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RESUMO

FIGUEIRA, Frederico Firme; D.Sc.; Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro; Agosto de 2020; Mecanismo de tolerancia ao aluminio
envolve uma integracdo dos sistemas primarios de transporte de H* e Ca?*
associados com remodelamento da dinamica vacuolar. Orientador: Prof. Arnoldo
Rocha Facanha.

O aluminio (Al) é o terceiro elemento mais abundante na crosta terrestre,
onipresente naturalmente em aguas e solos e que sob condi¢des acidas se torna
toxico, representando, portanto, um risco para a maioria das plantas e fungos. A
descricéo da sensibilidade ao Al em leveduras provou ser uma ferramenta poderosa
para a andlise celular e molecular da toxicidade e tolerancia ao mesmo. A levedura
de fissdo Schizosaccharomyces pombe é usada no presente estudo como um
modelo para explorar e aprofundar o conhecimento sobre a resposta celular ao
estresse induzido pelo Al. Verificou-se que a exposicdo a AlK(SO4)2 a 0,5 mM
resultou em alteracdes no crescimento e morfologia das células de levedura de
fissdo, regulacdo negativa das Ca?*-ATPases e genes responsivos ao calcio, e
modulacao da atividade e expressdo da H*-ATPase vacuolar. Além disso, estresse
de Al induziu a fragmentacado vacuolar. Uma analise de bioinformatica utilizando a
ferramenta STRING foi realizada para elucidar diferentes interagfes entre proteinas
envolvidas na homeostase do H* e Ca?*. Os dados indicam a remodelacdo da
homeostase de célcio e prétons, particularmente no reticulo endoplasmatico e
vacuolo, como parte do complexo mecanismo de sobrevivéncia contra a toxicidade
do Al. O estudo aponta para S. pombe como um modelo promissor para estudos

de mecanismos de tolerancia ao Al e outros metais em sistemas eucarioticos.

Palavra-chave: Schizosaccharomyces pombe, reticulo endoplasmatico, V-

ATPase, Vmabp, estresse oxidativo, STRING
vii



ABSTRACT

Aluminum (Al) is the third most abundant element in the earth's crust,
naturally ubiquitous in waters and soils which under acidic conditions becomes toxic,
thus representing a risk to most plants and fungi. The description of Al sensitivity in
yeasts proved to be a powerful tool for cellular and molecular analysis of Al toxicity
and tolerance. The fission yeast, Schizosaccharomyces pombe, is used in the
present study as a model to explore and increase the knowledge about cellular
response to stress induced by Al. It was found that exposure to AIK (SOa4)2 at 0.5
mM resulted changes in growth and morphology of fission yeast cells, negative
regulation of Ca?*-ATPases and genes responsive to calcium, and modulation of
activity and expression of vacuolar H*-ATPase. In addition, Al's stress induced
vacuolar fragmentation. A bioinformatics analysis using STRING tool was
performed to elucidate different interactions between proteins involved in H* and
Ca?* homeostasis. The data indicate the remodeling of calcium and proton
homeostasis, particularly in the endoplasmic reticulum and vacuole, as part of the
complex survival mechanism against Al toxicity. The study points to S. pombe as a
promising model for studies of mechanisms of tolerance to Al and other metals in

eukaryotic systems.

Key word Schizosaccharomyces pombe, endoplasmic reticulum, V-
ATPase, Vmabp, oxidative stress, STRING
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1. INTRODUCAO

Um terco da area total do planeta Terra é constituido por solos acidos, 0s
quais possuem pH <5,5. Esse tipo de solo é comumente distribuido por toda a area
tropical e subtropical, e quase metade das terras potencialmente araveis sdo acidas
(Kochian et al., 2004; Sade et al., 2016). Diferentes fatores podem aumentar a
acidificacdo do solo, como manejo inadequado do solo, agricultura intensa,
lixiviacdo de cations basicos (K, Ca, Mg), chuva &cida e uso indiscriminado de
fertilizantes de aménio, que em conjunto, intensificam a acidificacdo dos solos
cultivados (Krug e Frink, 1983; Guo et al., 2010).

O aluminio (Al), assim como outros metais (ferro e manganés), é altamente
suscetivel as alteracdes do pH, e sua solubilidade é intensificada em condicbes
acidas (Brautigan et al., 2012). Em pHs &cidos (abaixo de 5,0), o aluminio trivalente
(AI**) se torna a forma mais abundante deste metal, o qual possui o maior impacto
no crescimento das plantas, ocasionando uma toxicidade mais severa nos vegetais.
Induzindo ndo sé a deficiéncia de diversos minerais essenciais, como célcio,
magneésio e fésforo, como também danificando os tecidos das raizes e limitando

tanto o crescimento radicular quanto o vegetal (Collignon et al., 2012).

Uma notdria quantidade de estudos foram realizadas para descobrir os
diferentes mecanismos (fisiol6gicos, bioquimicos, moleculares) dos quais as
plantas empregam para tolerar quantidades toxicas de Al em solo acido (Kochian
et al., 2004), mas a integracao precisa da dinamica celular eucariética sob todo o
estresse esta longe de ser concluida. A acao pleiotropica do Al impde certas
limitagGes aos estudos em plantas e animais, como a variagdo na resposta celular

a exposicdo ao Al, que depende da localizacdo celular dentro de um tecido ou nos



diferentes 6rgdos. Nesse cenario, a levedura unicelular surge como um excelente
modelo para elucidar os principais alvos celulares do Al (MacDiarmid e Gardner,
1996; Anoop et al., 2003; Zheng et al., 2007). Em geral, verificou-se que a tolerancia
ao Al na levedura Saccharomyces cerevisiae e de outras células de fungos é maior
do que a observada em plantas e animais. Em trabalhos anteriores, nosso grupo
identificou o Al como um fator que impede a transicdo para a hifa em Yarrowia
lipolytica na concentracao de 0,5 mM de AIK (SO4)2 sem prejudicar seu crescimento
(Lobéo et al., 2007). O efeito do Al neste fungo foi demonstrado estar relacionado

a um aumento do pH ambiente devido a extrusdo aumentada de H*.

Embora inicialmente descrita e estudada em plantas (Gupta et al., 2013), a
desregulacdo da homeostase do H* ndo € bem caracterizada em resposta ao Al
nas células fungicas (Hamilton et al., 2001a). As bombas H* sdo essenciais para
diversos processos celulares basicos, incluindo a geracdo do gradiente
transmembranar de H* que fornece energia para os transportadores secundarios
(Morsomme e Boutry, 2000). Devido a toxicidade do Al, ha uma mudanga no
potencial de membrana e essa mudanca esta diretamente correlacionada com as
mudancas do potencial da superficie da mesma, também conhecida como potencial
zeta. Essas proteinas podem também atuar como sensores de estresse, portanto,
estudar a modulacdo das H*-ATPases em resposta a toxicidade do Al pode
contribuir para uma melhor compreensao do mecanismo de toxicidade e tolerancia

desse metal em células eucariéticas.

A carga superficial da membrana e o potencial transmembranar s&o
caracteristicas muito complexas que sdo influenciadas por uma infinidade de
transporte de ions e outros processos (Miyasaka et al., 1989; Rengel, 1996). Entre
esses processos, a atividade da H*-ATPase da membrana plasmatica pode muito
bem ser a mais influente. Uma vez que a carga superficial da membrana
plasmatica, bem como o potencial transmembranar pode influenciar a atividade dos
canais de Ca?*, incluindo ativacéo por hiperpolarizacéo (Kiegle et al., 2000; Véry e
Davies, 2000) e depolarizacédo dos canais de Ca?* (Pifieros e Tester, 1995; Pifieros
e Tester, 1997; Thion et al., 1998) e portanto podem alterar a dinamica da

homeostase de Ca?* citoplasmatico.



Dessa maneira a sinalizacdo de H*, como também a homeostase de Ca?*,
€ proposta como um alvo do Al nas células vegetais e de leveduras (Li et al., 2011),
0 que sugere um “cross-talk” necessario entre a sinalizagédo de préton e calcio para
lidar com o estresse de Al. A interrupcdo da homeostase de célcio citoplasmético
pode estar diretamente ou indiretamente envolvida com a inibicdo e a divisdo
celular e crescimento radicular, uma vez que o Al pode interromper o metabolismo
dependente de Ca?*, através da manutencdo dos niveis de Ca?* citoplasmatico ou

impedindo a ocorréncia de Ca?* transiente.

A levedura de fissdo Schizosaccharomyces pombe é usada como um
excelente modelo eucaridtico para estudar varios processos bioldgicos, incluindo
polaridade e morfologia celular (Perez e Rincon, 2010) e homeostase de metais
(Mercier e Labbé, 2010). Assim, a possibilidade de identificar biomarcadores
moleculares do estresse de Al e/ou possiveis alvos genéticos que possam contribuir
para nosso entendimento de eventos moleculares e vias de sinalizagao
desencadeadas por Al e, eventualmente, melhorar a toleréncia das plantas ao Al é

ampliada.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1.Dindmica do aluminio no sistema solo-planta

Aluminio (Al) é o metal mais abundante da crosta terrestre. A maior parte
deste elemento € incorporada ao solo mineral na forma de silicato de Al, com
apenas algumas fracbes em forma solivel as quais podem influenciar os
organismos vivos do solo (Schmitt et al., 2016; Singh et al., 2017). E um elemento
nao essencial, porém toxico quando em excesso para a maioria das plantas. Em
condi¢des acidas (pH <5) o Al encontrado no solo mineral surge nas formas
AI(OH)?*, Al(OH)3** e Al(H20)%*, o qual a forma AI** é a mais abundante e possui o
maior impacto no crescimento das plantas (Silva, 2012; Schmitt et al., 2016). Em
contraste, o Al precipitado ou quelado em compostos organicos nao séo toéxicos
para as plantas (Nogueirol et al., 2015).

Supreendentemente, a estimulagdo do crescimento radicular € um efeito
benéfico do Al. O impacto do Al, tanto toxico quanto benéfico, no crescimento
vegetal, depende da concentragdo do metal e varia de acordo com a espécie de
planta, o qual inclui o genotipo dentro da mesma espécie, sua idade fisiologica,
condicbes de crescimento e a duracdo da exposicdo a este metal (Bojérquez-
Quintal et al., 2017). Trés respostas sdo observadas a respeito do crescimento
radicular dependendo da concentragdo de Al. i) Crescimento radicular ndo €&
prejudicado em baixas concentracdes de Al, no entanto em concentracdes altas,
diminui; ii) crescimento radicular € estimulado em baixas concentragbes de Al,

porém é inibido em concentracdes altas; iii) inibicdo do crescimento radicular em



baixas concentracdes ou curtos periodos de tempo, mas pouco ou nenhum efeito
em altas concentracdes ou longos periodos de tempo (Barcel6 e Poschenrieder,
2002; Zhou et al., 2011). Entretanto uma quarta resposta € apresentada em
gendtipos onde o crescimento radicular ndo € prejudicado, mesmo em
concentracbes muito altas de Al, indicando que diferentes espécies de plantas
diferem em seus mecanismos de resposta ao estresse por Al nos niveis celular e

tecidual, bem como no nivel de toda a planta (Bojérquez-Quintal et al., 2017).

Sabendo que, aproximadamente 70% dos solos possuem algum tipo de
estresse abidtico, entre eles, a grande ocorréncia de pHs mais acidos (Figura 1),
ha uma grande chance de ocorrer alguma limitacdo na producdo dos alimentos
bésicos (Panda et al., 2009; Gupta et al., 2013; Nunes-Nesi et al., 2014).
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Figura 1. Caracterizacéo do pH dos solos no globo. Fonte; IGBP-DIS.

Varias atividades antropolégicas aceleraram a acidificagdo dos solos nas
tltimas décadas, sendo o uso desenfreado de fertilizantes a base de P e N um
deles (Mahler e McDole, 1985; Guo et al, 2010; Liang et al., 2013).
Consequentemente aumenta a solubilizacdo do Al (Che et al., 2015), e assim ocorre
um desbalanco no ciclo do enxofre, nitrogénio, carbono (Bolan e Hedley, 2003;
Tang e Rengel 2003), além dos impactos nas bactérias fixadoras de N de raizes de

leguminosas (Coventry e Slattery, 1991). O primeiro sintoma de fitotoxicidade de Al



em plantas é a inibicdo do crescimento radicular, o qual ocorre apds a exposicao
ao AIF* em concentracdes micromolares dentro de uma hora (Matsumoto 2000;
Kochian et al., 2005; Ma, 2007). O crescimento radicular depende de um processo
continuo de divisdo celular, que devido a fitotoxicidade por Al, ocorre de forma
limitada. Como resultado, as raizes se tornam atrofiadas e quebradicas, o
desenvolvimento dos pelos radiculares é prejudicado e o apice da raiz se torna
inchado e danificado (Panda et al., 2009).

A inibicdo do crescimento radicular promovida pelo Al requer que o apice
da raiz, em particular a parte distal da zona de alongamento, esteja diretamente
exposta ao Al, indicando que o apice radicular € um sitio critico de percepcao e
expressédo de resisténcia e toxidez ao mesmo (Kinraide et al., 1993; Kollmeier et
al., 2001; Gupta et al., 2013; Kopittke et al., 2015). Sabe-se também que a
exposicao a este elemento induz uma desregulacéo do ciclo celular, reducédo da
atividade mitética e interfasica, indicando o motivo da rapida inibicdo do

crescimento radicular devido a exposi¢cdo ao Al (Panda et al., 2009; Silva, 2012).

A morfologia celular depende do citoesqueleto de microtubulos, que por
sua vez depende do gradiente de calcio citoplasmatico. Além disso, Macdonald, e
colaboradores (1987) mostraram que o Al influenciou/promoveu a
polimerizacdo/montagem da tubulina in vitro. Desde entéo, varios grupos relataram
efeitos do Al no citoesqueleto nas células vegetais. Por outro lado, ha um namero
crescente de evidéncias de que o Al interfere com a homeostase do célcio. Por
exemplo, para a planta sintetizar calose é necessario um aumento da concentracao
de Ca?* citoplasmatico, e varios cations metdalicos polivalentes, incluindo Al,
induzem a sintese de calose nas raizes apdés 30 min de exposicao (Rengel, 1992).
Dessa forma, o fenbmeno para sintese de calose demonstra um link entre estresse
por Al e mudancas na concentracdo de Ca?* que modulam vias de sinalizacéo

celular.

De acordo com Sivaguru e Horst 1998, Al induz acumulag&o de calose no
plasmodesma de células de raizes trigo, e assim bloqueia o trafico de célula para
célula. A célula vegetal requer uma rede dinamica baseada no citoesqueleto para
o funcionamento adequado da diferenciacédo e divisédo celular, dessa maneira a

toxicidade de Al interrompe a estrutura do citoesqueleto.



A correlagdo positiva entre o aumento na concentracdo de Ca?*
citoplasmatico desencadeado pela exposicdo ao Al e a inibicdo do crescimento
radicular (Zhang e Rengel, 1999) é consistente com as observacdes de que: a
formacdo de calose induzida por Al nas pontas das raizes estd diretamente
relacionada a inibicdo do crescimento radicular em Triticum aestivum (Zhang et al.,
1994) e Triticum turgidum (Frantzios et al., 2001); e a sintese de calose induzida
por Al € inversamente correlacionada com a resisténcia ao Al em Zea mays (Horst
et al., 1997). Portanto, um aumento da concentracdo de Ca?* citoplasmatico em
resposta ao Al serve como um gatilho para promover a sintese de calose, ativando

a enzima de 1,3-B-glucana sintase.

Diversos processos bioquimicos e fisiologicos foram demonstrados sendo
influenciados tanto em minutos quanto a horas ap0s a exposicao ao Al, dentre eles
estdo: mudancas na dinamica do citoesqueleto (Schwarzerova et al., 2002; Gupta
et al., 2013), inibicdo da captacdo de cations (Van Oene, 1998), acumulacéo de
calose (Ahn, 2002), estresse oxidativo exacerbado (Yamamoto et al., 2002; Singh
et al., 2017), distlrbio na homeostase de Ca?* e de pH (Ma et al., 2002), inibicdo
da atividade da H*-ATPase de membrana plasmatica de células da ponta da raiz
(Ahn et al., 2001; Ahn, 2002; Bose et al., 2010a).

2.2.Leveduras como modelo de estudo de sistemas vegetais

As leveduras sdo continuamente usadas como um modelo valido para
estudos de sistemas vegetais devido a rapida e simples transformacéo, ao curto
ciclo de vida e a facilidade de manipulacdo. O uso de leveduras como modelo de
célula eucaridtica de uma planta é bastante comum, devido as semelhangas na
bioenergética celular e respostas aos estresses incluindo a toxidez do Al. Por
exemplo, Ezaki e colaboradores (2005) demonstraram que genes de tolerancia ao

Al de plantas vasculares conferem uma resisténcia ao Al em levedura.

A levedura de fissdo Schizosaccharomyces pombe tornou-se importante
em estudos na area de biologia celular devido a divisdo celular deste organismo,
gue se assemelha com a maioria dos eucariotos e distingue-se das leveduras de
brotacdo pela sua divisdo celular simétrica (fissdo binaria). Com a realizacdo do
sequenciamento completo do genoma da S. pombe em 2002 (Wood et al., 2002),

em conjunto com anos de desenvolvimento de métodos de genética e biologia
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molecular, S. pombe se tornou um excelente organismo modelo, sendo utilizada
em diferentes estudos, como morfologia celular e tolerancia a metais (Nurse, 1994;
Clemens et al., 2002).

A S. pombe € um fungo ascomiceto unicelular em forma de bastéo,
caracterizada pelo modo unicelular de crescimento. Essa levedura de fissdo
pertence a um pequeno grupo de espécies caracterizadas (S. pombe, S. japonicus,
S. octosporus) e o grupo como um todo possui uma distancia evolucionéria de 300-
1.000 milhdes de anos das numerosas espécies de levedura de brotacao, incluindo
Saccharomyces cerevisiae (Sipiczki, 2000; Heckman et al., 2001). Além disso,
essas leveduras possuem sua ascendéncia de uma cepa monolitica, em que todas
as cepas desta levedura utilizada em experimentos cientificos foram originadas de

um unico isolado (Sunnerhagen, 2002).
2.3.Exposicdo do aluminio em microrganismos

Algumas cepas microbianas tolerantes ao Al foram isoladas de solos acidos
(Kimoto et al., 2010; Kunito et al., 2012; Wang et al., 2013a). A maioria dessas
cepas pode tolerar varias centenas de mM de Al. A tolerancia microbiana ao Al da
levedura Rhodotorula glutinis e da bactéria Acidiphilium cryptum pode ser induzida
pelo pré-tratamento com Al (Fischer et al., 2002; Tani et al., 2004, 2010). Sugere-
se que Varios mecanismos, como sistema de transporte de magnésio, aumento do
namero de mitocdndrias, aumento da espessura da parede celular, estejam
associados a tolerancia a este metal (MacDiarmid e Gardner, 1998; Tani et al.,
2008; Wang et al., 2013b). No entanto, os exatos mecanismos utilizados pelos
microrganismos nativos de solo acidos com alta tolerancia ao Al sdo amplamente

desconhecidos, embora sejam potencialmente interessantes e significativos.

A toxidade e tolerancia ao Al envolvem diferentes vias e processos
coordenados. Uma analise de protedmica utilizando Rhodotorula sp. RS1, uma
levedura isolada de solo acido tolerante ao Al, identificou 33 proteinas que sao
diferencialmente expressas em resposta ao estresse por Al, proteinas essas
associadas a diferentes vias, como transcricdo e traducdo de proteinas,
metabolismo, reparo de DNA, proteinas de parede celular e relacionadas as
funcdes do Golgi, além de proteinas que podem induzir o acumulo de citrato interno

o qual poderia quelar o fon Al. E importante destacar que 18% das proteinas
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diferencialmente expressas na exposicao ao Al tém funcdo desconhecida em RS1,
abrindo ainda mais a gama de possiveis mecanismos chave envolvidos na resposta

a esse metal (Wang et al., 2013a).

Entre os efeitos mais estudados da resposta ao Al estad a inibicdo do
crescimento celular. Apesar de nao inibir o crescimento do fungo dimorfico Yarrowia
lipolytica, Al impede a transicdo morfogénica de levedura para hifa (Lob&o et al.,
2007). Mesmo em modelos considerados tolerantes ao Al, como Rhodotorula sp.
RS1 (Wang et al., 2013b) e Cryptococcus humicola (Zhang et al., 2017) a exposi¢ao
a altas concentracdes de Al é capaz de inibir o crescimento. Em resposta ao Al
também é frequentemente descrito o acumulo de espécies reativas de oxigénio
(Wang e Yang, 2005; Palma, 2011; Sade et al., 2016), inducéo de estresse de
reticulo endoplasmatico e consequente desregulacdo da homeostase de calcio
(Palma, 2011; Zhang et al., 2015; 2017), além da desregulacdo na homeostase de
H* (Hamilton et al., 2001b; Gupta et al., 2013).

2.4.Efeito do Al na homeostase de calcio

O aluminio interfere com a homeostase de Ca?* intracelular, o qual é outro
processo responsavel pelas injarias ocasionadas por este metal (Zheng et al., 2007,
Panda et al., 2009). Os ions de calcio sdo importantes mensageiros secundarios
na resposta aos sinais biolégicos, pois varios desses mecanismos utilizam vias de
sinalizagdo mediadas por calcio como, exocitose, rearranjo do citoesqueleto e
outras (lida et al., 1990). Acredita-se que a homeostase de Ca?* em eucariotos
unicelulares e plantas depende de uma atividade coordenada entre i) Ca?*-
ATPases de alta afinidade e baixa capacidade, Il) transportadores trocadores
Ca?*/H* de baixa afinidade e alta capacidade de membranas vacuolares e iii) canais
de liberacdo de calcio (Cunningham e Fink, 1994; Sanders et al., 1999).

O Al possui uma grande afinidade pela superficie da membrana plasmatica,
podendo chegar a ser até 56 vezes maior que o Ca®* (Akeson et al., 1989). Dessa
maneira, a interrupcdo das cascatas de sinalizacdo ligadas a Ca?* parece ser um
evento chave na percepc¢éao de toxicidade do Al em plantas (Rengel e Zhang 2003),
pois o Al é capaz de inibir canais de Ca?* na membrana plasmatica (Pifieros e

Tester, 1995; Véry e Davies, 2000) e em contrapartida, induzir o aumento na
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concentragdo citoplasmatica de Ca?* em diferentes sistemas vegetais (Jones et al.,
1998; Zhang e Rengel, 1999).

E possivel que a fonte de Ca?* para um aumento da concentracdo de Ca?*
citosolico durante a exposi¢cdo ao Al seja tanto extracelular quando intracelular. Os
canais Ca?* ativados pela hiperpolarizacdo séo inibidos pelo Al (n° 1, Figura 2),
enquanto a despolarizacdo da membrana plasmatica por Al pode aumentar os
fluxos de Ca?* por meio de canais de Ca?* ativados por despolarizacéo (n° 2, Figura
2), efeito putativo do Al nos canais catidnicos nédo seletivos permeéaveis a Ca?* (n°
3, Figura 2). Um aumento do fluxo de Ca?* a partir do apoplasto resultaria em um
aumento inicial na concentracao citoplasmatica de célcio que ativaria os canais de
liberacdo de Ca?* no tonoplasto (n° 4, Figura 2) e a membrana do reticulo
endoplasmatico (RE) (n° 5, Figura 2), aumentando ainda mais a concentracdo
citoplasmatica de Ca?*. O aluminio (extracelular ou intracelular) pode bloguear a
formacéo de IP3 e, assim, diminuir o sinal gerado por IP3 para a ativacdo de canais
de liberacdo de Ca?* especificos no tonoplasto (n° 6, Figura 2). O efeito do Al nas
Ca?*-ATPases localizadas no reticulo endoplasmatico (n° 7, Figura 2) e na
membrana plasmatica (n° 8, Figura 2) indicam que o Al pode inibir essas bombas,
0 que resultaria no aumento da concentracdo citoplasmatica de calcio. Pouco se
sabe a respeito do efeito do Al nos trocadores de Ca?* (CaX) no tonoplasto (n° 9,
Figura 2) (Rengel e Zhang, 2003).
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Figura 2. Diagrama esquematico mostrando os processos influenciados por Al e fontes de
Ca?" pelo aumento da atividade de Ca?* citoplasmatico nos estagios iniciais de estresse
por Al (adaptado de Rengel e Zhang 2003).

Li e colaboradores (2011), mostraram que em leveduras, a toxidez por Al é

mediada por sinais de Ca?* e que a Ca?*-ATPase vacuolar, Pmclp, possui um papel

importante na tolerdncia ao Al. Em S. pombe, a toxicidade do Al induz uma
desregulacdo no transporte de Ca?*, sendo observado um acumulo de Ca?*
citosoélico, uma reducéo no transporte de Ca?* ATP-dependente no reticulo e no
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envelope nuclear, porém, em vesiculas de outras organelas da via secretOria é
observado um aumento de tal transporte. Além disso, a exposi¢do ao Al induz ao

aumento dos niveis de Ctadp (Palma, 2011).

Ctadp € uma ATPase tipo P (sub-familia P5A) localizada nas membranas
nucleares e no reticulo endoplasmatico da S. pombe (Okorokova-Facanha et al.,
2002). Os genes que codificam para P5A-ATPases estdo bem conservados entre
0S organismos eucariontes, apresentando homologos conhecidos em D.
melanogaster (CG6230), S. cerevisae (SPF1), A. thaliana (MIA), além de
mamiferos (ATP13A1) (HomoloGene-NCBI), dentre outros (Okorokova-Facanha et
al., 2016). Até a década passada, o substrato especifico transportado por esta
ATPase era de carater desconhecido. Entretanto, evidéncias bioquimicas
demonstram o envolvimento direto da Cta4p no transporte de Ca?* para o reticulo
endoplasmatico (Lustoza et al., 2011), enquanto as evidéncias genéticas indiretas
apontam no envolvimento em transporte de Mn2*. E interessante notar que a
delecdo de Ctadp no reticulo de S. pombe induz efeitos similares no transporte de
Ca?* e na morfologia celular vistos em células expostas ao Al (Palma, 2011),
sugerindo vias comuns de resposta ao estresse de reticulo induzido por ambas as

condicoes.

Além dos efeitos no transporte do Ca?*, a resposta ao Al também parece
envolver calmodulina e calcineurina, que participam na sinalizacdo de Ca?*. A
calmodulina age como um sensor de Ca?* para mediar diversos sinais e ativar
proteinas quinases calmodulina-dependentes bem como ativar a atividade da
calcineurina, uma fosfatase Ca?*-calmodulina dependente (Zhang et al., 2016).
Tanto a calmodulina quanto a calcineurina possuem um papel importante na
tolerancia a diferentes estresses (Kraus e Heitman, 2003; Juvvadi et al., et al.,
2014).

Em Rhodotorula glutinis e C. humicola, leveduras resistentes ao Al, inibicéo
severa do crescimento celular foi observada em condi¢ao de estresse ao Al somado
ao tratamento com inibidor de calmodulina ou ao inibidor de calcineurina (Tani et
al., 2010; Zhang et al., 2015, 2017). Além disso, sob estresse ao Al, ocorreu um
aumento da expressao de calmodulina (Zhang et al., 2016), e a subunidade
catalitica da calcineurina (subunidade A) e sua interacdo com a calmodulina foi

regulada positivamente (Zhang et al., 2017). Esses dados demonstram uma
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modulacdo na cascata de sinalizacdo do Ca?* por exposicdo ao Al. Ainda, foi
observado que as células transgénicas de levedura expressando a subunidade
catalitica da calcineurina tém maior potencial em desenvolver a resisténcia ao Al,
provavelmente através do mecanismo de absorcéo de Al pelas células (Zhang et
al., 2017).

2.5.Efeito do Al na homeostase de H*

Os proétons participam de uma gama de processos fundamentais, como a
regulacdo do pH citoplasmatico, acidificacdo de organelas, além da formacéo e a
manutencdo do gradiente eletroquimico através da membrana, que serve como
uma forca motora para sistemas secundarios de transporte de ions, aminoacidos e
acucares. A homeostase de H* é mantida pela atividade coordenada de diferentes
transportadores, sendo as principais ATPases protednicas do tipo P, V e F, que sao
capazes de transportar prétons através das membranas contra o seu gradiente

eletroquimico, usando a energia da hidrélise do complexo ATP-Mg (Nelson, 1992).

Os mecanismos classicos de tolerancia aos metais em plantas envolvem a
translocacdo do metal para compartimentos celulares, como vacuolo, ou seu
bombeamento para o meio extracelular (Singh et al., 2016) As H*-ATPases
funcionam como sistemas primarios gerando um gradiente eletroquimico ao
transportar o H* ion contra seu gradiente de concentracdo (Serrano et al., 1986;
Sze et al., 1999). A forca préton-motriz gerada € utilizada pelos transportadores
secundarios para energizar e regular o transporte de nutrientes para o interior das
células assim como exsudar os ions toxicos ou compartimentaliza-los em vesiculas

especificas dentro das células de fungos e plantas (Morsomme e Boutry, 2000).

Em plantas e fungos as H*-ATPases de membrana plasmatica (P-H*-
ATPase) sdo os principais sistemas de transporte primario que translocam H* do
citosol para fora da célula gerando o gradiente eletroquimico de H* nha membrana
celular. Nas plantas, essa enzima também fornece um ambiente &cido na parede
celular que é favoravel a acdo de enzimas que promovem a expansdo e 0
crescimento celular (Rayle e Cleland, 1992; Haruta et al., 2015). Além disso, as P-
H*-ATPases possuem também diversas outras func¢des, incluindo regulacéo do pH
citoplasmatico e participagdo nas respostas de tolerancia a salinidade (Serrano,
1989; Nelson e Harvey, 1999; Portillo, 2000).



16

Todas as P-H*-ATPases apresentam estrutura simples, sendo um peptideo
em torno de 100 kDa, que contém regifes altamente conservadas, especialmente
o sitio de ligacdo do ATP e de fosforilacdo catalitica (Pedersen e Carafoli, 1987;
Fagan e Saier, 1994). Dois genes codificando P-H*-ATPases, PMA1 e PMA2, foram
inicialmente identificados em S. cerevisiae (Serrano, 1984; Schlesser et al., 1988)
e S. pombe (Ghislain e Goffeau, 1991), seguindo a clonagem de H*-ATPase de
planta (Harper et al., 1989). A P-H*-ATPase parece ser regulada mais efetivamente
ao nivel pés-traducional, principalmente pelo aumento do acoplamento entre o
transporte de H* e a hidrolise de ATP, sugerindo que esta enzima pode responder

mais rapido aos desafios impostos pelo ambiente (Gaxiola et al., 2007).

Figura 3. Imagem estrutural da H*-ATPase Pmal de levedura demonstrando a localizacdo
do dominio ativador citosoélico (A), dominio de ligacdo de nucleotideo (N) e dominio de
fosforilagdo (P). A porcéo regulatéria C-terminal (CT) estd em vermelho (Adaptado de
Kane, 2016).

As H*-ATPases vacuolares (V-ATPases) sao as mais complexas dentre as
trés bombas de H* (P-H*-ATPase, V-H*-ATPase e F-ATPase), compartilhando

caracteristicas semelhantes a sua ancestral F-ATPase (Nishi e Forgac, 2002;
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Gaxiola et al., 2007). As V-ATPases apresentam multiplas subunidades distribuidas
em dois dominios: o complexo citoplasmatico Vi, que por sua vez é composto por
oito subunidades (A; B; C; D; E; F; G; H) e é responsavel pela hidrélise do ATP; o
complexo transmembranar Vo, composto por seis subunidades (a; c; ¢’; ¢”; d; e) e
€ responsavel pela translocacdo do H* (Gaxiola et al., 2007). Essas bombas sao
localizadas no tonoplasto e outras endomembranas, como endossomos,
lisossomos, complexo de Golgi, reticulo endoplasmatico (RE) e vesiculas
secretorias (Beyenbach e Wieczorek, 2006; Forgac, 2007; Samarao et al., 2009).

A demanda de armazenamento de metabdlitos no vacuolo requer maior
atividade das V-ATPases localizadas no tonoplasto, logo estas enzimas sao
essenciais para a sobrevivéncia da célula, assim como para o processo de
expansdo celular, tolerancia a estresses, armazenamento de nutrientes, entre
outros (Gaxiola et al., 2007; Ekkehard et al., 2014). As V-H*-ATPases sao de
grande importancia na regulacdo do balanco osmatico além de apresentarem um
papel essencial para o acimulo e estocagem de cations, como o Ca?*, K*, Mg?*
(Harvey, 1992). Por exemplo, estudos in vitro mostraram que o Ca?* é transportado
para o vacuolo pelo antiporter Ca?*’H* usando a for¢a motriz criada pela H*-ATPase

vacuolar (Ohsumi e Anraku, 1983).
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Figura 4. Regulagdo da atividade da V-ATPase através do acoplamento reversivel dos
dominios Vi1 e Vo. Em verde subunidades rotatérias (DFdcsc’'c”), em laranja o complexo
estator ((EG)sCHa) e em azul o hexametro catalitico (AsBs). O octégono em vermelho
representa a inibicdo da hidrélise de ATP e do transporte de H* devido ao desacoplamento
reversivel dos dominios Vi e Vo (Adaptado de Couoh-Cardel et al., 2016).

Em células de raizes expostas ao Al, foi observada uma diminui¢do da
corrente negativa na superficie da célula, correlacionada com o declinio da
atividade das H*-ATPases de membrana plasmatica (Ahn et al., 2001; Ahn, 2002).
A exposicdo ao Al em Arabidopsis tolerantes a esse metal (alr-104) induziu
aumento de duas vezes no influxo de H* nas pontas das raizes resultando em um
aumento do pH superficial (Degenhardt et al., 1998), o qual, possivelmente,
precipita o Al na solugéo do solo, inibindo a sua entrada na raiz. E importante notar
gue, a ruptura do gradiente H* induzida pelo Al, consequentemente, pode
influenciar de forma inevitdvel o estado e a homeostase ibnica das células
radiculares, uma vez que, como ja citado, tal gradiente atua como a principal for¢a

motriz no transporte de ions secundarios (Gupta et al., 2013).

Em leveduras, a modulacdo das H*-ATPases por exposi¢cdo ao Al ainda é
pouco documentada. Em Yarrowia lipolytica, a exposicdo ao Al foi capaz de
estimular a P-H*-ATPase (Lobéo et al., 2007), em contrapartida, em S. cerevisiae
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essa enzima foi inibida (Hamilton et al., 2001a). E possivel que a modulagéo da
atividade dessa enzima dependa da concentracao de Al. Mutantes da V-H*-ATPase
séo hipersensiveis a toxidez do Al, sugerindo que esta enzima seja requerida para
a resisténcia a este metal (Hamilton et al., 2001a). No entanto, até onde se tem
conhecimento, ndo ha evidéncias bioquimicas sobre regulacédo da atividade de V-

H*-ATPase por Al em leveduras.
2.6. Estresse oxidativo induzido por Al

Diversos fatores, entre eles o estresse a metais, podem causar alteracdes
em funcionalidade normal da mitocondria, que leva ao subsequente desequilibrio
na producdo de ERO (Lin e Beal, 2006). Em niveis ideais, ERO atuam
principalmente como moléculas de sinalizacdo, regulando assim o processo de
crescimento, desenvolvimento e defesa nas plantas, mas sua maior producéo pode

interferir com o metabolismo celular (Gupta et al., 2013).

Uma das primeiras respostas a toxidez ao Al € o acumulo exacerbado de
ERO e peroxidacdo de lipidios (Meriga et al., 2004; Wang e Yang, 2005).0
desequilibrio sistémico de ERO induzido pelo Al e alteracdo nas propriedades da
parede celular foram propostos como os dois fatores intrinsecos responsaveis pela

toxicidade do Al nas plantas.

O Al em si ndo € um elemento de transi¢do, mas atua como catalisador na
geracdo de EROs que levam ainda mais ao estresse oxidativo nas plantas (Tamas
et al.,, 2003; Gupta et al., 2013). Sabe-se que os ions Al formam uma ligacdo
eletrostatica, presumivelmente com ligantes doadores de oxigénio, como
carboxilato e pectina da parede celular, e a superficie externa da membrana

plasmatica parece ser o principal alvo da toxicidade do Al (Yamamoto et al., 2001)

A alta capacidade de sequestrar ERO pela ativacdo de um sistema
antioxidativo pode resultar em um aumento a tolerAncia ao Al por enzimas
antioxidantes, uma vez gque estas enzimas e outros metabdlitos antioxidantes
auxiliam na remocao do excesso de ERO, e assim, a inibicdo da peroxidagéo de
lipidios (Wang e Yang, 2005). A elevagao dos niveis de ROS causada por estresse
ao Al ativa a expressao de genes relacionados as enzimas antioxidantes como

superoxi-desmutase (SOD), catalase (CAT), peroxidase (POD) e glutationa-S-
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transferase (GST) (Ahn et al., 2004; Ezaki et al., 2004), conferindo uma tolerancia
ao Al. Em S. pombe cultivadas com Al ha um acumulo de ROS, enquanto as células
cultivadas na auséncia de Al apresentam niveis de ROS praticamente indetectaveis
(Palma, 2011)

As interacfes entre espécies reativas de oxigénio (ERO) e sinalizacao de
Ca?* podem ser consideradas bidirecionais, em que a ERO pode regular a
sinalizacdo celular de célcio, enquanto a sinalizacdo de Ca?* é essencial para a
producdo de ERO (Gordeeva et al., 2003). A interacdo mUtua e a comunicagao de
ERO e Ca?* sdo altamente dependentes dos tipos de células e tecidos (Gorlach et
al., 2015). A toxicidade de Al altera significativamente as funcdes respiratorias
mitocondriais e altera o status redox nas células do tabaco (Yamamoto et al., 2002).
O efeito causado pelo ERO e Al, induz a expressao de varios genes que codificam
enzimas antioxidantes, como a glutationa S-transferase, peroxidase e superoxido
dismutase (SOD) (Panda et al., 2009).
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3. OBJETIVOS

3.1.0bjetivo geral

Estabelecer as inter-relagcbes funcionais entre transportadores de
membrana de Ca?* e H* durante o estresse de Al e explorar a possibilidade de que
Al induza a disfuncdo do vacuolo por inducdo do estresse do reticulo

endoplasmatico, usando S. pombe como modelo.
3.2.0bjetivos especificos
Avaliar os efeitos da exposi¢do ao Al ou auséncia de Cta4 ATPase no(a):
- Caracteristicas ultraestruturais das células;
- Morfologia dos vacuolos
- Atividade das bombas de prétons do tipo P e V,
- Expressdo relativa de genes relacionados a homeostase de Ca?* e H*;

Investigar a Interacgéo fisica e funcional das proteinas envolvidas na

homeostase de Ca?* e H".
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4. MATERIAL E METODOS

4.1.Cepas de leveduras, manutencgéo e cultivo

As cepas de Schizosaccharomyces pombe utilizadas neste estudo foram
do tipo selvagem Fy1180 (h* otrlR (Sphl) :: ade6* ura4-D18 leul-32 ade6-M210) e
a linhagem mutante Hu285 com delecédo do gene que codifica para Ctadp (h* ctad
::urad* urad4-D18 leul- 32 ade6-M216) (Okorokova-Facanha et al., 2002). As cepas
foram mantidas rotineiramente em placas de Petri contendo meio solido YES (3%
de glicose, 0,5% de extrato de levedura e 2% de agar) suplementado com histidina,
uracila, leucina, adenina, arginina (75 mg/L cada), com repiques a cada 3 meses.
Para culturas liquidas, as células foram cultivadas em meio YES ajustado para pH
4,5 com HCI. O pH do meio liquido YES sem ajuste € 5,8. As culturas no meio
liquido foram inoculadas a um Asoo = 0,001 e cultivadas a 30°C em agitador rotativo
a 250 rpm. Para estudo de estresse de Al em células Fy1180, a solucdo estoque
de AIK(S0Oa4)2x12 H20 (Sigma) foi esterilizada por filtracao (filtro estéril de 0,22 um)

e adicionada ao meio de crescimento até uma concentracéo de 0,5 mM.
4.2.Efeito do Al na morfologia celular

O efeito de Al na morfologia celular foi analisado usando a microscopia
eletrbnica de varredura conforme descrito por (Cogo et al. 2018). As células foram
centrifugadas e fixadas em 2,5% de glutealdeido, 4% de formaldeido em 0.1 M
tampéao de fosfato (pH 7.2) por 24 h em baixa temperatura (5-6 °C). A pos-fixacao
ocorreu por 2 h em temperatura ambiente com 1% de tetroxido de 6smio. A

desidratacéo inicial foi contemplada colocando as células de levedura em um
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gradiente de etanol: 50% e 70% (duas vezes por 10 min), 95% (duas vezes por 5
min) e 100% (duas vezes por 1 min), respectivamente. Apds, as amostras foram
desidratadas com acetona (duas vezes por 30 s). As amostras foram secas pelo
método do ponto critico com CO2 em um CPD-030 (BAL-TEC, Balzers,
Liechtenstein). Em sequéncia as amostras foram cobertas com ouro (20 nm)
utilizando um pulverizador (SCD 050, BAL-TEC) e examinadas utilizando o

microscoépio eletrénico de varredura (DSM 962 EVO 40, Zeiss).
4.3.Marcacéao de vacuolos

As células de levedura foram cultivadas em meio YES, pH 4,5, coletadas
através de centrifugacdo e incubadas com marcador fluorescente verde MDY-64
(Molecular Probes) por 15 min em temperatura ambiente. As células e vacuolos
foram visualizados no microscépio confocal LSM-710-ZEISS (Zeiss, Hamburgo,
Alemanha), acoplado a uma camera de video e ao software Zenblue v.3.1. Foram
observadas pelo menos 50 células por amostra para a determinacéo do numero de

vacuolos.
4.4.1solamento das membranas totais de S. pombe

O volume do pré-inéculo adicionado em 800 mL do meio YES foi calculado
considerando o tempo de dobra das cepas de S. pombe, de acordo com a curva de
crescimento. As leveduras foram inoculadas em meio YES e cultivadas a 30°C e
250 rpm em agitador orbital horizontal (Innova, New Brunswick). Apés atingir a
metade da fase logaritmica (ODeoo = 2), seguiu-se com o0 isolamento das
membranas totais de S. pombe.

O isolamento de membranas celulares foi realizado seguindo o protocolo
descrito por Lustoza et al. (2011), com algumas modificacdes. As células foram
transferidas para tubos de centrifuga, centrifugadas a 5000 rpm por 5 min, lavadas
em solucdo de sorbitol 1,2 M, Tris-HClI 50 mM pH 8,4, EDTA 10 mM, B-
mercaptoetanol 30 mM em temperatura ambiente por 10 min e centrifugadas
novamente a 3000 x g por 5 min a 4 °C. As células foram para mais uma lavagem
em solucdo de sorbitol 1,2 M, NaH2PO4 0,05 M, acido citrico pH 5,8 (solugéo
padrao) e coletadas a 3000 x g por 5 min a 4 °C.

As células foram ressuspensas em solucéo padrao contendo enzima litica

de Trichodermas e incubadas a 37 °C em banho-maria, com agitagéo, a fim de obter
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os esferoplastos. Os esferoplastos foram transferidos para tubos de centrifugas
contendo solucao sorbitol 1,4 M, Tris-HCI 50 mM pH 7,2 e coletados a 3000 x g por
5 min a 4 °C. Os esferoplastos foram ressuspensas em tampéo de lise (12,5%
sacarose, Tris-HCI 20 mM pH 7,4), homogeneizados no potter e centrifugados a
3000 x g por 5 min a 4 °C. O sobrenadante foi submetido a uma ultima
centrifugacéo, dessa vez a 45000 x g por 45 min a 0 °C, para a obtencdo das
membranas totais. As membranas foram homogeneizadas em tampao de lise,

aliquotadas e armazenadas a -70 °C para posterior anélises.
4.5.Atividade das H*-ATPases de membrana plasmatica e vacuolar

Para a obtencao da formagao do ApH proveniente do funcionamento de V-
H*-ATPase e P-H*-ATPase, utilizamos uma sonda fluorescente ACMA (Okorokov
and Lichko 1983). Dessa forma, foi utilizada um tampéao de incubacao contendo
MgSOa4 2,5 mM, KCI 20 mM e solugédo de MOPS-KOH (12,4% de sacarose, 20 mM
Tris-HCL, pH 7,4) em volume necessario para completar 2,0 mL de volume final, 3
puL de ACMA 1 mM (dissolvido em etanol) e proteina com volume variando entre 20
e 90 uL, dependendo da atividade apresentada, de modo que a amplitude maxima
(Fmax) nd@o ultrapasse o valor de 50%.

ApoOs a estabilizacéo da fluorescéncia, 1 mM de ATP pH 7,2 foi adicionado,
observando a diminuicdo da fluorescéncia do ACMA em fluorimetro, nos
comprimentos de onda de excitacdo 415 nm e emissdo em 485 nm aberta de 5
nm/10 nm. O decaimento da fluorescéncia do ACMA reflete a formacdo de um
gradiente de protons resultante do transporte ATP-dependente para limen das
vesiculas membranares. Apos atingir o equilibrio entre efluxo e influxo de protons,
foi adicionado 0,02 M de NH4Cl para dissipagdo do gradiente eletroquimico de
H*proténico que foi estabelecido. Para definir a atividade de P e V-H*-ATPase foi
efetuado o mesmo procedimento, entretanto, com adicdo dos inibidores
especificos, 100 uM de vanadato e 5,75 pM de concanamicina A, respectivamente,
ao tampéo de incubacéo.

A partir dos dados e graficos obtidos das analises, monta-se uma curva de
ApH a fim de determinar fluorescéncia maxima (Fmax) € velocidade inicial (Vo) em
cada fracdo de membrana.

Utiliza-se a seguinte formula:

Vo = [Fo / (Fmax * t)] * 100
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onde:

Vo: velocidade inicial de formacéo do pH;

Fo: fluorescéncia dependente de Vo, em tempo t, determinada pela
extrapolacdo de uma reta tangente a maior inclinagédo inicial para o eixo do tempo;

Fmax: fluorescéncia maxima (total);

t: tempo em minutos;

AFmax = Feq / Fmax * 100%;

F: fluorescéncia de equilibrio, determinado como fluorescéncia do “platé”

que reflete o equilibrio entre o influxo e o efluxo de H* nas vesiculas.

4.6.Determinacao do conteudo de proteinas

A guantificacdo de proteina foi realizada pelo método de Bradford (1976),
utilizando 10 a 15 uL de amostra de vesiculas de membrana isoladas de células de
levedura (conforme descrito em 4.4), com varias diluicdes, e usando BSA nas

concentracdes de 0 a 10 ug como curva padrao.
4.7.PCR em Tempo Real

O RNA total foi extraido das células de S. pombe cultivadas por 21 h com
o0 RNAeasy Plant Mini Kit (Qiagen), seguindo o protocolo do fabricante. O RNA total
da levedura foi tratado com DNAse (AMPD1 Sigma-Aldrich), a fim de eliminar a
contaminacdo do DNA gendmico. A pureza e a concentracdo do RNA extraido
foram determinadas por espectrofotometria (NanoDrop One / Onec), e 2 ug de RNA
total foram usados para transcrigéo reversa em um volume final de 20 pL usando o
kit de transcricao reversa de cDNA de alta capacidade (Thermo Fisher Scientific),
seguindo as instru¢des do fabricante. Os niveis de expresséao foram analisados pelo
sistema de PCR em tempo real StepOne PlusTM (Thermo Fisher Scientific) em um
volume final de 12 pL contendo 6 pL de PCR Master Mix Power SYBR (Thermo
Fisher Scientific), 450 nM de cada par de oligonucleotideos e 1:10 de diluicdo de
cDNA (Tabela 1). As condi¢des de PCR foram as seguintes: um ciclo inicial a 95 °C
por 10 min; seguido de 40 ciclos a 95 °C por 15 s, 60 °C por um min; no final, foi
incluido uma analise da curva de melt e a fluorescéncia foi medida de 60 a 99 ° C
(cada amostra foi analisada em duplicata). Os niveis relativos de mRNA foram

quantificados usando o método de limiar de ciclo comparativo (AACt) e
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normalizados pela expressdo do gene de actina (actl*) e usando Fy1180 como

referéncia (formula de 222Ct).

Tabela 1. Sequéncias de primers utilizados no PCR em tempo real e seus

respectivos tamanhos

Tamanho
Gene Gene ID | Proteina codificada Sequéncia (5’-3’) amplicon
(bp)
F: CTCCTCAACAACCCGCTCAT
+ -
pmal 2542664 | P-type proton ATPase R GGGGGCATCATCATTGTCCT 131
F: TATGCCGTGCTCAGATCCAC
pma2 2539012 | P-type proton ATPase R: AACCGCATCACCAGTAAGCA 100
F: ATTCATCAAGTGCGGGCTGA
vphi* 2542310 ~ VWPeATPase VO 91
subunidade a R: GAGTACCGTGGGCGATAACC
F: AATGCCTCTTTTTAGACCTCCTT
vma2+ | 2543408 v PeATPase Vi 101
subunidade B R: TCAAAGAGCGACGCCATGTT
F: TGCTCACCTTTTCCCTCCAC
vmas* | 2543469 v YPeATPase Vi 112
subunidade C R: AGAGGGGTCTGACAACGAGT
F: TGCCTTTGGTCCTGCTTTCT
vmal3® | 2541906 v PeATPase Vi 130
subunidade H R: AACGGAGCACGGTGAAGAAG
F: TCATCCGCCGTTTAGTGGTT
caml 2543039 calmodulina R GACTACCGTTGTCGCTTCCT 147
subunidade regulatéria F: TGGCTCTATTGACCGAAACGA
SPCC830.06 | 2538786 de calcineurina R: CCTCCACCGTCTTCGTCTAC 99
. [ F: CGGGAAGGCCGTTTATCTGA
ppb1* 2540024 subunidade catalitica 114
de calcineurina R: ACCGCATACAGTGACAGGTG
F: ACTACCGCCGAACGTGAAAT
actl 2540051 actina R: GGGAGGAAGATTGAGCAGCA 103
- F: GGCGCAAATCCACCATTACAA
mel+ 2543477 Ca?*-ATPase vacuolar 150
P SPAPB2B4.04c R: CGGCACTCAAAGAATCAACAAA
F: GCGATGCTTCTAACGATGCG
+ -
ctad 2542381 P5A-type ATPase R CATGGGGTCACCAACGACTT 101
F: CGCATATTCCAGGAGCGGAA
parl 2540156 | glutationa reductase R ACCAGCACCAACGATAGCAA 92
glutationa S F: TCTTTGCCTCGTGACCATCC
gstl 2538694 | onsferase Gstl R: ATCCAGCCTGTCCCCAAATG 94
glutathiona S F: TGATGGTTGCGGCTTCAGTT
gst2 2539601 |y onsferase Gst2 R: GCAACAGGGAAGAACGAACG 147
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. F: TGCATGTCGAATTGCTGCTG

glutathiona S-
transferase Gst3 R: GAGGAGGGGTAGGGGGATG
F: ATGAAGAAGCCGCTGCATTG

)
cttl 2539418 catalase R: GCGTCCAACTGGGGTAATCA 96

gst3* 2543479 92

4.8.Analise STRING de interacédo proteina-proteina

Uma rede PPI pode ser descrita como um sistema complexo de proteinas
conectadas por interacdes. A plataforma STRING (https://string-db.org; Szklarczyk

et al., 2019) foi utilizada a fim de obter uma visualizacdo mais profunda das
interacdes entre as proteinas envolvidas na homeostase do H* e Ca?* em S. pombe
com base nos dados de PPI. STRING usa interacfes fisicas e associacdes
genéticas e funcionais para analisar um conjunto definido de proteinas e expandi-
lo, incluindo as proteinas associadas. Para uma ampla observacao dos niveis de
interacao entre proteinas, foram realizados testes nos niveis de confianca 0,9 (mais
alto), 0,7 (alto) e 0,4 (médio). Dentre as proteinas analisadas, incluimos Pmalp e
Pmaz2p, as H*-ATPases de membrana plasmatica do tipo P, subunidades da V-H*-
ATPase Vphlp, Vma2p, Vmal3p e Vmasp; Ca?*-ATPase vacuolar Pmclp, Ca?*-
ATPase de RE/Golgi Pmrlp, Cta4 ATPase, além de outras proteinas responsaveis
pela homeostase/sinalizacdo de calcio, como calmodulina, calcineurina e

trocadores Ca?*/H".
4.9.Anélise estatistica

Os dados foram analisados no GraphPad Prism verséo 7.0 para Windows
(GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). Os resultados foram expressos como
valor médio de pelo menos trés experimentos independentes. Para detectar
diferencas estatisticamente significativas, ANOVA seguida pelos testes de

Bonferroni; precedido por analise de teste t Unico entre tratamentos.


https://string-db.org/
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5. RESULTADOS

5.1.Efeito do estresse induzido por Al e auséncia de Cta4 ATPase na

fragmentacéo vacuolar e celular.

Para averiguar se Al interfere no funcionamento do vacuolo, foi analisada
fragmentacao vacuolar. Para isso, as membranas vacuolares foram marcadas com
a sonda MDY-64. Em células de S. pombe do tipo selvagem, o nimero médio de
vacuolos foi dois, com algumas excecdes apresentando trés vacuolos.
Curiosamente, as células de levedura de fissdo sob estresse por Al, bem como as

células com delecdo do gene ctad*, exibiram multiplos vacuolos pequenos.

Sob estresse de Al, o vacuolo se fragmentou, com uma média de seis
vacuolos contaveis. A delecdo de ctad* resultou em vacuolos altamente

fragmentados, com uma média de oito vacuolos (Figura 5).

Além disso, tanto o tratamento com Al quanto a delecédo da cta4 ATPase
demonstraram deformidades morfolégicas nas células, possivelmente provenientes
das alteracdes na polaridade e formacao do citoesqueleto, ocasionando em células

multiseptadas e/ou alongadas (Figura 6).
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Figura 5. Quantificagédo de vacuolos nas células de S. pombe do tipo selvagem (Fy1180)
cultivadas com ou sem 0,5 mM AIK(SOa4). e células mutante cta44, apds o cultivo em meio
YES, pH 4,5, durante 21 h. As células foram incubadas com o marcador vacuolar MDY-64,
visualizadas sob microscopia de fluorescéncia e o numero de vacuolos foi contado. Os
dados mostrados sao representativos do nimero de vacuolos contados nas células de
levedura (n = 50).

Figura 6. Micrografia eletrénica de varredura de células Fy1180 na presenca de 0,5 mM
de AIK(SOu4). (a) e células mutantes cta4A (b) crescidas em meio YES. pH 4,5 durante 21

h. Barra de escala: 2 uM.
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5.2.Efeito do Al na atividade de H*-ATPases em S. pombe

A atividade da H*-ATPase do tipo P e V foi investigadas como um potencial
alvo do efeito pleotrépico da toxicidade do Al. Foi observado que 0,5 mM de
AIK(SO4)2 pode prejudicar a energizagdo das membranas de levedura por inibigéo

do transporte de H* ATP-dependente (Figura 7).
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Figura 7. Energizacdo ATP-dependente das membranas de S. pombe. O decaimento da
fluorescéncia de ACMA ap0s a adicdo de 1 mM de ATP (indicado por uma seta) as
vesiculas membranares isoladas de células Fyl1180 do tipo selvagem cultivadas na
auséncia (Ctr, wt) ou na presenca de 0,5 mM de AIK(SO.). (Al 0,5, wt+Al), e as células
mutantes cta4A. Em todos os casos, 20 mM de NH4Cl foi adicionado para dissipar o
gradiente de H*. Os tracos de fluorescéncia mostrados séo representativos de pelo menos
trés isolamentos independentes de vesiculas de membrana.

O uso de inibidores farmacologicos especificos das P e V-ATPases,
vanadato e concanamicina A, respectivamente, revelou atividade quase nao
detetavel das H*-ATPases da membrana plasmética (apenas 2-3% de inibicdo para
as membranas do tipo selvagem e cta4A, Figura 8ac). Em contraste, a
concanamicina A mostrou forte inibicdo do transporte H* ATP-dependente (54%,
59% e 68% de inibicAdo para membranas isoladas de células do tipo selvagem,
células crescidas com Al e células de cta4A , respectivamente (Figura 8a-c).
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Figura 8. Formacéao de gradiente H* ATP-dependente em vesiculas de membrana isoladas
das células de Fy1180 (a), Fy1180+0,5 mM AIK(SO.). (b) e cta4A (c), pré-incubadas com
vanadato a 0,2 mM (VO4*) e 110 uM de concanamicina A (ConcA). O transporte de H* foi
iniciado pela adicdo de 1 mM de ATP; o gradiente de H* foi dissipado pela adicdo de 20
mM de NH4Cl. Os dados mostrados séo tracos representativos de fluorescéncia de ACMA
de pelo menos trés isolamentos de membrana independentes.
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A delecéo da Cta4-ATPase de reticulo endoplasmatico (cta4A) resultou em
aumento do estado estacionario e da velocidade inicial (Figura 8c) do transporte de
H* mediado pela V-ATPase, quando comparado a atividade de V-ATPase em
membranas do tipo selvagem. Por outro lado, cultivo com 0,5 mM de AIK(SOa4)z,
levou a diminuicdo da velocidade inicial da V-H*-ATPase (Figura 8b).Todos os
tratamentos mostraram-se mais sensiveis a concanamicina A do que ao vanadato
(Figura 8a-c). Além de regular negativamente o desempenho da V-ATPase, 0,5 mM
de AIK(SOas)2 aumentou sua sensibilidade ao vanadato no estado estacionério,

guando comparado com o controle (Figura 9).
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Figura 9. Amplitude maxima (Fmax) € a velocidade inicial (Vo) de H* transporte mediado por
V-H* ATPase em vesiculas membranares isoladas de células de Fy1180 cultivadas por 21
h em meio YES, pH 4,5, com ou sem 0,5 mM AIK(SOa4), e cta4A. Os dados mostrados sao
representativos do valor médio de experimentos independentes (n = 3).
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5.3.Al regula negativamente os niveis de mRNA relacionados a homeostase
do H* e Ca?*

Em seguida, foi analisado o efeito do Al na expressao génica em células de
tipo selvagem na auséncia ou presenca de Al e em células mutantes cta4A (Figura
4). Para ambas as isoformas da P-H*-ATPase, foi observado uma diminuicdo na
expressao relativa de mRNA em células de tipo selvagem cultivadas com 0,5 mM
de AIK(SO4)2 e em células sem ctad*, sendo mais alterada negativamente pelo
estresse por Al, -1,4 e alteracdo de -1,7 vezes para pmal* e pma2*,

respectivamente (Figura 10).
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Figura 10. Expressdo do mRNA das isoformas de H*-ATPase do tipo P. Andlise de RT-
gPCR em células Fy1180 com 0,5 mM AIK(SO4). e ctad4A cultivadas por 21 h, em meio
YES, pH 4,5. Os valores foram normalizados pelo gene de referéncia (actl*) e séo
expressos relativos a cepa do tipo selvagem Fy1180 (= 1 ou -1), representada pela linha
tracejada vermelha.
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Também foi observada uma regulacdo negativa da exposicéo ao Al para as
subunidades da V-ATPase codificadas pelos genes vma2*, vph1l*, vma5* e vmal3*,
onde a expressdo vmaz2* (codificagdo para subunidade B) foi a mais alterada
seguida pela vphl (subunidade a), exibindo uma diminuicdo de -1,5 vezes e -1,3
vezes na expressao relativa, respectivamente (Figura 11). Ja a expressao do gene
vmab* que codifica a subunidade C foi aumentada em 1,5 vezes nas células com

delecdo na Cta4 ATPase.
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Figura 11. Expressdo do mRNA das isoformas de H*-ATPase do tipo V. Analise de RT-
gPCR em células Fy1180 com 0,5 mM AIK(SOu4). e ctad4A cultivadas por 21 h, em meio
YES, pH 4,5. Os valores foram normalizados pelo gene de referéncia (actl*) e séo
expressos relativos a cepa do tipo selvagem Fy1180 (= 1 ou -1), representada pela linha
tracejada vermelha.
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Células cultivadas com 0,5 mM AIK(SOa4)2 mostraram niveis transcricionais
diminuidos dos genes envolvidos na homeostase do Ca?*: ambas Ca?*-ATPases
do reticulo endoplasmético e vacuolares (cta4* e pmcl*, respectivamente) com

regulacéo negativa de -1,5 vezes (Figura 12).
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Figura 12. Expressdo do mRNA das Ca?*-ATPases de reticulo endoplasmatico e vacuolo,
respectivamente. Analise de RT-qPCR em células Fy1180 com 0,5 mM AIK(SO.); e cta4dA
cultivadas por 21 h, em meio YES, pH 4,5. Os valores foram normalizados pelo gene de
referéncia (actl*) e sdo expressos relativos a cepa do tipo selvagem Fy1180 (= 1 ou -1),
representada pela linha tracejada vermelha. O asterisco (*) representa auséncia de
transcricdo de ctad® na cepa Hu285 (cta4A).
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A mesma diminuicdo foi observada em outras proteinas relacionadas a
homeostase de Ca?*, calcineurina (subunidade catalitica ppb1* -1,3 e subunidade
reguladora SPPC830.06 -1,18x); e -1,7 vezes para calmodulina (caml*). Em
contrapartida foi observado um perfil de expressao diferente para as células cta44,
que exibiram uma regulacéo positiva da calmodulina e da subunidade reguladora
da calcineurina com um aumento de 1,5 e 1,3 vezes em comparacdo com a

expressdo de células do tipo selvagem (Figura 13).
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Figura 13. Expressdo do mRNA das subunidades de calcineurina e de calmodulina.
Analise de RT-qgPCR em células Fy1180 com 0,5 mM AIK(SO.). e cta4A cultivadas por 21
h, em meio YES, pH 4,5. Os valores foram normalizados pelo gene de referéncia (actl*) e
sdo expressos relativos a cepa do tipo selvagem Fy1180 (= 1 ou -1), representada pela
linha tracejada vermelha.
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Diferentes genes relacionados a resposta ao estresse oxidativo também
foram analisados (Figura 14). Nas células cta4A, a glutationa S-transferase gstl* e
a glutationa redutase pgrl* apresentaram um aumento de 1,2 vezes, enquanto a
gst3* exibiu um aumento de 2,8 vezes. A catalase (cttl*) e gst2* mostraram uma
diminuicao de -1,16 e -2,2 vezes, respectivamente. Nas células do tipo selvagem
cultivadas com Al, a gst2* diminui a expressédo do nivel de RNA em -1,4 vezes,
também foi observada uma regulacdo negativa para cttl* e pgrl* (-1,2 vezes a
alteracao).

.wt+a|

ctad A

Expressao relativa de mRNA
(Fold-Change)
o =

-3 T T T T T T
cttl gstl gst2 gst3 cysll pgrl

Figura 14. Expressdo do mRNA de enzimas em resposta ao ROS. Andlise de RT-qPCR
em células Fy1180 com 0,5 mM AIK(SO.). e cta4A cultivadas por 21 h, em meio YES, pH
4,5. Os valores foram normalizados pelo gene de referéncia (actl®) e sdo expressos
relativos a cepa do tipo selvagem Fy1180 (= 1 ou -1), representada pela linha tracejada
vermelha.
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5.4.Construcéo de redes de proteinas através da analise STRING

A analise do maior valor de confianca (0,9) mostrou trés grupos distintos de
associacdo de proteinas, o primeiro grupo composto apenas das duas isoformas
da H*-ATPase membrana plasmatica. O segundo grupo mostra a interacdo entre
as diferentes subunidades da V-H*-ATPase, enquanto o ultimo grupo de interacao
consiste na Ca?*-ATPase Pmclp vacuolar com genes relacionados a
calmodulina/calcineurina. Nesse nivel de confianga, tanto a Ca?*-ATPase Pmrlp
como a ATPase Cta4p do tipo P5A (codificada pelos genes pmrl* e ctad®,
respectivamente), ndo obtiveram interacdo entre si ou com qualgquer outro grupo
(Figura 15a). Nesse nivel de confianca, as estatisticas da rede foram as seguintes:
Numero de nés: 12; Numero de arestas: 10; NUmero esperado de arestas: 0; Grau
meédio do no6: 1,67; Média de coeficiente de agrupamento local: 0,667 e valor de p
< 1,0e18,

Ao realizar a representacao da interagdo com um alto valor de confianga
(0,7), o padrdo de associacdo de proteinas mudou com a fusdo dos trés
agrupamentos em um e apenas o Cta4-ATPase nao teve interacdo alguma. Os
resultados obtidos mostraram uma conexao direta entre P e V-ATPase, seguida de
uma conexdo exclusiva entre V-ATPase e homeostase do Ca?*, através da
subunidade a (vphl*) e da subunidade C (vma5*) através de uma interagdo com
Ca?*-ATPases e posteriormente o sistema de sinalizagdo calcineurina/calmodulina.
(Figura 15b). As estatisticas da rede referentes a 0,7 como pontuacéo de confianca
foram: Numero de nds: 12; Nimero de arestas: 16; Numero esperado de arestas:
0; Grau médio do n6: 2,67; Média coeficiente de agrupamento local: 0,625 e valor
de p < 1,0e18.

Aplicacéo do valor médio de confianca (0,4) resultou em uma rede de todos
0s genes-alvo conectados e um Unico caminho de interagdo pode ser observado,
comecando entre P e V-ATPase, seguido de uma interacdo entre Ca?*-ATPases
via V-ATPase e, finalmente, um vinculo entre outros genes associados a
homeostase de Ca?* (Figura 15c). As estatisticas de interacdo apresentadas pela
analise STRING nesta condigdo foram: Numero de nés: 12; Numero de arestas: 28;
Numero esperado de arestas: 1; Grau médio do no: 4,67; Média coeficiente de
agrupamento local: 0,746 e valor de p < 1,0el®. E importante destacar que,
independentemente da pontuacdo de confianga selecionado; a associagcéo de

interacdo apresentou valor de p < 1,0e6.
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pmrl

Figura 15. Rede de PPI de 12 proteinas relacionadas a homeostase do H* e Ca?" em S.
pombe. A andlise foi realizada usando o banco de dados STRING. As propriedades de
rede foram nos valores (a) muito alto 0.9, (b) alto 0.7 e (c) médio, 0.4. Nés e bordas
representam proteinas e PPI, respectivamente.

Foi realizada também a andlise STRING com inclusdo de gene vcx1l de
trocador vacuolar Ca?*/H* relacionado com homeostase de célcio, genes abt2* e
nda2* (a-tubulina), e tipl (tip elongation protein 1) relacionados com manutencao
de citoesqueleto e polaridade celular, porém sem genes pmal e pma2 de H*-
ATPase de membrana plasmatica. Neste caso, observou a formacédo de quatro
clusters de associacdes dentro de uma rede maior de PPI (Figura 16). O cluster
com Cta4 ATPase em um hub central com Ca?*-ATPases Pmcl e Pmrl e o trocador
Ca?*/H* Vcx1 serve como um vinculador para o cluster composto pelas
subunidades da bomba vacuolar de H* com a homeostase do Ca?*, por meio de
interacbes com as subunidades da V-ATPase a (vphl*) e C (vma5*) e, por outro
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lado, também com o conjunto de sistemas de sinalizacdo de calcineurina /

calmodulina (Figura 16).

SPCC830.06

Figura 16. Rede de PPI de genes que codificam proteinas relacionadas a homeostase do
H*/Ca?* e polaridade celular em S. pombe. A andlise foi realizada usando o banco de dados
STRING. A propriedade de rede foi de valor médio, 0.4. NO6s e bordas representam
proteinas e PPI, respectivamente. Quatro clusters formados na rede sédo identificados pelas
cores vermelho, verde claro, verde e azul. A linhas solidas e pontilhadas indicam a conexao
dentro do mesmo cluster e entre clusters diferentes, respectivamente, e diferentes cores
das linhas indicam distintas associa¢des proteina-proteina (ciano, de bancos de dados;
magenta, determinadas experimentalmente; verde, neighborhood genica; azul,
coocorréncia genica; verde claro, text-mining; preto, coexpressao).



41

6. DISCUSSAO

6.1.AlteracbOes de morfologia e polaridade celular da levedura de fissao por

estresse de Al

Ao analisar as células de levedura de fissdo expostas ao Al, observamos
gue sua morfologia apresentava caracteristicas semelhantes as células de S.
pombe com delecdo na Ca?*-ATPase de reticulo endoplasmatico, Ctadp
(Okorokova-Faganha et al., 2002). Curiosamente estas células mutantes cta4A
exibem estresse severo no RE devido a reducdo do sequestro de Ca?*,
aumentando os niveis intracelulares de Ca?*, estimulando a atividade proteina
fosfatase, calcineurina, e alteracdes na atividade de transporte de Ca?*-ATPase nas
membranas de RE e vacuolos (Lustoza et al., 2011). Essa disrupcdo na
homeostase de célcio no RE e acumulo de célcio citosélico € semelhante ao que
ocorre nas células quando expostas ao Al. Dessa maneira, € possivel que a Ctad
ATPase tenha um papel fundamental para a manutencdo da funcdo do RE e

sinalizacao celular, durante o estresse por Al.

Células de S. pombe cultivadas na presenca de Al exibiram forma aberrante
e diversas alteragbes da sua morfologia tipica de “bastdo”, incluindo células
alongadas e em formas de pera com numeros de septos aumentados, indicando
que Al induz mudancas na polaridade e citocinese. Uma das possibilidades é que
o Al interfere com a funcdo e/ou entrega de proteinas associadas aos microtubulos,
modificando a dindmica dos microtubulos, uma vez que a polarizacdo e morfologia

da levedura de fissdo dependem dos microtabulos (Sawin e Nurse, 1998; Chang e
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Martin, 2009). De fato, a visualizacao de microtubulos em células cultivadas com Al
usando anticorpos antitubulina monoclonais mostraram que o estresse por Al
resultou em alterag6es na montagem dos microtlbulos que pareciam mais curtas e
em maior numero quando comparadas as células do tipo selvagem (dados nao
publicados), indicando a desestabilizacdo dos microtubulos por Al em S. pombe.
Esses dados sdo consistentes com as alteracdes do citoesqueleto em raizes de
milho tratados com Al (Sivaguru et al., 1999), reforcando a ideia de que o
maquinario da polaridade celular € um dos alvos da toxicidade de Al.

6.2.Al interfere na fragmentacéao vacuolar

O vacuolo € mantido a um pH acido por uma V-H*-ATPase. Este complexo
enzimatico é composto por componentes integrais da membrana e subunidades
periféricas ligadas a face citoplasmética da membrana vacuolar. A funcdo da V-H*-
ATPase ndo é necessaria para a viabilidade celular, mas o baixo crescimento de
células deficientes em ATPases indica que o complexo desempenha importantes
papéis fisioldégicos que ainda precisam ser elucidados com precisédo. Desafios de
pesquisas adicionais envolvendo a V-H*-ATPase incluem definir a composicéo da
bomba de prétons ativa, entender as fungbes de varias subunidades e determinar
o local da biossintese e a sequéncia de montagem desse complexo a partir de
componentes recém-sintetizados (Raymond et al., 1992). Como V-ATPase fornece
a maior parte da energia ao sistema vacuolar e promove a acidificacdo do seu
limen, alteracbes na atividade da enzima devido ao estresse pelo Al e a
fragmentacdo do vacuolo devem resultar em consequéncias pleiotropicas que
alteram todo o funcionamento do sistema de endomembrana e comunica¢cdo com

outras organelas.

A deplecédo de calcio do lumen do reticulo endoplasmatico causa graves
perturbacdes na funcdo do RE, conhecida como estresse do RE (Locke et al.,
2000). Recentemente, foi relatado que os vacuolos de S. cerevisiae se fragmentam
em resposta ao estresse no reticulo endoplasmatico (Stauffer e Powers, 2015). O
exame dos niveis de proteina da chaperona BiP, conhecido marcador de estresse
do RE, mostrou niveis mais altos de BiP em células de S. pombe cultivadas com Al
(dados né@o publicados). Para examinar se Al interfere no funcionamento do

vacuolo, analisou a fragmentacdo vacuolar usando marcador fluorescente
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especifico da membrana vacuolar, MDY-64. Foi observado que o niumero médio de
vacuolos nas células de S. pombe foi dois, com algumas excec¢des apresentando
trés vacuolos (Figura 5). O crescimento na presenca de Al resultou em mdultiplos
pequenos vacuolos (6 em média), semelhantes & morfologia fragmentada de
vacuolos de mutantes de classe B identificados durante uma triagem de mutantes
de S. cerevisiae com alteracdes no processo de biogénese vacuolar e na estrutura
e dindmica vacuolares (Banta et al., 1988; Raymond et al., 1992). Vale ressaltar
que a delecdo do gene cta4* resultou em vacuolos ainda mais fragmentados,
indicando que Cta4p influéncia a dinamica do vacuolo. Como a delecéo do ctad*
também leva ao estresse do reticulo endoplasmatico e ao aumento do Ca?*
citoplasmatico (Lustoza et al., 2011), a fragmentagéo do vacuolo pode representar
resposta fisioldgica e possivelmente garantir o sequestro eficiente dos ions calcio,
como sugerido para as células de S. cerevisiae sem Ca?*-ATPase Pmrlp
(Kellermayer et al., 2003). H4 ainda a possibilidade de Al também causar as
alteracdes na curvatura da membrana, promovendo a fragmentac¢ao do vacuolo, o

que requer futuros estudos.
6.3. Efeito de Al nas bombas de H*

Nas plantas, as alterac6es no potencial da membrana e na atividade da H*-
ATPase na membrana plasmatica estdo relacionadas as raizes, ao grau de
estresse, sensibilidade ao Al das espécies assim como o0 genétipo da planta. Por
exemplo, a estresse por Al induziu a despolarizacdo da membrana plasmatica em
cevada (Matsumoto 1988), abGbora (Ahn et al., 2001) e células cultivadas de tabaco
(Sivaguru et al., 2005), sugerindo uma diminui¢cdo da atividade da H* -ATPase.
Ainda, a despolarizacdo ou hiperpolarizacdo da membrana plasmatica foi
registrada em Arabidopsis (Bose et al., 2010b, 2010a) e soja (Wang et al., 2016).
Nas pontas das raizes do trigo, a exposi¢cao ao Al ocasionou hiperpolarizacdo nos
genotipos resistentes ao Al e despolarizagédo nos genotipos sensiveis ao Al (Ahn et
al., 2004). A liberagéo de protons induzida por Al esta associada a ativagéo da H*-
ATPase de membrana plasmatica em plantas de cha (Wan et al., 2018). Em plantas
de soja e fava, 0s niveis e atividades mais elevados das H*-ATPase de membrana
plasmatica coincidiram com o aumento da expressao do gene, e maior abundancia

da proteina H*-ATPase de membrana plasmatica nas cultivares resistentes ao Al
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(Shen et al., 2005; Guo et al. 2013). Assim, Al modula a H*-ATPase de membrana

plasmatica em diferentes niveis, transcricional, traducional e pds-traducional.

Neste trabalho, observou uma diminuicdo no transporte de H* em células
tratadas com Al (Figura 7) e dos transcritos das H*-ATPase de MP, que estéao
diretamente ligados ao potencial zeta da membrana plasmatica. Zhao e
colaboradores, 2017 observaram um aumento da carga negativa da superficie
celular em células tratadas com Al em pH 4.2, e sugerem que a adsor¢do do Al na
membrana celular reflete mais uma reacéo fisico-quimica do que um transporte
ativo direto pela membrana, sendo assim a carga negativa da superficie celular
possui um papel muito importante em aumentar a adsor¢cdo do Al na superficie
celular. Esses dados em conjunto com (Hu et al., 2016) corroboram com a ideia de
gue microrganismos, principalmente os com grande tolerancia ao Al, possuem uma

membrana celular com carga mais positiva, levando a menor adsorcao de Al.

O sequestro vacuolar esta envolvido na resisténcia de uma gama de metais
toxicos em células fungicas, onde os ions metalicos podem ser efetivamente
complexados com acidos organicos ou polifosfatos (Martin et al., 1994; Simm et al.,
2007; Kulakovskaya, 2018). Foi relatado que as células vegetais impedem a
toxicidade do Al pela translocacdo do Al para o vacuolo (llié$ et al., 2006). Os
mutantes de leveduras defeituosos no vacuolo (auséncia de vacuolo ou V-H*-
ATPase funcional) apresentaram sensibilidade aumentada e uma capacidade
diminuida de acumular Zn, Mn, Co e Ni (Ramsay e Gadd, 1997). Além disso, o
estudo do ionoma de S. cerevisiae demonstrou que varias cepas deletérias em
genes que codificam subunidades da V-H*-ATPase exibiram alterac6es nos niveis
de ions (Eide et al., 2005).

Portanto, examinou se a fragmentacao do vacuolo altera o funcionamento
vacuolar em S. pombe. A determinacdo do transporte de H* dependente de ATP
nas vesiculas da membrana mostrou que o estresse de Al resultou em uma
energizacdo reduzida das membranas de levedura de fissdo (Figura 8b).
Curiosamente, foi observado um bombeamento mais eficiente de H* em
membranas isoladas de células cta4A em comparagdo com células de tipo

selvagem.
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Em células fungicas e vegetais, a V-ATPase é responsavel pela
acidificacao dos compartimentos vacuolares e intracelulares (Okorokov et al., 2001;
Schumacher, 2006; Samardo et al.,, 2009). A funcdo da V-H*-ATPase ndo €
necessaria para a viabilidade celular, mas o baixo crescimento de células
deficientes em ATPase indica que esta bomba desempenha papéis fisiolégicos
importantes que ainda nao foram totalmente elucidados (Nelson et al., 2000). A
inibicéo farmacologica com Concanamicina A (ConcA), um inibidor especifico que
se liga a subunidade ¢ (Vma3p) do complexo Vo, impede o transporte de H* e a
hidrolise de ATP (Huss et al., 2002; Bowman et al., 2004). A adicdo de ConcA as
vesiculas da membrana resultou em forte inibicdo do transporte H* dependente de
ATP em membranas isoladas de células do tipo selvagem, células cultivadas na
presenca de Al e células cta4A, respectivamente (Figura 8a-c), revelando que este
foi mediado por V-ATPase. A velocidade inicial da V-H*- ATPase foi diminuida por
Al (Figura 9), indicando modulacdo da bomba vacuolar e, consequentemente, dos
transportadores secundarios que dependem do gradiente de H*. Por outro lado, as
membranas isoladas das células cta4A apresentaram um aumento no estado
estacionario e na velocidade inicial do transporte de H* mediado pela V-ATPase,
guando comparadas as membranas do tipo selvagem, evidenciando ainda mais a
importancia da Cta4 ATPase na manutencdo do funcionamento correto do sistema

de transporte H* e, consequentemente, sinalizacao celular mediada por H*.

As alteracBes observadas na atividade da V-H*-ATPase podem ser
parcialmente explicadas pela fragmentacao vacuolar e / ou vice-versa. As proteinas
envolvidas na montagem da V-ATPase e da subunidade Vma2p da V-ATPase
foram identificadas entre os fatores que regulam a fragmentacéo do vacuolo em S.
cerevisiae (Michaillat e Mayer, 2013; Stauffer e Powers, 2015). Alteracdes na
atividade da V-ATPase em resposta ao estresse por Al, fragmentacdo de vacuolos
e aumento de Ca?* devem claramente levar a diversas consequéncias que alteram
todo o funcionamento do sistema endomembranar e a comunicagdo com outras

organelas, com profundo efeito na fisiologia das células de leveduras.
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6.4.Alteracdo nos niveis de mRNA dos genes envolvidos ha homeostase de

H* e Ca?*

Para compreender os mecanismos moleculares subjacentes & modulacéo
da atividade do sistema primario de transporte apos o tratamento com Al,
analisaram os niveis de expressdo dos genes que codificam para proteinas
envolvidas na homeostase de protons e a sinalizacdo de calcio (Figuras 10-13),
incluindo cta4*, pmcl* que codifica Ca?*-ATPase vacuolar, ppbl* e SPCC830.06
que codificam subunidades cataliticas e reguladoras da calcineurina,
respectivamente, caml1* que codifica calmodulina e algumas subunidades da V-
ATPase. Encontraram niveis transcricionais ligeiramente reduzidos nas células
cultivadas com Al (para ambas as ATPases de reticulo endoplasmatico e vacuolar,
calmodulina e subunidades de calcineurina (Figuras 12,13). Esses resultados
corroboram com dados bioquimicos sobre a atividade reduzida de Ca?*-ATPase

nas membranas celulares (Palma, 2011).

Nossos dados estdo de acordo com o achado anterior de expressao
diferencial de calmodulina na planta Vaccinium corymbosum L. tratada com Al
(Inostroza-Blancheteau et al., 2013), regulacdo negativa dos genes calmodulina e
Ca?*-ATPase vacuolar em S. cerevisiae, aumenta a sensibilidade de células pmcl
mutantes a Al (Li et al., 2011) e fornecem evidéncias adicionais sobre a perturbacao

da sinalizacao vacuolar e citoplasmaética do calcio.

Para comparacédo, foi observado um perfil de expressao diferente nas
células cta4A, que exibiram uma regulacdo positiva da subunidade reguladora de
calmodulina e calcineurina em comparagdo com as células do tipo selvagem
(Figura 13). As evidéncias bioquimicas diretas demonstraram previamente que a
atividade especifica da fosfatase de calcineurina € altamente induzida apos a
delecdo da cta4* (Lustoza et al., 2011). Assim, juntos, esses resultados sugerem
que a elevacdo dos niveis de célcio induz a calcineurina em ambos 0s niveis
transcricional e poés-traducional. Seria interessante explorar se o Al modula a

atividade da calcineurina.

A exposicao ao Al tambéem resultou em discreta regulacéo da expressao
génica de subunidades envolvidas principalmente na regulacdo da V-ATPase

(vma2*, vphl*, vma5* e vmal3*), com a subunidade B sendo a mais modulada com
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30% de reducdo (Figura 11). Isso estd de acordo com os dados obtidos
anteriormente para a V-ATPase de S. cerevisiae, cuja expressao das subunidades
V1 A e B diminuiu em 40% nas concentracdes micromolares de Al (Hamilton et al.,
2001a). Em contraste, os niveis de transcricdo da subunidade B das V-ATPases de
uma cultivar de trigo resistente ao Al aumentaram 2,2 vezes quando tratados com
Al (Hamilton et al., 2001b), indicando a relevancia dessa subunidade como um
possivel marcador de adaptacdo ao Al. A subunidade B, localizada no dominio
catalitico Vi1, contém o local de ligacdo alostérica do ATP e também se liga a
elementos do citoesqueleto (Holliday et al., 2000). A subunidade a (vph1l), para qual
foi observada diminuicdo de 25%, localizada no dominio Vo, esta diretamente
envolvida na translocacdo de protons através da membrana e € essencial para a
montagem da V-ATPase (Manolson et al., 1992). Curiosamente, nossos dados
também revelaram que a expressdo do gene vma5* que codifica a subunidade C
foi aumentada em 30% em células deficientes de Cta4 ATPase. Essa subunidade
desempenha um papel crucial na montagem estrutural e funcional da V-ATPase
(Kane e Smardon, 2000) e exibe propriedades de ligacao ao citoesqueleto de actina
(Vitavska et al., 2003). No entanto, verificou-se que o mecanismo regulador de
montagem e desmontagem da V-ATPase é principalmente dependente do
citoesqueleto de microtibulos (Xu e Forgac, 2001). A subunidade C atua como uma
ponte molecular entre os dominios Vi e Vo e deixa a holoenzima durante a
desmontagem (Kane, 1995; Drory et al., 2004). A subunidade H, por sua vez,
permanece ligada ao dominio V1 apds desmontagem, todavia sofre uma alteracdo
de conformacao que impede a hidrdlise de ATP, impedindo a deplecdo de energia
(Parra et al., 2000; Sharma et al., 2018). Como a expresséao funcional da V-ATPase
também € necessaria para a energizacdo da membrana do ER (Samaréo et al.,
2009), € provavel que a regulacédo positiva do gene vma5* seja uma caracteristica
das respostas de estresse do RE das células mutantes cta44, na tentativa de
preservar a funcionalidade adequada do RE. Niveis mais altos de expressao de
vmab* também podem estar relacionados a atividade elevada da V-ATPase

encontrada nas células mutantes cta4A (Figura 9).

O estresse oxidativo causa um aumento de Ca?* citosélico de células
animais (Klyubin et al., 1996), vegetal (Cessna e Low, 2001) e fungicas (Lustoza et
al., 2011), provavelmente aumentando a atividade dos canais de Ca?* ativados por

hiperpolarizacdo na membrana plasmatica (Klisener et al., 2002; Lecourieux et al.,
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2002) e/ou canais permeaveis de cations néo seletivos a Ca?* (Demidchik et al.,
2003), facilitando assim o fluxo de Ca?* apoplasmatico para a célula. O Al também
ocasiona um aumento na concentracdo de Ca?* citosolico (Zhang e Rengel, 1999;
Ma et al., 2002) e pode induzir estresse oxidativo devido a interrupcdo da fungéo
das mitocondrias (Yamamoto et al., 2002). Enquanto o estresse oxidativo € ativado
(Klisener et al., 2002; Lecourieux et al., 2002), o estresse do Al bloqueia os canais
de Ca?* ativados pela hiperpolarizacdo (Kiegle et al., 2000; Véry e Davies, 2000)
na membrana plasmatica, que por sua vez, influenciam na contribuicdo relativa das
fontes de Ca?* extracelulares e intracelulares para aumentar a concentracdo de
Ca?* citosoélico devido ao estresse por Al. Portanto, as consequéncias da interagdo
entre os dois estresses (estresse do Al e estresse oxidativo) na regulacdo dos

niveis do Ca?* citosélico ndo sdo claras e requerem maiores estudos.

De modo intrigante ndo encontramos um aumento da expressao dos genes
relacionados ao estresse oxidativo em S. pombe cultivados com 0,5 mM de
AIK(SOa4)2. Apesar de ser uma quantidade elevada para plantas, esta concentracao
talvez ndo tenha sido o suficiente para ocasionar o aumento da expressao de genes
das proteinas responsaveis em eliminar os agentes oxidativos ocasionados pelas
injurias deste metal, e assim a atividade de enzimas ja presentes nas células de S.
pombe no combate de ERO seria o suficiente para lidar com o estresse provocado

por Al.
6.5. Rede de proteinas participantes da homeostase de pH e Ca?*

A andlise STRING (Szklarczyk et al., 2019) permitiu construcdo de uma
rede interconectando todos 0s genes alvo acessados neste trabalho envolvidas na
regulacdo da homeostase do H* e Ca?*, com genes reguladores da polaridade
celular. A rede também revelou conexdes especificas com proteinas do
citoesqueleto, criando um cenario abrangente e fisiologicamente significativo, uma
vez que as associac¢des na andlise STRING néo se restringem a interacoes fisicas,

mas também incluem associa¢des funcionais.
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7. CONCLUSAO

Neste trabalho foi aprofundado o conhecimento sobre a intercomunicacao
entre a homeostase de H* e Ca?* e avaliados os padrées de expresséo e atividade
das principais bombas responsaveis pela homeostase de H* em células
eucaridticas expostas a concentracdes téxicas de Al ou niveis intracelulares
elevados de Ca?* (delecédo de Cta4-ATPase de RE).

Andlises de interacéo de proteinas demonstraram uma relacdo direta entre
proteinas envolvidas na homeostase de H* e Ca?', incluindo a cta4*, o que
corrobora com seu proposto papel como transportador ativo de Ca?*. Genes
relacionados a homeostase de H* e Ca?' apresentaram menores niveis de
expressdo nos tratamentos com Al do que frente a delecdo de ctad*, refletindo
diretamente na reducéo da atividade de transporte das bombas de H*. Ambas as
condicdes apresentaram fragmentacdo do vacuolo, o que sugere vias de
sinalizacdo comum entre delecdo da ctad* e o estresse oriundo de altas
concentracfes de Al. Esses dados propdem uma remodelacdo da homeostase de
H* e Ca?*, particularmente no reticulo endoplasmatico e vacutolo, bem como o
ajuste na fragmentacédo vacuolar e na comunica¢do do RE-vacuolo como parte do

complexo mecanismo de tolerancia ao Al.
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