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RESUMO

A proteina quinase C (Pkclp) de Saccharomyces cerevisiae, codificada pelo gene
PKC1, participa de uma cascata de MAPKinase denominada via de integridade celular ou
via PKC-MAPKinase cuja principal fungdo ¢ a biosintese da parede celular. Além disso,
diversos processos celulares tem sido descritos como tendo a participacdo de Pkcl p: a
sintese de ribossomos, a realocagdo de fatores transcricionais como Migl p, a regulagdo da
atividade de N-glicosilagdo, a fusdo de membranas celulares, o crescimento polarizado e o
controle da polarizagdo do citoesqueleto de actina. O mutante pkc/A nao ¢ capaz de crescer
em meio de cultura contendo glicerol como unica fonte de carbono. Buscando elucidar as
bases moleculares que explicam tal fendtipo, demonstramos nesse trabalho que pkciA
apresenta baixa atividade da enzima glicerol quinase quando comparada a cepa selvagem
em virtude da menor expressao do gene GUT nesse mutante.

Similarmente ao observado para o mutante pkc/A, o mutante gup /A apresenta fraco
crescimento em fontes de carbono alternativas como etanol, glicerol e rafinose, e
sensibilidade aos estresses acido e oxidativo. A fraca performance em rafinose nao esta
associada a uma baixa atividade da enzima invertase, enquanto a sensibilidade ao estresse
acido ndo deve estar relacionada a baixa atividade da enzima H'-ATPase. Como Gupl p
tem atividade de remodelase da ancora de glicosilfosfatidilinositol (GPI) e considerando
que essa atividade € importante para producdo de proteinas GPI-ancoradas ativas, os
fenotipos observados para o mutante gup/A podem estar relacionados a falta da atividade
de remodelase nesse mutante. Embora os fenotipos dos mutantes pkcIA e gupIA sejam
similares, o mutante pkcIA apresenta niveis de expressdo do gene GUPI comparaveis aos

encontrados para a cepa selvagem.



ABSTRACT

The protein kinase C (Pkclp) from Saccharomyces cerevisiae, encoded by the gene
PKC1, participates in a MAPKinase cascate called cellular integrity pathway or PKC-
MAPKinase pathway that is involved in the cell wall biosynthesis. Besides, Pkcl p is
involved in other cellular process: ribosome synthesis, reallocation of transcriptional factors
like Migl p, regulation of N-glycosylation activity, polarized growth and in the assembly
of the actin cytoskeleton. The pkcIA mutant is unable to grow in a medium that contains
glycerol as the sole carbon source. In this work, we demonstrate that this incapacity is
caused by a low level of glycerol kinase activity due to a decreased expression of the gene
GUPI in the pkcIA mutant.

Similarly to the pkcIA mutant, the gup/A mutant presents poor growth on
alternative carbon sources like ethanol, glycerol and raffinose. The GUPI deletion also
causes sensitivity to low pH stress and oxidative stress. The poor growth on raffinose is not
associated to an impaired invertase activity. On the other hand, the sensitivity to low pH is
not associated to an affected H'-ATPase activity. Gupl p is involved in the remodeling of
the glycosylphosphatidilinosytol (GPI) anchor. Its activity is crucial for the production of
mature GPI-anchored proteins. Therefore, some phenotypes of the gup/A mutant could be
linked to an affected remodelase activity in that yeast strain. Eventhough the pkc/A and
gupIA mutants present several phenotypes in common, the GUPI gene is equally expressed

in the pkcIA mutant and the wild type strain.
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INTRODUCAO



1- Introducao

1.1- O modelo de estudo Saccharomyces cerevisiae

A levedura S. cerevisiae ¢ um fungo unicelular pertencente a ordem dos
Protoascomycetos, de formato oval e tamanho que varia de 4-7 um, dependendo da ploidia,
da fase de crescimento e da cepa (Wheals et al, 1987). Células diploides tém geralmente
5 x 6 um enquanto células haploides apresentam 4 um de didmetro. As cepas selvagens
haploides de laboratorio apresentam um tempo de duplicacdo de aproximadamente 90
minutos em meio YPglicose 2% durante a fase exponencial de crescimento celular.
Geralmente a densidade maxima atingida, em meio de cultura, é de 2 x 10°* células/mL de
meio. Densidades maiores podem ser atingidas quando se tem controle do pH do meio e
acracdo refor¢ada. Esta levedura se reproduz por brotamento, que ¢ um processo
assimétrico no qual a célula parenteral produz um broto que vai crescendo durante o ciclo
celular até finalmente separar-se da célula original.

S. cerevisiae foi o primeiro eucarioto a ter seu genoma seqiienciado (Goffeau et al,
1996).0 genoma de S. cerevisiae ¢ compacto, com 16 cromossomos de tamanhos que
variam entre 200 e 2200 Kb. O tamanho total do genoma ¢ de 12052 Kb (Goffeau et al,
1996). Acredita-se que existam 6183 ORF’s que codificam para proteinas com tamanho
superior a 100 aminoacidos. As ORF’s representam 72 % do genoma, por isso diz-se que o
genoma ¢ compacto. O tamanho médio dos genes ¢ de 1,45 Kb, sendo que um total de
3,8% dos genes apresenta introns. Os cromossomos contém elementos méveis de DNA,
retrotransposons, que variam de tamanho e posi¢do nas diferentes cepas. O DNA
mitocondrial codifica para aproximadamente 15 % das proteinas dessa organela. Quase
todas as cepas de levedura possuem virus de RNA dupla-fita (dsSRNA) que constituem
aproximadamente 0,1 % do 4cido nucléico total.

A levedura S. cerevisiae tem importancia chave nas pesquisas gendmicas e
protedmicas (Kumar e Snyder, 2001), incluindo amplo uso de microarranjos de DNA para
estudo do transcriptoma (DeRisi et al, 1997), bem como analise da fungdao génica por meio
de delecdo génica (Oliver et al., 1996), analise da expressao global por SAGE (Serial

Analysis of Global Expression) (Velculescu et al., 1997), localizacdo subcelular de
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proteinas (Ross-Macdonald et al., 1999), mapas bidimensionais (2D) de proteinas (Garrels
et al., 1997; Blomberg, 2002), determinagdo de atividade enzimatica (Martzen ef al., 1999),
estudos de interacdo proteina-proteina através de ensaio duplo-hibrido (Ito e al., 2000),
entre outros. Alguns genes humanos relacionados a patologias apresentam ortdlogos em
levedura e a relativa conservagdo evolutiva de mecanismos regulatorios e processos
metabolicos fazem com que S. cerevisiae seja empregada em diversos estudos bioldgicos.
A habilidade desse microrganismo em replicar cromossomos artificiais circulares ou
lineares, permite o estudo detalhado de regides centroméricas, teloméricas e origens de
replicagcdo (Kumar e Snyder, 2001). O DNA mitocondrial pode ser alterado por
transformacao, auxiliando nos estudos relacionados a essa organela (Bonnefoy e Fox,
2002). As leveduras denominadas selvagens empregadas em estudos nos laboratérios, nao
sao de fato como as encontradas na natureza. As leveduras de laboratorio sofreram algumas
modificagdes para se chegar a um microrganismo geneticamente estavel para as condi¢des
usuais de experimentagdo. Cepas de mutantes podem ser adquiridas por exemplo pela
EUROSCAREF (http://www.uni-frankfurt.de/tb15/mikro/euroscarf/col index.html). Outras
colecdes de cepas podem ser encontradas em http://www.ncyc.co.uk/Sacchgen.html,
http://www.cbs.knaw.nl/yeast/ WebC.ASP e http://www.natur.cuni.cz/fccm/federacs.htm#
dgub.

A levedura S. cerevisiae € considerada um organismo eucarioto modelo por
apresentar algumas caracteristicas que permitem sua facil manipulagdo em estudos
bioldgicos tais como: rapido crescimento, células dispersas, nao-patogénica (GRAS-
Generally recognized as safety), facilidade na obtencdo e isolamento de mutantes, sistema
genético bem definido e versatilidade para transformacgao genética (Gietz e Woods, 2002).
As cepas de S. cerevisae podem apresentar diferentes ploidias. Em laboratorio cepas
haploides ou diplddes estaveis podem ser utilizadas com a ajuda de um grande nimero de
marcadores moleculares. As cepas diploides podem ser usadas em testes de
complementagdo. Técnicas de transformacao de leveduras permitiram grandes avancos na
area de engenharia genética. As leveduras podem ser transformadas com vetores ou mesmo
oligonucleotideos. Os vetores inseridos em levedura podem replicar-se independentemente
do DNA gendmico fungico ou podem ser integrados ao genoma desse microrganismo. No

segundo caso, a integragdo do DNA se da por mecanismo de recombina¢ao homologa. Esse
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procedimento ¢ muito util para experimentos de mutagénese sitio-dirigida e permitiu a
constru¢do de bibliotecas de mutantes de levedura. A andlise do fenotipo de determinada
cepa, que teve algum(s) gene(s) deletado(s), ¢ valiosa na determinagdo da fungao biologica
que determinada proteina exerce in vivo. Varias questdes da biologia celular podem ser
elucidadas utilizando-se esse microrganismo como modelo: andlise da regulacdo da
expressao génica, estudo de estrutura-funcdo de proteinas, estrutura cromossdmica, entre
outras.

As leveduras tém diversas aplicagdes e sdo utilizadas para a produgdo de pao,
bebidas alcoolicas, alcool combustivel e proteinas heterologas. O interesse biotecnologico
por esse microrganismo € crescente devido aos avangos das técnicas de engenharia
genética, com a conseqiiente obtengdo de cepas de leveduras com qualidades especificas
para determinada finalidade, otimizando assim, diversos processos industriais em que elas

sdo empregadas.

1.2- Vias de Transducio de sinal

Sinais transmitidos da superficie da célula para seu interior, resultando em padrdes
de expressdo génica e atividade protéica alterados, a qual desencadeia uma resposta celular
ao meio ambiente sdo comuns em todos os organismos, de bactérias e leveduras a células
de mamiferos (Banuett er al., 1998). O agente causador do estimulo pode inclusive
estimular um receptor intracelular dependendo das caracteristicas fisico-quimicas do

mesmao.

Para desencadear uma resposta ao ambiente extracelular, alvos celulares especificos
sao afetados por mecanismos elaborados que envolvem receptores de membrana
especificos, mensageiros secundarios, sistemas de amplificagdo em cascata (normalmente
proteinas quinases) ¢ moduladores intracelulares especificos (Hohmann e Mager, 1997).

Células de Saccharomyces cerevisiae respondem a diferentes tipos de sinais
externos, dentre os quais podemos citar os nutrientes, a variagdo de osmolaridade, as
oscilagdes de temperatura, a presenca de agentes oxidantes ou a agdo de hormonios. A
adaptacao a estes diferentes sinais externos ¢ feita através de vias de transdugdo de sinais.

Por exemplo, as vias Ras-AMPc e a via principal de repressdo por glicose estdo
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relacionadas a disponibilidade de nutrientes. Por outro lado, a via PKC-MAPKinase,
pertecente a familia de vias ativadas por mitdogenos (MAP-mitogen activated protein), €

acionada, por exemplo, diante de mudancas na osmolaridade do meio.

1.3- Nutrientes e vias de sinalizacdo em Saccharomyces cerevisiae

A adicao de glicose ou de outros agucares rapidamente fermentaveis, como frutose
ou manose, as células de leveduras previamente cultivadas em fontes de carbono nao
fermentaveis, como glicerol ou etanol, ou a células na fase estacionaria, desencadeia uma
ampla variedade de processos regulatorios com o objetivo de otimizar a utilizacdo da fonte
de carbono. A glicdlise ¢ ativada e a glicose € convertida em etanol e dioxido de carbono
mesmo em condi¢des aerobicas. Enquanto a captagao de glicose e sua metabolizagao
através da glicdlise sdo estimuladas, a gliconeogénese e a respiragdo sao inibidas. A adicao
de glicose promove um drastico aumento na taxa de crescimento, o qual ¢ precedido por um
aumento na sintese de RNA ribosomal e de sintese protéica. Genes que codificam enzimas
envolvidas na captagao e metabolizagdo de fontes alternativas de carbono sao reprimidos. O
principal papel dos diversos efeitos regulatorios induzidos por glicose parece ser a mudanca
do metabolismo de sua fase gliconeogénica/respiratoria para um modo fermentativo
(Thevelein, 1994; Rolland et al., 2002).

Os efeitos regulatorios induzidos pela presenga de glicose podem ocorrer tanto a
nivel transcricional (repressdo ou indugdo de genes), como a nivel pds-transcricional
(ativacdo ou inativacao de enzimas e de proteinas de transporte) (Thevelein, 1994; Rolland
et al., 2002).

Em organismos de vida livre, a disponibilidade de nutrientes ¢ o principal fator
capaz de controlar o crescimento e o desenvolvimento. Para leveduras e muitos outros
microrganismos, a glicose ¢ a fonte de carbono e energia mais abundante. Deste modo nao
¢ surpreendente que a glicose atue como um importante mensageiro primario nessas
células. Entre as vias de sinalizagdo envolvidas na geragdo dos fendmenos regulatorios
induzidos por glicose, as mais estudadas sdo a via Ras-AMPc e a via principal de repressao

por glicose (Thevelein, 1994).
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1.3.1- Via Ras-AMPc¢

O principal mecanismo de sinalizagdo desencadeado por glicose, € que estd
envolvido na regulagdo pds-traducional € a via Ras-AMPc (Rolland ez al., 2002). A adi¢ao
de glicose ou de outros agticares facilmente fermentaveis as células de levedura crescendo
em fontes de carbono ndo fermentaveis desencadeia um rapido e transitério aumento na
concentracdo intracelular de AMPc, denominado sinal de AMPc (Thevelein ef al., 1987,
Beullens et al., 1988; Mbonyi et al., 1988; Mbonyi et al., 1990). Por isso, 0o AMPc tem sido
apontado como um importante mensageiro secundario na resposta a nutrientes, realizando a
adaptacdao metabolica para as condi¢des de crescimento fermentativo. A concentracdo de
AMPc em células de levedura ¢ controlada pela via Ras-AMPc. A enzima adenilato ciclase
promove a sintese de AMPc a partir de ATP. O AMPc entdo causa a ativacao da proteina

quinase A (Thevelein e de Winde, 1999).

Essa via ¢ ativada em duas condi¢des: pela adi¢do de glicose as células na fase
estacionaria ou crescendo em fontes de carbono niao fermentdveis e pela acidificacao
intracelular. A adenilato ciclase codificada pelo gene CYRI/CDC35 (Matsumoto et al.,
1984; Kataoka ef al., 1985), ¢ estimulada pelas proteinas G Ras1 e Ras2. Estas proteinas G
estdo ativas quando ligadas a GTP e inativas quando ligadas a GDP (Broek et al., 1985;
Toda et al., 1985). A troca do GDP por GTP ¢ estimulada pela proteina Cdc25 (Camonis et
al., 1986; Broek et al., 1987; Jones et al., 1991) e possivelmente pela Sdc25 p. As proteinas
Ras possuem uma atividade GTPasica intrinseca que causa sua propria inativagdo. Essa
atividade GTPasica ¢ estimulada pelo produto dos genes IRAI e IRA2. Tem sido
demonstrado que a acidificacdo intracelular pode ativar a via Ras-AMPc inibindo ambas
GTPases (Colombo et al., 1998). Para a glicose, existem evidéncias de que um aumentado
nivel de Ras-GTP poderia, no minimo parcialmente, estar envolvido na ativacdo induzida

por glicose da via (Rundoni et al., 2001).

Ha dois sistemas de sensibilizacdo que detectam a presenga do agucar (Rolland et
al., 2000). No primeiro processo de sensibilizacdo, um sistema receptor acoplado a proteina
G (GPCR) detecta especificamente glicose e sacarose (Rolland et al., 2000). Este sistema

consiste de um receptor Gprl e sua proteina—G Gpa2 (Kubler et al., 1997; Colombo et al.,
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1998; Xue et al., 1998; Kraakman et al., 1999; Lorenz et al., 2000). O segundo processo ¢
um mecanismo que requer a captacao do agucar e sua fosforilagdo por uma quinase
especifica de hexose (Rolland et al., 2000; Rolland et al., 2001). Como em outros
eucariotos, 0 AMPc ativa PKA se ligando as suas subunidades regulatorias (codificada pelo
gene BCYI) (Toda et al., 1987a), causando assim a dissociagdo do complexo protéico.
Desta forma, as subunidades cataliticas (codificadas por TPKI, TPK2 e TPK3) sdo
liberadas e ativadas (Toda ef al/ 1987b). A subunidade catalitica de Pka p ativada fosforila
enzimas e fatores transcricionais. Alguns alvos de Pka p estdo envolvidos em diferentes
processos regulatorios necessarios para a mudanga do metabolismo gliconeogénico para o
fermentativo. Outros alvos de Pka p estdo envolvidos na desrepressdo dos estoques de
glicogénio, no controle do crescimento ¢ na resisténcia ao estresse (Thevelein, 1994;

Thevelein e de Winde, 1999).

1.3.2- Via FGM

A via de sinalizagdo denominada FGM (Fermentable Growth Medium-induced
pathway) (Thevelein e de Winde, 1999) controla a atividade de Pka p. A ativagdo da via
FGM nao ¢ apenas dependente da disponibilidade de glicose ou frutose, mas também de
outros nutrientes essenciais para o crescimento. Em contraste com a via RAS-AMPc,
apenas a preseng¢a do agtcar e ndo sua posterior fosforilagdo ¢ necessaria para a ativagao da
via FGM. A via FGM tem demonstrado ser independente dos niveis de AMPc. Portanto,
esta via possivelmente atua diretamente na subunidade catalitica livre de Pka p
(Hirimburegama ef al., 1992; Durnez et al., 1994).

Desta forma na presenca de glicose, outros nutrientes essenciais (N, S, P) sdo
capazes de desencadear efeitos semelhantes em alvos de PKA quando adicionados a células
em jejum para um dos nutrientes acima. Para desencadear e sustentar os processos da
ativacdo requer-se a presenca de ambos, a fonte de carbono fermentavel e um meio de
crescimento completo. A via FGM controla alvos de PKA durante crescimento em glicose
através da proteina quinase Sch9 (Rolland et al., 2002).

A via FGM desencadeia a ativacdo da enzima trealase levando a uma rapida

mobilizacdo da trealose (Hirimburegama et al., 1992), além de mudangas na atividade de
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outras enzimas envolvidas no metabolismo do glicogénio e na glicélise (Francgois et al.,
1988; Frangois et al., 1991; Crauwels et al., 1997; Moskvina et al., 1998; Francois ¢ Parrou
2001). Estas mudangas na atividade das enzimas sdo independentes da sintese protéica e,

portanto, ocorrem no nivel pds-traducional.

1.3.3- Via principal de repressao por glicose

A via prinicipal de repressdo por glicose tem como principal fungdo reprimir a
respiracao durante o crescimento celular em altos niveis de glicose. Trata-se de uma das
vias regulatorias melhor conhecida e estudada em células de levedura. Os principais genes
reprimidos sdo os envolvidos no ciclo de Krebs, na cadeia transportadora de elétrons, na
gliconeogénese, no ciclo do glioxalato, no transporte e catabolismo de fontes de carbono
alternativas, como galactose, maltose e sacarose (Thevelein, 1994). A fosforilacdo da
glicose, e nao seu posterior metabolismo, parece ser o sinal necessario para a ativagao da
via principal de repressdo por glicose (Rolland et al., 2001). Células de Saccharomyces
cerevisiae apresentam trés enzimas capazes de fosforilar glicose: a glicoquinase, a
hexoquinase PI e a hexoquinase PII codificadas respectivamente pelos genes GLK 1, HXK e
HXK2 (Rolland et al., 2001). Hxk2 p parece ser a unica das trés quinases a ter uma
importancia central para a repressao de alguns genes regulados por glicose em leveduras e
plantas (Rolland et al., 2001), entretanto ainda ndo esta claro como ¢ o mecanismo pelo
qual a Hxk2 p estd envolvida neste processo. De acordo com Ahuatzi et al. (2004), a
Hxk2 p interage com Migl p para formar um complexo repressor localizado no nucleo de
S. cerevisiae durante o crescimento em glicose. Este complexo repressor reprime a
transcrigcdo de varios genes regulados por glicose pela liga¢ao direta em seus promotores.

O fator transcricional Migl p € o responsavel por regular negativamente a expressao
de genes como SUC2, GAL e MAL (Nehlin e Ronne, 1990). Essa proteina tem dominios do
tipo dedos de zinco que se ligam ao motivo WWWWWN(G/C)(C/T)GGGG na regido
promotora de muitos genes (Lundin ef al., 1994), reprimindo a trancrigdo destes através do
recrutamento do complexo repressor Ssn6/Tupl (Treitel et al., 1995). A atividade de
Migl p ¢ regulada por fosforilacdo e localizagdo subcelular. Em altas concentragdes de

glicose, Migl p ¢ defosforilada pela proteina fosfatase Regl-Glc7 (o gene GLC?7 codifica a
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subunidade catalitica da proteina, enquanto o gene REG! a subunidade regulatoria) (Alms
et al., 1999). Migl p estando defosforilada tem localizacdo nuclear, onde ela reprime a
transcricao génica. Por outro lado, na auséncia de glicose, Migl p ¢ rapidamente fosforilada
pela proteina quinase Snfl (Treitel ef al., 1998; DeVit e Johnston, 1999). Esta fosforilagao
promove uma interagcdo entre Migl p e a exportina Msn5 p favorecendo sua translocacao
para o citoplasma (DeVit e Johnston, 1999), e assim promovendo a desrepressao génica. A
proteina Snfl ¢ uma serina/treonina quinase altamente conservada desde as leveduras até as
plantas e mamiferos. Ela encontra-se associada a uma subunidade regulatoria (Snf4) e a
uma das trés subunidades 3 (Sip1, Sip2, Gal83) em um complexo com alta massa molecular
(Hardie et al., 1998). A proteina quinase Snfl possui dois dominios: um dominio catalitico
amino-terminal ¢ um dominio regulatério carboxi-terminal (Gancedo, 1998). A transcrigao
de genes passiveis de repressao por glicose ¢ dependente do complexo Snfl. A fosforilacao
e a defosforilacdo de Snfl p sdo importantes para a regulacdo de sua atividade em resposta
ao sinal da glicose (Wilson ef al.,1996; Ludin et al.,1998). Em cé¢lulas crescidas em glicose,
o complexo quinase Snfl se mantém em uma conformacgdo auto-inibitéria em que o
dominio regulatorio da quinase Snfl esta ligado ao seu dominio catalitico. Baixos niveis de
glicose favorecem a fosforilagdo da quinase Snfl. De acordo com Nath ef al. (2003), a
quinase Pakl ¢ a reponsavel pela fosforizacdo de Snfl no residuo treonina 210. Hong et al.
(2003), sugerem que além da Pakl p, as proteinas Tos3p e Elml p também estdo
envolvidas na fosforilgdo de Snfl p. A fosforilacdo de Snflp leva a uma conformagao
aberta e ativa do complexo protéico (Jiang e Carlson, 1996). Nessa conformagdo, Snfl p
pode fosforilar seus substratos, tal como o repressor Migl p.

Por outro lado, na presenga de altas concentragdes de glicose, a quinase Snfl forma
um complexo com a proteina Regl, a qual recruta a proteina fosfatase Glc7. Assim, em
resposta ao sinal de glicose, o complexo Regl-Glc7 facilita a transicdo do complexo
quinase Snfl para o estado auto-inibitdrio (Sanz et al., 2000) por defosforilagdo da treonina
210 de Snfl p (McCartney e Schmidt, 2001).

O gene SUC2 que codifica a enzima invertase € responsavel pela hidrdlise da
sacarose em glicose e frutose. Muitos dados existentes na literatura sobre os efeitos
fisioldgicos da repressdao por glicose sdo apresentados em termos da expressdao do gene

SUC2. Portanto, esse gene funciona como um gene repoérter para determinacao do estado
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reprimido ou desreprimido das leveduras. A expressdo de SUC?2 ¢ regulada exclusivamente
por glicose (Wu e Trumbly, 1998). A regidao promotora do gene SUC2 contém dois motivos
de ligacdo para as proteinas Migl p e Mig2 p, necessarias para o processo de repressao por

glicose.

1.4- Via PKC-MAPKinase

A proteina quinase C (Pkclp) de S. cerevisiae, codificada pelo gene PKC1, participa
de uma cascata de MAPKinase, também denominada via de integridade celular ou via
PKC-MAPKinase (Figura 1). Essa via de transdugdo de sinal esta envolvida na resposta a
uma série de estresses, incluindo o estresse térmico (Kamada et al.,1995) e o choque
hiposmotico (Davenport et al., 1995). Os estimulos sdo captados por sensores presentes na
membrana plasmatica: Mid2 p (Rajavel et al., 1999), membros da familia Wsc (Verna et
al., 1997) e Mtll p (Rajavel et al., 1999; Ketela et al., 1999). Esses sensores por sua vez
transmitem os sinais para Rom2 p que ¢ responsavel pela ligacdo de GTP a proteina
Rhol p. Uma vez ativada, Rhol p promove a ativacdo de Pkcl p. Em seguida, Pkclp
fosforila Bcklp que entdo ativa as quinases Mkk1 p e Mkk2 p. Essas duas vao terminar por
ativar o ultimo componente da via, SIt2/Mpk1 p, ao fosforilar os residuos Thr190 e Tyr192
(Heinisch et al., 1999; Hohman, 2002). Mpkl p controla a atividade de dois fatores
transcricionais, RIm1 p e SBF (Swi4/Swi6), responsaveis pela regulagdo da expressdo de
genes relacionados a biosintese da parede celular e controle do ciclo celular,
respectivamente (Martin-Yken et al., 2003). A via PKC-MAPkinase também participa da
formagdo de um dos dois complexos existentes da RNA polimerase II (Chang et al., 1999).
Como a via PKC-MAPKinase regula a expressdo de genes envolvidos na biogénese e
manutencao da parede celular, os mutantes dessa via necessitam de estabilizador osmotico,

como sorbitol, para crescimento em meio de cultura liquido ou solido.
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Figura 1- Via PKC-MAPKinase. A via PKC-MAPKinase ou via de integridade celular ¢
ativada por condigdes como estresse térmico e choque hiposmotico, dentre outras. Esses
estimulos sdo captados pelos sensores Mid2 p e Wsc p que estdo localizados na membrana
citolasmatica. A ativacdo dessa via que tem os componentes Rhol p, Pkcl p, Bckl p,
Mkk1/2 p e Mpkkl p altera a expressao de genes regulados pelos fatores transcricionais
RIml1 p e SBF (Swi4/Swi6), implicados na regulacdo da expressdo de genes envolvidos na

biosintese da parede celular e controle do ciclo celular, respectivamente.
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1.5- Pkel p e outras vias de sinalizacio

O fato de a delegao do gene PKCI provocar um maior nimero de fenotipos em
comparagao aos demais mutantes da via PKC-MAPKinase, sugere que Pkcl p participa de
outras vias de sinalizagdo além da via de integridade celular (Levin et al., 1994). Na
realidade, diversos processos celulares tem sido descritos como tendo a participacdo de
Pkcl p: a sintese de ribossomos (Nierras et al., 1999), a realocagdo de fatores
transcricionais como Migl p (Salgado et al., 2002), a regulacdo da atividade de N-
glicosilagdo (Park et al., 2000), a fusdo de membranas celulares (Philips et al., 1997), o
crescimento polarizado (Andrews et al., 2000), a regulacdo da polarizagdo do citoesqueleto
de actina (Mazzoni et al., 1993; Delley et al., 1999), a viabilidade celular de células
quiescentes (Krause ef al., 2002) e o controle do checkpoint de morfogénese durante o ciclo
celular (Harrison et al., 2001). No contexto de metabolismo de fontes de carbono, sugere-se
que Pkcl p participe do processo de desrepressao de genes que sdo reprimidos por glicose
(Salgado et al., 2002). O mutante pkcIA nao ¢ capaz de crescer em meio contendo glicerol
como unica fonte de carbono mesmo quando se adiciona o estabilizador osmotico sorbitol
(Salgado et al., 2002).

O mutante pkclA apresenta problemas relacionados ao metabolismo de fontes de
carbono, observando-se crescimento lento em glicose com retardo no inicio do processo
fermentativo e incapacidade de executar a desrepressdo de genes reprimidos por glicose
apos a exaustdo da mesma (Salgado et al., 2002). O atraso para o inicio da fermentacao no
mutante pkclA € explicado pela constatagdo de que a velocidade maxima de transporte de
glicose e a indugdo dos transportadores de glicose (Hxtl, Hxt2 e Hxt4) estdo fortemente
reduzidas nesse mutante (Salgado et al., 2002). Este efeito ndo ¢ observado nos demais
mutantes componentes da via PKC-MAPKinase.

O mutante pkclA apresenta deficiéncia no consumo de fontes de carbono
alternativas como etanol, glicerol e rafinose. O crescimento em meio contendo rafinose ¢
deficiente devido a baixa expressdo do gene SUC?2 e conseqiientemente a baixos niveis de
atividade da enzima invertase apos a transferéncia das células de glicose para rafinose

(Salgado et al., 2002).
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Salgado et al. (2002), demonstraram que Pkcl p estaria atuando através da via
principal de repressdo por glicose, ja que cepas apresentando duplas delegdes nos genes
PKC1 e HXK2 ou MIGI ndo apresentam o tipico fendtipo repressivo da cepa pkclA. Além
disso, evidéncias apontam para a participacdo de Pkcl p no controle da localizagao

subcelular do repressor Migl p (Gomes ef al., 2005).

1.6- O metabolismo de glicerol em Saccharomyces cerevisiae

O glicerol ¢ um soluto acumulado durante estresse osmotico ou salino, ou seja, em
condicdes de choque hipertonico. Além disso, trata-se de um metabolito chave ao atuar em
processos como o balanco redox e a sintese de lipideos. O glicerol pode ser utilizado como
unica fonte de carbono, sendo transportado passivamente pelo canal constitutivamente
expresso Fpsl p (Tamas et al., 1999; Bill ef al., 2001) e por um sistema simporte de proton
(SItl p) que € reprimido por glicose e induzido por fontes de carbono nao—fermentavel
(Ferreira et al., 2005). Fpsl p regula a retencao de glicerol, ao fechar o canal em condigdes
de choque hipertonico e abri-lo em condigdes de baixa osmolaridade.

Uma vez internalizado o glicerol sofre catabolismo da seguinte forma: a enzima
glicerol quinase (Gutl p), codificada pelo gene GUTI, promove sua fosforilagao a glicerol
3-fosfato (3-P) (Sprague et al., 1977; Pavlik et al., 1993). Num segundo momento, o
glicerol 3-P ¢ convertido a dihidroxiacetona fosfato pela enzima glicerol 3-P desidrogenase
FAD-dependente (Gut2 p), codificada pelo gene GUT2 (Ronnow et al., 1993). Gut2 p esta
localizada na membrana mitocondrial externa (Larsson et al., 1998). Os genes GUTI ¢
GUT?2 sao sabidamente reprimidos por glicose (Ronnow et al., 1993; Grauslund et al.,
1999) e a delegdo desses inviabilizam o crescimento em meio contendo glicerol como tinica
fonte de carbono, sugerindo que essa ¢ a unica via existente para o catabolismo do glicerol
(Sprague et al., 1977). O fator transcricional Opil p ¢é responsavel pela repressao de GUT1,
enquanto Adrl p e Ino2/4 p sdo responsaveis por mais de 90% da expressao desse gene em
condigdes de desrepressdo (Grauslund ef al., 1999). A atividade de Opil p ¢ regulada por

um mecanismo Pkcl p-dependente (Sreenivas et al., 2001).
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A sintese do glicerol ocorre no citoplasma das leveduras a partir de um
intermediario da via glicolitica, a dihidroxiacetona fosfato, que ¢ transformada em glicerol
através de duas etapas catalizadas pelas enzimas glicerol 3-fosfato desidrogenase (Gpd) e
Glicerol 3-fosfatase (Gpp), respectivamente. Cada enzima citada anteriormente apresenta
duas isoenzimas, as induzidas por choque hiperosmotico Gpdl p e Gpp2 p, ¢ as de
expressao constitutiva Gpd2 p e Gppl p (Norbeek et al., 1996; Ansell et al., 1997).

Como estratégia para esclarecermos a participagdo de Pkcl p no metabolismo do
glicerol, o mutante pkcIA foi mutado por radiagdo ultra violeta (UV) (Gomes et al., 2005).
O novo mutante denominado LBFM335 que € capaz de crescer em meio contendo glicerol
foi transformado com uma biblioteca multi-copia (YEP13) de DNA genomico. A estratégia
era inserir uma copia normal do(s) gene(s) que fora(m) mutado(s) no ensaio com UV. Os
transformantes selecionados, foram aqueles que apresentaram a reversdo do fenotipo de
LBFM335, voltando a ndo crescer em meio contendo glicerol (Gomes et al., 2005). Dois
desses transformantes, denominados 342 e 345, tiveram o fragmento genomico, oriundo da
biblioteca, extraido e seqiienciado. O transformante 345 tinha um fragmento de 2300 pb,
contendo a seqiiéncia completa do gene HOS2, que codifica para uma histona deacetilase.
Por outro lado, o transformante 342, continha um fragmento de 4600 pb, sendo que o gene
MSNS3 estava presente, codificando uma exportina (Gomes et al., 2005).

O gene HOS2 faz parte de uma classe de histona deacetilases de classe I,
responsaveis pela regulagdo de varios genes ao afetar a organizagdo da cromatina. Por
exemplo, a deacetilagdo de residuos de lisina de histonas H3 e H4, ¢ necessario para
interacdo com Tupl/Ssn6 p, um complexo de atividade repressora envolvido na regulagado
de genes reprimidos por glicose (Smith et al., 2000; Watson et al., 2000; Davie et al., 2003;
Boukaba et al., 2004). Por outro lado, o gene MSN5 que codifica uma exportina envolvida
em diferentes processos celulares como a utilizacdo de fontes de carbono (Alepuz et al.,
1999). Os genes HOS2 e MSNS5 foram entdo amplificados por PCR a partir da cepa
LBFM335 e seqiienciados. O sequenciamento revelou que esses ndo estavam mutados em
LBFM335 (Gomes et al., 2005). Portanto, o efeito observado de reversdo do fendtipo de
LBFM335, deve ser atribuido ao fato de que esses dois genes provavelmente atuam como
supressores extragénicos do fendtipo desreprimido. A(s) mutacdo(s) presente(s) em

LBFM335, ndo esta(ao) relacionada(s) aos componentes da via de MAPKinase, uma vez

22



que esse mutante necessita de estabilizador osmoético para crescimento assim como pkclA.
Esses resultados compuseram a dissertacdo de mestrado de Katia das Neves Gomes e estdo
diretamente relacionados a essa dissertacdo de mestrado. Atualmente, estudamos o mutante
LBFM335 de maneira a determinar se a mutagdo ocorreu em um ou mais genes, € ainda
procurando esclarecer se a mutagdo(s) gerada ¢ dominante ou recessiva. Esses
experimentos estdo sendo conduzidos por um grupo portugués na Universidade do Minho,
na cidade de Braga. No caso de se tratar de uma mutacdo dominante, a transformagao de
pkclIA com uma biblioteca genomica preparada a partir do DNA de LBFM335, poderia
levar a obtengdo de melhores resultados. Uma outra abordagem, ja testada ¢ a
transformacao de LBFM335 com uma biblioteca de copia Unica, para se evitar o efeito da
superexpressao de um gene. Nesse caso, o problema tem sido a recuperagao desses vetores,
justamente por estarem presentes em copia Unica.

No presente trabalho investigamos as bases moleculares que explicam o fraco
crescimento de pkcIA em meio contendo glicerol como unica fonte de carbono. Com esse
objetivo, avaliamos os niveis de atividade da enzima glicerol quinase (Gutl p) bem como
os niveis de expressdo do gene GUTI para sabermos se o fraco crescimento de pkcIA em
meio contendo glicerol se deve a problemas no catabolismo desse substrato ou ao estresse
oxidativo gerado pela utilizacdo de uma fonte de carbono nao-fermentavel como o glicerol.
O mutante pkclA ¢é sensivel ao estresse oxidativo e a causa dessa sensibilidade permanece

desconhecida (Vilella et al., 2005).

1.7- Metabolismo respiratorio e estresse oxidativo

A utilizag@o do oxigénio (O;) no metabolismo respiratorio tem como conseqiiéncia
inevitavel a formagdo de espécies reativas de oxigénio (ROS-Reactive Oxigen Species). Os
radicais livres se formam quando o O, reage com elétrons que eventualmente escapam dos
transportadores de elétrons na cadeia respiratoria. Os assim denominados ROS podem ser o
anion superdxido (Oy), o radical hidroxil (HO®), o peroxido de hidrogénio (H,O,) ou o
simpleto de oxigénio ('0,) (Halliwell er al, 1991; Cadenas et al., 1995). Para

contrabalancear a acdo toxica desses compostos, a célula possui mecanismos de defesa anti-
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oxidativos. Quando os mecanismos de defesa ndo conseguem suplantar a acdo dos ROS, o
resultado € a ocorréncia do estresse oxidativo (Sies, 1991).

O estresse oxidativo causa danos aos lipideos, proteinas e DNA. No primeiro caso,
as espécies reativas de oxigénio causam oxidacdo de acidos graxos da membrana
plasmatica e de organelas. No caso das proteinas, o dano que ocorre em residuos de
aminodcidos pode levar a quebra do peptideo, a agregacdo das proteinas modificadas, a
mudanca da carga elétrica, a alteracdo da susceptibilidade a proteolise, entre outros efeitos
deletérios. Os danos ao DNA incluem a ocorréncia de dele¢des, mutacdes, translocagoes,
degradacdo de bases, quebra da fita de DNA e agregacdes aberrantes entre DNA e proteinas
(Scandalios, 2005).

Os mecanismos de defesa celular contra o estresse oxidativo sdo classificados em
enzimaticos e nao-enzimaticos (quimicos). No primeiro caso, temos enzimas como a
superdxido dismutase (SOD), catalases e glutationa transferases. Além dessas, enzimas que
tém a capacidade de ligacdo a ions metalicos, como a ferritina, transferrina, ceruloplasmina
e metalotioneinas, auxiliam na defesa contra os radicais livres (Ahmad, 1995). Por outro
lado, 0 mecanismo ndo-enzimatico conta com moléculas com propriedades anti-oxidantes
como a glutationa (GSH), ascorbato, tocoferdis, coenzima Q reduzida (CoQH2), acido
urico (Buettner, 1993), entre outras.

Portanto, embora o oxigénio seja uma molécula vital, ao mesmo tempo ela pode
provocar estresse oxidativo as células, ocasionando danos a varias macromoléculas (Ames
et al., 1993). As leveduras constituem um bom modelo para o estudo do estresse oxidativo
celular (Jamieson, 1993; Toledano et al., 2003). A literatura contém ampla documentagdo a
respeito dos fatores transcricionais, Yapl, Skn7 e Msn2/4, que estdo envolvidos na resposta
ao estresse oxidativo em levedura (Toledano et al., 2003). Entretanto, a(s) via(s) de
sinalizag@o envolvida na sensibilizacdo e transmissao de estimulos relacionados ao estresse
oxidativo ¢ pouco conhecida. Vilella et al. (2005), descrevem a via PKC-MAPKinase como
sendo a responsavel pela sinalizacdo de estresse oxidativo. O mutante pkcIA € sensivel a
dois agentes oxidantes: peroxido de hidrogénio e diamida (Vilella et al., 2005). Mtl1 p foi
identificado como sendo o sensor para o estresse oxidativo (Vilella et al., 2005). A via de

integridade celular tem um papel importante no reparo da parede celular que é gerado pelo
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estresse oxidativo (Gash et al., 2000), mas Pkcl p parece ter maior importancia em relacao
aos componentes abaixo na via de MAPKinase (Vilella et al., 2005).

Sabendo que o mutante guplA apresenta baixa performance de crescimento em
meios de cultura que contenham as fontes de carbono nao-fermentéaveis lactato e glicerol
(Holst et al., 2000), sendo que a atividade da enzima glicerol quinase (Gutl p) ndo se
encontra diminuida no mutante gup/A em relacdo a cepa selvagem (Holst et al., 2000).
Somando-se o fato do mutante gupl/A apresentar sensibilidade ao estresse oxidativo
(http://prophecy.lundberg.gu.se/) investigamos a hipdtese de Pkcl p e Gupl p atuarem na

defesa contra o estresse oxidativo de forma conjunta.

1.8 — Funcéo bioldgica de GUPI em Saccharomyces cerevisiae

A proteina descrita como sendo a responsavel pelo sistema simporte glicerol/H", a
principio, foi identificada como sendo a codificada pelo gene GUPI (Glycerol Uptake
Protein) (Holst ef al., 2000). A partir de uma busca no banco de dados de Saccharomyces
cerevisiae por genes homologos a GUPI identificou-se uma ORF com consideravel
similaridade que foi entdo denominada GUP2 (Holst et al., 2000). No triplo mutante
guplAgup2AgutIA ndo se observa transporte ativo de glicerol quando se cresce as células
em meio YP etanol (Holst ef al., 2000). Embora haja alta similaridade entre GUPI ¢ GUP2,
a delecdo de GUPI ndo ¢ complementada por GUP2 (Neves et al., 2004). Em estudos
posteriores com o mutante gup /A sugeriu-se a existéncia de outras fungdes para esse gene.
A andlise da expressdo de GUPI e GUP2 mostrou que esses dois genes tém expressao
baixa e constitutiva, quando as células sdo crescidas em glicose e sal, ndo havendo
correlagdo entre os niveis intracelulares de glicerol e a deteccdo de transporte ativo do
mesmo (Neves et al., 2004). GUPI apresenta alta similaridade com outros genes de outras
espécies de fungos, sendo que nenhum desses genes parece estar envolvidos com o
transporte de glicerol nessas espécies (Lages et al., 1999; Neves et al., 2004). Neves et al.
(2004), sugerem a existéncia de um papel biologico diferente do estabelecido
originalmente, o de captagdao de glicerol, para Gupl p e Gup2 p uma vez que no triplo
mutante guplAgup2AgutiA, quando as células sdo crescidas sob estresse salino,

principalmente na diauxia, observou-se a existéncia de transporte ativo de glicerol
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(simporte glicerol/H"). Gupl p foi incluido na superfamilia MBOAT (Membrane bound O-
acyl transferase) por apresentar o dominio acil-transferase (Hofmann, 2000; Neves et al.,
2004).

O gene GUPI ¢ altamente conservado entre os fungos e protozoarios, sendo que o
fenotipo de gupIA ¢é parcialmente recuperado pela expressao dos homologos de GUPI de
Aspergillus fumigatus e Trypanosoma cruzi (Bosson et al., 2006).

Ferreira et al. (2005), descreveram a proteina Sltl p, como sendo a responsavel pelo
simporte glicerol/H". A delegiio de SLT! causa diminui¢io do crescimento celular em meio
que contem glicerol como Unica fonte de carbono. Sltl p é essencial para o transporte ativo
de glicerol uma vez que, em todas as condigdes de crescimento em que sabidamente ocorre
a captagdo de glicerol, a dele¢do de SLTI aboli a capacidade de captacdo desse composto.
A atividade do sistema simporte glicerol/H+ ¢ induzida no choque hiperosmético, existindo
correlagdo direta entre os niveis de Sltl p e o aumento da captacao de glicerol. Sltl p esta
localizada na membrana plasmatica e esta sujeita a inativagdo por glicose. Na presenga de
glicose, Sltl p ¢ internalizada em um vaclolo por endocitose, de maneira END3-
dependente, sendo posteriormente degradada. A levedura de fissdo S. pombe que ndo ¢
capaz de captar glicerol por transporte ativo (Lages et al., 1999), passa a fazé-lo quando o
gene SLTI de S. cerevisiae ¢ expresso naquela levedura, promovendo dessa forma a
captagdo de glicerol de forma ativa em S. pombe. Todas essas evidéncias apontam para
Sltlp como a proteina responsavel pelo simporte glicerol/H+ (Ferreira et al., 2005).

Em ensaio duplo-hibrido, Gupl p mostrou ter interacdo com Cda2 p, uma quitina
deacetilase que ¢ ativa durante a formagao de esporos. Além disso, o gene GUP/ parece ter
interacdo genética com uma série de genes envolvidos na sintese de quitina e f-1,6 glucano,
incluindo SKT75, RSVI61 e RSVI67. Esses dois ultimos envolvidos na polarizagdo do
citoesqueleto de actina.

O mutante gup /A apresenta sensibilidade a uma série de compostos que perturbam a
parede celular como Zymolase, Calcofluor-white, lyticase e SDS. Essas ultimas
observagdes apontam para um envolvimento de Gupl p na formagdo e estabilidade da
parede celular. A analise quantitativa dos componentes da parede celular se mostra alterada
em guplA: conteido aumentado de quitina e PB-1,3 glucanos e menor quantidade de

manoproteinas. A superficie das células se mostra irregular quando analisadas por
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microscopia eletronica de varredura, mas o tamanho das células sdo iguais as da cepa
selvagem (Bosson et al., 2006). Apesar de Gupl p estar envolvida na formagdo e
estabilidade da parede celular, a dele¢do de GUPI nao provoca osmosensibilidade como
ocorre com o mutante pkcIA. Além disso, gupIA apresenta deficiéncia de crescimento em
meio contendo glicerol como tUnica fonte de carbono como ja foi descrito para o mutante
pkclA, entretanto, a atividade da enzima glicerol quinase (Gutl p) ndo se encontra
diminuida em gupIA (Holst et al., 2000).

Bosson et al. (2006), descreveram Gupl p como possuindo atividade de remodelase
da ancora de glicosilfosfatidilinositol (GPI) (Figura 2). As proteinas que contem ancora de
GPI em S. cerevisiae possuem ceramida (Cer) ou diacilglicerol (DAG) com um acido graxo
C26:0 na posicdo sn2. As proteinas recém-sintetizadas no reticulo endoplasmatico (RE)
possuem ancora de GPI com DAG e acidos graxos C18 e C16 convencionais. Bosson et al.
(2006), demonstraram que Gupl p ¢ essencial para a sintese de ancoras de GPI contendo
DAG e acidos graxos C26:0 em sn2. A ancora de GPI permite grande mobilidade da
proteina sobre a superficie da membrana a qual esta ligada e as proteinas ancoradas podem
ser destacadas da membrana por perda da ancora realizada por enzimas como a fosfolipase
C (PLO).

No presente trabalho investigamos se a fraca performance de crescimento do
mutante gup/A em lactato e glicerol também se aplica a outras fontes de carbono
alternativas como etanol e rafinose. Além disso, testamos a sensibilidade de guplA ao
estresse oxidativo gerado por peroxido de hidrogénio e ao estresse acido em meios de
cultura com pH’s 1,0 ou 3,0 (corrigidos com acido cloridrico-HCI), buscando elucidar se
esses fenotipos podem estar relacionados a atividade de remodelase da ancora de GPI que

Gup] p possui.
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Figura 2- Ancora de glicosilfosfatidilinositol (GPI). A ancora de GPI possui uma porgio
lipidica a qual esta inserida na membrana celular e uma por¢do composta de carboidratos.

A ancora ¢ adicionada a porgao carboxi-terminal da proteina.
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1.9- A ancora de GPI em Saccharomyces cerevisiae

As GPI-proteinas nos diferentes organismos vivos podem ser enzimas, receptores,
reguladoras do complemento, moléculas de adesdo, etc. A ancora de GPI tem papel
fundamental para as atividades celulares uma vez que mutagdes em genes que participam
da biosintese da ancora em S. cerevisiae sdo letais (Hamburger et al., 1995; Sutterlin et al.,
1998). As proteinas com GPI podem ser encontradas em membrana plasmatica, parede
celular ou membranas de organelas. Aquelas que estdo presentes na parede celular sdo
integradas a esta pela ag¢do das enzimas Dfg5 p e/ou Dcwl p. As proteinas sdo transferidas
da Glicosilamina-PI para -1,6 glucanos (Lu et al., 1995; Kollar et al., 1997; Kitagaki et
al., 2002).

A biosintese de proteinas que contem ancora de GPI segue as mesmas regras basicas
em todos eucariotos e toda ancora ¢ constituida de uma por¢ao conservada de carboidrato
que estd ligada a uma porgdo protéica de um lado e a uma porgdo lipidica de outro
(Figura 2). A porgao lipidica varia de acordo com o ser vivo considerado (Kinoshita e
Inoue, 2000). A Dbiosintese se inicia com a adigdo de N-acetilglicosamina ao
fosfatidilinositol (PI) pela enzima PIG-A/GPI3 (Miyata et al., 1993). Em S. cerevisiae dois
padroes de por¢do lipidica podem ser encontrados: contendo ceramida (Cer) ou
diacilglicerol (DAG). A Cer ¢ encontrada na maioria das ancoras, sendo constituida
principalmente de fitosfingosina (PHS) e acido graxo C 26:0 (Fankhauser ef al., 1993). Nos
dois tipos de porgao lipidica, o acido graxo C26:0 deve ser hidroxilado em C2. A porg¢ao
lipidica sofre reagdes de remodelamento assim que a ancora de GPI primaria ¢ adicionada a
proteina nascente no reticulo endoplasmatico (RE). Durante o remodelamento, o DAG
contendo os acidos graxos C16 e C18 sd3o modificados ou substituidos. Gupl p atuaria
como a remodelase que adiciona 4cidos graxos C26 a posi¢do sn2 de ancoras que possuem
liso-fosfatidilinositol (liso-PI), uma vez que no mutante guplA, a porgdo lipidica
encontrada ¢ sempre a primaria (Bosson ef al., 2006). O mutante gup /A produz quantidades
normais de GPI-proteinas, entretanto essas contém liso-PI e outras ainda possuem
fosfatidilinositol (PI) com acidos graxos C-16 e C-18 convencionais (Bosson et al., 2006).
Além disso, a incorporacdo de ceramida esta prejudicada. Como conseqiiéncia, Gaslp, que

¢ uma f-1,3 glucanosiltransferase envolvida na formacdo da parede celular e que

29



sabidamente ¢ ancorada por GPI, apresenta problemas no transporte do RE para o
Complexo de Golgi (Bosson et al., 2006). No mutante gup /A, formas imaturas de Gasl p
sao encontradas no RE quando deveriam estar no Complexo de Golgi e ja modificadas.
Além disso, Gasl p maduras sdo perdidas para o meio extracelular. O mutante gup2A nao
apresenta problemas com a remodelagem da ancora de GPI (Bosson et al., 2006).

Os mutantes guplIA e pkcIA compartilham alguns fenotipos dentre os quais: o
mutante gup /A apresenta fraco crescimento em fontes de carbono alternativas como lactato
e glicerol (Holst et al., 2000) enquanto o mutante pkc/A apresenta fraco crescimento nas
fontes de carbono alternativas rafinose, glicerol e etanol (Salgado ef al., 2002; Brandao et
al., 2002; Gomes et al., 2005); ambos mutantes apresentam sensibilidade a cafeina na
concentragao de 12 mM (Martin et al., 2005; Ferreira et al., 2006), ao estresse térmico ¢ a
varios agentes que perturbam a parede celular (Kamada et al., 1995; Martin et al., 2000;
Ferreira et al., 2006); o mutante gupIA ¢ sensivel ao estresse oxidativo gerado por diamida,
1,4-ditiotreitol (DTT) e paraquat (http://prophecy.lundberg.gu.se/) enquanto pkcIA ¢
sensivel ao estresse oxidativo gerado por diamida e peroxido de hidrogénio (Vilella et al.,
2005); por ultimo, gupIA ¢ sensivel ao estresse acido gerado por acidos organicos fracos
enquanto pkclA ¢ sensivel ao estresse acido (pH 3,0) (Claret et al., 2005; Ferreira et al.,
2006). A similaridade dos fenotipos apresentados por gupIA e pkclA, aponta para uma
possivel relagdo entre as proteinas Pkcl p e Gupl p. Essa suspeita foi reforcada com a
observagdo de que o gene GUPI esta menos expresso no mutante pkc/A quando as células
sdo crescidas em rafinose quando comparado a cepa selvagem (resultados ndo publicados).
Dessa forma, na presente dissertagdo de mestrado investigamos o possivel envolvimento de
Pkcl p na regulagdo da atividade de Gupl p, a nivel transcricional ou poés-traducional
(Figura 3). Desse modo, Pkcl p afetaria as fungdes celulares relacionadas a Gupl p em

células de S. cerevisiae.
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Figura 3- Modelo investigado para regulacdo da atividade de Gupl p. Nesse modelo,
Pkcl p poderia estar afetando a atividade de Gup1 p, presente no reticulo endoplasmatico e
membrana citoplasmatica, de maneira direta ou indireta, a nivel transcricional ou pos-

traducional.
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2- Objetivos

2.1- Objetivo Geral

Estudar o papel de Pkcl p no metabolismo de glicerol e na regulagdo de funcdes

celulares relacionadas a proteina Gupl p em Saccharomyces cerevisiae.

2.2- Objetivos Especificos

a) Avaliar o catabolismo de glicerol nas cepas selvagem, pkcIA, bckIA e LBF335,
analisando os niveis de expressdo do gene GUTI bem como a atividade da
enzima glicerol quinase

b) Avaliar o fenotipo do mutante gup/A em meios de cultura contendo fontes de
carbono alternativas (etanol, glicerol e rafinose), € em condigdes de estresse
oxidativo e estresse acido.

c) Buscar proteinas com ancora de GPI que estejam relacionadas aos fenotipos do
mutante gupIA.

d) Avaliar a regulagdo da proteina Gupl por Pkclp a nivel transcricional.
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3- Materiais e Métodos

3.1- Microorganismos utilizados nos experimentos

3.1.1- Cepas de Saccharomyces cerevisiae

As cepas de Saccharomyces cerevisiae utilizadas estdo descritas na tabela 1.

Tabela 1: Cepas de Saccharomyces cerevisiae utilizadas nos experimentos

*Nome Gendtipo

*W303 Mat a ade2-1 his3-11,15 leu2-3,112 trp1-1 ura3-1 can1-100 GAL mal SUC2
*YSHS50 Mat a pkeA::HIS3 (W303-1A)

‘LBFM335 Mat a pkcA::HIS3 (W303-1A) Ibfm335

dgupl BY4741; Mat a; his3D1; leu2D0; met15D0; ura3D0; YGLO084c::kanMX4
dgup2 BY4741; Mat a; his3D1; leu2D0; met15DO0; ura3D0; YPL189w::kanMX4
1BY4741 MATa; his3D1; leu2D0; met15D0; ura3DO

YSHS813 W303-1A + bekIA::LEU2

3.1.2- Procedéncia das cepas de Saccharomyces cerevisiae:

a- Johan Thevelein, Laboratorium voor Moleculaire Celbiologie, Katholieke

Universiteit Leuveun, Belgium.

b- Stefan Hohmann, CMB/Microbiology, Géteborg Univerty, Sweden.
c- Cepas obtidas por UV no LBCM, Universidade Federal de Ouro Preto, Brasil.
d- Colecdo EUROSCARF

3.2-Meios de cultura e condicoes de crescimento

3.2.1.-Meio YP

O meio YP ¢ constituido por extrato de levedura 1% (pv), bacto-peptona 2% (p/v).

O meio solido recebe o acréscimo de agar 1,5% (p/v). Para os mutantes osmossensiveis

adicionou-se sorbitol na concentra¢ao final de 1 molar (1M) ao meio de crescimento. As
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fontes de carbono utilizadas foram as seguintes: glicose 2%, glicerol 3%, rafinose 3% e
etanol 3%. As fontes de carbono foram autoclavadas separadamente e acrescentadas ao meio

no fluxo laminar.

3.2.2- Condigoes de crescimento
As células de Saccharomyces cerevisiae foram cultivadas a 30°C sob agitagdo de
200 rpm (agitador New Brunswick Model G25) em meio YP suplementado com a fonte de

carbono adequada e acrescido de sorbitol 1 M para os mutantes osmossensiveis.

3.3-Determinacio da atividade da enzima invertase

3.3.1- Inoculo e crescimento das células

As células de Saccharomyces cerevisiae foram cultivadas em 40 mL de meio YP
glicose 2%, a 30°C, sob agitagdo a 200 rpm em agitador New Brunswick Model G25, até
que a densidade otica atingisse o valor de 0,5. As células foram entdo lavadas duas vezes

com YP e logo em seguida ressuspendidas em meio YP rafinose 3%.

3.3.2-Preparo de extratos celulares para a determinac¢ao da atividade invertasica

Nos tempos 0, 30min., 1, 2 ¢ 24 horas amostras de 4,0 mL da cultura foram
coletadas por centrifugacdo a 1000 g, 4°C, durante 5 minutos. O sobrenadante foi
descartado e o sedimento celular lavado trés vezes com 3 ml de tampao imidazol 200 mM
(imidazol 200 mM, MgCl, 40 mM, KCI 400 mM, sorbitol 1 M, pH 7,0). Apds este
procedimento, adicionou-se em cada tubo, 0,5 g de pérolas de vidro (0,5 mm de didmetro),
500 pl de tampao imidazol 50 mM (imidazol 50 mM, MgCl, 40 mM, KCIl 400 mM,
pH 7,0) e 2,5 ul de uma solugdo de PMSF 100 mM (Phenylmetyl Sulphonyl Fluoride). As
células foram lisadas por agitacdo em vortex (seis vezes, 30 segundos) com repouso em
gelo nos intervalos de agitagdo. Posteriormente, adicionou-se 500 pl de tampao imidazol
50 mM A mistura foi transferida para um tubo de microcentrifuga tipo eppendorf de 1,8 ml
e centrifugada a 3500 rpm (Heraeus Sepatech, Biofure 13), durante 5 minutos. O

sobrenadante foi coletado e acondicionado em tubos de amostra do aparelho COBAS. O
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extrato livre de células foi estocado a temperatura de -20°C até o momento da dosagem

(Salgado et al., 2002).

3.3.3-Dosagem de atividade da enzima invertase

A dosagem da atividade da enzima invertase foi realizada no aparelho de dosagem
bioquimica COBAS-FARA (Roche), tendo sido utilizado como substrato para a reacdo uma
solucdo de sacarose 0,3 M em acetato de potdssio 100 mM pH 5,1. Ap6és 5 minutos de
incubacao, a 30°C, a reagdo foi interrompida pela adicdo de 10 ul NaOH 1 M. Em seguida
um volume de 10 pl HCl 1M foi adicionado para neutralizar o pH da reacdo. A glicose
liberada foi determinada pela reacdo classica de glicose-oxidase/peroxidase, tendo a
ortodianisidina como reativo de cor. A leitura da absorbancia foi feita a 435 nm. A
atividade da enzima invertase foi expressa em nmoles de glicose/min/mg proteina

(Goldstein e Lampen, 1975; Celenza e Carlson, 1989).

3.4-Determinacio da atividade da enzima glicerol quinase

3.4.1- Inoculo e crescimento das células

As células de Saccharomyces cerevisiae foram crescidas em 40 mL de meio YP
glicose 2% suplementado com sorbitol 1M para as cepas osmosensiveis, a 30°C, sob
agitagdo a 200 rpm em agitador New Brunswick Model G25, até que a densidade otica
atingisse o valor entre 0,5 e 1,0. As células foram entdo lavadas duas vezes com YP, logo

em seguida foram ressuspensas em meio YP glicerol 3% e crescidas por 6 horas.

3.4.2-Preparo de extratos celulares para a determinacio da atividade da enzima

glicerol quinase

Nos tempos 0 e 6 horas, 4,0 mL do meio de cultura foram coletados por
centrifugacdo a 1000 g, 4°C, durante 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e o

sedimento celular lavado trés vezes com 3 ml de tampdo imidazol 200 mM (imidazol

200 mM, MgCl, 40 mM, KCIl 400 mM, sorbitol 1 M, pH 7,0). Apods este procedimento,
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adicionou-se, em cada tubo 0,5 g de pérolas de vidro (0,5 mm de didmetro), 500 pl de
tampao imidazol 50 mM (imidazol 50 mM, MgCl, 40 mM, KCI 400 mM, pH 7,0) e 2,5 ul
de uma solu¢do de PMSF 100 mM (Phenylmetyl Sulphonyl Fluoride). As células foram
lisadas por agitagdo em vortex (seis vezes, 30 segundos) com repouso em gelo nos
intervalos de agitagdo. Posteriormente, adicionou-se 500 pl de tampao imidazol 50 mM. A
mistura foi transferida para um tubo de microcentrifuga tipo eppendorf de 1,8 ml e
centrifugada a 3500 rpm (Heraeus Sepatech, Biofure 13) por 5 minutos. O sobrenadante foi
coletado e acondicionado em tubos de amostra do aparelho COBAS. O extrato livre de
células foi estocado a temperatura de -20°C até o momento da dosagem (Salgado et al.,

2002).

3.4.3-Dosagem de atividade da enzima glicerol quinase

A dosagem de atividade da enzima glicerol quinase foi realizada no aparelho de
dosagem bioquimica COBAS-FARA (Roche). As medidas da atividade especifica dessa
enzima foram feitas de acordo com Castro e Loureiro-Dias (1991). Esse método enzimatico
utiliza as enzimas piruvato quinase ¢ lactato desidrogenase. A reacdo € iniciada pela adicao
de 0,1 mM de glicerol. O coeficiente de extingdo de 6,22 (I.mmol™.cm™) para o NADH foi
utilizado nos célculos. As medidas de atividade foram expressas em mmol

NADH. min".mg" proteina.

3.4.4- Dosagem de proteina

A dosagem de proteina foi realizada segundo o método de Lowry et al., 1951,

utilizando a soro albumina bovina como padrao.

3.5-Curva de crescimento

3.5.1-Preparo do inéculo

As leveduras foram inoculadas em 3 ml de meio YP glicose 2% e incubadas por 24

horas, a 30°C, sob agita¢do a 200 rpm em agitador New Brunswick Model G25. Apds esse
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periodo mediu-se a densidade otica das células a 600 nm (DU-68 Spectrophotometer-
Beckman). Calculou-se o volume necessario do pré-indculo para que a densidade otica

atingisse um valor final de 0,1 em um erlenmeyer contendo 30 ml de meio de cultura.

3.5.2-Construcio da curva de crescimento

Por um periodo de até 80 horas, coletou-se aliquotas de 0,8 mL das amostras em
estudo para efetuar a medida da DOgponm €m espectrofotdmetro Beckman modelo DU-68. As
leituras de densidade oOtica foram usadas na constru¢dao da curva representando o perfil de

crescimento das células.

3.6-Teste de crescimento em diferentes meios de cultura

As cepas de Saccharomyces cerevisiae foram crescidas em tubos de ensaio
contendo 4,0 ml de meio YP glicose 2%, durante 24 horas, a 30°C, sob agitagdo de 200 rpm
em agitador New Brunswick Model G25. Apods este periodo, mediu-se a densidade otica
das culturas a 600 nm (DU-68 Spectrophotometer-Beckman). A partir dos valores obtidos
calculou-se o volume de meio a ser adicionado a solu¢do de sorbitol 1M, em tubo
eppendorf estéril, de modo que se atingisse a densidade otica de 1,0. Desse tubo procedeu-
se a dilui¢do seriada, nas concentracdes de 101, 102, 107, 10*. Um volume de 3 ul da
suspensdo de células foram utilizadas para inocular cada meio de cultura so6lido. As placas

foram incubadas a 30°C por até 120 horas.

3.7- Northen-blot
3.7.1- Extracao de RNA total e Northen-blot

As células foram crescidas em 20,0 mL de meio YP glicose 4% até atingirem a
densidade otica entre 0,8 e 1,2. Nesse momento as células foram dividas em duas amostras
e lavadas com sorbitol 1M, seguido de centrifugacdo 1000g, 4°C, 4 minutos. Uma amostra
foi utilizada para extracdo de RNA, correspondendo ao estado de repressao catabdlica. A

outra amostra foi ressuspendida em meio YP glicerol 3% e glicose 0,05% e assim
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permaneceram incubadas por 2 horas. Logo em seguida foram lavadas como a primeira
amostra e o pellet celular foi utilizado para extragdo do RNA total (células em estado
desreprimido). A extragdo do RNA total foi realizada pelo método do fenol 4cido quente
(Sambrook et al., 1989). Um total de 15 nug de RNA foi separado em gel de agarose (1%
p/V), acido borico 50 mM, citrato de soédio 1 mM, NaOH 5 mM, pH 7.5, formaldeido (1%
p/V). Em seguida, o RNA foi transferido para membranas Hybond-N em solugdo 10X SSC
(1.5 M NaCl, 0.15 M citrato de sodio, pH 7.0). O RNA foi entdo hibridizado com sondas
gene-especifica. As sondas para o gene GUTI e ACT1 foram obtidas por PCR utilizando-se

0s seguintes primers:

GUTI
Direto: 5-AATAGTTATATGTTTCCC-3’
Reverso: 5°-GCTATTTATGTTGTTATTGG-3’

ACTI
Direto: 5’-GCTATTTATGTTGTTATTGG-3’
Reverso: 5’-GATAGTGGACCACTTTCGTCG-3’

Os produtos de PCR foram purificados como descrito em 3.7.2. O gene ACTI, que
codifica para actina, ¢ um controle positivo para o experimento de Northen-blot. Os
produtos de PCR foram marcados radioativamente através do Rediprime™ II labelling kit
(Pharmacia). Os niveis de RNA foram visualizados expondo a membrana ao filme CL-X

Posure™.
3.7.2- Purificacdo do produto de PCR
Ao produto de PCR adicionou-se 300 pL de NaCl 1,2 M e 700 pL de etanol 100%.
Incubou-se a mistura por 30 minutos a -20°C e procedeu-se a centrifugagdo a 13000 rpm por

15 minutos. O pellet foi lavado com 500 pL de etanol 70% (centrifugacdo a 13000 rpm por

10 minutos), seco e ressuspenso em 20 puL de agua Milli-Q estéril.
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3.8- Acidificacao extracelular

3.8.1- Pré-inoculo

As cepas de S. cerevisiae foram crescidas em 5,0 mL de meio YP glicose 2%
durante 24 horas a 30°C, sob agitagdo de 200 rpm em agitador New Brunswick Model G25.
Logo em seguida, elas foram transferidas para 50 mL de meio YP glicose 2% e procedeu-se o

crescimento celular nas mesmas condigdes descritas anteriormente.

3.8.2- Indculo

Os 50 mL provenientes do pré-inoculo foram utlizados para inocular 500,0 mL de
meio YP glicose 2%. O crescimento se deu a 30°C, sob agitagdo de 200 rpm em agitador
New Brunswick Model G25, até que a densidade otica atingisse o valor de 1,0 (fase

exponencial de crescimento).

3.8.3- Medida da acidificacdo extracelular induzida por glicose

As células foram coletadas por centrifugagdo a 1000 g por 5 minutos, a 4 °C
(centrifuga Beckman GS-6R). Em seguida, foram lavadas 2 vezes com 25 mL de tampao
Tris HC1 100 mM / KC1 100 mM pH 4,5 centrifugando-as a 1000 g por 5 minutos, a 4 °C.
Pesou-se 4,0 g de células e estas foram resuspensas em 4,0 mL de agua Milli-Q (peso umido
1,0 g/mL). Apds a homogeneizagdo dessa suspensao de células, coletou-se 0,2 mL para
determinacdo do peso seco como descrito em 3.8.4. Aos 3,8 mL restantes foi adicionado
solucdo tampao de Tris HCI 100 mM / KC1 100 mM pH 4,5 em quantidade suficiente para
38,0 mL. A medida do efluxo de protons (H") induzido por glicose foi realizada de acordo
com Cocceti et al. (1998). Cerca de 4,5 mL da suspensdao de células (peso umido 100
mg/mL) foram tranferidas para um béquer de 5,0 mL. Apos a estabilizagao do pH foi dado
um pulso de glicose adicionando-se 500 puL de glicose 1,0 M (concentracdo final de 100
mM). As medidas de pH foram entdo feitas através do potenciometro ORION durante um
intervalo de 5 minutos, antes e apods a adi¢do de glicose. O HCI foi utilizado como padrao
para quantificarmos a extrusdo de H'. Para tanto, 4,5 mL da suspensdo de células foram

colocadas em um béquer e foi dado um pulso de HCI adicionando-se 10 pL de HCl 100 mM
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(1 pmol de H') mais 490 pL de dgua Milli-Q. A variagdo de pH foi avaliada durante 3

minutos antes e apos a adi¢ao de HCI.

3.8.4- Determinacio do peso seco

Um volume de 0,1 mL de suspensdo de células (peso umido 1 g/mL) sofreu filtragcdo
a vacuo em membranas Millipore (0,75 um de porosidade) previamente pesadas. Apds a
filtragdo as membranas foram incubadas em estufa a 80°C por 48 horas para secagem.
Decorrido esse periodo de secagem as membranas foram novamente pesadas. A

determinacao de peso seco foi feita em duplicata para cada experimento de acidificagao.
3.8.5- Calculo da taxa de acidificacdo extracelular

Graficos pH versus T foram obtidos a partir dos resultados de acificagdo induzida
por glicose. A taxa de acidificacdo foi calculada em termos de mmoles H+.h'l.(g de células)'l,

de acordo com a equagao abaixo:

mmoles H™ .h™". (g de células)’'= A pH1 (cm) x 60
ApH2 (cm) x A T1 (min) x PS x 45 x 1000

Onde:
a) A pHI1 (cm): Varia¢dao de pH em centimetros ap6s um pulso de glicose (100 mM)
b) A pH2 (cm): Variagido de pH em centimetros ap6s um pulso de H™ (1 umol)
¢) A TI (min): Intervalo de tempo em minutos
d) PS: Peso seco em gramas correspondente a 0,1 mL da suspensdo de células
e) 45: Fator de correcdo para o peso seco (nos experimentos utilizou-se 4,5 mL de
suspensdo de células)
f) 1000: Transformagao do resultado para mmoles de H" (10 uL HCI 100 mM = 1 pmol de
H")

Os experimentos foram feitos com 3 culturas independentes e em duplicata.
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3.9- Ensaio de viabilidade celular

3.9.1- Pré-inoculo

As cepas de S. cerevisiae foram cultivadas em 5,0 mL de meio YP glicose 2%

durante 24 horas a 30°C, sob agitagido de 200 rpm em agitador New Brunswick Model G25.

3.9.2- Indculo

Logo em seguida, procedeu-se a leitura da densidade otica e entdo as células foram
transferidas para 20 mL de meio YP glicose 2% (controle), YP glicose 2% (mais H,0O,
5 mM) e YP glicose 2% (pH 3,0 ou 1,0) de modo que a densidade otica inicial fosse de 0,5.
Procedeu-se o crescimento celular a 30°C, sob agitagdo a 200 rpm em agitador New

Brunswick Model G25.

3.9.3- Determinac¢io da porcentagem de células viaveis

A contagem de células vivas ou mortas foi feita utilizando-se a cdmara de
Newbauer. Realizou-se a contagem de cinco quadrantes e a média de células viaveis foi entdo
determinada. Um volume de 50 pL de meio de cultura foi coletado, lavado duas vezes com
YP com centrifugagdo de 3 minutos a 3000 rpm. Logo em seguida, as células eram
ressuspensas em azul de metileno pH 5,1 e procedeu-se a contagem das células em
microscopio. As células mortas ficaram coradas em azul. O nimero de células de cada
quadrante ndo ultrapassou o nimero de 50. Desse modo, diluiu-se a amostra ou coletou-se
uma aliquota menor de meio de cultura quando necessario. Paralelamente a contagem de
células viaveis fez-se a curva de crescimento celular medindo-se a densidade 6tica a 600 nm

em espectrofotometro (DU-68 Spectrophotometer-Beckman).
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3.10- PCR em tempo real quantitativa (QRT-PCR)

As células foram crescidas em meio YP glicose 2% mais sorbitol 1M a 30°C, sob
agitacdo de 200 rpm em agitador New Brunswick Model G235, até que a densidade otica
atingisse 1,0. Em seguida, as células foram lavadas com sorbitol IM por duas vezes e
ressuspendidas em meio YP glicose 4% e YP rafinose 2%, incubando-as por duas horas.
Procedeu-se a extragdo do RNA total pelo método do fenol acido a quente (Sambrook et al.,
1989). Aproximadamente 3ug do RNA total foram utilizados para obtencdo do cDNA,
empregando-se primers oligodT. A qRT-PCR foi feita em aparelho Applied Biosystems 7500
Real Time PCR Systems (fonte de excitagao lampada de tungsténio, possuindo cinco filtros
de excitagdo e cinco de emissao, Rampa de +/- 1,6°C/séc). Para a corrida da placa e analise
dos dados foi utilizado o Software ABI PRISM® 7700 Sequence Detection System da
Applied Biosystems. Os primers para GUPI e RCK1, mostrados abaixo, foram desenhados

com o programa Primer Express® Software v2.0 da Applied Biosystems.

GUPI
Direto 5 CTCCACGTTGTGGCAATCT 3’
Reverso 57 AAAGCCCACAGCCTAAACAG 3’

RCK1
Direto 5’ CCCATCTTTTGGAGGTTGAC 3’
Reverso 5 GCACGCTGGCATAAGAATT 3

Na PCR foi utilizado 2,5 pL de primer 1,6 uM (concentracao final de 400nM), 1 pL
de cDNA diluido 1/10, 1,5 pL de agua Milli-Q estéril e 5,0 uL do Master mix 2X da
Invitrogen, onde foi adicionado ROX (fluordéforo do Kit diluido 250 vezes). Apds a corrida
foi feita a curva de dissociagdo. Os resultados foram avaliados segundo especificagdes do
fabricante utilizando a metodologia 2**CT (Livak e Schmittgen, 2001) na qual o gene ACT]I

¢ usado como controle da reagao.
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3.11- Analise estatistica

As analises estatisticas foram feitas pelo método T de Student. O desvio padrao esta

indicado em cada figura. Todos os experimentos foram realizados em triplicata.
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4- Resultados
4.1 - Envolvimento de Pkecl p na captacio e catabolismo de glicerol em

Saccharomyces cerevisiae

Buscando elucidar a razdo pela qual o mutante pkc/A ndo ¢ capaz de utilizar o
glicerol como Unica fonte de carbono, estudamos as bases moleculares do catabolismo
desse substrato. O gene GUTI, que codifica a enzima glicerol quinase (Gutlp), esta
envolvido na primeira etapa da via de catabolismo do glicerol, estando sujeito a repressao
por glicose (Holst et al., 2000). Dessa forma, iniciamos dosando a atividade de Gutlp, nas
cepas selvagem (W303), bckIA, pkcIA e LBFM335. De acordo com a dosagem de
atividade da enzima Gutlp (Figura 4), o mutante pkc/A apresenta niveis de atividade
menores que os encontrados para as cepas selvagem e bckIA, quando as células foram
transferidas de um meio contendo glicose para outro contendo glicerol. Corroborando o
resultado anterior, a anélise da expressao do gene GUT através de Northen-blot (Figura 5),
mostra que esse gene tem expressdo menor em pkc/A em comparagdo com as cepas
selvagem e bckIA, quando as células foram incubadas em meio contendo glicerol. O
mutante LBFM335, obtido por mutagénese da cepa pkc/A por meio de radiacdo ultra-
violeta (UV) (Gomes et al., 2005) apresenta atividade glicerol quinase elevada,
independentemente da fonte de carbono: glicose ou glicerol (Figura 4) ¢ o gene GUTI
apresenta elevada expressao nessas duas fontes de carbono (Figura 5).

O fato do mutante pkc/A nao apresentar crescimento em meio contendo glicerol
poderia estar relacionado a deficiéncia na captagdo desse composto a partir do meio
externo. Para avaliarmos a hipdtese da captagdo deficiente, ensaios de transporte do glicerol
foram realizados com as cepas descritas anteriormente (Figura 6). Os estudos foram feitos
com a colaboracao de um grupo portugués da Universidade do Minho, na cidade de Braga.
Os pesquisadores envolvidos foram Antonio Martins, Candida Lucas, Dorit Schiiller e
Margarida Casal. Os ensaios mostraram que pkcIA apresenta deficiéncia no transporte de
glicerol, uma vez que essa cepa alcangou apenas metade da acumulagdo maxima de glicerol
comparada a cepa selvagem. Além disso, nos ensaios de transporte do glicerol, LBFM335
apresentou captagdo superior a cepa selvagem. Portanto, a captagdo de glicerol ndo esta

abolida no mutante pkc/A, mas encontra-se prejudicada.
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Figura 4- Atividade da enzima glicerol quinase (Gutlp). Células crescidas em meio YP

glicerol 3% e sorbitol 1 M por 6 horas. Cepas selvegem (W303), mutantes bckIA, pkclIA e
LBFM335.
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Figura 5- Northen-blot. As células foram crescidas em meio YP glicose 2% e sorbitol 1 M,
estado reprimido (R), lavadas com sorbitol 1 M e logo em seguida incubadas em YP glicerol
3%, glicose 0,05% e sorbitol 1 M por 2 horas, estado desreprimido (D). Cepas selvagem
(W303), mutantes bckIA, pkcIA e LBFM335. A expressdao de ACT! foi usada como controle

positivo.
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Figura 6- Aciamulo de glicerol radioativamente marcado. (O, cepa selavagem W303-1A;
m, bckIA; o, pkclA; o, LBFM335 (mutante isolado a partir de pkcIA por mutagdo induzida
por UV). Resultados sdo valores médios de trés experimentos independentes (Gomes et al.,

2005).
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4.2 — Papel de Gupl p na utilizacio de fontes de carbono alternativas em

Saccharomyces cerevisiae

Tendo em vista a participacao de Pkcl p na regulagdo de processos relacionados a
utilizagao de glicerol em S. cerevisiae, e ainda considerando os fatos de que o mutante
guplIA apresenta fraco crescimento em meio contendo glicerol e que Gupl p foi
inicialmente descrito como sendo o provavel transportador a realizar o simporte de glicerol,
decidimos investigar os fendtipos associados a delegao do gene GUPI e compara-los com
aqueles exibidos pelo mutante pkcIA.

O mutante gupIA apresenta fenotipo de crescimento lento em fontes de carbono
alternativas como glicerol, etanol e rafinose (Figura 7), similarmente ao que fora observado
para o mutante pkc/A (Salgado et al., 2002). Por outro lado, o crescimento em glicose do
mutante gupIA € comparavel ao observado para a cepa selvagem (Figura 7). A curva de
crescimento celular em meio YP glicose 2% (Figura 8) demonstra que o mutante guplA
apresenta uma fase de adaptacdo maior (fase lag) e deficiéncia no crescimento, atingindo
um patamar de crescimento inferior ao observado para a cepa selvagem. Enquanto a cepa
selvagem apresenta uma nitida segunda fase de crescimento, o mutante gup/A apresenta
menor performance no crescimento (Figura 8). A segunda fase de crescimento celular ¢
menor que a observada para a cepa selvagem mas ela de fato ocorre ja que quando
incubamos o mutante gup/A com antimicina e acompanhamos o crescimento observamos
uma nitida diferenca em relagdo ao meio sem antimicina (Figura 9).

Uma vez que gupIA tem crescimento lento em meio contendo rafinose como Unica
fonte de carbono (Figura 7), efetuamos a medida de atividade da enzima invertase (Suc2 p).
Essa enzima ¢ codificada pelo gene SUC2, estando sua expressdo sujeita a regulacao
negativa por glicose. Nossos resultados mostram que ndo ha diferenca nos niveis de
atividade da enzima invertase nas cepas selvagem e gupIA quando incubamos as células
em rafinose (Figura 10), apesar do fraco crescimento de gup/A em meio s6lido contendo

rafinose.
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Figura 7- Crescimento celular em meio solido. (A) YP glicose 2% (B) YP glicerol 3% (C)

YP rafinose 3% (D) YP etanol 3%. Dilui¢oes feitas a partir de densidade otica igual a 1,0

(W/D = sem diluir).
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Figura 8- Curva de crescimento em meio YP glicose 2%. Cepas selvagem (WT, m) e

mutante gup /A (m).
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Figura 9- Curva de crescimento celular do mutante gup /A em meio YP glicose 2% sem (m)

e com antimicina (m). A antimicina ¢ um composto que inibe o metabolismo respiratério

em células de S. cerevisiae.
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Figura 10- Atividade Invertasica. Cepas selvagem WT (A) e mutante gup /A (B).
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4.3 — GUPI e a defesa contra o estresse oxidativo

Com o objetivo de verificarmos uma possivel relacio de GUPI e a defesa contra o
estresse oxidativo, testamos o efeito desse estresse induzido por agente oxidante no mutante
guplA, incubando-o com o composto perdxido de hidrogénio (H,O,) (Figura 11). De
acordo com os nossos resultados, gup IA ¢ sensivel ao H,O, na concentragdo final de 5 mM.
O H,0; na concentragdo de 1 mM nao tem efeito toxico para o mutante gup /A enquanto
que na concentragdo de 10 mM, o efeito toxico ¢ observado inclusive para a cepa selvagem
(Figura 11). Isso se torna mais claro quando incubamos as células em meio YP glicose 2 %
e H,O, (5 mM) e acompanhamos a viabilidade e crescimento celulares (Figura 12). De
acordo com o ensaio de viabilidade celular a sensibilidade ¢ observada apenas por um
periodo de tempo, ja que no tempo 24 horas, guplIA apresenta viabilidade celular
comparavel a cepa selvagem. A analise do crescimento e viabilidade celular em meio YP
glicose 2% (Figura 13) € o controle positivo para certificarmos que a perda da viabilidade

se deve a presenc¢a de H,O; e ndo a um outro fator qualquer.

56



YP glicose 2%
WiD 107 102 108 104

WT
gupiA 72 horas

(A)

YP glicose 2% + H,0, TmM

WiD 10 102 103 104

gup!:

©)

YP glicose 2% + H,0, 5SmM

WD 10 102 10 10t

WT

gup1a _ 48 horas
WT ’ }

qup1A 72 horas

gupl!

B)

YP glicose 2% + H,0, 10mM

WD 10 102 10 104

gup1

(D)

Figura 11- Crescimento em meio YP glicose 2% (A), mais HO, 5mM (B), H,O, 1mM (C)
e HO; 10mM (D). Cepas selvagem (WT) e mutante gupIA (gupIA). W/D (sem diluir) =

densidade o6tica (D.O.) igual a 1,0.
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Figura 12- Viabilidade (a) e crescimento celular (b) em meio YP glicose 2% + H»O;

(5§ mM). Cepas selvagem (WT, m) e mutante gup /A (m).
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Figura 13- Viabilidade (a) e crescimento celular (b) em meio YP glicose 2%. Cepas

selvagem (WT, m) e mutante gup /A (m).
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4.4 — Envolvimento de GUPI na resisténcia ao estresse acido

O mutante gup /A apresenta sensibilidade ao estresse acido (pH 3,0) similarmente ao
que ocorre com o mutante pkcIA (Figura 14). Em meio de cultura YP glicose 2% (pH 1,0),
a viabilidade de gupIA € zero no tempo 3,5 horas, enquanto a cepa selvagem so atinge esse
patamar no tempo 24 horas (Figura 15). O controle positivo € o crescimento em meio YP
glicose 2% (Figura 13). Buscando elucidar a causa da sensibilidade ao estresse acido,
medimos os niveis de acidificacdo, induzida por glicose, desse mutante. A acidificagdao do
meio extracelular ¢ uma medida indireta da atividade da enzima H'-ATPase de membrana
citoplasmatica (Pmal p). Essa enzima ¢ codificada pelo gene PMAI e ¢ regulada por
glicose a nivel transcricional e pds-traducional (Serrano, 1983; De la fuente et al., 1997).
Pmal p regula o pH intracelular e cria o gradiente eletroquimico para a captacdo de
nutrientes em S. cerevisiae. Os niveis de acidificagdo extracelular medidos para o mutante
guplA sdo comparaveis aos niveis obtidos para a cepa selvagem, ndo havendo diferenca
estatisticamente significativa (Tabela 2). Portanto, a sensibilidade de gup/A ao estresse
acido, provavelmente, ndo esta relacionada a incapacidade de bombear protons para o meio

extracelular.
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Figura 14- Viabilidade (a) e crescimento celular (b) em meio YP glicose 2% (pH 3,0).
Cepas selvagem (WT, m) e mutante gup /A (m).
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YPD 2% (pH 1,0)
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Figura 15- Viabilidade celular em meio YP glicose 2% (pH 1,0). Cepas selvagem (WT, m )
e mutante gup /A (m).
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Tabela 2: Acidificacdo induzida por glicose (mmol H. h™'. g de células ). Cepas selvagem

(WT) e mutante gup IA.

Cepa Acidificacao (mmol H+.h'1.g de células'l)
WT 0,790 +/- 0,067
guplIA 0,868 +/- 0,028
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4.5 — GUPI e proteinas com ancora de GPI em Saccharomyces cerevisiae

Sabendo que Gupl p estd envolvida no remodelamento da ancora de GPI em S.
cerevisiae (Bosson et al., 2006), procuramos identificar quais sdo as proteinas que
apresentam ancora de GPI em S. cerevisiae, no anseio de encontrarmos proteina (s) que
pode (m) estar relacionada (s) aos fenotipos observados no mutante gup /A.

A ancora de GPI ¢ adicionada as proteinas que possuem um sinal para adi¢cdo. Até o
momento, alinhando-se as proteinas que sabidamente possuem ancora de GPI, ndo foi
possivel determinar a seqiiéncia consenso que sinaliza para a adi¢do de GPI. A adicdo se da
no reticulo endoplasmatico (RE). Portanto, apenas proteinas que tenham um sinal de
enderecamento para o RE na regido N-terminal podem ter GPI adicionada a proteina. O
sinal de adi¢do no C-terminal ¢ clivado durante a ligagdo de GPI, que ocorre no sitio
protéico denominado Omega (o) (Takeda e Kinoshita, 1995).

Caro et al. (1997), descreveram a existéncia de 58 proteinas com ancora de GPI.
Como esse trabalho utilizou o algoritmo Von Heijne, que falhou em detectar 7 proteinas
que sabidamente tém ancora de GPI, insistimos na busca por mais genes. A estratégia foi
buscar genes dentre aqueles que s3o regulados pela via PKC-MAPKinase, que esta
envolvida na formagdo e estabilidade da parede celular, tendo em vista que as proteinas
ancoradas por GPI se localizam principalmente na parede celular e membrana plasmatica.
A via PKC-MAPKinase controla a expressdo génica por meio de dois fatores
transcricionais, Swi4 p ¢ RIm1 p. Para encontrar os genes que sao regulados por esses dois
fatores transcricionais fizemos uso do banco de dados YEASTRACT (YEAst Search for
Transcriptional Regulators And Consensus Tracking,) (Teixeira et al., 2006), disponivel em
rede (www.yeastract.com). De acordo com o YEASTRACT, Rlml p controla e expressao
de 96 genes, enquanto Swi4 p a de 254 genes. A lista dos genes controlados por RIml1 p
esta ordenada de acordo com o componente bioldgico na Tabela 3.

A partir da lista dos genes controlados pela via PKC-MAPKinase, analisamos
individualmente aqueles no programa GPI-SOM, no intuito de detectarmos o sinal de
adi¢do da ancora de GPI localizado na por¢do carboxi-terminal das sequéncias protéicas
(Fankhauser e Mauser, 2005). Como resultado, obtivemos 17 genes, controlados por

Rlm1 p, que codificam para proteinas potencialmente com ancora e 19 genes, controlados
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por Swi4 p, potencialmente ancorados. Desse total, 5 genes sdo controlados por ambos
fatores transcricionais, gerando dessa forma um total de 31 genes (Tabela 4). Dentre os 31
genes, 18 estavam na lista de genes descritos por Caro et al. (1997). O restante sdo novos
candidatos, ndo identificados pelo algoritmo Von Heijne. Na lista dos 31 genes, 14 genes
tém fun¢do desconhecida baseando-se no SGD (Saccharomyces Genome Database); alguns
possuem fun¢do estrutural relacionada a formacdo e estabilidade da parede celular, e
particularmente dois, SEDI e UTHI, apresentam fungdes interessantes como a manutengao
do genoma mitocondrial e envolvimento com estresse oxidativo, respectivamente
(Camougrand et al., 2000; Phadnis et al., 2004). A lista dos genes encontrados por Caro et
al. (1997) e os novos candidatos identificados por GPI-SOM estao listados na Tabela 5 que
apresenta um total de 67 genes, uma vez que quatro ORF’s descritas por Caro et al. (1997)

foram posteriormente identificadas como sendo pseudogenes.
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Tabela 3: Componente celular dos genes regulados por Rlm1 p segundo YEASTRACT

GO-Gene Ontology |[Porcentagem

intracelular

intracelular
(organela)

Ligado a membrana
de organela

Estrutura externa

membrana

Sitio de crescimento
polarizado

Broto
Nao-ligado a
membrana de
organela
Fracao celular

Complexo
ribonucleoprotéico

Localizagao
descinhecida

Complexo alfa-
trealose-fosfato
sintase

Complexo RNA
polimerase

Esporo imaturo

polymerase Il
holoenzima.

521 %

38.3 %

36.2 %

234 %

19.1 %

7.4 %

7.4 %

5.3 %

4.3 %
21 %

1.1 %

1.1 %

1.1 %
1.1 %

1.1 %

ORF/Genes

APQ12, ASE1, ASK10, ATGS8, BUD22, CCW14, CHS1, CHS3,
CIS3, CRH1, CRM1, CTT1, FBP26, FKS1, GIC2, HSP12,
HUF1, HUF2, KTR2, LYS9, MLP1, MNN1, MUM2, PCM1,
PGK1, POG1, PRB1, PRY2, PTP2, RNH203, RPA34, RTS3,
SEC59, SED1, SLT2, SMF1, SRL3, SUR1, SVS1, VPS74,
WSC2, WSC4, YBR0O71w, YGL157w, YJL171c, YLR414c,
YNLOS58c, YNL208w, YSR3

APQ12, ASE1, ATGS8, BUD22, CCW14, CHS1, CHS3, CIS3,
CRM1, FKS1, GIC2, HSP12, HUF1, KTR2, MLP1, MNN1,
PCM1, POG1, PRB1, PRY2, PTP2, RNH203, RPA34, RTS3,
SEC59, SED1, SLT2, SMF1, SVS1, VPS74, WSC4, YGL157w,
YJL171c, YNLO58c, YNL208w, YSR3

APQ12, ASE1, ATGS8, BUD22, CCW14, CHS1, CHS3, CIS3,
CRM1, HSP12, HUF1, KTR2, MLP1, MNN1, PCM1, POG1,
PRB1, PRY2, PTP2, RNH203, RPA34, RTS3, SEC59, SED1,
SLT2, SMF1, SVS1, VPS74, WSC4, YGL157w, YJL171c,
YNLOS8c, YNL208w, YSR3

BGL2, CCW12, CCW14, CIS3, CRH1, CWP1, EXG1, EXG2,
FIT2, HSP150, PIR1, PIR3, PST1, SED1, SPS100, SPS2,
SVS1, YJL171c, YLRO40c, YLR194c, YGP1, YPS1

APQ12, CHS1, CHS3, CIS3, DFG5, FRQ1, HSP12, HXT15,
HXT16, MCH5, MID2, MLP1, NFT1, PRM5, SEC59, SMF1,
WSC4, YPS3

AFR1, CHS3, CIS3, GIC2, HUF1, SLT2, WSC2
CHS3, CIS3, GIC2, HUF1, SLT2, YLR414c, YMR295¢c

ASE1, FKS1, GIC2, RPA34, SED1

WSC2, WSC3, WSC4, YOL159¢
MLP1, SED1

RTS3

TSLA1

RPA34
CHS3

ASK10
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Tabela 4: Genes que codificam proteinas potencialmente ancoradas por GPI, regulados por

Rlm1 p e Swi4 p, em Saccharomyces cerevisiae.

Gene/ORF Fun¢ao Molecular
AGAI1 Subunidade que ancora alfa-aglutinina nas células a parede celular
CRH1 Provavel glucosidase (PC)
CWP1 Manoproteina (PC)
CWP2 Manoproteina envolvida na resisténcia ao estresse acido (PC)
ECM33 Funcéo desconhecida
EXG2 Exo 1,3-betaglucanase (PC)
GASI1 Beta-1,3-glucanosiltransferase
PLB3 Fosfolipase B (MP)
SEDI Possivel papel na manuten¢do do genoma mitocondrial
YCRO064c Funcéo desconhecida
YDR134c Funcéo desconhecida
YDRS526¢ Fungao desconhecida
YDR542w Fungao desconhecida
YNL300w Func¢do desconhecida
YOR248w Funcéo desconhecida
YPLO56¢ Funcéo desconhecida
UTHI1 Papel na biogénese mitocondrial e na resposta ao estresse oxidativo
UTR2 Provavel glucosidase
YPS3 Aspartato protease (MP)
CCWI2 Fungdo desconhecida (PC)
CCW14 Fungdo estrutural (PC)
DFGS5 Provavel manosidase
FIT2 Manoproteina (PC)
PST1 Funcao desconhecida
SPS100 Funcao desconhecida
YJL171C Funcao desconhecida
YLR040C Funcéo desconhecida
YLR194C Funcao estrutural (PC)
YGPI1 Glicoproteina
YKE4 Funcao desconhecida
YPSI1 Aspartato protease (MP)
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Tabela 5- Lista dos 67 genes potencialmente ancorados por GPI dos quais 54 foram
descritos por Caro et al. (1997) e os 13 restantes sdo candidatos identificados pelo

programa GPI-SOM.

Gene/ORF Fun¢ao Molecular
AGAI1 Subunidade que ancora alfa-aglutinina nas células a parede celular
CRH1 Provavel glucosidase (PC)
CWP1 Manoproteina (PC)
CWP2 Manoproteina envolvida na resisténcia ao estresse acido (PC)
ECM33 Funcéo desconhecida
EXG2 Exo 1,3-betaglucanase (PC)
GASI1 Beta-1,3-glucanosiltransferase
PLB3 Fosfolipase B (MP)
SED1 Possivel papel na manuten¢do do genoma mitocondrial
YCRO064c Fungao desconhecida
YDR134c Funcéo desconhecida
YDRS526¢ Funcéo desconhecida
YDR542w Func¢do desconhecida
YNL300w Fungao desconhecida
YOR248w Fungao desconhecida
YPLO56¢ Fungao desconhecida
UTH1 Papel na biogénese mitocondrial e envolvida na resposta ao estresse
oxidativo
UTR2 Provavel glucosidase
YPS3 Aspartato protease (MP)
CCWI12 Fungdo desconhecida (PC)
CCW14 Fungao estrutural (PC)
DFG5 Provéavel manosidase
FIT2 Manoproteina (PC)
PSTI1 Funcdo desconhecida
SPS100 Funcao desconhecida
YJL171C Funcao desconhecida
YLR040C Funcao desconhecida
YLR194C Fungao estrutural (PC)
YGPI1 Glicoproteina
YKE4 Func¢ao desconhecida
YPSI1 Aspartato protease (MP)
GAS2 Provavel 1,3-beta-glucanosiltransferase
GAS3 Provavel 1,3-beta-glucanosiltransferase
GAS4 Provavel 1,3-beta-glucanosiltransferase
GAS5 Provavel 1,3-beta-glucanosiltransferase
MKC7 Aspartato protease (PC)
YPS7 Provavel Aspartato protease (citoplasma e RE)
SPS2 Organizagdo da camada de betaglucano (PC)
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SPS22 Funcéo desconhecida

PLB2 Fosfolipase B

PLBI Fosfolipase B

ROT1 Funcéo desconhecida

KRE1 Glicoproteina (PC)

YNL190w Funcéo desconhecida

YPL261c Funcéo desconhecida

TIP1 Manoproteina, possivel atividade de lipase (PC)

TIR1 Manoproteina (PC)

YIB1 Manoproteina (PC)

TIR4 Manoproteina (PC)

TIR2 Provavel manoproteina (PC)

FLO9 Envolvida na floculagao (PC)

FLOI1 Envolvida na floculag¢ao (PC)

FLOS Envolvida na floculagao (PC)

FLO10 Envolvida na floculagao (PC)

FLO11 Formagao de pseudohifas

SPI1 Expressao induzida na diauxia, similaridade com SED/

SAGI Alfa-aglutinina

FI1G2 Adesina (PC)

FITI Manoproteina envolvida na reten¢do do siderophore-iron (PC)
FIT3 Manoproteina envolvida na reten¢do do siderophore-iron (PC)
PRY3 Funcéo desconhecida

DCWI1 Provavel manosidase

EGT2 Endoclunase, necessaria para separacgao das cé€lulas apds citocinese.
YOL155¢ Glucosidase

YOR214c Funcao desconhecida

SPO19 Funcéo desconhecida

YHR126¢ Funcéo desconhecida
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4.6- Regulacio da atividade de Gupl p

Os mutantes pkcIA e gupIA compartilham uma série de fendtipos como a
sensibilidade a cafeina, a agentes que perturbam a parede celular e aos estresses acido e
oxidativo; além de apresentarem baixa performance de crescimento em fontes de carbono
alternativas como rafinose, glicerol e etanol. Além disso, Pkcl p esta envolvida em
processos celulares comuns a participagdo de Gupl p como: a biogénese da membrana
plasmadtica celular, a polarizacao do citoesqueleto de actina e as vias de secre¢do/endocitose
(Ferreira et al., 2006). Por ultimo, considerando que GUP! estd menos expresso no mutante
pkclA em relacdo a cepa selvagem, quando as células sdo crescidas na fonte de carbono
alternativa rafinose (resultados ndo publicados), investigamos se Pkcl p controlaria a
expressao do gene GUPI em células de S. cerevisiae.

Para comprovarmos a hipétese de regulagdo da expressao do gene GUPI por Pkclp,
realizamos a PCR em tempo real quantitativa (QRT-PCR) do gene GUPI utilizando-se o
cDNA do mutante pkcIA crescido em glicose ou rafinose. Além disso, efetuou-se a qRT-
PCR do gene RCKI nas mesmas condigdes de crescimento descritas acima. De acordo com
o YEASTRACT, RIml p controla a expressio de RCKI, uma Ser/Thr quinase que ¢
induzida no estresse oxidativo, que nao tem papel bioldgico completamente conhecido em
S. cerevisiae. De acordo com os nossos resultados, Pkcl p ndo controla a expressdo de
GUPI e RCK1, uma vez que nao ha diferenga estatisticamente significativa entre os niveis
de expressdo génica medidos (Figura 16).

Por outro lado, ndo podemos descartar a hipotese da regulagdo da atividade de
Gupl p no nivel poés-traducional. Segundo o endereco eletronico de PredictProtein
(http://www.predictprotein.org/), Gupl p apresenta sitios potenciais para N-glicosilacao,
fosforilagdo de residuos de serina, treonina e tirosina, N- miristoilagdo e amida¢do. Como
Pkcl p é uma Ser/Thr quinase optamos por refinarmos a busca por potenciais sitios para
fosforilagdo desses residuos. Gupl p tem 560 residuos de aminodcidos sendo que nem
todos estariam acessiveis para uma eventual modificagdo por fosforilagdo. Existem varios
dominios transmembranares € por isso € preciso conhecer a topologia dessa proteina para
entdo inferirmos sobre potenciais sitios de fosforilagdo. Todos os programas de predicao da

topologia protéica disponiveis em http://www.expasy.ch/tools/, mostraram que Guplp
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apresenta 11 dominios transmembranares. A topologia de Guplp estd representada na
figura 17 (http://sosui.proteome.bio.tuat.ac.jp/sosui_submit.html). A regido N-terminal
estaria no lado extracelular e o C-terminal teria localizacao citoplasmatica, quando presente
na membrana plasmatica. Por outro lado, teria o C-terminal no limen do reticulo
endoplasmatico (RE) quando presente no RE. Considerando a tabela 7
(http://www.predictprotein.org/), que mostra os residuos de aminoacidos que estariam no
lado citoplasmatico ou lumen do RE, foi feita a busca por potenciais sitios de fosforilagao.
Como resultado identificamos os residuos de serina: 64, 79, 91, 93 e o residuo de treonina

389, como sitios potenciais para fosforilagdo por uma Ser/Thr quinase.
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Relative Quantification

I .J 1

GUP1 RCK1

H—

EWG OWR OPG mPR

Figura 16- PCR em tempo real quantitativa dos genes GUPI e RCK1. Cepas e condi¢des de
crescimento: WG- cepa selvagem crescida em glicose, WR- cepa selvagem crescida em

rafinose, PG- mutante pkcIA crescido em glicose, PR- mutante pkcIA crescido em rafinose.
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boxi-terminal estaria localizada no lado intracelular.

Figura 17 - Topologia de Guplp de acordo com http://sosui.proteome.bio.tuat.ac.jp/sosui
porgdo car

submit.html. A proteina Gupl possuiria 11 dominios transmembranares, sendo que a



Tabela 6: Localizagdo subcelular dos residuos de aminoacidos de Gupl p

(http://www.predictprotein.org/).

Residuos aminoacidos Localizacio
1-41 Extracelular
42-59 Transmembrana
60-102 Citoplasmatica
103-120 Transmembrana
121-135 Extracelular
136-156 Transmembrana
157-168 Citoplasmatica
169-186 Transmembrana
187-278 Extracelular
279-296 Transmembrana
297-319 Citoplasmatica
320-337 Transmembrana
338-358 Extracelular
359-376 Transmembrana
377-429 Citoplasmatica
430-447 Transmembrana
448-451 Extracelular
452-469 Transmembrana
470-488 Citoplasmatica
489-506 Transmembrana
507-524 Extracelular
525-542 Transmembrana
543-560 Citoplasmatica
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5- Discussao e conclusao

O estudo de vias de transdug@o de sinal em leveduras se por um lado ¢ facilitado
pela relativa facilidade no manuseio desse microrganismo, por outro se torna complexo
quando o efeito da delecdo de um gene produz severas deficiéncias em varios processos
celulares. Por ter o genoma compacto e a complexidade de um eucarioto, ainda que
primitivo, o efeito pleiotropico observado em algumas delegdes, dificulta demasiadamente
o estudo do envolvimento do gene deletado em determinado processo fisioldgico. A
comunica¢do entre diferentes vias de sinalizagdo pode suprir e deficiéncia do gene
deletado, em determinadas condi¢des de experimentacdo, podendo levar o pesquisador a
conclusdes errdneas sobre o envolvimento de determinado gene em um dado processo
fisiologico.

Nosso estudo com o microrganismo S. cerevisiae buscou elucidar o envolvimento
de Pkclp no metabolismo de glicerol e posteriormente, a partir de observagdes realizadas
com o mutante gup/A, estudamos a possivel participagao de Pkclp no controle de fungdes
celulares relacionadas a proteina Gupl.

Estudando a via de catabolismo do glicerol, os ensaios de captacao do glicerol, de
atividade da enzima glicerol quinase e expressdo de GUTI, nossos resultados mostraram
que pkcIA tem uma deficiéncia no transporte de glicerol a partir do meio externo.
Entretanto, essa deficiéncia ndo ¢ suficiente para explicar a incapacidade de crescimento de
pkclA em glicerol (Gomes et al., 2005). A atividade da enzima glicerol quinase medida nos
extratos celulares livres de células, mostrou que essa enzima apresenta menor atividade em
pkcIA quando comparada com as demais cepas em teste. A causa da baixa atividade € o
fato de GUT1 apresentar niveis de expressao menores no mutante pkc/A em comparagdo as
cepas selvagem e bckIA. O fato de bckIA apresentar niveis de expressdo e atividade de
Gutl p comparaveis aos da cepa selvagem, sinalizam para existéncia de uma bifurcagdo, a
partir de Pkcl p, da via PKC-MAPKinase relacionada ao controle do metabolismo de
glicerol (Gomes et al., 2005).

Pkcl p parece ser responsavel pela fosforilagao de Opil p, o fator transcricional que
regula negativamente a expressdo do gene GUT! (Grauslund et al.,1999; Sreenivas et al.,

2001). Pkcl p pode, dessa forma, estar afetando a localizacdo subcelular de Opil p, ao
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promover sua fosforilagdo. Entretanto, o relato de que o mutante opi/A nado ¢ capaz de
crescer em meio contendo glicerol como tnica fonte de carbono (Grauslund et al.,1999),
complica demasiadamente um modelo hipotético em que Pkcl p fosforilaria Opil p
promovendo sua saida do nucleo e o gene GUTI seria expresso. De acordo com as
observagdes feitas (Grauslund et al.,1999), uma vez cessada a regulagdo negativa sobre
GUTI, ¢ preciso que os fatores transcricionais que regulam positivamente a expressao de
GUTI, Adrl p e Ino2/4 p, atuem para que efetivamente ocorra a transcri¢do desse gene.

Como o gene GUPI, inicialmente implicado no transporte do glicerol (Holst et al.,
2000), se mostrou deficiente no crescimento em fontes de carbono alternativas como
rafinose, glicerol e etanol, decidimos estuda-lo de forma a esclarecer a razao pela qual esse
mutante apresenta tal fendtipo.

O crescimento diminuido de gup/A em glicerol j& havia sido descrito por Holst et
al. (2000). Esse fenotipo € similar ao observado para o mutante pkc/A, no que tange a baixa
performance de crescimento em fontes de carbono alternativas. O crescimento em meio de
cultura solido contendo glicerol, rafinose ou etanol como tnica fonte de carbono demonstra
a fraca performance de crescimento do mutante gup/A em comparagdo a cepa selvagem.
Quando o mutante gupIA cresce em meio YP glicose 2% com antimicina, observa-se a
ocorréncia de segunda fase de crescimento ainda que essa seja discreta. A antimicina ¢ um
composto que bloqueia a cadeia transportadora de elétrons impedindo dessa forma a
segunda fase de crescimento (metabolismo respiratorio) em células de levedura.

A dosagem de atividade da enzima invertase demonstrou que o fraco crescimento
em meio contendo rafinose nao pode ser relacionado a uma baixa atividade dessa enzima ja
que a enzima invertase (Suc2p) ¢ fundamental para o catabolismo de rafinose. Portanto,
similarmente ao que Holst et al. (2000) haviam demonstrado para o glicerol, ou seja, o
crescimento lento em glicerol do mutante gup /A nao é causado por uma baixa atividade de
Gutl p, o crescimento afetado em rafinose nao esta relacionado a baixa atividade da enzima
invertase. Esses achados estdo em desacordo com os encontrados para o mutante pkclA,
onde o fraco crescimento em glicerol e rafinose estdo associados a baixa atividade das
enzimas glicerol quinase e invertase (Gomes et al., 2005), respectivamente.

Bosson et al. (2006), demonstraram que Gupl p estd implicado no remodelamento

da ancora de GPI, especificamente da por¢ado lipidica da mesma. O modelo proposto ¢ que
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uma lipase ainda ndo identificada remove o acido graxo em sn2 e que Gupl p adiciona
acido graxo C26:0 gerando pG1 (Bosson et al., 2006). Essa ancora entao vai ser novamente
modificada com a troca de DAG por Cer ou acido fosfatidico por Cer-1-fosfato. Portanto, a
atividade de Gupl, facilitaria a introdu¢do de Cer PHS-C26:0 e PHS-C26:0-OH as ancoras.
Mutantes que apresentam defeitos na biosintese da ancora de GPI tém parede celular fragil
e sdo sensiveis ao Calcofluor White, fenotipos esses pertinentes a gup IA.

Uma vez que Gupl p esta envolvida no remodelamento da ancora de GPI,
procuramos identificar o universo de proteinas que sdo ancoradas por GPI em S. cerevisiae.
Existe além de GPI-SOM, mais dois programas para predi¢do do sinal de adi¢dao da adncora
de GPI na regido C-terminal, Big-PI (Eisenhaber er al., 1999, http://mendel.
imp.univie.ac.at/sat/gpi/gpi_server.html) e o DGPI (Kronegg e Buloz, 1999, http://129.194.
185.165/dgpi/). Ambos programas estdo baseados na composicao de aminodcidos ao redor
do sitio omega (Udenfriend e Kodukula, 1995; Eisenhaber et al., 1998). Esses programas
sdo uteis na predi¢ao do sitio omega de proteinas que sabidamente possuem ancora de GPI.
Para uma busca por proteinas ainda nao identificadas como tendo ancora, as chances de
erros sao grandes, ocorrendo muitos falso-positivos e falso-negativos. A maior fonte de
falso-positivos sdo proteinas integrais de membrana que possuem um dominio
transmembrana na regido C-terminal. De fato, ja foi demonstrado que uma mutacao pontual
pode modificar uma seqiiéncia transmembrana para um sinal de adi¢do da ancora de GPI
(Dalley e Bulleid., 2003). Nao se podem classificar proteinas que apresentem multiplos
dominios transmembranares como falsas para ancora de GPI, pois nada impede que uma
proteina seja ancorada por GPI em seu C-terminal, além de estar inserida na bicamada
lipidica por dominios transmembranares. Encorajados por essas ultimas observacdes foi
criado um novo programa, GPI-SOM (Kohonen self-organizing map), buscando atender
aqueles que necessitem fazer uma varredura em busca de proteinas que possuam sinal para
adi¢do da ancora de GPI. Esse programa classifica as proteinas como tendo ancora de GPI
somente se as mesmas possuirem os sinais no N- e C-terminal. A predi¢dao do sinal na
regido N-terminal pode ser feita através do programa SignalP (Nielsen et al., 1997). A
presenca de sinal exclusivamente no C-terminal pode levar a falsos positivos durante a
busca, visto que o sinal no N-terminal, responsavel pelo enderegamento da proteina recém-

sintetizada para o RE ¢ fundamental, considerando que a adi¢do de GPI se da
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exclusivamente no RE. Comparando-se os programas BigPl, DGPI e GPI-SOM, o ultimo
demonstrou ser o mais sensivel. BigPI ¢ bastante especifico, mas apresenta altas taxas de
resultados falso-negativos.

Optamos por pesquisarmos proteinas potencialmente ancorados por GPI que
estariam sob o controle da via PKC-MAPKinase. Para definicdo de quais genes sdo
regulados por essa via de sinalizagdo, utilizamos o banco de dados YEASTRACT para
conhecermos os genes regulados por Swi4 p e Rlml p, dois fatores transcricionais que
sabidamente sdo controlados pela via PKC-MAPKinase (Heinisch et al., 1999).

O banco de dados YEASTRACT ¢ util no estudo de associagdes regulatorias entre
fatores transcricionais e genes alvo, ao unir em um mesmo banco de dados informagdes a
respeito de sitios de ligagao de fatores transcricionais e evidéncias experimentais da relagdo
entre determinado gene e um fator transcricional (Teixeira et al., 2006). Outros bancos de
dados como TRANSFAC (Wingender ef al., 2001) e SCPD (Zhu et al., 1999) ndo possuem
essa versatilidade. A existéncia de um sitio de liga¢ao para um dado fator transcricional ndao
¢ evidéncia definitiva de que o gene presente proximo aquela regido do DNA seja de fato
controlado a nivel transcricional pelo fator transcricional em questdo. Evidéncias
experimentais in vivo, encontradas nos trabalhos publicados, devem estar documentadas
para que se considere uma dada associagdo fator transcricional-gene valida. Diante dessas
consideragdes, fizemos a opc¢ao de considerarmos somente os genes documentados que sao
regulados por RIml p e Swi4 p. De outro modo, a analise de genes potencialmente
regulados teria carater especulativo.

Dentre os genes regulados pela via PKC-MAPKinase e ancorados por GPI, dois
(UTHI e SEDI) apresentam fungdo bioldgica interessante no que tange ao metabolismo
respiratorio e defesa contra o estresse oxidativo. O gene UTHI apresenta altos niveis de
expressdo génica durante a fase de diauxia observando-se um decréscimo até a fase
estacionaria (Bandara et al., 1998). Esse gene ndo ¢ essencial uma vez que a sua delegao
ndo torna a célula invidvel. O mutante uth/A apresenta crescimento celular em meio YP
glicose 2% comparavel a cepa selvagem. Entretanto, em meio YP lactato (fonte de carbono
alternativa), observa-se uma pequena queda da taxa de crescimento comparando-a com a
cepa selvagem (Bandara et al., 1998). O mutante uthIA se mostrou sensivel a diamida e

radicais livres superdxido (Bandara et al., 1998). Comparagdes da seqiiencia de UTHI
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através de banco de dados revelaram que Uthl p tem um sitio potencial para ligacdo de
ferro e essa ligacdo pode estar diretamente ligada a fungdo de defesa contra o estresse
oxidativo (Bandara et al., 1998). Além disso, Uthl p estd envolvida na biogénese de
mitocondrias em levedura, sendo que sua delecdo provoca a queda do conteido protéico
mitocondrial, com redugdo de citocromo aa3 (Camougrand et al., 2000). Entretanto, a
quantidade de DNA mitocondrial ndo ¢ alterada (Camougrand et al., 2000).

Por outro lado, Sedl p esta envolvida na manuten¢do do genoma mitocondrial. A
delecdao de SEDI provoca um aumento de 3,5 vezes na taxa de mutagdes pontuais do DNA
mitocondrial bem como uma perda de 4,3 vezes da taxa de respiracdo celular. SEDI tem
alta expressao na fase estacionaria. Além disso, o mutante sed/A apresenta redugdao da
quantidade de Mipl p (polimerase mitocondrial) que ¢ responsavel pela replicacdo do
genoma mitocondrial em S. cerevisiae (Phadnis et al., 2004). Sedl p interage com a
proteina Hem13 p que esta localizada na membrana mitocondrial interna e com Miplp. O
mutante sed/A apresenta fraco crescimento em meio contendo glicerol como tnica fonte de
carbono. O tempo de duplicacdo desse mutante ¢ de 2,6 horas enquanto a cepa selvagem
tem um tempo de 3,0 horas. Embora essa diferenga ndo seja muito grande, ela sugere que
Sedl p tem fungdo relacionada ao crescimento em condigdes de estresse oxidativo (Phadnis
et al., 2004). A atividade mitocondrial avaliada in sifu com o corante Mitotracker revelou
que sedIA apresenta disfuncdo da atividade mitocondrial quando as células sdo crescidas
em glicerol. Por outro lado, quando as células sao crescidas em glicose ndo ha disparidade
entre sedIA e a cepa selvagem (Phadnis et al., 2004).

O envolvimento de proteinas de parede celular na fungdo mitocondrial ja foi
descrito (Velours et al., 2002). Sed1p, assim como ocorre com outras proteinas de parede
celular ja descritas, pode ter fungao no transporte de algumas proteinas mitocondriais. Pirlp
e Uthlp estdo implicados na importacao de proteinas para a mitocondria (Vongsamphanh et
al.,2001; Velours et al., 2002).

Dessa forma, a possivel falta das proteinas Sedl p e Uthl p ativas no mutante
guplIA, devido a ndo ocorréncia do remodelamento da ancora de GPI nesse mutante, pode
explicar a sensibilidade ao estresse oxidativo observado.

Os ensaios de sensibilidade ao composto H,O, estdo de acordo com Vilella et al.

(2005), onde a concentracao de 10 mM provoca a morte inclusive da cepa selvagem. Por
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outro lado, a constatacdo de que o mutante gupIA apresenta sensibilidade em um intervalo
de tempo definido, com recuperacao posterior dos niveis de viabilidade celular encontrados
para a cepa selvagem pode ser explicado pela observagdao de que nem todas proteinas
ancoradas por GPI estdo inativas no mutante gup/A. Bosson et al. (2006), observaram que
nao existem problemas com a degradagdo de Gasl p em gupIA, visto que, a inativagdo das
vias de degradacdo de proteinas ndo altera a maturacdo de Gasl p. Embora grande parte de
Gasl p esteja na forma imatura e seja perdida para o meio extracelular, as poucas proteinas
que mantém-se funcionais sdo extremamente importantes, ja que o duplo mutante
gasIAgupIA apresenta mais problemas que gupl/A. Do mesmo modo, Sedl p e Uthl p,
podem estar sendo ativadas ou transportadas para seu local de acdo tardiamente e em
pequeno numero, de modo que a sensibilidade ao estresse oxidativo seja verificada até que
um numero sufuciente dessas proteinas estejam ativas.

Existe um projeto em andamento denominado PROPHECY (PROfiling of
PHEnotypic Characteristics in Yeast, http://prophecy.lundberg.gu.se/), que visa a
identificagdao dos mutantes de levedura que sejam sensiveis ao estresse por NaCl, diamida,
DTT (1,4-ditiotreitol) e paraquat. As trés ultimas substdncias sdo agentes oxidantes.
Resultados ainda ndo publicados, mas disponiveis no site descrito acima, mostram que o
mutante gupIA ¢ sensivel a diamida, DTT e paraquat. Isso corrobora o modelo proposto
nesse trabalho de participacdo de Gupl p na resposta ao estresse oxidativo. Os efeitos
provocados pelos agentes oxidantes diamida e peroxido de hidrogénio parecem ser
diferentes. O primeiro, provoca danos a parede celular o que leva a ativagdo da via PKC-
MAPKinase por exemplo (Vilella et al., 2005). Por outro lado, H,O, tem agdo intracelular
mais pronunciada, levando a despolarizagdo do citoesqueleto de actina (Vilella et al.,
2005). O mutante gup2A ndo apresenta sensibilidade ao estresse oxidativo
(http://prophecy.lundberg.gu.se/).

A predig@o da topologia de Guplp esta de acordo com a literatura. De acordo com
Bleve et al. (2005), Gupl p teria a por¢cdo N-terminal no espago periplasmatico e sua
por¢do C-terminal estaria no citoplasma. A localizagdo do N-terminal ndo ¢ comum em
proteinas que desempenham o papel de transportadores, essa caracteristica ¢ comum de

receptores acoplados a proteina G, como o receptor do fator-a (Cartwright et al., 1991) e a

81



MRP humana (proteina de resisténcia a drogas) (Hipfner ef al., 1997). Guplp esta
localizado na membrana plasmadtica e no reticulo endoplasmatico.

O mutante guplIA apresenta um fendtipo de sedimentagdo Ca*'-dependente e
morfologia defeituosa do vacuolo (Bonangelino e al., 2002). A tendéncia a sedimentagao,
ocorre inclusive em células crescendo exponencialmente em glicose. A natureza dessa
agregacao ¢ desconhecida, experimentos de Western-blot revelaram que Flolp e p37, duas
das principais proteinas relacionadas ao processo de floculagao (Stratford, 1993; Delgado et
al., 2001), apresentam os mesmos niveis em relagdo a cepa selvagem, nao caracterizando
portanto, um evento de floculagdo (Ferreira et al., 2006). A composigao alterada da parede
celular, leva a exposi¢do de residuos de agucar, que por sua vez, estdo envolvidos em
eventos de adesdo celular. Esse fato pode explicar em parte o fenétipo de agregagdo
observado em gupIA (Ferreira et al., 2006). Como uma grande parte dos genes
potencialmente ancorados por GPI identificados ainda ndo tém fung¢do bioldgica definida,
alguns desses genes podem ter papel importante para explicagdo de determinados fendtipos
de gupIA. Como exemplo, sugere-se que Sun4 p participe da separacao celular apds a
multiplicacdo. Sun4 p ¢ uma proteina ancorada por GPI que tem localizagdo mitocondrial e
na parede celular (Velours et al., 2002). Sun4 p faz parte da familia SUN, da qual também
inclui-se Uthl p. Portanto, o fenotipo de agregacao observado no mutante gup /A pode ser
devido ao atraso na producao de Sun4 p ativa.

O mutante gupIA apresenta sensibilidade a sais organicos acidos como acetato,
benzoato e sorbato, em meios ajustados para pH 4,5 (Ferreira et al., 2006). De acordo com
os resultados da acidificagdo extracelular induzida por glicose, a sensibilidade de gupIA a
acidos organicos fracos ndo deve estar relacionada a atividade deficiente de Pmal p, uma
vez que o nivel de acidificagdo extracelular induzida por glicose alcancado por guplA ¢
igual ao encontrado para a cepa selvagem. O gene CWP2, regulado por Swi4 p, codifica
para uma proteina ancorada por GPI. Essa manoproteina de parede celular ¢ um dos
maiores constituintes da parede e tem o papel de estabiliza-14 e ainda esta envolvida na
resisténcia ao pH acido. Portanto, tal como descrito para Sed1 p e Uthl p, Cwp2 p pode ter
problemas no remodelamento da ancora no mutante gup /A, o que explicaria a sensibilidade

de gupIA ao estresse acido.
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O fendtipo pleiotropico de guplIA, com possivel envolvimento em processos
celulares que envolvem, por exemplo: a biogénese da membrana plasmatica celular, a
polarizacdo do citoesqueleto de actina, as vias de secre¢do/endocitose; sugerem a existéncia
de uma relagdo com a via de integridade celular da qual Pkclp participa. A via de PKC-
MAPKinase esta ativa no mutante gup /A, em condigdes de choque hiposmotico (Ferreira et
al., 2006).

O presente trabalho investigou um modelo em que Pkcl p estaria envolvida na
regulacdo da atividade de Gupl p, de forma direta ou indireta, afetando desse modo as
fungdes celulares desempenhadas pela proteina Gupl p em S. cerevisiae. A regulagdo da
expressao do gene GUPI, provou ndo estar sob o controle de Pkcl p, nas condig¢des de
crescimento em glicose e rafinose, ja que as cepas selvagem e mutante pkc/A apresentaram
niveis de expressdo desse gene similares. Como os niveis de expressao de GUPI se
mostraram baixos tanto em glicose como em rafinose, provavelmente, a principal forma de
regulacdo da atividade de Gupl p se dé a nivel pds-traducional e a efetiva participacdo de

Pkcl p nessa regulacdo permanece desconhecida.
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Perspectivas

a)

b)

Determinar a localizagdo subcelular das proteinas Uthl p, Sed1 p, Cwp2 p e Sun4 p
nas cepas selvagem e mutante gup IA.

Avaliar o crescimento dos mutantes sed/A e uthIA em meio contendo fontes de
carbono ndo-fermentaveis (glicerol, etanol e rafinose).

Medir a capacidade respiratoria (atividade mitocondrial) do mutante gup IA.

Avaliar a presenca de proteinas ancoradas por GPI no mutante pkc/A.

Analisar a localizagao subcelular da constru¢do GUPI-GFP no mutante pkclA.
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