as que causam algum tipo de
maleficio. A maioria das patogenias causada por fungos, por exemplo, ocorrem apés
a transicéo levedura-hifa, como nos patégenos humanos C. albicans, Cryptococcus
neoformans, Histoplasma capsulatum, Blastomyces dermatitidis, P. brasiliensis,
Sporothrix schenckii, Penicillium marneffei e Coccidioides immitis ou nos fungos
fitopatogénicos U. maydis e Mucor rancemosus (Orlowski, 1991; San-Blas et al.,
1997; Herrero et al., 1999; Rodriguez-Kessler et al., 2012; Mayer et al., 2013). Em
contrapartida, a morfogénese celular também € importante durante eventos
simbidticos, como nas associa¢des micorrizicas, em que o crescimento polarizado &
crucial no estabelecimento e colonizacdo do sistema radicular pelos micro-
organismos (Ramos et al., 2008a,b, 2009).

Nos fungos dimdérficos, o crescimento polarizado esta relacionado a
sobrevivéncia em condi¢Oes adversas, na aquisicdo de nutrientes e na viruléncia de
fungos patogénicos (Kawasse et al., 2003; Mayer et al., 2013). Este fenémeno é
regulado em C. albicans, por exemplo, de forma que ocorra 0 sincronismo na
morfogénese a partir da comunicacdo célula-célula por meio da excrecdo de
moléculas do “quorum sensing” (Han et al., 2012). Além destas moléculas, a
mudanca no pH extracelular, a presenca de horménios e, até mesmo, de poliaminas
sao reconhecidos por alterar a morfologia das células (Guevara-Olvera et al., 1993;
Prusty et al.,, 2004; Rao et al.,, 2010; Han et al.,, 2012). Todavia, 0 mecanismo
utilizado por estes efetores ndo é descrito. Por esse motivo, a proposta do presente
trabalho vai além de responder o que causa, busca-se explicar como causa. A fim de
entender a regulacdo da morfogénese, algumas perguntas foram naturalmente
levantadas: os ativadores da filamentacao estariam interligados por meio de cascata
ou estariam atuando independentemente? Qual a sequéncia dos eventos? Quem
comandaria a morfogénese e como?

Os resultados obtidos durante o presente trabalho permitem sugerir uma

segéncia de eventos que serdo apresentados no decorrer da discussdo e que
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seriam responsaveis por comandar a morfogénese em Y. lipolytica. Todos estes
fatos permitem esclarecer um ponto ainda obscuro na ciéncia sobre o0 mecanismo de
acao do crescimento polarizado em hifas fungicas.

Iniciando pela Y. lipolytica, conhecida como fungo dimoérfico natural e néo-
patogénico, 0 micro-organismo representa excelente modelo de estudo no
crescimento polarizado, principalmente por possibiliar a distingdo clara das
diferentes morfologias e possuir semelhancas com a C. albicans, principal patégeno
humano. De fato, a levedura apresenta-se como mais uma ferramenta de estudo,
mesmo que tenha diferencas filogenéticas, fisioldgicas ou moleculares das leveduras
convencionais S. cerevisiae e S. pombe (Dujon et al., 2004). Conforme pode ser
observado na Figura 9, as células de Y. lipolytica, incubadas em meio rico em
glicose iniciam naturalmente o crescimento filamentoso a partir de 18 horas de
incubacdo, surgindo as primeiras pseudohifas. Por voltas das 20 ou 22 horas
surgem as hifas verdadeiras e ap6s 36 horas de cultivo, aproximadamente 40% das
células ndo sdo mais leveduras.

Os ensaios realizados a fim de encontrar as concentracbes de poliaminas
capazes de alterar significativamente os padrées da morfogénese celular,
demonstraram que baixas concentracdes, em pMol ou nMol de poliaminas, ndo
alteram as taxas de transicdo da cultura (ndo mostrado), enquanto concentracdes
proximas a 1 mM promovem a morfogénese da cultura. Conforme Figura 10 e 11, o
aumento gradual na concentracdo de espermina ou espermidina interfere
significativamente no formato da célula a partir de 0,6 mM, apesar de néo influenciar
no crescimento celular.

As poliaminas estado relacionadas a diversos processos inerentes a atividade
de hormdnios, como a replicacao, transcricado, traducéo, estabilizacdo da membrana,
modulacdo da atividade de enzimas, elongacdo e desenvolvimento celular, além de
apresentar diferencas na concentragdo entre espécies, 0Orgdos, tecidos ou até
mesmo no estagio de desenvolvimento. Todavia, a concentracdo enddgena de
poliaminas, entre 10° e 10° M, é muito superior as concentracdes de horménios,
encontradas em torno de 10™* a 10”7 M (Kuznetsov e Shevyakova, 2007).

Em E. coli crescidas em pH neutro, as células possuem aproximadamente
13,1 pmol de putrescina e 4,7 pumol de espermidina por grama de células. A

concentracdo intracelular de putrescina ¢ de 0,02 M e de espermidina cerca de
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0,006 M na bactéria (Tabor e Tabor, 1985). Em Y. lipolytica, as poliaminas
putrescina, espermidina e espermina (livre ou conjugada) estdo em concentragbes
variantes dentro da escala de nmol. Os niveis enddégenos das poliaminas aumentam
durante a transicdo levedura-hifa (Guevara-Olvera et al., 1993). As poliaminas
constituem, juntamente com Mg?* e Ca**, as maiores concentracdes de compostos
policationicos no interior celular, e estdo, em sua maior parte livres, assim como o
cation Mg** (lgarashi e Kashiwagi, 1999). Dessa forma, altas concentracdes
endogenas e elevadas concentracfes necessarias para alterar o perfil da transicéo
permitem inferir que as poliaminas atuam como possiveis mediadores celulares,
capazes de modular diversos processos, mas nhao devem atuar como
biossinalizadores altamente especificos como 0s hormonios.

Dentre as poliaminas, a espermina demonstra maior tendéncia em induzir o
processo de filamentacdo quando comparado a espermidina, apesar de néo ser
possivel determinar diferencgas significativas. Apés 36 horas de cultivo, cerca de 30%
das células estédo no formato leveduriforme em 1 mM de espermina contra 40% em 1
mM de espermidina (Figuras 10 e 11). Esta sutil efetividade da espermina pode ser
atribuida as diferencas estruturais entre as poliamina, por exemplo, a espermina
poOSsui quatro cargas positivas, composta por dois grupamentos amino primarios e
dois secundarios, enquanto a espermidina possui apenas trés grupamentos amino.
Atividades diferenciais das poliaminas também s&o reportadas em outros sistemas
bioldgicos (Tabor e Tabor, 1985; San-Blas et al., 1997; Garufi et al., 2007).

A relacdo das poliaminas com a morfogénese de fungos ja foi descrita em
outras espécies, como Mucor rouxi (Cano et al.,, 1988), Glomus mosseae (El
Ghachtouli et al., 1996), P. brasiliensis (San-Blas et al., 1997), C. albicans (Ueno et
al., 2004), Gigaspora rosea (Sannazzaro et al., 2004) e U. maydis (Valdés-Santiago
et al., 2009). Todavia, o0 modo de acdo destas moléculas na morfogénese ainda &
obscuro e incerto, sendo importante conhecer os fatos relevantes que servem de
base para novas hipoteses.

De fato, o papel das poliaminas no dimorfismo de Y. lipolytica também foi
discutido por Guevara-Olvera e colaboradores (1993), quando descreveram que
inibidores da sintese de poliaminas bloqueiam o desenvolvimento micelial do fungo.
Os autores também sugeriram que a sinalizacdo das poliaminas para a morfogénese

celular inicia nos periodos iniciais de crescimento, uma vez que a adicdo de
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inibidores apo0s estes momentos nao interferem mais na morfogénese das células.
Além disso, o estudo relaciona a possivel acdo das poliaminas nos processos
transcricionais da célula por prevenir a metilacdo da cromatina, pois 5-azacitidina
(inibidor da metilacdo) também reverte o efeito dos inibidores das poliaminas
(Guevara-Olvera et al., 1993).

A relacdo de poliaminas, diferencas nos padroes de metilagcdo do DNA e a
morfogénese celular sdo reportadas em outros estudos também realizados em
fungos (Cano et al., 1988; Martinez et al., 1990; Reyna-Lopez e Ruiz-Herrera, 2004).
Os trabalhos sugerem que a metilacdo do DNA esta envolvido na regulacédo negativa
de genes indutores da morfogénese, ou seja, 0 alto nivel de metilacgdo do DNA
previne o crescimento polarizado das células. As poliaminas seriam capazes de
inibir a citosina-DNA metilase e, assim, aumentar a acessibilidade de proteinas
regulatérias transcricionais aos sitios iniciadores da transcricAo na cromatina
(Herrero et al., 1999; Reyna-L6pez e Ruiz-Herrera, 2004).

O emprego do CHA, inibidor especifico da espermidina sintase e,
consequentemente da sintese de espermina, confirmou a importancia destas
poliaminas na promog¢éo do crescimento polarizado de hifas fungicas (Figura 15). A
concentracdo de 1 mM de CHA é suficiente para previnir a transicdo de 70% das
células apdés 36 horas de incubacéo, permitindo o restabelecimento do processo
somente apoés a adicdo de 1 mM de qualquer uma das poliaminas, conforme Figura
16. Novamente, este ensaio foi importante para ndo deixar duvidas de que as
poliaminas sé&o importantes na morfogénese de Y. lipolytica.

O estudo realizado por Guevara-Olvera e colaboradores (1993) também
obteve resultados semelhantes quando utilizou inibidores especificos da ornitina
descarboxilase em Y. lipolytica. A transi¢ao levedura-hifa atingiu inibicées superiores
a 80% quando as células foram expostas a 20 mM de DAB ou a 40 mM de DFMO ou
100 mM de MO, o processo foi revertido somente pela adicdo exdégena de 0,75 mM
de putrescina. A diferenca nas concentracdes dos inibidores para atingir valores
proximos ocorre devido ao modo de acédo de cada um, os inibidores DAB, DFMO e
MO competem pelo sitio do substrato da enzima, enquanto CHA é mais especifico a
espermidina sintase (Walthers, 1995). Células mutantes de C. albicans sem ornitina
descarboxilase (odc/odc), também sé restabelecem a transicdo dimérfica apls a
adicdo de 10 mM de putrescina exdégena (Herrero et al., 1999).
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Os resultados obtidos no presente trabalho demonstram o efeito dose-
dependente das poliaminas no crescimento hifal, além de indicar o efeito téxico em
altas concentracdes de poliaminas, uma vez que 2 mM de espermina, por exemplo,
inibe a multiplicacdo e produz células aberrantes (Figura 13). Altas concentracbes
de poliaminas podem causar a despolarizagcdo de membrana, acumulo de produtos
oxidativos provenientes de poliaminas, peroxido de hidrogénio e radicais livres que
causam eventualmente efeitos danosos aos micro-organismos (El Ghachtouli et al.,
1996). A espermina, por exemplo, pode atuar como bactericida dependendo da
concentracéo e do pH extracelular (Tabor e Tabor, 1985).

Todavia, a co-relagdo mais bem estabelecida até o presente momento entre
poliaminas e a morfogénese estd nas alteragcdes sinérgicas nos niveis de
poliaminas, livres ou conjugadas, e 0 crescimento polarizado em fungos dimorficos
(Guevara-Olvera et al., 1993; EI Ghachtouli et al., 1996; Ueno et al., 2004). No caso
da Y. lipolytica, a filamentacdo € acompanhada pelo aumento na atividade da
ornitina descarboxilase e na concentracdo endogena de poliaminas totais, livres e
conjugadas (Guevara-Olvera et al., 1993). A proposta do presente estudo € ir muito
além da descricdo dos efeitos das poliaminas no crescimento polarizado de hifas
fungicas, como tem sido encontrado na literatura até o momento. Entretanto, estes

ensaios iniciais sao necessarios como alicerces para um ponto de partida.

6.2 Efeitos das poliaminas e acido indol-3-acético na morfogénese de Y.
lipolytica

A associagao entre poliaminas e auxinas durante a morfogénese de hifas
fungicas foi realizada pela primeira vez. Todavia, a forma que se chegou a esta
associacao deve ser explicada antes de prosseguir com a discussdo dos resultados
propriamente. As primeiras caracterizagbes do hormdnio auxina iniciaram
paralelamente em células vegetais, fungicas e leveduriformes durante as décadas
de 1940 e 1950. Intrigantemente, os estudos mais aprofundados se concentraram
nas ceélulas vegetais e as auxinas passaram a ser conhecidas como fitormonios.
Apesar disso, também existem estudos classicos de auxinas em leveduras
(Robinson e Stier, 1941; Yanagishima e Shimoda, 1968). Mais de meio século
depois, a auxina emerge como importante molécula sinalizadora em micro-

organismos. Inicialmente, Prusty e colaboradores (2004) demonstraram que baixas
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concentragbes de auxinas (120 pM) induzem a formagédo de pseudohifas em S.
cerevisiae, enquanto altas concentragdes (250 pM) inibem o desenvolvimento da
célula. Lobéo (2012) demonstrou que concentracdes ainda menores de acido indol-
3-acético, fMol (10™°) e pMol (10™%), s&o suficientes para induzir a morfogénese em
Y. lipolytica.

Dutra (2010) e Lobao (2012) também identificaram a producédo de compostos
indolicos em Y. lipolytica em todas as fases/formas morfolégicas do micro-
organismo. A producdo de auxina acompanha o perfil de transicdo das células, pois
as maiores concentracfes sdo obtidas ap0s o inicio da morfogénese, apesar de
reduzir os niveis posteriormente. Além disso, a adicdo exdgena de triptofano (Trp),
precursor da auxina, triplica a producédo de compostos inddlicos, quando comparado
aos estagios iniciais de crescimento. Rao e colaboradores (2010) demonstraram que
S. cerevisiae também produzem acido indol-3-acético por vias independentes de
triptofano.

A partir deste conhecimento, o presente trabalho também propds investigar a
relacdo entre as poliaminas e as auxinas em células fungicas, uma vez que tanto as
poliaminas como os horménios auxinicos promovem o crescimento polarizado.
Inicialmente a pergunta abordada foi: auxinas e poliaminas juntas poderiam causar
um efeito somatorio na transicéo levedura-hifa em Y. lipolytica?

A questdo se baseou n&o apenas no crescimento polarizado como
consequéncia da acdo de ambas as biomoléculas, mas também em outra
caracteristica compartilhada, a presenca do o6xido nitrico (NO) como possivel
intermediario. O NO é apontado como mensageiro na cascata de sinalizacao
regulada pela auxina (Correa-Aragunde et al., 2006; Zandonadi et al., 2010;
Zandonadi, 2010). Além disso, a adigcdo exdgena de poliaminas induz o aumento na
producdo de NO e o uso do inibidor da enzima 6xido nitrico sintase previne os
efeitos da espermina, indicando a presenca de uma via de producdo de NO
dependente de poliaminas (Tun et al., 2006; Silveira et al., 2006; Yamasaki e Cohen,
2006), além da modulacdo na atividade da nitrato redutase pelas poliaminas e 6xido
nitrico (Rosales et al., 2011). Recentemente, também foi demonstrado que a adi¢cao
de doadores de NO interferem nos niveis de poliaminas no desenvolvimento de
células vegetais, por aumentar a concentracdo enddgena de poliaminas e os niveis

de expresséo génica de proteinas da sintese de poliaminas (Filippou et al., 2012).
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Apesar destas semelhancas, os resultados obtidos indicam nao existir efeito
somatorio na transicdo levedura-hifa quando as células sdo incubadas na presenca
concomitante de auxinas e poliaminas. O efeito € 0 mesmo, seja em concentracao
mais elevadas, como 1 mM de poliaminas, ou em concentra¢gdes intermediarias ou
inferiores de poliaminas, como 0,5 ou 0,1 mM, respectivamente. Os ensaios revelam
nao haver efeito aditivo na taxa de transicdo pelo uso de poliaminas mais auxinas,
conforme observado nas Figuras 17 e 18. Um estudo classico de Hager (1962)
discutido recentemente (2003), também foi conduzido sob 0 mesmo olhar, todavia o
efeito aditivo em questdo era a presenca concomitante de auxinas e acidos
indutores do crescimento. O estudo demonstrou que alguns tampdes acidos (citrato,
acetato e fosfato) induziam a elongacdo de raizes de girassois, assim como a
presenca de auxina. Contudo, testes realizados com doses concomitantes de
tampdes acidos e auxinas também ndo promoviam o efeito aditivo no crescimento.
Em uma reviséo publicada anos depois (2003), o autor discute os resultados dizendo
que apesar da auxina ser transportada mais rapidamente, enquanto os tampdes
acidos difundem-se lentamente, a inducéo do crescimento ocorre simultaneamente e
o efeito aditivo sO seria observado se 0s compostos atuassem em diferentes areas
de um segmento na promocdo do crescimento (Hager, 2003). Entdo, outra duvida
surgiu: existe dependéncia das auxinas pelas poliaminas ou vice-versa durante a
transicdo dimorfica?

A resposta para essa questdo, por si sO, estabelece uma relacdo até entéo
desconhecida. Relacdo entre poliaminas e auxinas tem sido pouco explorada em
plantas e muito menos em micro-organismos. Os estudos existentes em células
vegetais se referem apenas a algumas alteracbes sinérgicas nos niveis de
poliaminas e auxinas durante o desenvolvimento radicular (Heloir et al., 1996; Nag et
al., 2001; Tonon et al., 2001; Wang et al., 2009), na embriogénese somatica (Kevers
et al.,, 2002) ou na germinacdo de sementes (Dias et al., 2009). O mesmo tipo de
estudo foi conduzido durante o crescimento de fungos micorrizicos na fase pré-
simbidtica (Sarjala et al., 2010), mas nenhum destes trabalhos explorou as relacdes
funcionais entre essas moléculas.

Para responder a esta perguta, inibidores especificos da sintese das
poliaminas espermina e espermidina (CHA) e da sinalizacdo (PCIB) e/ou efluxo

(TIBA) da auxina foram utilizados. Zandonadi e colaboradores (2007) determinaram
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gue os inibidores PCIB e TIBA previnem os efeitos de auxina no crescimento
radicular em plantulas de milho. Dutra (2010) e Lob&o (2012) também demonstraram
que concentragcdes em torno de 100 pM destes mesmos inibidores evitam a
morfogénese da Y. lipolytica (Figura 20 ).

Os resultados demonstram que a auxina (10 pMol) é capaz de reverter o
efeito bloqueador na transicdo levedura-hifa causado por CHA (2 mM), ou seja, a
principio, o efeito do horménio independe da presenca de espermina e/ou
espermidina durante a morfogénese (Figura 19). Por outro lado, a inibicdo da
morfogénese causada pelo inibidor de sinalizacdo PCIB (100 pM) ou do fluxo de
auxinas TIBA (100 pM) ndo é revertida pela adicdo concomitante de poliaminas
(Figura 21). Portanto, os dados indicam que o efeito na morfogénese celular
causada pelas poliaminas € dependente da cascata de sinalizacdo das auxinas.
Dado a significancia da molécula de 6xido nitrico na sinalizagéo auxinica (Zandonadi
et al., 2010), € possivel especular que o NO seja o proximo elemento desta via, seria
mais um elo na sequéncia de eventos da morfogénese celular em hifas flngicas e

gue deve ser investigada.

6.3 Variac6es no pH ambiental e a atividade daP H *-ATPase

A acao das poliaminas via auxina-dependente remete a um mecanismo de
acao utilizado pelos hormdnios auxinicos no alongamento de células vegetais: a
“Teoria do Crescimento Acido”. Esta teoria postula que a auxina estimula as bombas
H*-ATPasicas da membrana plasmatica que acidificam o meio extracelular pela
extrusdo de prétons através da membrana plasmatica e a mudanca no potencial
eletroquimico ativa enzimas de degradacéo e sintese de novas paredes e, assim,
permite o alongamento celular (Rayle e Cleland, 1970).

O isolamento das membranas totais foi realizado a fim de verificar a acdo das
poliaminas na atividade das H'-ATPases de membrana plasmatica. A andlise do
transporte de H* foi conduzida pelo decaimento de ACMA (Figura 24A-C ). De fato,
as H'-ATPases de membrana plasmatica sdo ativadas durante o crescimento
polarizado de Y. lipolytica (Figura 23). Mais que isso, a concentracdo de 1 mM de
espermina ativa praticamente duas vezes o transporte e a velocidade inicial das H*-
ATPases tipo P quando comparadas as células controle incubadas por 20 horas

(Figura 24D). Esta ativacdo € mais notavel no inicio do crescimento polarizado de
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hifas fungicas, visto que em 14 horas de incubacdo ainda ndo é possivel encontrar
diferencas no transorte de H*. ApGs 26 horas, a relagdo entre o transporte de H* dos
ensaios decresce para 1,5 vezes, embora a atividade das bombas incubadas em
espermina permaneca superior ao controle.

Esses dados demonstram que as bombas protbnicas sao ativadas durante o
crescimento polarizado de hifas fangicas (Figura 23), assim como ocorre durante o
desenvolvimento de pelos radiculares e/ou tubos polinicos (Zandonadi et al., 2010;
Ramos et al., 2008a,b; Certal et al., 2008). Outra observacao é a repentina ativagéo
das H'-ATPases exatamente no momento da transicdo dimoérfica. Entre os
resultados obtidos, 20 horas de incubagé&o apresenta a maior diferenca entre os
tratamentos com e sem espermina, apesar de ndo ser possivel dizer que seja
exatamente este o ponto de maior diferenca entre eles, pois 0s outros ensaios foram
realizados em tempos mais distantes, 14 ou 26 horas. Contudo, é possivel inferir
que a espermina intensifica a estimulagédo na atividade das H*-ATPases tipo P no
inicio da transicédo dimorfica, posteriormente essa diferenca tende a diminuir.

A relacdo entre poliaminas e as H'-ATPases sO foram descritas em células
vegetais, sem considerar o0 crescimento polarizado das células. Garufi e
colaboradores (2007) identificaram que concentragdes fisioldégicas de espermina, 0,2
mM, estimula aproximadamente duas vezes a atividade das P H'-ATPases e a
interacdo direta da proteina 14-3-3 com a H'-ATPase, sugerindo um possivel
mecanismos de modulacédo da bomba pela poliamina independente do ion de Mg*".
Em contra partida, Dutra e colaboradores (2012) identificaram que as poliaminas
modularam negativamente a atividade das bombas protonicas durante a
embriogénese de Araucaria angustifolia.

A ativacdo das H'-ATPases pelas poliaminas durante o crescimento
polarizado de hifas fungicas, possivelmente utilizando a cascata de sinalizacao
auxina dependente é relatado pela primeira vez. Estes dados quebram o paradigma
de que a teoria do crescimento acido € exclusiva de células vegetais. Alias, os
trabalhos de Dutra (2010) e Lob&o (2012) também inferem esta possibilidade, uma
vez que determinaram a estimulacédo de 40-50% na atividade das H*-ATPases tipo P
pela auxina durante a elongacdo de células fungicas tanto na membrana plasmatica

como nas membranas do reticulo endoplasmatico.
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Além das bombas, o pH extracelular também foi investigado durante o
crescimento polarizado de Y. lipolytica. Este micro-organismo alcaliniza naturalmente
o pH extracelular pela excressdo de moléculas alcalinas durante seu crescimento,
além de possui o efetor Rim101, regulado pelo pH extracelular e envolvido na
inducdo do crescimento polarizado das hifas fungicas (Han et al., 2012). Lobé&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. As Figuras 25 e 26
demonstram que as poliaminas intensificam a alcalinizacdo, principalmente na
concentracédo de 1 mM de espermina. O ensaio demonstrou que o meio extracelular
inicialmente &cido (pH 4,5-5,0) em até 48 horas, torna-se alcalino em 60 horas de
cultivo, enquanto as células crescidas na auséncia de poliaminas alcalinizam apenas
regides proximas as col6nias. A alcalinizacdo promovida pelas poliaminas € mais
intensa inclusive quando comparada ao cultivo de auxina (10 pmol). Provavelmente
tal caracteristica corrobora na inducdo do processo morfogénico causado pelas
poliaminas.

Os inibidores TIBA e PCIB, por sua vez, retardam a alcalinizacéo extracelular,
mesmo quando a espermina € adicionada concomitantemente (Figura 27 e 28).
Apds 72 horas de cultivo, apenas as regides periféricas das col6nias estdo alcalinas,
enquanto o meio permanece &cido, diferentemente das culturas que nao receberam
estes inibidores. A mesma caracteristica € encontrada em meio liquido (Figura 29),
uma vez que as poliaminas induzem a alcalizacdo, enquanto os inibidores retardam
o processo. Palkova e colaboradores (1997, 2002 e 2003) observaram que S.
cerevisiae pode alcalinizar o meio extracelular durante a fase estacionaria pela
excrecdo de amonia. Além disso, este composto atua possivelmente como indutor
“quorum sensing” que sinaliza a comunicao entre col6nias (Palkova et al., 1997).

Apesar das H'-ATPases estarem ativas, a alcalinizagdo extracelular ocorre
normalmente na presenca de poliaminas. As H'-ATPases possivelmente estejam
transportando protons para regides do periplasma celular, energizando as proteinas
membranares, enquanto os compostos alcalinos sdo secretados para 0 ambiente
extracelular, diferindo ainda mais o gradiente protdnico entre a célula e a matriz
extracelular. A substancia secretada pela Y. lipolytica provavelmente seja a amonia
e os efeitos das poliaminas sugerem que estejam atuando como intensificadoras

desta excrecdo. Os resultados obtidos no presente trabalho também indicam a
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importancia do pH como sinalizador no crescimento polarizado de hifas fungicas,
uma vez que condi¢cdes cujo meio permanece &cido, ndo ocorre a morfogénese da
levedura.

A alcalinizagcdo da matriz extracelular acompanhada pelo aumento na
atividade de prétons pode estar relacionada a sobrevivéncia deste micro-organismo.
A quantidade de compostos alcalinos excretados pela célula poderia ativar a
extrusdo de H" a fim de manter as diferencas eletroquimicas entre as membranas.
Possivelmente, os H* transportados pela bomba se concentram no micro-ambiente,
no periplasma, entre a membrana e a parede celular, enquanto a excreta alcalina é
eliminada para a matriz extracelular. Provavelmente, em um ambiente natural, sob
condicbes adversas, a resposta da matriz extracelular poderia ser diferente. Estes
compostos poderiam se difundir pelo ambiente, enquanto em condi¢cdes
laboratoriais, sdo acumulados, possivelmente causando algum tipo de estresse que
pode ser minimizado pela morfogénese celular (Palkova e Vachova, 2006; Vachova
et al., 2012). Ambos os fatores, alcalinizacdo extracelular e a homeostase de H”,
possivelmente devem trabalhar unidos na promoc¢édo do crescimento polarizado de
hifas fungicas de Y. lipolytica, uma vez que ocorre a variagdo de ambos os fatores

durante a morfogénese celular (Figura 23).

6.4 A dinamica vacuolar e a morfologia colonial

Os vacuolos estdo diretamente envolvidos na regulacdo do gradiente
eletroquimico de protons entre as membranas. Por esse motivo, a dindmica vacuolar
foi observada durante a morfogénese da levedura pelo uso de marcadores
fluorescentes do limen e da membrana vacuolar (Figura 30). Os vacuolos
correspondem as maiores organelas celulares e estdo envolvidos desde a
degradacdo de componentes celulares a estocagem de ions e metabdlitos, além da
regulacdo na homeostase celular (Richards et al., 2012).

Os vacuolos sédo organelas dinamicas e, por isso, sofrem expansdes e
remodelagens durante a morfogénese. Okorokova-Facanha e colaboradores (2002)
demonstraram que os vacuolos sdo organelas importantes nas leveduras de fissédo
por definir o formato celular, a dindmica do citoesqueleto e citocinese. Os autores

determinaram que a homeostase de cations, principalmente de Ca** pelas ATPases
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localizadas nas membranas destas organelas, sdo cruciais no estabelecimento da
polaridade celular e na regulacéo da dindmica de microtubulos.

Pelo uso dos marcadores fluorescentes é possivel identificar que as formas
celulares do micro-organismos séo influenciadas por distintos padrbes de
vacuolizacdo. As células leveduriformes apresentam um vacuolo continuo, que
ocupa grande espaco no compartimento celular, enquanto as células pseudohifais
ou hifas verdadeiras possuem vacuolos de tamanhos diferentes que auxiliam no
crescimento celular. Veses e Gow (2008) também demonstraram a importancia dos
vacuolos na formacédo dos septos celulares durante a formacdo das hifas em C.
albicans.

Como pode ser observado na Figura 31, € possivel identificar apenas um
vacuolo, geralmente grande, nas células leveduriformes de Y. lipolytica, que cresce
a medida que ocorre a diferenciagcdo. Durante a expansdo apical, é possivel
visualizar o0 aumento no volume vacuolar e a consequente formagdo de vacuolos
longos e elipsdides que se dividem, formando varios vacuolos de diferentes
tamanhos. Outra observacdo importante € a presenca de pequenos vacuolos nas
pontas das hifas (Figura 31). Esta regido corresponde ao local de intensa atividade
durante a morfogénese, com a presenca de vesiculas apicais, como o Spitzenkdrper
ou o polarissoma, relacionadas a manutencdo do crescimento polarizado pelo
transporte e sintese de novas proteinas (Riquelme et al., 2011).

O citoesqueleto é responsavel por guiar desde a segregacao vacuolar até o
trafego de pequenas vesiculas para regides apicais (Veses e Gow, 2008; Riguelme
et al.,, 2011). Contudo, oscilagcbes do pH celular provavelmente rege toda essa
sinfonia durante o crescimento polarizado, utilizando para isso, a homeostase ibnica
e a ativacdo das bombas protdnicas. As consequéncias destas variacbes sao
observadas macroscopicamente no fenétipo das colénias. A mesma levedura pode
possuir diferentes formatos dependendo do ambiente que esteja colonizando
(Figura 32). Todos estes fatores auxiliam o desenvolvimento de hifas fungicas e
complementam a teoria do crescimento acido, demonstrando que esta teoria € muito
mais complexa do que se imagina.

A arquitetura e o0 aspecto das colbnias séo influenciados por fatores externos,
conforme observado na Figura 32 . As col6nias crescidas em auxina ou espermidina

possuem o formato de cérebro, enquanto as colbnias crescidas em espermina
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assumem a forma de cratera. Além disso, as coldnias crescidas na presenca de
poliaminas ou auxinas sdo mais rugosas e possuem longas franjas celulares,
provavelmente mais eficazes na invasdo e adesédo ao meio solido. Estas alteracbes
fenotipicas sdo naturais e relacionadas a variabilidade de uma populacdo apta a
colonizar diferentes condicbes ambientais (Furlaneto et al., 2012). As rugosidades
sdo devido a maior quantidade de células flamentosas, por esse motivo a ativacao
do efetor Rim101 também é observada durante alteracbes morfolégicas da colbnia,
assim como no crescimento polarizado (Voordeckers et al., 2012).

As alteragbes do pH parecem desempenhar um papel fundamental na
caracterizacdo fenotipica das colbnias de varios micro-organismos, porém o0s
processos de sinalizacdo idnica envolvidos permanecem pouco explorados. Este
tipo de sinalizacdo poderia envolver mudancas nos gradientes eletroquimicos das
membranas, influenciando na homeostase de pH nos ambientes intra e extracelular.
As alteragdes nos gradientes de H" e a consequente sinalizacdo por prétons seria
gerada pelas bombas protonicas que conduziriam a producédo de informacdes para
mudancas na dinamica do citoesqueleto e do vacuolo, a fim de promover o
crescimento polarizado de hifas fungicas (Ramos et al., 2009a,b).

A partir dos resultados descritos, fica evidente o papel das poliaminas na
modulacdo do crescimento polarizado em Y. lipolytica. Até o momento estas
parecem ser as primeiras evidéncias de ativacdo das bombas de H' e a
morfogénese celular em fungos induzidos pelas poliaminas. A partir dos dados
apresentados ainda € possivel sugerir uma sequéncia de eventos desencadeados
pela sinalizacdo das poliaminas via auxina-dependente, ativacdo das H*-ATPases,
alteracdes no pH extracelular, mudanca na dinamica de citoesqueleto e vaculos até
chegar a morfologia da colbnia, propriamente dita. Este conjunto de informacodes
auxilia a completar uma cascata de sinalizagdo relacionada a morfogénese celular,
partindo das poliaminas.

O conhecimento de principios basicos que regem o desenvolvimento e a
formacdo das colonias torna-se ferramenta imporante em diversos segmentos. Na
area médica, o controle da morfogénse é importante por prevenir patogenias e
proteger superficies especificas contra o ataque de biofilmes microbianos, como
cateteres e implantes (Palkova e Vachova, 2006). Na biotecnologia, o

desenvolvimento de fungos morfogénicos é importante na producdo de acidos
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organicos e outros compostos de alto valor agregado. Na agricultura, a morfogénese
fungica é importante no desenvolvimento de bioindculos capazes de colonizar o
sistema radicular, aumentar a superficie de absorcéo e exsudar quelantes organicos

que indisponibilizam metais toxicos, como o aluminio (Bankar et al., 2009).
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7. CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitem estabelecer uma relacédo entre o efeito de
poliaminas sobre a morfogénese em células fungicas, com a ativacao diferencial das
bombas de H' da membrana plasmatica. A partir dos dados apresentados, é
possivel sugerir uma sequéncia de eventos que culminam na transicdo dimoérfica
levedura-hifa de Y. lipolytica. No modelo proposto, as poliaminas utilizam a
sinalizacdo auxina-dependente para sincronizar a ativacdo das bombas de H e,
assim, alterar o gradiente eletroquimico nas membranas. Esta alteracdo, por sua
vez, induziria oscilagbes de pH especificas relacionadas com o controle do
crescimento polarizado, possilvelmente via ativacdo de efetores relacionados a
morfogénese e mudancas na dinamica vacuolar e do citoesqueleto. Este processo
desencadeado em nivel celular pode influenciar mudancas morfolégicas globais na
arquitetura das col6nias. As evidéncias experimentais que sustentam tal modelo séo
as seguintes:

1 - Nas condi¢cdes normais de crescimento (meio YED; pH 4,5; 30° C e 250
rpm) as poliaminas espermidina e espermina induzem a transi¢do dimorfica de Y.
lipolytica em concentragcdes proximas a 1 mM, reduzindo o numero de células
leveduriformes para 40 e 30%, respectivamente. O cultivo controle permanece com
60% de suas células na forma de leveduras apos 36 horas de incubacgéao;

2 - A adicdo exdgena de 2 mM do inibidor da espermidina sintase, o
ciclohexilamino (CHA), previne a morfogénese celular do fungo em até 80% das
células, apesar de nao influenciar no crescimento celular;

3 - O efeito somatério na transicdo dimorfica ndo € observado em ensaios
conduzidos em concentragdes concomitantes de poliaminas e auxina;

4 - A morfogénese celular causada pela sinalizacdo da auxina ndo depende
da presenca de poliaminas, uma vez que a CHA nao preveniu o crescimento
polarizado de hifas crescidas em auxinas;

5 - A morfogénese causada pelas poliaminas € auxina-dependente, pois a
adicao de inibidores da sinalizacdo e transporte de AIA, evitou a formacédo de hifas
verdadeiras em células crescidas em poliaminas;

6 - Durante o desenvolvimento colonial das hifas flngicas, ocorre
naturalmente a alcalinizacdo do meio extracelular. A presenca de auxina ou

poliaminas influenciam no aumento do pH extracelular, enquanto e os inibidores
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TIBA e PCIB previnem o processo de alcalinizagdo, assim como a transi¢céo
dimorfica;

7 - As H'-ATPases tipo P sdo ativadas durante o crescimento polarizado de
hifas fungicas. A presenca de espermina induz ainda mais a atividade da bomba,
chegando a 2,5 vezes no inicio da transi¢cao dimorfica levedura-hifa (20 horas).

8 - O vacuolo celular, principal organela envolvida ha manutencao e ajuste do
pH celular, sofre alteracbes em sua dinamica durante o crescimento polarizado. A
utiizacdo de marcadores fluorescentes indicou a vacuolizacdo durante a
morfogénese celular, assim como a presenca de varias vesiculas pequenas
proximas a ponta das hifas, exatamente o local de intensa atividade de degradacao
e sintese no crescimento polarizado da célula;

9 - A arquitetura macroscopica da colonia € influenciada pela presenca de
poliaminas. As colGnias apresentavam-se mais rugosas e com longas franjas ao seu

redor, estruturas relativas a adaptagcéo a estresses ambientais em geral.
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