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RESUMO

A H*-ATPase de membrana plasmatica de Saccharomyces cerevisiae € uma
enzima muito importante, pois pelo bombeamento de protons para fora da célula, ela
cria um gradiente eletroquimico que é essencial para a captacao de nutrientes. A
presenca de glicose desencadeia modificagcdes pds-traducionais que aumentam a
atividade da H*-ATPase. Trabalhos realizados em nosso laboratério demonstraram que
a ativacdo da enzima, induzida por glicose, é dependente do metabolismo de calcio e
gque nesta via, o sensor Snf3p, parece atuar de forma paralela a Gpa2p, e que sua
cauda C-terminal é aparentemente responsavel por este papel.

Neste trabalho, ndés observamos que em baixas concentragbes de calcio
externo, o sinal de célcio, e consequentemente a ativacdo induzida por glicose, da H*-
ATPase de membrana plasméatica, é independente da atividade de proteinas
responsaveis pela captacdo de calcio em S. cerevisiae. Nesta condi¢do, as células
parecem ser capazes de detectar as baixas concentracdes de calcio externo e de
alguma forma controlar a atividade da Ca*- ATPase vacuolar, Pmclp. Nos
apresentamos dados que sugerem que Yvclp, um canal de célcio de membrana
vacuolar esta envolvido no sinal de célcio induzido por glicose em células de levedura.
Além disso, trabalhando com a droga 2-aminoetoxidifenil borato (2-APB), um modulador
de receptores de IP; em células de mamiferos, fomos capazes de demonstrar que
provavelmente o Yvclp funcione como um receptor de IP; ou pelo menos responda a
um componente, ainda desconhecido, sensivel ao mesmo, no sinal de calcio induzido
por acucar. Nossos resultados também sugerem que Snf3p deve regular negativamente
a atividade da Ca**- ATPase, Pmc1p, inibindo o sequestro de célcio citosolico.

Investigando os bracos paralelos que regulam nossa via de estudo, observamos
no duplo mutante snf3Aplc14, surpreendentemente, uma reversao dos fendtipos
observados nos mutantes Unicos. Este comportamento pode ser explicado pelo fato de
que neste mesmo duplo mutante h4 uma auséncia de acumulo de célcio e entdo as
condi¢Bes de concentracdo e localizagdo deste ion sejam favoraveis a uma ativacéo
normal da H-ATPase . Finalmente, nds demonstramos que a proteina quinase C
parece estar envolvida no sinal de célcio induzido por agucar em células de levedura.
Muito provavelmente ela participe do controle da H*-ATPase de membrana plasmatica

pela regulacdo dos niveis de célcio e nao pela fosforilacdo direta da enzima.



ABSTRACT

The plasma membrane H'-ATPase of Saccharomyces cerevisiae is a very
important enzyme, because by pumping protons out of the cell, it creates an
electrochemical gradient that is essential for nutrient uptake. The presence of glucose
triggers post translational modifications that increase the H*- ATPase activity. Previous
work from our lab demonstrated that the sugar-induced activation of the enzyme is
dependent of calcium metabolism and that in this pathway, the sensor Snf3p, seems to
work in parallel to Gpa2p, and that its C-terminal tail is apparently responsible for this
role.

In this work, we observed that in very low external calcium concentrations, the
calcium signaling, and consequently the glucose-induced activation of plasma
membrane ATPase, is independent of the activity of the proteins claimed to be involved
in calcium uptake in S. cerevisiae. In this condition, it seems that cells are able to sense
low external concentrations of calcium and by somehow to control the activity of the
vacuolar Ca®*-ATPase, Pmclp. We presented data that suggest that Yvclp, a calcium
channel present in the membrane of the vacuole is involved in the sugar-induced
calcium signaling in yeast cells. Moreover, by working with the drug 2-
aminoethoxydiphenyl borate (2-APB), an IP; receptor modulator in mammalian cells, we
have been able to demonstrated that most probably Yvclp could likely function as an IP3
receptor or at least it responds to an unknown IP3; sensitive component in the sugar-
induced calcium signaling. Our results also suggest that Snf3 p would regulate
negatively the activity of the Ca®"ATPase Pmclp, inhibiting the sequestration of
citosolyc calcium.

Investigating of the parallel arms that regulate our pathway of study, we
observed in the double mutant snf3Aplcl4, surprisingly, a reversion of the phenotypes
observed for the only mutants. This behavior can be explained that because of what in
the same double mutant there is an absence of accumulation of calcium and so the
conditions of concentration and location of this ion must favor a normal activation of the
enzyme. Finally, we demonstrated that the protein kinase C seems to be involved in the
sugar-induced calcium signaling in yeast cells. Most probably, it participates of the
control of plasma membrane ATPase by regulating calcium levels instead of direct

phosphorylation of the enzyme.



11

111
1111
1112
11121
11122
1.2

121
1.2.2

1221

INDICE

RESUMO

ABSTRACT

LISTA DE ABREVIACOES

LISTA DE TABELAS

LISTA DE FIGURAS

[N R ERI0] 5 10107:Y @ T

INTFOTUGAD. ... ittt e e e s e ee e e e e e s
SINAlIZAGAO CeIUIAN. ...
Sinalizagdo celular em leveduras..........ccceevieieiiiiiiiiiieiieee s

Papel da glicose na sinalizagdo em leveduras............c.ccoccvvveeeeeeeennns
MetaboliSmO de CAICIO.......c..uueiiiiie e
Transportadores e os compartimentos intracelulares.........................
Resposta “TECC”induzida por gliCoSe........ccoeeeiiiiiiiiiiii
A H'-ATPase de membrana citoplasmatica da levedura
SacCharOMYCES CEIEVISIAC. ......uuuiiieeiiiitiiieie et
Origem, eStrutura € fUNGAO. .........ccoeuiriiiiiiiiiiie e
Regulacdo transcricional e pds-transcricional da H*-ATPase de
membrana CItOPIaSMALICA. .........ocvuvieiiiiiie e
Mecanismos hipotéticos para a via de ativacdo, induzida por glicose,

da H-ATPase de membrana citoplasmatica ..............ccccevevverrierirennnns

Vi

XV

XV

19
19

22

25



2.1
2.2

3.1
3.1.1
3.2
3.3
3.4
34.1
3.4.2
3.5
3.6
3.6.1
3.6.2
3.7
3.7.1

3.7.1.1
3.7.1.2
3.7.1.3
3.714
3.7.2

3.7.2.1
3.7.3

3.7.3.1
3.74

OBUJIETIVOS. ...t

ObBjJELIVOS .cciiiiieie
ODbBJetiVO Geral......cco e
ODbjetivos ESPECITICOS. ... .uuviiiiiiiiiiiiiiie e

MATERIAL E METODOS........cooiieeeeieteeeteee et

Material € MEtOTOS. . .ccen e e

Microorganismos e construcdes utilizados nos experimentos.............
Cepas de SaccharomyCes CEereViSiae.......uuuuuuuurrrurrrrerrieerreeeieeeeeeeeeeeen
Vetores e plasmideos utilizados NOS experimentos............ccccoevveeeenns
Oligonucleotideos utilizados Nos experimentos............ccccveeervveeeeinne.
MEIOS A€ CURUIA. ...

Meio MINIMO SINtELICO (SD)....uvveeeiiiiiiie et
CondiGOES € CIreSCIMENTO. ....cciiieiiiiiiiiiiiie e e e ettt e e e e e e e e e
Transformagao de IeVEUIaS. .........evvieiiiiiiiiiiie e
Preparo de células de levedura competentes...........ccccoevvveeeiiiiineennns
Transformacao de 1eVedUras...........cuevveeiiiiiiiiiiiee e
Construgao de NOVOS MULANTES. .........uveieriiiieeeiiiiee e
Construgdo do mutante plc1A no background PJ69-2a e dos duplos
mutantes pmclAsnf3A e snf3ApICLA.........coooiiiiii i,
Extragdo do DNA gendmico de levedura............cccceeeveeeeiiiiiiiiieeneeennnne
Amplificac8o das delegies. ........ovveieiiiiii

Eletroforese em gel de agarose........cccccccvvviiiiiiiii
Transformacao de 1eVedUIas. ........cuuveiiiiiiiiiiiie e
Construcéo dos duplo mutantes figlAmidlA e pdr5Amidl1A............
Construgéo da delecdo MID1::URA3 e obtengéo dos duplo mutantes
Construcdo do mutante yvclA no background PJ69-2a e do duplo
mutante PMCLAYVCLA ......ooiiiiiiiiiieie e
Construcéo da delecdo YVC1::URAS3 e obtencdo dos mutantes.........

Construgéo do duplo mutante pmc1AgpaZA............ccccoveveeiiiiiiinnnnnn.

Vi

31

32
32
32

33

34

34
34
36
36
37
37
37
37
38
38
38
39

39
39
40
40
40
41
41

42
42
44



3.74.1

3.8
3.8.1

3.8.2

3.8.3

3.8.4
3.8.5
3.9

3.9.1

3.9.2
3.9.3
3.10
3.10.1

3.10.2

3.10.3
3.11
3.12
3.12.1
3.12.2
3.13
3.13.1

3.13.2

Corte do plasmidio pUC18 / gpa2 / LEU com a enzima de restricdo
Smal e purificagcdo do fragmento GPA2:LEU, utlizado na
TrANSTOMMAGEAO. ... eveeeiii et
Acidificagdo extracelular.............ccouvvveiiiiiiii e
Medida da acidificagdo extracelular induzida por glicose ou
QAIACLOSE. ....ceiieeeieeeeeeee e
Medida da acidificacdo extracelular induzida por glicose na
O] (=TT Tot= W (TN L N
Medida da acidificagdo extracelular induzida por glicose na
PresenGa de 2-APB.......o e
DeterminaGao dO PESO SECO......cceiiuiiiriiiieee e it ee e e e e e s srierereeeeesaanes
Célculo da taxa de acidificacdo extracelular..............ccccccveeviiivineennn.
Atividade especifica da H™ - ATPASE.......ccccccueevveeeieeciece e
Obtencdo da fragdo de membranas citoplasmaticas para o estudo
do perfil de ativagdo da H' - ATPASE..........cccveveeeieriiieceiecre s
Ensaio da atividade ATPASICA...........oviiiii i
Dosagem de proteinas.........ccoeiuieiuiiii

Atividade Ca*™-ATPASICa €SPECIICa...........ceeeeverereeeeeeeeeeeeeeeieeaenns
Obtencéo da fracdo de membrana subcelular para o estudo do perfil
de atividade da Ca*? — ATPase vacuolar, PMcL p..........ccccevevevereuenn...
Identificacdo das fragbes contendo membrana subcelular de
A7 T U1 ] o SRR
Ensaio da atividade Ca®* - ATPASICA.........c.ccceeueeeeeeeereeeeeeeeeeneiannns
ANAlISE EStALISTICA. ... uvveiieeiiiiiiiiiie e
Niveis de calcio celular total..........c.oooviiiiiiiei i
Medida do calcio celular total..........cccccoeeiiiiiiiiieee e
Determinacao do calcio celular total............ccccceeeiiiiiiiiiiiie e,
Monitoramento in vivo da concentragéo de calcio citosolico livre........
Monitoramento in vivo da concentracdo de célcio citosolico livre na
O] SIT= gTok= W [N L
Monitoramento in vivo da concentracdo de calcio citosolico livre na

Presenca de 2-APB...... ... e

Vil

44
46

46

46

47
47
47
48

48
49
50
50

50

51
52
52
53
53
53
54

55

55



4.2

42.1

4.2.2

4.2.3

4.3

4.4

4.5

4.6

RESULTADOS. ..ottt

(LY U] =Yoo 1=

Envolvimento da captacdo do calcio extracelular no processo de
ativacdo, induzido por glicose, da H* - ATPase de membrana
(o1 (0] o] F= 5] 1 = 1 (o3 VAPPSR
Relacdo entre a sinalizacdo intracelular de ions célcio e a ativacao,
induzida por glicose, da H* - ATPASE..........couevververievieieiece e,
Sinalizagdo do fosfatidilinositol em leveduras e a inducéo,
desencadeada pela presenca de glicose, da H" - ATPase de
membrana CItOPIASMALICA. .........ccvvvriiiiiiie e
Envolvimento do canal TRP de membrana vacuolar, Yvclp, na
ativacdo induzida por aclcar da H'- ATPase de membrana
CILOPIASMALICA. ..o et
O célcio vacuolar e a ativacdo induzida por glicose, da H*- ATPase
de membrana citoplasmética: sequestro X liberagdo................ccuu.....
Papel do sensor Snf3p na homeostase de calcio e na ativacao,
induzida por glicose, da H' - ATPASE.........ccoeeeveeveeceeeeeeeeee e
Controle das duas vias distintas que promovem a ativacao, induzida
POr glicoSE da H' - ATPASE......ceeicveeeeeectee ettt
Participacdo de eventos envolvidos na regulagdo do célcio
intracelular, no mecanismo de ativacdo da H* - ATPase.....................
Envolvimento da proteina quinase C, Pkclp, na ativagdo, induzida

por glicose, da H* - ATPase de membrana citoplasmatica..................

DISCUSSAOD ..ottt et e e e e e e eee e e e e e e eeeeaeeaens

D TEY o U E oY= o T

CONCLUSAOD . ..ot e e e e e e e e eeeare e,

(©00]  To1 LT E-1- Lo F

57

58

58

65

65

69

79

82

85

93



PERSPECTIVAS. ... 119

PEISPECTIVAS ... .uiiiiiiiie it 120
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........ccoovoviveeeeeeveeeeeeeeeeenae 121
Referéncias BibliografiCas.........cociiiiiiiiiiiiiiieie e 122



AEQ1
AMPc
ANSA
Apalp
2- APB
AP’

Arg

ARG82

Arg82p
ATP
Bcklp
CCH1
Cdk1p
C-terminal

DAG
EGTA

Figlp

FIG1

FKS2

FGM

LISTA DE ABREVIACOES

Gene que codifica para a apoaequorina de Phyllorhiza punctata
Adesosina monofosfato ciclico

1-Amino- 2- hidroxi- 4 - 4cido naftaleno sulfénico

Proteina envolvida na regulagdo génica da H*- ATPase

2- aminoethoxy diphenyl borate

Presenca de gene que codifica para resisténcia a ampicilina
Arginina

Gene que codifica para a IP; quinase ou inositol fosfato
multiquinase (Ipmkp)

Proteina IP; quinase ou inositol fosfato multiquinase (Ipmkp)
Adenosina 5" Trifosfato

Proteina quinase quinase quinase envolvida na sintese da parede
celular

Gene que codifica para uma proteina envolvida no influxo de
calcio durante o processo de conjugacao

Fator de transcricdo repressor envolvido na inibicdo do
crescimento celular durante a reproducdo

Carboxi terminal

Diacilglicerol

“Ethylene Glycol-bis (B-Aminoethyl Ether)-N’-N’-N’-N’'Tetracetic
Acid”

Proteina politdpica de membrana componente do sistema de
captacédo de calcio de baixa afinidade

Gene que codifica para a proteina politbpica de membrana

componente do sistema de captacdo de célcio de baixa afinidade

Gene que codifica para uma proteina do complexo glucano

sintase

“Fermentable-growth-medium-induced pathway”, via induzida por

crescimento fermentativo.

Xl



GAL
Glc7p
Glklp
Glu
Gpazp
GPCR
Gprlp
GTP
Hxk1p
Hxk2p
Hxts
HXT1-7
IPs

IP3

Py

IPs

Kb

kDa

Km

LEU
MAP quinases
MAPK
MAPKK
MAPKKK
MID1

Mid1p

Miglp
Mkk1 / Mkk2p

Mpk1p
ORI

Sistema para metabolizacdo da galactose

Proteina fosfatase mediadora da repressédo de SNF1
Glicoquinase 1

Glutamato

Proteina G de membrana

“G-protein-coupled receptors”, receptor acoplado a proteina G
Receptor de membrana acoplado a proteina G

Guanosina 5" Trifosfato

Proteina Hexoquinase 1

Proteina Hexoquinase 2

Proteinas transportadoras de hexose

Genes que codificam para transportadores funcionais de hexose
Inositéis polifosfato

Inositol-1,4,5-trifosfato

Inositol-1,4,5,6-trifosfato

Inositol-1,3,4,5,6-trifosfato

Quilobases

Quilodaltons

Constante de Michaelis-Menten

Gene que codifica para 0 aminoacido leucina

Proteina quinase ativada por mitégeno

Proteina quinase ativada por mitégeno

Proteina quinase quinase ativada por mitégeno

Proteina quinase quinase quinase ativada por mitdgeno

Gene gue codifica para uma proteina componente do sistema de

influxo de calcio, de alta afinidade

Proteina componente do sistema de influxo de calcio, de alta
afinidade

Proteina repressora estimulada por glicose

Proteinas quinase quinase envolvidas na sintese da parede
celular

Proteina quinase envolvida na sintese da parede celular

Origem de replicacéo

Xl



PB
PDR5

Pdr5p

Pgm2p
PIP,
Pkap
Pkclp
PKC1
PLC1
Plclp
PMA1
PMA2

PMCAs
PMC1

Pmclp
Pmrlp

Rasl1e?
Rgt2p

RGT2
Rholp
RIm1p
Sch9p
Ser
Smal
Snflp

Pares de bases

Gene que codifica para uma proteina ABC (ATP-biding cassete
ou cassete de ligacdo do ATP), da familia PDR (pleiotropic drug
resistance ou resisténcia pleiotropica a drogas) em leveduras
Proteina ABC (ATP-biding cassete ou cassete de ligacdo do
ATP), da familia PDR (pleiotropic drug resistance ou resisténcia
pleiotrépica a drogas) em leveduras

Proteina fosfoglucomutase 2

Fosfatidilinositol- 4, 5 — bifosfato

Proteina quinase dependente de AMPc

Proteina quinase dependente de célcio

Gene que codifica para a proteina quinase dependente de calcio
Gene que codifica para a fosfolipase C 1

Fosfolipase C 1

Gene que codifica para H'ATPase de membrana citoplasmatica
Gene que codifica uma isoforma da H'-ATPase de membrana
citoplasmética

Ca®*- ATPases de membrana plasmatica

Gene que codifica para a Ca** ATPase de membrana vacuolar
em leveduras

Ca'>- ATPase de membrana vacuolar de leveduras

Ca*’/Mn*?- ATPase presente na membrana do complexo de golgi
de leveduras

Proteinas ativadoras da enzima adenilato ciclase

Proteina que atua como sensor de baixa afinidade para glicose e
gera um sinal para inducéo da expresséo do(s) gene(s) HXT
Gene que codifica para o sensor de glicose Rgt2p

Proteina pertencente a familia das GTPases

Regulador génico para sintese da parede celular

Proteina quinase envolvida na via FGM

Serina

Enzima de restricdo recombinante de Serratia marcenses
Proteina quinase envolvida na via principal de repressdo por

glicose

Xl



Snf3p Proteina que atua como sensor de alta afinidade para glicose e
gera um sinal para indugéo da expresséo do(s) gene(s) HXT

SNF3 Gene que codifica para o sensor de glicose Snf3p

SUC2 Gene que codifica para a enzima invertase

TCA Acido tricloroacético

TECC Transient Elevation of Calcium Citosolic

Thr Treonina

™ Temperatura 6tima de anelamento

TRP Transient Receptor Potencial

TRP1 Gene que codifica para 0 aminoacido triptofano

Tuf/Rapl/Grfl Fator de transcricdo do gene PMA1

UAS1/UAS2 Regido promotora do gene PMA1

URA3 Gene que codifica para o nucleotideo uracila

Vmax Velocidade maxima

VCX1 Gene que codifica para o permutador H*/ Ca*, de membrana
vacuolar de leveduras

Vex1p Canal permutador vacuolar H*/Ca?*

Yvclp Canal liberador de calcio vacuolar membro da familia dos canais
do tipo TRP

XV



Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

Tabela 5

Tabela 6

Tabela 7

Tabela 8

LISTA DE TABELAS

Efeito da adicdo de agucares (glicose ou galactose 100 mM) sobre a
extrusdo de protons, em uma cepa selvagem de Saccharomyces

cerevisiae (BY4741) e seus mutantes mid14, figla e pdr54.

Efeito da adicdo de glicose 100 mM, sobre a extrusao de prétons, em
uma cepa selvagem de S. cerevisiae (BY4741) e seus duplo mutantes
figl4amidlA e pdr54midlA.

Efeito da adicdo de glicose 100 mM, sobre a extrusdo de prétons, em
uma cepa selvagem de S. cerevisiae (PJ69-2a) e seus mutantes

arg824, plcl4 e arg824plclA.

Efeito da adicdo de agucares (glicose ou galactose 100 mM) sobre a
extrusdo de protons, em uma cepa selvagem de Saccharomyces

cerevisiae (PJ69-2a) e 0 mutante yvclA.

Efeito da adicdo de glicose 100 mM, sobre a extrusao de prétons, em
uma cepa selvagem de S. cerevisiae (PJ69-2a) e seus mutantes

arg824, yvcla e arg824yvclA.

Efeito da adicdo de acucares (glicose ou galactose 100 mM) sobre a
extrusdo de prétons, em uma cepa selvagem de S. cerevisiae (BY4741)

e seus mutantes pmcl4, snf34 e snf34pmclA.

Efeito da adicdo de glicose 100 mM, sobre a extrusao de prétons, em
uma cepa selvagem de S. cerevisiae (BY4741), seus mutantes pmclAe

gpa24 e o duplo mutante pmclAgpa2A.

Efeito da privagéo de calcio extracelular sobre a extruséo de protons,
induzida por glicose (100 mM), em uma cepa selvagem de S. cerevisiae
(BY4741) e seus mutantes snf34, plcl4, pmcla e snf34plclA, pré-
incubados com EGTA (12 mM).

XV

60

63

67

71

73

84

86

90



Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9

LISTA DE FIGURAS

Via de sinalizagdo PKC MAP quinase.

Modelo das duas vias responsaveis pelo controle da glicose sobre os
alvos de Pkap

Vias de transporte de célcio em Saccharomyces cerevisiae

Modelo topolégico da H*- ATPase de membrana citoplasmatica de
fungos

Modelo de fosforilacdo da H*-ATPase de membrana citoplasmatica,

induzida por glicose

Mecanismo hipotético de ativacéo induzida por glicose da H*- ATPase de
membrana citoplasmatica da levedura Saccharomyces cerevisiae, via

Proteina quinase dependente de AMPc (Pkap).

Mecanismo hipotético de ativacéo induzida por glicose da H*- ATPase de
membrana citoplasmatica da levedura Saccharomyces cerevisiae, via

Proteina quinase dependente de calcio (Pkclp).

Modelo hipotético da ativacéo, induzida por carboidratos, da H*- ATPase

de membrana citoplasmética mediada por ions calcio.

Mapa do vetor de expressédo pYES2/CT

XVI

12

17

21

24

26

27

30

43



Figura 10
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Representacdo esquemédtica do plasmidio pUC18/gpa2/LEU. Estéo
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enzima Smal, que foram utilizados para a obtencdo do fragmento de
3.059 pares de base GPA2:LEU. A figura mostra também o sitio de
replicagdo em bactéria (ORI) e o gene AP' que confere resisténcia a

ampicilina.

Sinal de célcio induzido por glicose em cepas Saccharomyces
cerevisiae: selvagem BY4741; mid14; figilA e pdr5A. Células
expressando apoaequorina, tratadas com coelenterazina, foram
incubadas por 90 minutos, a temperatura ambiente, para esgotamento
de todos os nutrientes. Entéo, glicose 100 mM (concentragéo final) foi
adicionada no tempo zero e a bioluminescéncia foi monitorada por 10

minutos.

Atividade enzimatica (em %) da H*-ATPase de membrana citoplasmatica
(Painel A) e sinal de calcio (Painel B) em células de S. cerevisiae
crescidas em glicose: cepas, selvagem BY4741 e mutantes figlAamidla e
pdr54midl4, antes (tempo zero) e apés a indugdo com 100 mM de

glicose.

Sinal de célcio induzido por glicose em cepas S. cerevisiae: selvagem
PJ69-2a; arg824, plclda e arg824plcld. Células expressando
apoaequorina, tratadas com coelenterazina, foram incubadas por 90
minutos, a temperatura ambiente, para esgotamento de todos os
nutrientes. Entdo, glicose 100 mM (concentracédo final) foi adicionada no
tempo zero e a bioluminescéncia foi monitorada por 10 minutos.

Atividade enzimatica (em %) da H'-ATPase de membrana citoplasmatica
(Painel A) e sinal de calcio (Painel B) em células de S. cerevisiae
crescidas em glicose: cepas selvagem PJ69-2a (e) e mutante yvclA (m),

antes (tempo zero) e apos a indugdo com 100 mM de glicose.
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crescidas em glicose: cepas selvagem PJ69-2a e mutante yvclA, antes

(tempo zero) e apo6s a inducdo com 100 mM de glicose.

Acidificacdo extracelular induzida por glicose (100 mM) nas cepas S.
cerevisiae: selvagem PJ69-2a e mutantes arg824 e arg824yvclA.
Colunas néo preenchidas correspondem a taxa de bombeamento de
protons na auséncia de 2-APB 50 uM e as colunas preenchidas
representam a taxa de bombeamento com pulso de 2-APB (50 uM)
antes da inducéo com glicose 100 Mm.

Sinal de célcio induzido por glicose em cepas Saccharomyces
cerevisiae: selvagem PJ69-2a e mutantes arg824 e arg824yvcld; na
auséncia (simbolos ndo preenchidos) e na presengca (simbolos
preenchidos) de 2-APB 50 uM. Células expressando apoaequorina,
tratadas com coelenterazina, foram incubadas por 90 minutos, a
temperatura ambiente, para esgotamento de todos os nutrientes. Entao,
glicose 100 mM (concentragéo final) foi adicionada no tempo zero e a

bioluminescéncia foi monitorada por 10 minutos.

Medida da ativacdo, induzida por glicose (100 mM), da H'-ATPase de
membrana citoplasmatica em células de S. cerevisiae crescidas em
glicose. As cepas foram: selvagem BY4741 e mutantes pmc1A, yvc1A e
pmc1Ayvc1A. Painel A — Medida da taxa de bombeamento de prétons.
Painel B — Medida da atividade enzimatica especifica, em % de ativacao.

Sinal de célcio induzido por glicose em cepas Saccharomyces
cerevisiae: selvagem BY4741 e mutantes pmcl4, yvclAa, e pmclayvclA.
Células expressando apoaequorina, tratadas com coelenterazina, foram
incubadas por 90 minutos, a temperatura ambiente, para esgotamento
de todos os nutrientes. Entdo, glicose 100 mM foi adicionada no tempo

zero e a bioluminescéncia foi monitorada por 10 minutos.
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Medida da ativacio, induzida por glicose (100 mM), da H'-ATPase de
membrana em células de S. cerevisiae crescidas em glicose. Painel A —
Medida da taxa de bombeamento de prétons das cepas: selvagem
BY4741, mutantes snf3A e plc14; e o duplo mutante snf3Aplc1A. Painel
B — Medida da atividade enzimética especifica, em % de ativacdo. O
ATP foi utilizado a uma concentracéo final de 2 mM e as cepas foram:

selvagem BY4741 e o duplo mutante snf3Aplc1A.

Sinal de célcio induzido por glicose em cepas Saccharomyces
cerevisiae: selvagem BY4741 e mutante pmcl4; na auséncia (simbolos
ndo preenchidos) e na presenca (simbolos preenchidos) de EGTA 12
mM. Células expressando apoaequorina, tratadas com coelenterazina,
foram incubadas por 90 minutos, a temperatura ambiente, para
esgotamento de todos os nutrientes. Entdo, glicose 100 mM
(concentracgéo final) foi adicionada no tempo zero e a bioluminescéncia

foi monitorada por 10 minutos.

Concentragcdes de célcio celular total em cepas S. cerevisiae
(background BY4741) crescidas em meio YP glicose (colunas azuis) ou
YP galactose (colunas vermelhas). As cepas foram crescidas até a
densidade de + 1 DOgyonm/mL. Dez unidades DOgyonm, foram coletadas
por centrifugacao e lavadas com YP fresco. O Ca*? total foi entdo medido

por espectrofotometria de absorcao atémica.

Medida da atividade enzimatica especifica da Ca**- ATPase, Pmclp, em
cepas S. cerevisiae (background BY4741) crescidas em meio YP glicose
e induzidas com glicose 100 mM (colunas azuis) ou YP galactose e
induzidas com galactose 100 mM (colunas vermelhas). As cepas foram
crescidas em 500 mL de meio rico até atingirem DOggonm = 1.0. O ATP foi
utilizado a uma concentracéo final de 2 mM e a atividade expressa em

nmoles de Pi. min-'. mg de proteina™.
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Sinal de célcio induzido por glicose em cepas S. cerevisiae: selvagem
W303 (painel A) e mutantes pkc1A (painel B) e bcklA (painel C).
Simbolos preenchidos representam as respostas apds a adicdo de
glicose e simbolos ndo preenchidos representam a resposta basal das
células. Células expressando apoaequorina, tratadas com
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tempo zero e a bioluminescéncia foi monitorada por 6 minutos.

Modelo hipotético da ativacdo, induzida por glicose, da H*- ATPase de
membrana citoplasmatica mediada por ions calcio, via Yvclp e

regulacdo do sequestro mediado por Pmcip, dos ions Ca?".
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Introducao




1 - Introducéo

Todos 0s organismos Vvivos encontram-se constantemente expostos as
inUmeras modificacdes ambientais e as oscilacées dos componentes que constituem o
meio no qual habitam. Dentro deste contexto, o papel da membrana citoplasmatica
faz-se essencial para que ocorra uma comunicacdo eficiente entre a célula e o meio
externo. As proteinas transmembranares (inseridas na bicamada lipidica), séo
responsaveis, na maioria dos casos, pela percepcdo dos sinais e estimulos, provindos
do exterior e pela subsequente transmissdo de um sinal intracelular gerador de
respostas fisiolégicas. Devido ao papel dos nutrientes como moléculas sinalizadoras,
acredita-se que estes recursos sdo as vias primarias de sinalizacdo, e que
posteriormente, essas vias foram duplicadas e/ou modificadas para servirem a
propositos mais sofisticados. Dentre os nutrientes, a glicose, possui um papel muito
importante e seu efeito sobre mensageiros secundarios intracelulares, como o calcio,
ativa uma variedade de vias essenciais para a sobrevivéncia da célula.

A H'-ATPase de membrana citoplasmatica de levedura, € uma proteina
transmembranar e sua atividade é indispensavel para a viabilidade da célula. Esta
enzima constitui um importante alvo final de vias de sinalizagdo desencadeadas pela
adicéo de glicose ao meio extracelular, no entanto, embora novas evidéncias quanto a
participacdo do célcio e de proteinas especificas tenham sido descritas, 0 mecanismo

pelo qual este processo ocorre ainda nao foi totalmente elucidado.

1.1 - Sinalizacao celular

A sinalizacdo celular faz parte de um complexo sistema de comunicagdo que
governa e coordena as atividades e funcdes celulares, por isso, ela requer além dos
sinalizadores extracelulares, um conjunto complementar de proteinas receptoras que
permita a cada célula, responder de uma forma caracteristica ao estimulo. Sendo
assim, a habilidade que as células possuem em perceber e responder seletivamente
ao seu ambiente é determinante para a comunicacdo e o comportamento celular assim
como, para o controle geral da mesma (nutricdo, reproducdo e apoptose). Tendo em
vista que este ramo da ciéncia é amplamente estudado, uma vez que todos 0s

fendbmenos bioldgicos ou envolvem uma sinalizacdo ou sao afetados por ela, a
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investigacdo do funcionamento de sistemas biolégicos ajuda a compreender a
estrutura subjacente das redes de sinalizac&o e a perceber como as mudancgas nessas
redes afetam a transmissao de informagéo (Cooper, G. M. & Hausman, R. E., 2000 e
Lodish, H. e cols., 2007).

Para responder efetivamente a um sinal, a célula precisa ser estimulada por
uma molécula sinalizadora que se liga e ativa um receptor protéico, este por sua vez,
age como transdutor. Os receptores celulares propagam os sinais através de rotas de
sinalizacdo intracelulares buscando transformar, amplificar e distribuir o sinal a
magquinaria celular de resposta.

Os receptores celulares propagam os sinais através de rotas de sinaliza¢do
intracelulares buscando transformar, amplificar e distribuir o sinal @ maquinaria celular
de resposta. E importante salientar que um mesmo estimulo pode gerar mais de uma
resposta e ainda, que a combinacdo de multiplos sinais pode convergir para um unico
evento celular.

Os principais processos de propagacdo do sinal sdo aqueles que
desencadeiam cascatas de fosforilagdes protéicas altamente reguladas que resultam
na ativacdo e/ou inativacdo de enzimas, bem como na modulacdo de fatores
transcricionais que alteram a expressado génica da célula e, consequentemente, seu
comportamento (Alberts, B. e cols., 1999).

Células de leveduras e de mamiferos possuem vias de sinalizacdo muito
similares sendo que a maior diferenca deve-se ao fato de que estas vias sado utilizadas
com propositos distintos, isto é, o sinal priméario e o alvo(s) séao diferentes (Thevelein,
J. M., 1994). No entanto, existem muitas vias de sinalizacdo tipicas que foram

altamente conservadas e, portanto, sdo encontradas em todas as células eucariéticas.

1.1.1 - Sinalizag&o celular em leveduras

A levedura Saccharomyces cerevisiae, constitui-se de um fungo unicelular de
largo interesse industrial devido a suas varias aplicagbes biotecnoldgicas na
atualidade. Esse microorganismo tem sido muito utilizado nas pesquisas fundamentais
(metabolismo de drogas, biologia celular e molecular, bioguimica e genética), na
tecnologia ambiental e nas industrias de fermentacdo produtoras de vinhos, cerveja,

aguardente, pdo e bioetanol (Walker, G. M., 1998). Em 1997 a levedura S. cerevisiae,
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tornou-se o primeiro organismo eucarioto com o genoma completamente sequenciado,
constituido de pouco mais de seis mil genes (Goffeau, A. e cols., 1997), sendo que em
30% deles as proteinas codificadas ja foram caracterizadas experimentalmente e
outros 35% dos mesmos correspondem a genes que codificam para proteinas
relacionadas estruturalmente com produtos génicos ja caracterizados em outros
fungos ou organismos (Oliver, S. G., 1996).

Dentro deste contexto as leveduras passaram a ser utilizadas como um modelo
experimental ainda mais interessante, pois com um sistema genético bem definido, ha
uma significativa facilidade de transformacédo, replicacdo e isolamento de seus
mutantes (Dujon, B., 1996 e Goffeau, A. e cols., 1996), tudo isso possibilita ainda a
complementacéo de suas células com genes heterélogos com o intuito de entender as
fungBes biolégicas de produtos génicos de outros organismos eucariotos (Ton, V. &
Rao, R., 2004).

Em organismos multicelulares os mensageiros extracelulares ativam vias de
sinalizagdo para proliferagéo, desenvolvimento ou mudanga do metabolismo das
células alvo; jA em leveduras, estes mesmos fatores séo quase sempre afetados pelos
principais agentes sinalizadores, os nutrientes (Thevelein, J. M., 1994). O fato de ser
capaz de responder as oscilacbes na disponibilidade de tais sinalizadores, modulando
seu metabolismo e seu crescimento, faz com que este microrganismo seja bem
adaptado as mais diversas mudancas nas condicdes ambientais (Newcomb, L. L. e
cols., 2003 e Holsbeeks, I. e cols., 2004). Contudo, as células de leveduras sao
também capazes de responder a oscilacbes de temperatura, a variacdo de
osmolaridade, a presenca de agentes oxidantes ou a acdo de hormoénios (Hohmann,
S. & Mager, W. H., 1997).

As células de S. cerevisiae respondem a muitos sinais externos por vias de
sinalizacdo através de cascatas de MAP quinases (proteinas quinases ativadas por
mitdgenos). Estas proteinas atuam na conexdo da membrana plasmatica aos eventos
citoplasmaticos e nucleares (Marshal, C. J., 1994). Trés proteinas quinases que sao
conservadas em todos 0s eucariotos participam destas cascatas: a MAP quinase
(MAPK), a MAP quinase quinase (MAPKK) e a MAP quinase quinase quinase
(MAPKKK). Ja foram descritas em leveduras cinco vias de sinalizacdo muito
importantes que utilizam cascatas de MAP quinases (Banuett, F., 1998). Estas vias

sdo controladas por uma quinase anterior que, por fosforilacdo, ativa a MAPKKK que



por sua vez fosforila a MAPKK e esta também por fosforilagdo, ativa a MAPK,
responsavel pela a ativacao do alvo final da via.

Como exemplos de vias ja bem compreendidas que utilizam uma cascata de
fosforilagBes tém-se: a via pela qual as células de S. cerevisiae respondem a presenca
de feromdnios sexuais e ativam o processo de conjugacéo (Hofer, M. 1997 e Banuett,
F., 1998) e as cascatas de MAP quinases utilizadas para responder a variacdes de
osmolaridade.

Para responder as modificacbes osmoéticas do meio, referentes a estresse
hipotbénico ou choque hipo-osmotico, as células apresentam uma via de MAP quinase
gue esté envolvida no controle da composi¢éo da parede celular e tem a participagéo
da proteina quinase C (Levin, D. E. e cols., 1994 e Davenport, K. e cols., 1994).

A via de sinalizagdo PKC MAP quinase é ativada quando a proteina Rholp
(pertencente a familia das GTPases) ao ser estimulada por altas concentracdes de
calcio, limitagdo de nutrientes, altas temperaturas e/ou baixa osmolaridade gera a
ativacdo de Pkclp (Nonaka, H. e cols., 1995). A proteina quinase C promove, por
fosforilagdo, a ativacdo em cascata dos demais componentes da via (Bcklp,
Mkk1p/Mkk2p, Mpk1p; respectivamente, MAPKKK; MAPKKs; MAPK), desencadeando
a ativacao de fatores de transcrigdo repressores, como Cdklp (envolvido no processo
de inibicdo do crescimento celular durante a reproducédo) e/ou indutores, como RIm1p
(reguladora da expressao de genes envolvidos na sintese dos componentes da parede
celular) (Banuett, F., 1998).

O gene FKS2 constitui um dos principais alvos desta via (com inducédo de
RIml1p) e codifica para uma proteina do complexo glucano sintase, envolvida na
sintese da parede celular. Delegbes em quaisquer genes que codificam para 0s
componentes desta via causam lise celular na auséncia de estabilizadores osmoticos
no meio de crescimento; contudo, a delecdo do gene PKC1 é mais severa que dos
demais genes componentes da via. Este fendtipo sugere o envolvimento desta
proteina em outras vias de sinalizacdo (Levin, D. E. e cols., 1994) (Figura 1).

Outros possiveis alvos da proteina quinase C nado foram claramente
identificados, mas alguns trabalhos sugerem a participacdo desta enzima em vias de
sinalizacé@o sensiveis a glicose (Souza, M. A. A. e cols., 2001; Brandéo, R. L. e cols.,
2002 e Salgado, A. P. e cols., 2002).



Em S. cerevisiae foram descritos também vérios intermediarios e homadlogos
presentes na via que controla a atividade da Pkclp em mamiferos, tais como: o
fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP2) (Lester, R. L. & Steiner, M. R., 1968 e Patton, J. L.
& Lester, R. L., 1992) e a fosfolipase C (Flick, J. S. & Thomer, J. 1993; Payne, W. E. &
Fitzgerald-Hayes, M., 1993 e Yoko-o, T. e cols., 1993). Foram descritas ainda, a
calmodulina (Hubbard, M. e cols.,1982) e a proteina quinase dependente de célcio e
calmodulina (Londesborough, J., 1989 e Ohya, Y. e cols.,1991).
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Figura 1: Via de sinalizagdo PKC MAP quinase.

A via de PKC é ativada quando a proteina Rholp é estimulada por altas temperaturas,
altas concentracdes de calcio, limitacdo de nutrientes e/ou baixa osmolaridade e ativa
a Pkclp que através de fosforilagbes em cascata promove a ativacdo dos demais
componentes da via, Bcklp (MAPKKK), Mkklp/Mkk2p (MAPKK) e Mpklp (MAPK)
resultando na ativacdo de alguns fatores de transcricdo indutores e/ou repressores.
Temos como exemplo a regulagdo da transcricdo do gene FKS2 que codifica para
uma proteina do complexo glucano sintase. A Pkclp pode atuar também em outras
vias de sinalizacéo.

Fonte: Banuett, F., 1998.



1.1.1.1 — Papel da glicose na sinalizacdo em leveduras

Em células de leveduras os nutrientes tém funcéo de fonte de energia e/ou de
substrato. Além de exercer alguma fungéo regulatéria, a sua disponibilidade no meio é
o principal regulador do crescimento e desenvolvimento das células. Em muitos
microorganismos a glicose é sem dulvida um dos mais importantes mensageiros
primarios, pois constitui a fonte de carbono e energia preferida e seu efeito sobre estas
células se assemelha a acdo de horménios em mamiferos. A adicdo de glicose a
células de Saccharomyces cerevisiae, previamente cultivadas em fontes de carbono
nao fermentaveis (glicerol ou etanol, por exemplo) ou a células em fase estacionaria,
desencadeia inUmeros processos regulatorios com o objetivo de aperfeicoar a
utilizacdo desta fonte de carbono (Thevelein, J. M., 1988; Bisson, e cols., 1993;
Thevelein, J. M., 1994 e Rolland, F. e cols., 2002).

Nestas condigbes muitas enzimas e proteinas sdo ativadas ou inativadas em
um nivel pds-transcricional, ao passo que, em nivel transcricional, diversos genes sao
reprimidos ou induzidos. O principal efeito induzido pela adicdo de glicose parece ser a
mudanca eficiente do metabolismo respiratério para o metabolismo fermentativo
(Holzer, H., 1976; Fiechter, A. e cols., 1981; Thevelein, J. M., 1991; Entian, K. D. &
Barnett, J. A., 1992 e Johnston, M., & Carlson, M., 1992). Esta transicdo ocorre porque
a glicdlise é ativada, inibindo a gliconeogénese e estimulando a entrada de glicose que
serd quase que completamente convertida em etanol e diéxido de carbono. A adi¢éo
de glicose desencadeia a repressdo de genes que codificam para enzimas envolvidas
na captacdo e metabolizacdo de fontes alternativas de carbono e na resisténcia a
estresse, e promove uma elevagdo na taxa de crescimento devido a um aumento na
sintese de RNA ribossomal e na sintese protéica (Thevelein, J. M., 1994; Gancedo, J.
M., 1998 e Rolland, F. e cols., 2002).

Para que a glicose possa exercer seu papel regulatério é essencial que ela seja
internalizada. Este transporte constitui o primeiro passo de uma sequéncia de eventos
sinalizadores que envolverdo sensores especificos para a detecgéo da glicose e uma
metabolizacao parcial do acucar (fosforilagao).

Apesar de a levedura S. cerevisiae possuir em seu genoma vinte genes que
codificam para proteinas do sistema transportador de hexose, somente sete destes

genes (HXT1l- HXT7) sdo conhecidos por codificar transportadores funcionais



(Carlson, M., 1998 e Ozcan, S., & Johnston, M., 1999). Reifenberg e cols. (1997)
demonstraram que a presenca de apenas um desses sete genes € suficiente para
permitir o crescimento do microorganismo em glicose. Também compdem este
sistema, genes que codificam para proteinas com similaridade parcial com os outros
membros da familia de transportadores de glicose. Denominados de SNF3 e RGT2,
estes genes produzem duas proteinas que nao sao capazes de transportar a glicose,
mas que atuam como sensores da mesma gerando um sinal intracelular para a
inducdo da expressao dos genes HXT.

Tanto Snf3 p quanto Rgt2 p possuem longas caudas C-terminal citoplasméticas
que parecem ser responsaveis pela habilidade que estas moléculas tém de traduzir a
presenca de glicose no meio externo para o interior da célula (Ozcan, S. e cols., 1998
e Tropia, M. J. M. e cols., 2006). Na proteina Snf3 p esta cauda contem 341
aminoacidos e é responsavel pela indugdo da expressdo de alguns genes de
transportadores de glicose em baixas concentragbes do acucar (sensor de alta
afinidade). JA4 o sensor Rgt2 p apresenta uma cauda C-terminal composta de 218
aminod&cidos e € importante para a indugéo de outros genes HXT quando as células se
encontram na presenca de altas concentracdes de glicose (sensor de baixa afinidade)
(Ozcan, S. & Johnston, M., 1999 e Kaniak, A. e cols., 2004). As sequéncias
citoplasméticas destes dois sensores sdo similares apenas em uma regido de 25
aminoacidos, sendo que, o sensor de alta afinidade possui duas dessa sequéncia
peptidica, ao passo que 0 Rgt2 p possui apenas uma. Acredita-se que este dominio de
25 aminoacidos esteja diretamente envolvido na geracao do sinal para a inducao da
expressao dos transportadores (Carlson, M., 1998 e Ozcan, S. e cols., 1996 e 1998).

Outro fator essencial para ativar a sinalizacdo desencadeada pela glicose é a
fosforilagdo do acucar. Este evento € catalisado, em leveduras, por trés proteinas
quinases especificas, Hxk1lp, Hxk2p e Glklp (Hohmann, S. e cols., 1999). Jiang, H. e
cols. (2000), sugerem que nas vias afetadas por glicose uma resposta inicial direta
seria mediada por qualquer uma das quinases, mas que, no que diz respeito aos
efeitos em longo prazo somente a hexoquinase 2 seria requerida, apresentando assim
um papel mais efetivo na sinalizagdo, interagindo diretamente com fatores de
transcricdo que controlam a expresséo de genes reprimidos por glicose.

Em nivel transcricional, o principal efeito da adicdo de glicose a células de

levedura, ocorre através da ativacdo da via principal de repressao por glicose. Esta



via é responsavel por reprimir a respiracéo durante o crescimento celular em presenca
de altos niveis desta fonte de carbono (Entian, K. D. & Barnett, J. A.; Gancedo, J. M.,
1992; Johnston, M. & Carlson, M., 1992 e Trumbly, R. J., 1992) e requer, além da
internalizacdo dessa molécula sinalizadora, sua fosforilacdo e a subsequente acédo de
trés proteinas regulatérias: Snflp, Miglp e Glc7p. Trabalhos realizados em nosso
laboratério (Brandéo, R. L. e cols., 2002, Salgado, A. P. e cols., 2002 e Gomes, K. N. e
cols., 2005) evidenciaram uma conexao entre a proteina quinase C (PKC) e esta via,
pois demonstraram a participacdo desta quinase no controle da localizacédo celular de
importantes componentes desta sinalizacdo e seu envolvimento na desrepressao de
varios genes apds a exaustdo de glicose, dentre estes, agueles que expressam
sistemas enziméaticos relacionados ao metabolismo de carboidratos (SUC2 e sistema
GAL).

Ainda em nivel transcricional, a adicdo de glicose desencadeia a inducdo de
varios genes envolvidos na fermentagdo, dentre eles, aqueles que codificam para
enzimas glicoliticas, tais como a piruvato quinase, alcool desidrogenase I, piruvato
descarboxilase, enolase e a fosfoglicerato quinase (Thevelein, J. M. & Hohman, S.
1995).

No que diz respeito aos efeitos pds-transcricionais mediados pela glicose, a
ativagdo da via Ras — AMPc, que controla a sintese do AMPc e a atividade da
proteina quinase A (Pka p), encontra-se dentre as mais importantes (Matsumoto, K. e
cols., 1984). A Pka p esta envolvida na regulacdo pos-transcricional de uma gama de
proteinas (enzimas essenciais da gliconeogénese e da glicélise), no controle da
transcricdo de varios genes (que codificam para proteinas ribossomais e que estdo
envolvidos na resposta geral ao estresse) e na rapida transicdo do metabolismo de
respiragcdo para fermentacao (Rolland, F. e cols., 2000).

Em condicbes de adicdo de glicose as células, a via Ras — AMPc é
desencadeada pela deteccdo do agucar pelo sistema receptor de membrana GPCR
(G-protein coupled receptor), Gprlp — Gpaz2p, internalizada e fosforilada. Esse sinal é
transmitido, via proteinas Rasl e Ras2 e estes eventos convergem para a ativacao da
proteina G, Gpa2 p, que ativa a enzima adenilato-ciclase a qual hidrolisa ATP em
AMPc, e este, por sua vez ativa a proteina quinase A (Rolland, F. e cols., 2000). Este
processo leva a ativacdo de enzimas como a trealase (participa da degradacédo da

trealose), e a 6-fosfofrutoquinase-2; e a inativacdo da frutosel, 6-bifosfatase (enzima
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gliconeogénica) (Thevelein, J. M. & Hohman, S., 1995 e Kraakman, L. e cols., 1999)
(Figura 2).

Quando na presenca de glicose, outros nutrientes essenciais requeridos para o
crescimento, tais como; nitrogénio, fosforo e enxofre; sdo capazes de desencadear
efeitos semelhantes em alvos da Pka p. Esta via de sinalizacdo é denominada FGM
(Fermentable-growth-medium-induced pathway) ja que, para desencadear e
sustentar 0s processos de ativacao é necessario tanto a presenca da fonte de carbono
fermentavel quanto de um meio de crescimento completo. Esta via ndo requer a
fosforilagéo da glicose e tem como alvo primario a subunidade C da proteina quinase
dependente de AMPc (Kraakman, L. e cols., 1999 e Rolland, F. e cols., 2002) (Figura
2).

Vérios estudos tém demonstrado que a adicdo de glicose esta, também,
diretamente ligada a homeostase de calcio sendo importante para ativar vias que
induzem a captacdo, o sequestro e a liberagdo deste ion dos seus compartimentos
intracelulares (Eilam, Y. & Othman, M., 1990; Eilam, Y. e cols., 1990; Nakajima-
Shimada, J. e cols., 1991; Thevelein, J. M. & Hohman, S., 1995; Fu, L. e cols., 2000;
Tropia, M. J. M. e cols., 2006 e Pereira, M. B. e cols., 2008).
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Figura 2: Modelo das duas vias responsaveis pelo controle da glicose sobre os alvos
de Pkap.

O sistema GPCR Gprl-Gpa2 ativa a sintese de AMPc em resposta a adigdo de
glicose, e este efeito € transitorio. O aumento do AMPc estimula a rapida adaptacdo a
presenca de glicose no meio de crescimento. A 22 via ndo envolve o sistema GPCR,
mas sim outro sistema sensivel a glicose ainda desconhecido. Esta via chamada FGM,
requer a proteina quinase Sch9p e é responsavel por sustentar a ativacdo dos alvos
de Pkap durante o crescimento em glicose. A adicdo de glicose requer nitrogénio,
fosfato e todos os outros nutrientes essenciais para o crescimento. O mecanismo
sensor para 0s outros nutrientes e a exata conexao entre a quinase Sch9p e a Pkap
nédo foram ainda elucidados.

Fonte: Kraakman, L. e cols., 1999.
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1.1.1.2- Metabolismo de calcio

1.1.1.2.1- Transportadores e 0s compartimentos intracelulares

Todas as células eucariotas utilizam as vias de sinaliza¢éo de calcio em uma
enorme variedade de fun¢des incluindo expresséo génica, exocitose, rearranjo do cito
esqueleto e fisiologia celular, assim, ions calcio sdo importantes mensageiros
secundarios na resposta aos sinais biolégicos (lida, H. e cols., 1990b).

A concentracdo de célcio citosdlico livre constitui um elemento regulatério
primordial nestas células (Rasmussen, H., 1986), sendo que o funcionamento das vias
de sinalizagcdo relacionadas a esse nutriente dependem da manutencdo desta
concentracdo basal extremamente baixa (50-200 nM), j& que sdo fortemente sensiveis
a uma rapida e transitéria elevacdo dos niveis intracelulares deste ion (Carafoli, E.,
1987).

Sempre apés a inducdo da elevagdo dos niveis de célcio sua concentracao
basal é restabelecida pelo sequestro destes ions para organelas capazes de estocar o
excesso. Essa distribuicdo assimétrica evita a agregacao de calcio no citoplasma com
moléculas fosfatadas e fornece calcio a varias organelas para suas funcdes
particulares (Cunningham, K. M. & Fink, G. R., 1994).

Sendo a homeostase do calcio um processo complexo e altamente regulado
tém-se no funcionamento e controle individual de cada um dos seus diversos
transportadores, alvos chave para uma maior compreensao desta sinalizagéo.

Em células eucariotas, os sinais de calcio sdo comumente iniciados pela
inducdo da abertura dos canais de calcio presentes na membrana, 0s quais permitem
um rapido influxo destes ions. Em 1994, lida, H. e cols., identificaram um novo gene
denominado MID1, o qual codifica para uma proteina glicosilada, de membrana
plasmética. Foi demonstrado que este gene é requerido para o influxo de calcio e para
a reproducado sexuada da levedura. Fischer, M., e cols., (1997), demonstraram que 0
gene CCH1 de S. cerevisiae apresentava homologia com genes da subunidade al de
canais de calcio em células animais e ainda, que a proteina codificada por este gene
estava envolvida no influxo de célcio durante o processo de conjugacgdo e interagia
fortemente com o produto do gene MID1 no controle da captacéo dos ions Ca**. Mais

tarde, Locke, E. G. e cols., (2000), procurando desenvolver um modelo para os
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mecanismos de comunicacdo entre os canais de calcio de membrana plasmatica e os
compartimentos intracelulares, demonstraram que ambas, Cchlp e Midlp, eram
componentes necessarios para o sistema de captacdo de Ca®* de alta afinidade e que
estas proteinas atuam juntas como subunidades catalitica e regulatéria/acessorio de
um mesmo canal de célcio heteromérico, homdlogo ao canal de calcio dependente de
voltagem em células de mamiferos.

Um sistema de influxo de calcio de baixa afinidade também foi descrito neste
mesmo trabalho, sendo que em 2001, Muller e cols., estudando a regulacédo da via de
resposta a feromonios, observaram que nesta sinalizacdo, quando o sistema de alta
afinidade era inibido pela fosfatase dependente de célcio/calmodulina, a calcineurina,
o0 sistema de baixa afinidade era fortemente estimulado. Em 2003 entdo, também
Muller e cols., demonstraram que a proteina politopica de membrana, Figlp, era
requerida para a atividade deste mecanismo de captacdo de Ca?*, facilitando o influxo
do ion e a fusé&o celular durante a conjugacao.

Ainda com relacdo ao transporte de calcio através da membrana plasmatica
fortes evidéncias apresentadas em 2005 (Tutulan-Cunita, A. C. e cols.) sugeriram a
atuacdo de uma ATPase denominada Pdr5p. Esta é uma proteina ABC (ATP-biding
cassete ou cassete de ligacao do ATP), da familia PDR (pleiotropic drug resistance ou
resisténcia pleiotropica a drogas) em S. cerevisiae (Bauer e cols.,, 1999). O
transportador Pdr5p € um elemento central na resisténcia a antifingicos, pois é o mais
abundante dos transportadores ABC em levedura e é responsavel pela extrusao de
centenas de compostos através da membrana (Egner e cols., 1998).

Foi sugerido que a acdo de Pdr5p sob fosfolipidios na membrana pode modular
sua permeabilidade e entdo agir indiretamente sob o transporte do célcio extracelular.
Diante disso Tutulan-Cunita, A. C. e cols. (2005), constataram que na auséncia de
Pdr5p a captacdo de calcio era significativamente reduzida e propuseram entdo que o
papel desta proteina na homeostase do calcio seria possivelmente pela regulacdo de
outros componentes de membrana que controlariam a captacdo de Ca** e sua
sinalizacéo.

Como a maior parte do calcio contido na célula encontra-se estocado em seus
compartimentos especificos, os transportadores presentes nas membranas dessas
organelas de estoque apresentam papéis extremamente importantes nos mecanismos

de homeostase e sinalizacdo do célcio em leveduras.
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A bomba Pmrlp esta localizada na membrana do Complexo de Golgi e tém
como fungéo sequestrar o excesso de célcio no citoplasma e de ions manganés para
dentro desta organela (Rudolph, H. K. e cols., 1989). Esta proteina foi o primeiro
membro das Ca®* - ATPases da via secretéria a ser identificado em eucariotos
(Tanida, I. e cols., 1995 e Misseta e cols., 1999). Diante do fato de que o calcio possui
diversos papéis em S. cerevisiae, este compartimento requer altas concentracdes
deste ion para a atividade das enzimas que catalisam o dobramento, modificacdes,
processamento e trafego de proteinas (Locke, E. G. e cols., 2000 e Michalak, M. e
cols., 2002).

A concentracdo de calcio total na célula (2-3 mM) chega a niveis 10.000 vezes
maiores que a sua concentragao citosolica (50-100 nM), estima-se que 95% deste total
encontre-se no limen do vacuolo e isto faz desta organela o principal compartimento
para o estoque desse ion (Halachmi, D. & Eilam, Y., 1989 e Dun e cols., 1994). Para
exercer este importante papel na manutencdo da homeostase do calcio, o vacuolo
apresenta em sua membrana duas proteinas responsaveis pela mediacdo do
sequestro deste nutriente. S&o elas, o canal antiporte Ca**/H*, Vcx1p e a Ca**-ATPase
vacuolar, Pmclp (Pozos e cols., 1996). Ambos os genes que codificam para estas
proteinas, PMC1 e VCX1, sao regulados pelos niveis de célcio citosdlico, através da
via de sinalizacdo calmodulina-calcineurina, sendo Vcx1p inibido por este mecanismo
ao passo que a atividade de Pmc1p é intensificada pelo mesmo (Cunningham, K. M. &
Fink, G. R., 1994 e 1996). Em 1999, Miseta, A. e cols., comprovaram a importancia do
canal na remocéo de calcio para o vacuolo nas respostas em curto prazo e seu papel
como um transportador de alta capacidade e baixa afinidade.

A bomba de célcio Pmclp apresenta 40% de identidade com as Ca*'- ATPases
de membrana plasmatica (PMCAs) de células de mamiferos (Cunningham, K. M. &
Fink, G. R., 1994b) e se classifica como um transportador de alta afinidade requerido
principalmente nas respostas em longo prazo (Cunningham, K. M. & Fink, G. R., 1994,
1996 e Pozos e cols., 1996).

Ja que o vacuolo é o principal compartimento de estoque de calcio em
leveduras, os mecanismos e componentes das vias de liberacdo deste célcio quando
requerida, tém sido alvos de muitos estudos. Porém, muito pouco se sabe ainda sobre
essa sinalizacdo. O transportador de calcio intracelular identificado mais recentemente

esta localizado na membrana do vactolo e seu papel é mediar o efluxo do Ca?* desta

15



organela. Como demonstrado por Palmer e cols., (2001), o Yvclp € um homdlogo dos
canais receptores de potencial transiente (TRPs) presentes em células animais, e
constitui o Unico liberador de calcio vacuolar descrito até hoje em S. cerevisiae, porém
sua funcéo fisioldgica néo foi ainda esclarecida. Foi sugerido também que este canal é
um liberador de calcio induzido por concentra¢cdes micromolares de célcio livre no
citoplasma e também por mudancas no gradiente da membrana vacuolar.

Em 2002, Denis, V. & Cyert, M. S., confirmaram a classificacdo de Yvclp como
um membro da familia dos canais do tipo TRP e demonstraram que a liberacdo de
calcio pelo mesmo pode ser ativada também por uma forca osmdtica transitéria
durante um choque hipertonico estabelecendo assim, uma nova fungéo para os canais
desta familia. Também avaliando a resposta de Yvclp a hiperosmolaridade, Zhou, X.

L. e cols. (2003) classificaram este transportador como sendo mecano-sensivel.

16



Figura 3: Vias de transporte de calcio em Saccharomyces cerevisiae.

O Ca?* é transportado para o citoplasma através do canal de membrana citoplasmaética
composto pelo complexo Cchl/Mid1 ou através do canal vacuolar do tipo TRP, Yvclp,
em resposta a diversas mudancas ambientais tais como estresse do reticulo
endoplasmatico (RE), choque osmético ou presenca de feroménios. O Ca*" é
sequestrado do citoplasma pelas ATPases do tipo P no Golgi (Pmrlp) no vacuolo
(Pmc1p), e pelo permutador vacuolar H*/Ca?*+, Vex1p. Ainda envolvidos no transporte
de ions célcio tem-se, na membrana citoplasmatica, um canal de baixa afinidade
(Figlp) e uma ATPase envolvida na multirresisténcia a drogas, transportadora de
cétions bivalentes (Pdr5p).

Fonte: Ton, V. & Rao, R., 2004; Muller e cols., 2003 e Tutulan-Cunita, A. C. e cols.,
2005.
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1.1.1.2.2- Resposta “TECC” induzida por glicose

Assim como em outras espécies 0 aumento transitorio de calcio regula uma
enorme variedade de processos celulares, também em leveduras este mensageiro
possui um papel muito importante. Como uma alta similaridade entre o conjunto de
componentes da sinalizacdo de calcio nas células animais e nos eucariotos primitivos
ja foi descrita nos Ultimos anos, a investigacdo dos papéis individuais desta molécula
efetora tém evoluido consideravelmente. (Cunningham, K. M. & Fink, G. R., 1994),

Variaces nos niveis citosolicos de calcio sdo observadas durante o processo
de formacgéo de células diploides (lida, H. e cols., 1990b), em situacdes de estresse
hipotbnico (Batiza e cols., 1996) e hipertonico (Denis, V. & Cyert, M. S., 2002), durante
alguns eventos do ciclo celular (Saavedra-Molina, A. e cols., 1983 e lida, H. e cols,,
1990) e apos a adicdo de glicose (Nakajima-Shimada, J. e cols., 1991 e Fu, L. e cols.,
2000).

Em células de mamiferos, a liberacdo de calcio dos compartimentos
intracelulares é requerida para a sinalizacdo e envolve uma regulacdo dependente de
receptores de inositol-1,4,5-trifosfato (IP3). JA em leveduras, o aumento citosolico
deve-se, quase sempre, ao influxo de calcio do meio externo (Denis, V. & Cyert, M. S.
e Tokes-Fuzesi, M. e cols., 2002), porém a identificacao do liberador vacuolar Yvclp
leva a crer que a elevacédo de calcio no citoplasma €, também neste microorganismo,
mediada pelo fornecimento proveniente dos estoques deste ion.

Nakajima-Shimada, J. e cols. (1991), descreveram o mecanismo de sinalizacéo de
calcio, induzido por glicose, em Saccharomyces cerevisiae, ao demonstrarem que
apo6s a adicdo do agucar, estas células produziam uma acentuada resposta “TECC”
(elevacao transitéria de calcio citosolico). Ao contrério da elevagéo imediata observada
na resposta a altos niveis de calcio extracelular ou a choques osmoticos, na presenga
de glicose a resposta ocorre com um pequeno atraso e o nivel normal de célcio no
citoplasma é restabelecido em poucos minutos (Tokes-Fuzesi, M. e cols., 2002).

Apesar de ndo estarem ainda definidos 0s eventos que ocorrem entre a exposi¢ao
inicial da célula a glicose, e a resposta de calcio citosoélico, algumas proteinas ja foram
descritas como sendo componentes importantes deste processo. Fu, L. e cols.. (2000),
evidenciaram que esta resposta era dependente da fosfoglucomutase 2 (Pgm2p),

sugerindo que a homeostase do célcio era fortemente afetada pelos niveis de glicose-
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1-fosfato e glicose-6-fosfato (Aiello e cols., 2002). Foi também demonstrado que esta
sinalizagéo requer a atividade da fosfolipase C e do complexo Gprl/Gpa2 GPCR (Tisi,
R. e cols., 2002), bem como o transporte e fosforilagdo da hexose e a participacdo do
canal Midlp (Tokes-Fuzesi, M. e cols., 2002). Tisi, R. e cols. (2004), evidenciaram
ainda que o IP; funciona como mensageiro secundario no metabolismo de célcio, e
mais recentemente, Trépia, M. J. M. e cols. (2006), apresentaram fortes evidéncias da
participacdo do sensor de glicose Snf3p na geracdo de um sinal intracelular que
conectaria 0os metabdlitos de glicose aos compartimentos e/ou transportadores

intracelulares do calcio.

1.2- A H' - ATPase de membrana citoplasmaética da levedura Saccharomyces

cerevisiae

1.2.1- Origem, estrutura e funcao

A H*- ATPase é a proteina mais abundante na membrana citoplasmatica de
fungos e sua atividade é essencial para a viabilidade destes organismos (Portillo, 2000
e Ambesi, A. e cols., 2000). Esta enzima pertence a familia das ATPases do tipo P (P-
ATPases), bombas de cations capazes de transformar a energia quimica contida na
molécula de ATP em outra forma de energia (Pedersen, P. L. & Carafoli, E., 1987 e
Morsomme, P. e cols., 2000). As P-ATPases sdo definidas por trés caracteristicas
béasicas: 1- a unidade catalitica constitui-se de um monémero com peso molecular
entre 70 e 200 kDa; 2- sado inibidas por concentragdes micromolares de vanadato e 3 -
apresentam um residuo de aspartato que é covalentemente fosforilado durante o ciclo
catalitico formando um intermediario acil-fosfato (Mgller e cols., 1996 e Morsomme, P.
e cols., 2000).

Ha muito havia sido observado que a presenca de glicose e a ativagdo do
metabolismo fermentativo desencadeavam uma acidificacdo do meio extracelular,
porém, somente em 1961, Mitchel, P., demonstrou que este sistema de efluxo de
protons era gerado por uma bomba presente na membrana citoplasmatica das
leveduras. A atividade da H*- ATPase de fungos foi confirmada bioquimicamente no
final dos anos 70, sendo que nos anos seguintes, diferentes metodologias de

purificacdo foram desenvolvidas, o que possibilitou a caracterizacdo da H*- ATPase de
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trés espécies de fungos: Schizosaccharomyces pombe (Dufour, J. P. & Gouffeau, A.,
1978), Saccharomyces cerevisiae (Malpartida, F. & Serrano, R., 1980) e Neurospora
crassa (Bowman, B. J. e cols., 1981, Addison, R. & Scarborough, G. A., 1981 e
Addison, R. , 1986). Esta caracterizacdo demonstrou que as H'-ATPases s&o
compostas por uma Unica cadeia polipeptidica, com massa molecular de 100 kDa,
inserida na bicamada lipidica. Buscando elucidar a estrutura secundaria das P-
ATPases, Serrano, R. & Portillo, F. (1990), sugeriram uma estrutura consenso com
dois grandes dominios hidrofilicos e 10 segmentos transmembranares.

Lutsenko, S. e Kaplan, J. H. (1995), propuseram um modelo topolégico comum
para as H'- ATPases de Neurospora crassa, para a Ca®’- ATPase de reticulo
sarcoplasmatico e para a Na'-K*- ATPase de células animais no qual a sequéncia de
100 kDa estéa ancorada a membrana por quatro segmentos hidrofobicos na porcao N-
terminal e seis segmentos na por¢cdo C-terminal. Em 2007, Pedersen, B. P. e cols.,
apresentaram pela primeira vez uma estrutura determinada por cristalografia de raios-
X para as ATPases do tipo-P. Dez hélices transmembranares e trés dominios
citoplasméticos definem a unidade funcional do transporte de préton acoplado ao ATP
através da membrana citoplasmética. A estrutura demonstra um estado funcional nao
previamente observado em ATPases do tipo P. O dominio transmembrana revela uma
grande cavidade, a qual é comumente preenchida com &gua. Esta cavidade esta
localizada proximo ao centro da membrana que é composto por residuos hidrofilicos
conservados (Figura 4). As H'-ATPases dos fungos S. cerevisiae e
Schizosaccharomyces pombe séo codificadas pelo gene PMA1 (Serrano, R. e cols.,
1986 e Ghislain, M. e cols., 1987), entretanto ambas as espécies apresentam um
segundo gene, PMA2, altamente homélogo a PMALl e expresso em niveis muito
baixos, que codifica para uma H*-ATPase com funcéo fisiolégica ainda desconhecida
(Portillo, 2000).

A funcdo béasica da H" - ATPase de membrana citoplasmatica de fungos e
plantas é criar um gradiente eletroquimico de prétons, através de um sistema de
transporte ativo, importante para a captacdo de nutrientes e para a regulacdo do pH
intracelular (Monteiro, G. A. & Sa-Correia, I., 1998 e Portillo, 2000). Para sua atividade,
requer Mg®, Mn* ou Co*, pH 6timo em torno de 6.0 e especificidade para ATP
(Dufour, J. P. & Gouffeau, A., 1978 e 1980). A H'-ATPase pode ser regulada por dois

principais fatores, glicose e pH acido, entretanto situacfes de estresse pela presenca
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de etanol (Monteiro, G. A. & S&-Correia, I., 1998), de acidos organicos (Viegas, C. A. &
Sa-Correia, 1., 1991) e choque térmico (Piper, P. W. e cols., 1997) também s&o

capazes de promover um aumento da atividade da enzima.

Meio
Extracelular

Figura 4: Estrutura, determinada por cristalografia de raios-X, representativa da forma
ativa de uma bomba de prétons, sem a sua cauda C-terminal auto-inibitéria em
complexo com Mg-AMPPCP.

Os 10 segmentos transmembranares em alfa-hélice estdo representados em
laranja (M1 e M2), verdes (M3 e M4) e marrons (M5 a M10). O dominio de ligacao do
nucleotideo esta em vermelho (N), o dominio de fosforilagdo esta em azul (P), e o
dominio de atuacdo esta representado em amarelo (A). Mg-AMPPCP encontra-se na
interface entre os dominios N e P e € mostrado em uma representacdo circulos-
palitos. Os residuos de amino&cidos conservados, com suas respectivas posi¢cdes, sao
mostrados por palitos verdes. A caixa cinzenta representa a localizagcdo aproximada
da membrana plasmética.

Fonte: Pedersen, B. P. e cols., 2007.
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1.2.2- Regulacéo transcricional e pés-transcricional da H*-ATPase de membrana

citoplasmatica

Os processos de regulacdo da expressdo do gene que codifica para a H*-
ATPase de membrana citoplasmética sdo ainda pouco conhecidos. Apesar da regido
promotora de PMAL ja ter sido identificada pouco se sabe sobre ela. Dois fatores
importantes sugerem que 0S mecanismos regulatérios mais precisos envolvidos na
atividade da H*- ATPase ocorram em nivel pés- transcricional (Portillo, F., 2000): 1- o
gene PMAL é altamente expresso (Rao, R. e cols., 1993) e 2- a H'- ATPase possui
uma meia vida relativamente longa (Benito e cols., 1991).

Em células de S. cerevisiae, a regulacéo transcricional da H*- ATPase se da
através da ativacao por glicose do fator de transcrigdo Tuf/ Rapl/ Grfl (Diffley, J. F. X.,
1992) o qual se liga as regides promotoras UAS1 e UAS2 do gene PMAL (Capieaux,
E. e cols., 1989).

A H'-ATPase de membrana citoplasmatica é regulada em nivel pds-
transcricional pelo metabolismo de glicose que desencadeia trés fenémenos
importantes: 1- decréscimo do K, por ATP; 2- aumento da V. € 3- deslocamento do
pH o6timo enzimético para valores neutros (Eraso, P. & Portillo, F., 1994 e De la
Fuente, N. e cols., 1997). Embora o mecanismo molecular desta regulacdo induzida
por glicose ndo esteja totalmente esclarecido, dois mecanismos parecem estar
envolvidos no processo: fosforilagdo direta da enzima (Chang, A. & Slayman, C. W.,
1991; Eraso, P. & Portillo, F., 1994 e Goosens, A. e cols., 2000) e/ou degradacao de
uma hipotética proteina inibitéria do processo de ativacao (De la Fuente, N. e cols.,
1997).

Portillo, F. e cols. (1989), verificaram um papel importante da regido C-terminal
da enzima, porém somente em 1998, Mason e cols. apresentaram fortes evidéncias de
gue a porgdo C-terminal da enzima constitui um dominio auto-inibitério e que a regido
N-terminal tem uma fungé&o sutil na modulagéo da atividade da ATPase.

Através de estudos de mutagénese sitio dirigida foi possivel identificar diversos
residuos da regido carboxi-terminal, que seriam importantes na regulacdo da H’-
ATPase (Portillo, F. & Serrano, R. 1989). Dentre estes, destacam-se dois sitios
regulatorios que parecem afetar esta regulagéo: o sitio envolvendo os aminoécidos

Arg909 e Thr912, que é essencial para promover mudancas da V. (aumento), e o
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sitio envolvendo os residuos Ser899 e Glu901, necesséario para alteragbes no K,
(reducéo) (Mason e cols., 1998).

No modelo proposto para explicar a regulagdo pds-transcricional, induzida por
glicose, da H' - ATPase (Figura 5), a via de sinalizacdo ativada pelo aglcar
desencadeia uma modificagdo conformacional da regido C-terminal, desfazendo a
interacdo inibitéria deste dominio com o dominio de ligacdo do ATP, e permitindo a
enzima adotar uma conformacdo mais ativa. Esta interacdo, que limita o acesso do
ATP e o transporte de prétons, € provavelmente desfeita pela fosforilacdo dos
residuos de serina e treonina por intermédio de uma proteina quinase ainda
desconhecida (Diffley, J. F. X., 1992; Mason e cols., 1998 e Portillo, F., 2000).

No que diz respeito a ativagdo da H* - ATPase induzida por uma diminuicdo do
pH intracelular, ela se deve a uma mudanca do K, e ndo envolve alteragdes de V. €
pH étimo (Eraso, P. & Gancedo, C., 1987).
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Figura 5: Modelo de fosforilagdo da H*-ATPase de membrana citoplasmatica, induzida
por glicose.

A adicao de glicose desencadeia uma via de sinalizag@o que resulta na fosforilagdo do
dominio C-terminal da enzima, nos residuos serina-899 e treonina-912 causando,
respectivamente, reducdo do K, por ATP e elevagéo da V., produzindo um aumento
da atividade especifica da enzima.

Fonte: Portillo, F. 2000.
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1.2.2.1- Mecanismos hipotéticos para a via de ativacao, induzida por glicose, da

H*-ATPase de membrana citoplasmatica

Em 1983, Serrano, R. evidenciou que a adi¢cdo de glicose a células de levedura
intensificava o efluxo de prétons mediado pela H*- ATPase e que estas mesmas
condicbes acarretavam um forte aumento (cerca de 10 vezes) da atividade desta
enzima. A via de sinalizacdo responsavel por esta elevada ativacdo da H*-ATPase nédo
foi ainda completamente elucidada, entretanto muitos componentes e eventos
importantes tém sido identificados, dentre eles, a confirmacao da necessidade tanto de
uma fosforilacdo direta da enzima quanto da presenca de calcio livre no citoplasma
(Chang, A. & Slayman, C. W., 1991; De la Fuente, N. & Portillo, F., 2000; Trépia, M. J.
M. e cols., 2006 e Pereira, M. B. e cols., 2008).

Na busca por identificar a proteina quinase capaz de regular diretamente a
cauda C-terminal da H* - ATPase, foi sugerido primeiramente o envolvimento da
proteina quinase A como sendo a responsavel pela fosforilacdo da enzima
(Ulaszewski, S. e cols., 1989) (Figura 6). Esta hip6tese baseava-se no fato de que um
dos mais bem caracterizados efeitos da glicose é o aumento dos niveis de AMPc, que
leva a ativacdo da proteina quinase A (Thevelein, J. M., 1994 e Rolland, F. e cols.,
2002). Porém, Becher dos Passos e cols.,, em 1992, utilizando diversas cepas
contendo muta¢des nos componentes da via PKA, demonstraram que a ativacdo da
ATPase ndo era mediada por esta quinase. Diante disso, a participacdo de outra
proteina quinase no processo de ativagdo da H'-ATPase foi entdo proposta e
investigada.

Considerando que outro importante efeito da adicdo de glicose a células de
levedura, € a estimulacéo do “turnover” do fosfatidilinositol, fosfatidilinositol-4- fosfato e
fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (Kaibuch, K. e cols., 1986; Francescotti, G. e cols., 1990
e Flick, J. S. & Thorner, J., 1993), Brandéo, R. L. e cols. (1994) sugeriram um possivel
envolvimento deste processo na regulacdo da H*-ATPase. Assim, trabalhando com
ativadores e inibidores da proteina quinase C, bem como inibidores da proteina
quinase dependente de Ca®/calmodulina e da fosfolipase C, propuseram um
mecanismo semelhante aquele da via fosfatidilinositol de mamiferos, com a provavel
participacdo da Pkclp na ativacdo, induzida por glicose, da H*- ATPase de levedura
(Figura 7).
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Figura 6: Mecanismo hipotético de ativacdo induzida por glicose, da H*- ATPase de
membrana citoplasmética da levedura Saccharomyces cerevisiae, via Proteina

quinase dependente de AMPc (Pkap).
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Figura 7: Mecanismo hipotético de ativacdo induzida por glicose da H'- ATPase de
membrana citoplasméatica da levedura Saccharomyces cerevisiae, via Proteina

quinase C (Pkclp).
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Mais tarde, Coccetti, P. e cols. (1998), demonstraram que, de fato, a fosfolipase
C est& envolvida, tanto na inducao por glicose do “turnover” do fosfatidilinositol, quanto
na ativacdo da H'- ATPase, ja& que em mutantes com delecdo no gene que codifica
para esta lipase, o “turnover” do fosfatidilinositol é inibido e a ativacdo da H*- ATPase
induzida por glicose € ou significativamente reduzida ou ausente.

Souza e cols. (2001) além de demonstrarem a participacdo da proteina G
Gpaz2p, do sensor de glicose Snf3p e a necessidade da entrada e fosforilacdo da
glicose para que a ativacdo eficiente da H*- ATPase acontecesse, confirmaram ainda
o0 envolvimento da proteina quinase C e ndo de outras MAP quinases, na via de
sinalizagdo que resulta na ativacdo da enzima, utilizando pela primeira vez cepas
mutantes com dele¢&o nestes genes.

Ainda que, a fosforilacdo direta da H* - ATPase n&o tenha sido demonstrada,
outros pontos desta sinalizagdo vém sendo elucidados ja que Tropia, M. J. M. e cols.
(2006) demonstraram pela primeira vez que a ativagao, induzida por glicose, da H" -
ATPase é fortemente dependente do metabolismo de calcio e que o sensor Snf3p atua
de forma paralela a proteina Gpa2p no controle desta via. O papel da cauda C-
terminal de Snf3p foi também elucidado e evidéncias relevantes indicaram que esta
proteina é provavelmente, a responséavel pela detec¢do do sinal interno gerado pelos
acucares fosforilados. Observou-se ainda, o envolvimento da Ca**-ATPase vacuolar,
Pmclp, e foi proposto que este transportador teria sua atividade controlada pelo
sensor Snf3p culminando na regulacdo da disponibilidade de calcio no citoplasma
(Figura 8).

Sendo assim, novas similaridades entre a sinalizacdo da homeostase do célcio
e 0 mecanismo que regula a ativacdo da H'-ATPase em células de levedura foram
observadas. Embora nem todos os componentes desta primeira via tenham sido ainda
identificados, a elevagéo transitéria do célcio citosolico (TECC) é também ativada por
acucares, sendo absolutamente necessario o transporte e fosforilagdo da hexose, bem
como a participacdo da fosfolipase C e da proteina G Gpa2p. Tudo isto fortalece a
hipotese da conexao entre estas duas vias de sinalizacdo, sendo a disponibilizagéo do
calcio, o evento integrativo envolvido na ativacdo da enzima pela adicdo de glicose.

Ainda neste contexto, Pereira, M. B. e cols. demonstraram, recentemente, que
para a via de ativacdo da H'-ATPase induzida por agente despolarizante, a ativacdo

da fosfolipase C, da proteina Gpa2p, bem como, da proteina quinase C é essencial.
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Observou-se ainda que, este agente também induz um aumento nos niveis de calcio
no citoplasma. Diante disso, a forte dependéncia desta via em relagdo a
disponibilidade de célcio extracelular leva a crer que a conexdo entre a sinalizacdo de
célcio e a ativagdo da H* -ATPase, seja um evento real e importante na resposta das
células de levedura a presenca de glicose.
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Figura 8: Modelo hipotético da ativacéo, induzida por carboidratos, da H'- ATPase de
membrana citoplasmatica mediada por ions calcio.

A internalizagdo e a fosforilagdo da glicose gerariam um sinal relacionado a um
balanco entre os niveis de glicose-1-fosfato e glicose-6-fosfato, que seria detectado
pelo dominio C-terminal de Snf3p. Esta proteina estimulada inibiria 0 sequestro de
Ca®" citosolico mediado pela Ca**-ATPase vacuolar, Pmclp. Atuando em uma via
paralela a esta, a proteina Gpa2p responderia a presenc¢a do agucar fosforilado (gli-6-
P) estimulando a fosfolipase C, que hidrolisaria o fosfatidilinositol a DAG e IP;. O
inositol-1,4,5- trifosfato, atuaria sobre canais de célcio nas membranas citoplasmatica
e/ou intracelulares, o que acarretaria uma elevacdo dos niveis de Ca®* no citosol. Esta
elevacéo resultaria de dois mecanismos que iriam controlar entdo a disponibilizacéo
de Ca®" a um nivel capaz de ativar a H" - ATPase de membrana citoplasmatica.

Fonte: Tropia, M. J. M. e cols., (2006).
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2 — Objetivos

2.1 — Objetivo Geral:

Estudar a interacdo existente entre 0s mecanismos de regulacdo da
homeostase do calcio e o processo de ativacdo, induzido por carboidratos, da

H*-ATPase de membrana citoplasmatica da levedura Saccharomyces cerevisiae.

2.2 — Objetivos Especificos:

a. Elucidar o envolvimento do calcio extracelular e das proteinas que atuam na
sua captacdo (Mid1lp, Figlp e Pdr5p), na via de ativacdo, induzida por glicose,
da H*-ATPase de membrana citoplasmatica de levedura;

b. Estudar a relagcéo entre a sinalizacao do fosfatidilinositol e a ativacao induzida
por glicose, da H*-ATPase de membrana citoplasmatica para verificar um
suposto envolvimento do mensageiro inositol-1,4,5-trifosfato, o 1P3;

c. Investigar uma provavel participacdo do canal vacuolar liberador de calcio, o
Yvclp, no mecanismo de ativacgio, induzida por carboidratos, da H*-ATPase de
membrana citoplasmatica;

d. Verificar a participacdo dos eventos de homeostase do calcio, sequestro e
liberacdo vacuolar, na regulacdo do processo de ativagdo da H'-ATPase,
desencadeado pela adi¢cdo de glicose avaliando o envolvimento das proteinas
de membrana vacuolar, Pmclp e Yvclp;

e. Elucidar cada uma das vias distintas responsaveis pela mobilizacéo do calcio
e consequente ativacdo da H'-ATPase, compreendendo a relevancia de seus
eventos sobre o efeito final da sinalizagéo;

f.  Avaliar a participagdo da proteina quinase C, Pkclp, no mecanismo de
ativacdo da H*-ATPase, induzido por glicose, via mobilizacdo de célcio através
do monitoramento in vivo da concentracdo de calcio citosolico livre em
mutantes com delecdo de genes que codificam para proteinas componentes da
via PKC MAP quinase.
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3 — Material e métodos

3.1 — Microrganismos e construcdes utilizados nos experimentos

3.1.1 - Cepas de Saccharomyces cerevisiae

Nome Genotipo Origem
MATa; trp-901; leu2-3; 112 Enzo Martegani, Dipartimento di Biotecnologie e
PJG9- 2a ura3-52; his3-200;  gal44 Bioscienze, Universita degli Studi di Milano-
gal804; LYS:: GAL1-HIS3; Bicocca, Italy.
GAL2-ADE2; met2::GAL7-lacZ
Enzo Martegani, Dipartimento di Biotecnologie e
PJ69-4a 1 PJ69-2a: arg82::KanMX4 Bioscienze, Universita degli Studi di Milano-
Bicocca, Italy.
W303 MATa; ura3-52; his3-11,15; Johan Thevelein, J. M., Laboratorium voor
trp1-A901; ade2-101 Moleculaire Celbiologie, Katholieke Universiteit
Leuven, Belgium.
YSHS813 MATa;  ura3-52; trpl-A901; Johan Thevelein, J. M., Laboratorium voor
ade2-101; bekl :TURA3 Moleculaire Celbiologie, Katholieke Universiteit
Leuven, Belgium.
YSH850 MATa; ura3-52;  trpl-A901; Johan Thevelein, J. M., Laboratorium voor
ade2-101; pkel ::HIS3 Moleculaire Celbiologie, Katholieke Universiteit
Leuven, Belgium.
BY4741 MATa ; his3Al1; leu2AO0; x
ys2A0; ura3A0 Colecéo de cepas Euroscarf.
YPL268W BY4741; plcl:: KanMX4 Colecgdo de cepas Euroscarf.
YDR315C BY4741: midL:: KanMX4 Colecéo de cepas Euroscarf.
YDRO17C BY4741; figl:: KanMX4 Colecdo de cepas Euroscarf.
YOR153W  BY4741; pdr5:: KanMX4 Colecéo de cepas Euroscarf.
YGLOO6wW BY4741; pmcl:: KanMX4 Colecao de cepas Euroscarf.
YORO87w BY4741; yvcl:: KanMX4 Colecgdo de cepas Euroscarf.
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Nome

Genotipo

Origem

LBCM 506

LBCM 513

LBCM 488

LBCM 505

LBCM 487

LBCM 514

LBCM 515

LBCM 520

LBCM 518

LBCM 519

PJ69-2a; arg82::KanMX4 plcl::URA3

PJ69-2a; arg82::KanMX4 yvcl::URA3

BY4741; pmcl::KanMX4 snf3::HIS3

BY4741; snf3::KanMX4 plcl::URA3

BY4741; pmcl::KanMX4 gpa2::LEU2

BY4741; figl::KanMX4 mid1::URA3

BY4741; pdr5::KanMX4 midl::URA3

BY4741; pmcl::KanMX4 yvcl::URA3

PJ69-23; plcl:: URA3

PJ69-2a; yvcl:: URA3

Fernanda Machado de Carvalho — LBCM,
Universidade Federal de Ouro Preto, Brasil.

Fernanda Machado de Carvalho — LBCM,
Universidade Federal de Ouro Preto, Brasil.

Cepa obtida durante o desenvolvimento da
tese, Universidade Federal de Ouro Preto,
Brasil.

Cepa obtida durante o desenvolvimento da
tese, Universidade Federal de Ouro Preto,
Brasil.

Cepa obtida durante o desenvolvimento da
tese, Universidade Federal de Ouro Preto,
Brasil.

Cepa obtida durante o desenvolvimento da
tese, Universidade Federal de Ouro Preto,
Brasil.

Cepa obtida durante o desenvolvimento da
tese, Universidade Federal de Ouro Preto,
Brasil.

Cepa obtida durante o desenvolvimento da
tese, Universidade Federal de Ouro Preto,
Brasil.

Cepa obtida durante o desenvolvimento da
tese, Universidade Federal de Ouro Preto,
Brasil.

Cepa obtida durante o desenvolvimento da
tese, Universidade Federal de Ouro Preto,
Brasil.
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3.2 — Vetores e plasmideos utilizados nos experimentos

pPpYES2/CT: vetor de expressdo comercial (Invitrogen), que possui o0 gene URA3 como

marcador auxotroéfico.

pVTU-AEQL1(URA3) e pVTW-AEQ1(TRP1): cedidos por Renata Tisi, Dipartimento di

Biotecnologie e Bioscienze, Universita degli Studi di Milano-Bicocca, Italy.

pUC18/gpa2/LEU: cedido por Johan Thevelein, J. M., Laboratorium voor Moleculaire

Celbiologie, Katholieke Universiteit Leuven, Belgium.

3.3 - Oligonucleotideos utilizados nos experimentos

Sequéncias dos iniciadores desenhados para as reacdes em cadeia da

polimerase para amplificagdo das sequéncias de interesse.

Iniciadores Sequéncias Linha
PLC1 direto 5°—- AGAAGATTCCAAAACCGAAATC - 3° 1
PLC1 reverso 5°—- AATTAATTATTAGACGCTAACTGTG - 3° 2
SNF3 direto 5’ — AACCCATCCAAGGTGCTACT - 3’ 3
SNF3 reverso 5’ — GAAACAGTCCAGCAAACAAT - 37 4
URA3-MID1-URA3 |5° - ATGGTATCAGCCAACGGCGACTTGCACTTGCCA
direto ATTTCTAACGAACAGTGCATGCCGGAA — 3° 5
5°- GATTCGGTAATCTCCGAA - 3°

URA3-MID1-URA3 |5° - GTAACGCCCCTTAATGCAAAATACTCTTCAGAA

reverso GATTGGGATAAAATATCATATAGAGTC - 3° 5
3° - TTAGTTTTGCTGGCCGCA - 5°

URA3-YVC1-URA3 |5 -ATGATAGTCTGGCAAGCACTATTCGTGGTTTAC

direto TGCCTATTTACCACTTCTATTCACGGT - 3° .
5/ — GATTCGGTAATCTCCGAA - 3’

URA3-YVC1-URA3 |5°-ACAGGACTGAATGCCTCAACAACTTATGTAGC

reverso GTAC TGACAAAGAAAATCAGTAATGGT - 3 8

5" -TTAGTTTTGCTGGCCGCA - 3’
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3.4 - Meios de cultura

3.4.1 - Meio YP

O meio liquido YP é composto por extrato de leveduras 1% (p/v) e peptona
bacteriolégica 2% (p/v). O meio sélido requer o acréscimo de agar 1.5% (p/v).

As diferentes fontes de carbono (glicose 2% ou galactose 2%) utilizadas nos
experimentos foram autoclavadas separadamente e acrescentadas, individualmente,

ao meio YP estéril.

3.4.2 - Meio minimo sintético (SD)

Os meios liquido e sélido de SD sao compostos por 0.67% (p/v) de base
nitrogenada de leveduras sem aminoacidos, suplementado com 0s aminoacidos:
arginina 20 mg/L, metionina 20 mg/L, tirosina 30 mg/L, isoleucina 30 mg/L, lisina 30
mg/L, fenilalanina 50 mg/L, triptofano 100 mg/L, histidina 100 mg/L, acido glutdmico
100 mg/L, acido aspartico 100 mg/L, valina 100 mg/L, treonina 200 mg/L, leucina 250
mg/L e serina 375 mg/L, e as bases adenina 50 mg/L e uracila 50 mg/L. Sendo o meio
sélido acrescido de agar 1.5% (p/v) e o pH ajustado com KOH para 6.5. Para o
preparo do meio SD liquido, o valor de pH foi ajustado para 5.5. A glicose, como fonte

de carbono, foi adicionada separadamente, em uma concentragdo final de 2%.
3.5 - Condic¢des de crescimento

As células de Saccharomyces cerevisiae foram crescidas a 30°C sob agitacéo
de 200 rpm (Incubabor Rotatério New Brunswick Model G25) em meio YP

suplementado com a fonte de carbono requerida. Para as cepas transformadas

portadoras de plasmideos, ou nao, foi usado o meio seletivo SD.
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3.6 — Transformacdo de leveduras

3.6.1 — Preparo de células de levedura competentes

As cepas Saccharomyces cerevisiae submetidas ao processo de
transformacédo, foram pré-crescidas em 4 mL de YP glicose, a 28°C sob agitacdo
constante (200 rpm), durante 24 horas. Este pré-inéculo foi utilizado para inocular 100
mL do mesmo meio que foi entdo incubado nas mesmas condi¢cdes de temperatura e
agitac@o descritas acima, até que a cultura atingisse um valor de densidade o6tica de
0.6. Apos o crescimento, as células foram coletadas por centrifugacéo a 3.750 rpm por
4 minutos. O sobrenadante da cultura foi descartado e as células de leveduras foram
lavadas com 20 mL de TE (Tris 20mM, EDTA 1 mM, pH 8.0) e ressuspensas em 5 mL
do mesmo tampdao, acrescidos de 250 uL de LiAc 2.5 M. A suspenséao de células foi
incubada a 28°C sob agitacdo constante (200 rpm) durante no minimo 90 minutos.

As células de levedura, tornadas competentes pelo tratamento descrito acima,
foram aliquotadas em fracdes de 300 pL e usadas imediatamente para as

transformacoes.

3.6.2 — Transformacdo de leveduras

As fracbes de 300 pL da suspensdo de leveduras competentes, adicionou-se
5 nug do DNA de interesse a ser inserido e 10 uL de DNA de esperma de salméo (10
mg/mL) previamente desnaturado a 95°C. ApOs uma incubacdo de 30 minutos em
estufa a 30°C (sem agitacdo) foram adicionados 700 uL de PEG 4.000 (50%).
Procedeu-se a homogeneizac¢do do contetdo delicadamente e o mesmo foi incubado
por 1 hora, sem agitacdo, a 30°C. Em seguida, as células foram submetidas a choque
térmico a 42°C (banho Maria), por 10 minutos, e logo apés foram centrifugadas por um
minuto a 3.750 rpm. O sobrenadante foi descartado e as células foram lavadas com
1 mL de agua mili-Q ou sorbitol 1M quando necessario. Apos nova centrifugacdo nas
mesmas condi¢des anteriores, 900 uL do sobrenadante foram descartados e as

células foram ressuspensas no sobrenadante residual e plaqueadas com pérolas de
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vidro em meio sélido seletivo (SD - marcador). As placas foram incubadas a 30°C, por
72 horas (Ito, H. e cols. 1983).

Como controle negativo do experimento, foram utilizados apenas os 300 yL da
suspensdo de leveduras, acrescidos do DNA de esperma de salmdo (10 mg/mL)

previamente deshaturado.

3.7 — Construcéao de novos mutantes

3.7.1 — Construcdo do mutante ple1A no background PJ69-2a e dos duplos
mutantes pmc1Asnf3A e snf3Aplc1A

3.7.1.1 — Extracdo do DNA gen6mico de levedura

As cepas Saccharomyces cerevisiae foram crescidas em 5 mL de YP
glicose, a 28°C, sob agitagdo de 200 rpm durante 24 horas. As células foram coletadas
por centrifugacédo a 3.750 rpm por 4 minutos e ressuspensas em 200uL de tampéo de
extragcdo (sorbitol 1 M, citrato de sodio 100 mM, EDTA 60 mM, pH 7.0 ). Esse
conteudo foi transferido para tubos de microcentrifuga e adicionou-se 100 pL de
solucdo de enzima liticase 1000 U/mL, Sigma (0,3 mg/mL de liticase e 8 uL/mL de -
mercaptoetanol em tampé&o de extracdo), agitando delicadamente.

As células foram incubadas por 2 horas, em estufa, a 37° C. Em seguida,
adicionou-se 300 pL de tampéo de lise (solucdo de SDS 2% em Tris-HCI 50 mM,
EDTA 10 mM, pH 8.0), homogeneizando a suspensao de células que foi incubada por
10 minutos, a temperatura ambiente. Posteriormente, adicionou-se ao 200 pL de NacCl
5 M, mantendo-o0 em gelo por 2 horas, e realizando, em seguida, uma centrifugacao
por 10 minutos a 13.000 rpm (Heraeus Sepatech, Biofure 13). Ao final, o sobrenadante
foi descartado e o sedimento ressuspenso em 300 pL de TE (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1
mM, pH 8.0).

Ao tubo de microcentrifuga foram adicionados 400 uL de PCI (fenol,
cloroformio, &lcool isoamilico na proporcdo de 25:24:1) promovendo uma
homogeneizacdo em vértex por 2 minutos. Tal procedimento foi efetuado em duas
etapas de 1 minuto, submetendo o contetdo a incubagé@o em gelo no intervalo entre as

etapas. Em seguida, o tubo foi centrifugado por 10 minutos a 13.000 rpm, a camada
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superior foi transferida para um novo tubo, e procedeu-se novamente a etapa de
adicdo de PCI, seguida de nova centrifugacdo. O sobrenadante obtido foi novamente
transferido para um novo tubo, ao qual se adicionou 2 volumes de etanol 100%. Esse
tubo foi mantido a temperatura de -70°C por um periodo de 5 minutos e realizou-se,
em seguida, uma centrifugacdo a 13.000 rpm por 15 minutos. O sobrenadante foi
descartado, o precipitado foi lavado com 500 pL de etanol 70% e o tubo foi
novamente centrifugado nas mesmas condicdes descritas na etapa anterior.

Apo6s a centrifugagdo, o sobrenadante foi desprezado e o sedimento secado a
temperatura de 65°C (Thermomixer 5436). O DNA obtido foi, entdo, ressuspenso em
50 pL de TE (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8) ou de agua Mili-Q estéril.

3.7.1.2 - Amplificagdo das delecbes

As dele¢bes que foram utilizadas para a construgdo dos mutantes foram
amplificadas a partir do DNA gendmico das cepas que ja possuiam tais dele¢des. Os
iniciadores construidos e utilizados nesta reacao apresentam suas sequéncias n0o
item 3.3, linhas 1 a 4.:

As reacdes foram conduzidas em um termociclador (Mastercycler — Eppendorf)
utilizando como parédmetro de tempo de extensdo para o fragmento de interesse o

tamanho do mesmo.
3.7.1.3 — Eletroforese em gel de agarose

As eletroforeses foram realizadas em gel de agarose 1% (p/v) em tampé&o TAE
(Tris 0.04 M, EDTA 1mM, pH 8.0 ajustado com &cido acético). Para a aplicagdo das
amostras adicionou-se as mesmas loading buffer 6X, concentracédo final 1X (azul de
bromofenol 0.25%, xilenocianol 0.25% e sacarose 40% p/v).

3.7.1.4 — Transformacéo de leveduras

As cepas, selvagem PJ69-2a e mutantes snf3A e pmc1A foram submetidas ao

protocolo do item 3.5.1 e transformadas com os amplificados PLC1::URA3, para a
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selvagem e a snf34, e SNF3::HIS3 no caso da cepa pmc1A. O procedimento utilizado
para as transformacdes esté descrito no item 3.5.2.

3.7.2 — Construcéo dos duplos mutantes fig1Amid1A e pdr5Amid1A

Na construcdo dos duplos mutantes com delecdo nos genes que codificam
para transportadores de ions calcio na membrana, foram utilizadas células
competentes (preparadas de acordo com o protocolo do item 3.5.1) das cepas fig14 e
pdr5A. As dele¢cdes para as transformac@es (item 3.5.2) foram construidas de acordo

com a metodologia de Megaprimers descrita por Manivasakam, P. e cols., (1995).

3.7.2.1 — Construcdo da delecdo MID1::URA3 e obtenc&o dos duplo mutantes

Para a obtengéo dessa delecéo, onde um cassete URA3 encontrava-se dentro
da sequéncia codificadora de Mid1lp, as seguintes etapas foram realizadas:

1. Construcdo de iniciadores (direto e reverso) destinados a amplificacao do
marcador auxotréfico URA3 a partir do vetor de expressdo pYES2/CT (Figura 9),
flanqueados por seqiéncias homdlogas ao gene MID1. Especificamente, esses
iniciadores continham 18 pb destinados a amplificagdo de URAS flanqueados por 60
pb homodlogas a seqiiéncia de MID1 (Manivasakam, P. e cols., 1995);

2. Reacdo em cadeia da polimerase, com os iniciadores descritos acima para
amplificacdo da sequéncia URAS;

3. Eletroforese em gel de agarose (item 3.6.1.3) para confirmar a presenca de
um amplificado de aproximadamente 1.1 kb compativel & amplificacdo do gene URAS3;

4. Transformacdo (itens 3.5.1 e 3.5.2) dos mutantes fig71A e pdr5A com o
amplificado obtido na segunda etapa.

Obs.: Os iniciadores construidos e utilizados neste procedimento apresentam suas

sequéncias no item 3.3, linhas 5 e 6.
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3.7.3 — Construcdo do mutante yve14 no background PJ69-2a e do duplo
mutante pmc1Ayvc1A

O duplo mutante foi construido a partir da transformacdo de células
competentes (itens 3.5.1 e 3.5.2) da cepa mutante pmclA. E na construgdo do
mutante yvc1A foi utilizada a cepa selvagem PJ69-2a submetida também aos
protocolos dos itens 3.5.1 e 3.5.2. Novamente a metodologia empregada foi a de

Megaprimers (Manivasakam, P. e cols., 1995).
3.7.3.1 — Construcdo da delecdo YVC1::URAS e obtencdo dos mutantes

Na obtencdo dessa dele¢do foram seguidas as etapas apresentadas no item
3.6.2.1, porém, neste caso, o cassete URA3 encontrava-se flanqueado por sequéncias

do gene YVC1l. Os iniciadores construidos e utilizados neste procedimento

apresentam suas sequéncias no item 3.3, linhas 7 e 8.
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Figura 9 - Mapa do vetor de expressao pYES2/CT.

Fonte: www.invitrogen.com
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3.7.4 — Construcdo do duplo mutante pmc1Agpa2A

3.7.4.1 — Corte do plasmidio pUC18 / gpa2 / LEU com a enzima de restricdo Smal

e purificacdo do fragmento GPA2::LEU, utilizado na transformacao

Um volume de 6uL de DNA plasmidial puC18 / gpa2 / LEU (~ 200 ng) (Figura
10), foi digerido com 1 uL da enzima de restricdo Smal em 2,0 uL de tampé&o React 4
(acetato de potassio 50 mM, Tris acetato 20 mM, acetato de magnésio 10 mM e
dithiothreitol 1 mM, pH 7.9) acrescidos de 11 uL de agua Mili-Q, a 25°C, por 2 horas. O
produto da digestéo foi submetido a eletroforese em gel de agarose 1% (item 3.6.1.3).
O fragmento de DNA de 3.059 pb contendo a construgdo GPA2::.LEU, foi purificado
utilizando-se o Kit QIAquick Gel Extraction (Qiagen).

A cepa mutante pmc1A foi submetida ao protocolo do item 3.5.1 e
transformada com o fragmento de DNA contendo a construgédo GPA2::LEU, obtido na

purificacdo. O procedimento utilizado para a transformagéo esta descrito no item 3.5.2.
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Figura 10 — Representacao esquematica do plasmidio pUC18/gpa2/LEU. Estédo
representadas na figura as posicées dos sitios de restricdo para a enzima Smal, que
foram utilizados para a obtencéo do fragmento de 3.059 pares de base GPA2::.LEU. A
figura mostra também o sitio de replicacdo em bactéria (ORI) e o gene AP' que

confere resisténcia a ampicilina.
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3.8 — Acidificacdo extracelular

3.8.1 — Medida da acidificacdo extracelular induzida por glicose ou galactose

As células de Saccharomyces cerevisiae crescidas em YP glicose ou galactose
2%, foram coletadas por centrifugacdo a 3.750 rpm por 5 minutos, a 4°C (centrifuga
Beckman GS-6R) e lavadas 2 vezes com 4gua destilada gelada. Fracbes de 0.45 g
destas células foram coletadas em 6 béqueres de 5 mL, contendo 4.5 mL de tampao
de acidificacdo (Tris-HCI 100mM/ KCI 100 mM pH 4.5). Em dois desses béqueres
foram adicionados 0.49 mL de &gua destilada e a suspensdo de células foi
homogeneizada acompanhando-se a estabilizagdo do pH por 2 minutos. Em seguida
as células foram submetidas a um pulso de 1 umol de H* pela adi¢do de 10 uL de HCI
100 mM (padréo). A variagdo de pH foi acompanhada por 6 minutos, e os valores
foram anotados de 30 em 30 segundos (potenciémetro Orion Model 900 A).

Em duas das suspensfes de células adicionou-se glicose a uma concentracao
final de 100 mM e foi acompanhada a variagdo do pH como descrito anteriormente
para o pulso de HCI. O mesmo procedimento foi realizado nas suspensdes de células
submetidas a um pulso de galactose (concentracao final de 100 mM).

3.8.2 — Medida da acidificacéo extracelular induzida por glicose na presenca de
EGTA

Para o estudo do efeito do EGTA (Ethylene Glycol-bis (B-Aminoethyl Ether) —
N’-N’-N’-N’-Tetracetic Acid) sobre a acidificacdo induzida por glicose, foi preparada
uma solucdo estoque de EGTA 180 mM, em tampdo de acidificagdo. A uma
suspensao de células, preparada como descrita no item 3.8.1, adicionou-se o EGTA a
uma concentracdo final de 12 mM. Apdés homogeneizacdo por 5 minutos e
estabilizacdo do pH, as células foram submetidas a um pulso de glicose (100 mM,
concentracdo final) e a variagdo do pH foi monitorada. Uma suspensédo de células,
incubadas com EGTA como citado anteriormente, foi submetida a um pulso de 1 umoL

de H" como descrito no item 3.8.1.
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3.8.3 — Medida da acidificacdo extracelular induzida por glicose na presenca de
2-APB

Foi demonstrado em células de mamiferos, que o 2-APB (2-aminoethoxy
diphenyl borate) € um potente modulador, permeével, da liberagdo de célcio induzida
por Ins(1,4,5P3 (Maruyama, T. e cols., 1997). Nas suspensdes de células de
Saccharomyces cerevisiae o efeito desse modulador foi investigado. As células foram
crescidas em YP glicose 2% e a medida da acidificacdo extracelular foi realizada como
descrito no item 3.8.1, porém antes das indu¢des com 100 mM de glicose, as
suspensodes foram submetidas a um pulso do 2-APB (solug&o estoque de 500 mM, em

DMSO) a uma concentracao final de 50 uM, por 30 segundos.

3.8.4 — Determinacgdo do peso seco

Ao final de cada experimento de acidificacdo, 100 pL da suspenséo de células
foram coletados por filtragdo a vacuo em membranas Millipore (0.75 pum de
porosidade) previamente pesadas. ApOs a filtracdo, as membranas contendo as
células foram levadas a estufa de 80°C, por 24h e pesadas. O peso seco final foi

determinado pela média de todos os experimentos.
3.8.5 — Calculo da taxa de acidificacao extracelular

Com os resultados obtidos nos experimentos de acidificacdo foram tracados
gréaficos de pH vs tempo (minutos) e as taxas de bombeamento de H* . h . (g de

células)™ foram calculadas de acordo com a seguinte equacgao:

pmoles H" . ht . gt = Ay cm + AHCI cm x 60

Ax min x peso seco em g x volume da solucéo (50)

Onde:

a) Ay cm = variacdo de pH na presencga de glicose ou galactose;

b) AHCI cm = refere-se a variacdo de pH apds a adicdo de 1 umol H* (controle)
C) Ax min = tempo referente ha 1 minuto, convertido em escala.
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d) Multiplicou-se por 60 para converter o valor para hora.
e) Foi dividido pelo peso seco obtendo o resultado em gramas.

O resultado obtido com a equacao foi dividido por 1.000 j& que a extrusédo de
prétons foi apresentada em mmoles de H*. h™.g™ de célula.

3.9 — Atividade especifica da H" - ATPase

3.9.1 - Obtencéo da fragdo de membranas citoplasméticas para o estudo do
perfil de ativacdo da H' - ATPase

As células crescidas em meio YP foram coletadas por centrifugacdo a 3.750
rpm (Centrifuga Beckman GS-6R), por 5 minutos e lavadas duas vezes em tampéo de
incubacdo de células (MES 100 mM, pH 6.5 ajustado com Tris Base). ApOs a
centrifugacdo, 5 g dessas células foram coletadas em erlenmeyers contendo 32 mL do
mesmo tampdo e incubadas em banho Maria a 30° C, sob agitacdo moderada
constante (170 rpm), durante 10 minutos. A concentracao final foi de 75 mg/mL. Entéo,
5 mL dessa suspensao foram coletados e filtrados a vacuo, antes (tempo 0) e apés a
adicdo de 3 mL de glicose 1 M , concentracdo final 100 mM (tempos 2, 5, 10 e 20
minutos de incubacdo). A massa celular obtida nesta coleta foi congelada em
nitrogénio liquido e depois transferida para tubos de ensaio contendo 1.5 g de pérolas
de vidro (0.5 mm de diametro), 0.5 mL de tampé&o de extracdo (sorbitol 0.33 M, Tris 0.1
M, EDTA 5 mM, B Mercaptoetanol 1 mM, pH 8.0) e rompidas por agitacdo em vortex (3
ciclos de 90 segundos) com intervalos de resfriamento em gelo como descrito por
Becher dos Passos, J. e cols., (1992). Em seguida adicionou-se 1 mL do tamp&o de
extragdo e as células foram novamente homogeneizadas por mais 60 segundos.

A fracdo de membranas citoplasmaéticas foi obtida por centrifugacao fracionada
subsequente do homogenato. Inicialmente as células foram coletadas a 3.750 rpm
(1.000g) por 4 minutos. O sobrenadante resultante foi centrifugado a 30.000 rpm
(15.000g) por 30 minutos (centrifuga Beckman L7-65- rotor 55,2 Ti), o sedimento
obtido foi ressuspenso em 1 mL de tampéao glicerol (glicerol 20% Tris 10 mM , EDTA
0.1 mM, B Mercaptoetanol 1 mM, pH 7.5) e em seguida centrifugado em gradiente de
sacarose (3 mL de sacarose 53.5% + 6 mL de sacarose 43.5%) a 27.000 rpm
(1200.000g) por 2 horas (centrifuga Beckman L7-65-rotor SW 40 Ti). Na interface do
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gradiente foi coletada a fracdo contendo a membrana citoplasmética, esta, por sua
vez, foi diluida e homogeneizada em 10 mL de &gua mili-Q gelada. Em seguida,
centrifugou-se novamente a 27.000 rpm (100.000g) por 30 minutos (centrifuga
Beckman L7-65-rotor SW 40 Ti). O sedimento final foi ressuspenso em 300 uL de
tampao glicerol sendo utilizado para a determinacdo da atividade especifica da H*-
ATPase (Becher dos Passos, J. e cols., 1992).

3.9.2 — Ensaio da atividade ATPésica

A determinagdo da atividade da H*-ATPase de membrana citoplasmatica foi
realizada utilizando-se aproximadamente 40 ug de proteinas (40 uL da suspenséo de
membranas) em um volume final de 250 uL de tampéo de incubacdo da atividade
(Hepes 50 mM, NaNs; 10 mM que inibe ATPase mitocondrial e molibdato de aménio 5
mM, pH 6.5) contendo MgCl, 1 mM final. Esta mistura foi pré-incubada por 10 minutos
a 30°C em banho Maria. Em seguida, iniciou-se a reacéo pela adicdo de ATP 25 mM
para uma concentracdo final de 2 mM. A reacéo foi interrompida apos 10 minutos com
a adicao de 250 pL de acido tricloroacético (TCA) 10% (p/v). Imediatamente a seguir
foram adicionados 450 uL de molibdato de aménio 5 mM em HCI 0.8 N (para fixar o
fosfato liberado durante a reacdo de hidrélise de ATP), e 50 uL do reativo de cor
(ANSA 1 mg, Na,SO3 20 mg , Na,S,0s 600 mg , agua g.s.p.4 mL). Apés 30 minutos a
temperatura ambiente procedeu-se a leitura. As absorbancias a 720 nm foram obtidas
em um espectrofotdbmetro (Beckman DU-68) (Becher dos Passos, J. e cols.,1992).
Como padréo utilizou-se uma solucdo de NagHPO,,

A atividade especifica expressa em umoles Pi/min./mg proteina foi calculada

por meio da seguinte equacao:

—

-~
Abs. 720nm —a; | x4 x62.5

Ativ.enz.especifica (umoles Pi. min™ . mg™) = b,
= — x 1000
— ~

Abs. 546nm —a, |x 20 x10

b,
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Sendo que:

a) Abs. 720nm = Valor da absorbancia relativa a hidrélise de ATP.
b) a; = Intercepto da curva padrédo de fosfato.
C) b; = Inclinag&o da curva padréo de fosfato.

d) 4 = Fator de corre¢cédo (ug fosfato/ 250uL — pg fosfato/mL) desde que a
proteina foi expressa em mg/mL.
e) 6.25 = Fator de diluicdo da amostra (40 uL da amostra diluidos para 250 uL

final do tamp&o de incubacéo).

f) Abs. 546nm = Valor em absorbancia referente a dosagem de proteina.

s)) a, = Intercepto da curva padrao de proteinas.

h) b, = Inclinacdo da curva padréo de proteinas.

i) 20 =Fator de diluicdo da amostra para dosagem de proteinas (20uL da amostra

+ 380 pL de agua).
i) 10 = Tempo de reacgéo.

As dosagens foram feitas em duplicata com no minimo trés culturas diferentes.

3.9.3 - Dosagem de proteinas

A dosagem de proteinas foi feita de acordo com o método de Lowry modificado

(Lowry, O. H. e cols., 1951), utilizando soro albumina bovina como padréo.

3.10 — Atividade Ca"™-ATPasica especifica

3.10.1 — Obtencéo da fracdo de membrana subcelular para o estudo do perfil de

atividade da Ca™ — ATPase vacuolar, Pmci1p

Para o fracionamento celular utilizou-se o protocolo descrito por Becherer, K. A.
e cols. (1996), com algumas modificacdes. As células foram crescidas em 500 mL de
meio YP glicose 2%, até a fase logaritmica (DOgoonm = 1.0), coletadas por
centrifugacédo a 3.750 rpm e ressuspensas em 50 mL de tampéo Tris-HCI 200mM, pH
8.0; EDTA 20mM, 1% de B-Mercaptoetanol, NaN; 5mM e NaF 5mM. Ap6s uma

incubacdo de 10 minutos, a 30°C, as células foram coletadas por centrifugacao,
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ressuspensas em 50 mL de meio para esferoplastos (meio sintético contendo sorbitol
1M, NaN; 5mM e NaF 5mM) suplementado com liticase (Sigma) 0.3 mg/mL e
procedeu-se nova incubacdo a 30°C por 30 minutos. Posteriormente as células foram
resfriadas no gelo e lavadas duas vezes com meio para esferoplastos gelado; para
garantir a integridade das proteinas obtidas no fracionamento, as células
permaneceram a 4°C em todos os passos subsequentes.

Os esferoplastos produzidos foram lisados em 4-6 mL de tampao hipo-
osmdtico gelado (Tris-HCI 50mM, pH 7.5, sorbitol 200mM e EDTA 1mM) acrescido do
inibidor de proteases PMSF 1mM (phenylmethylsulphonyl fluoride), através de
desrupcgdo ultra-sdnica (em sonicador Sonic Dismembrator model 500 — Fisher
Scientific) com 4 pulsos de sonicagao de 10 segundos, com 10 segundos de intervalo
em gelo, entre cada pulso. O lisado celular foi centrifugado subsequentemente a 5009
(por 5 minutos), 13.000g (10 minutos) e 100.000g (60 minutos). O precipitado final foi
ressuspenso em 2 mL de tampao hipo-osmético (acrescido de PMSF), e adicionado no
topo de um gradiente de sacarose. Todas as solu¢cfes de sacarose que compunham o
gradiente foram feitas na porcentagem (p/p) com sacarose ultrapura em HEPES-KOH
10 mM, pH 7.6, EDTA 1mM, sorbitol 0.8M e o gradiente foi gerado usando os
seguintes passos: 1.5 mL 60%, 1.0 mL 37%, 1.5 mL 34%, 2.0 mL 32%, 2.0 mL 29%,
15 mL 27% e 1.0 mL de sacarose 22%. ApOs centrifugagdo em rotor SW40Ti
Beckman a 170.000g por 17 horas, fracdes de 0.6 mL foram coletadas a partir do topo

(um total de 20 frac¢des foi obtido).

3.10.2 - Identificagéo das fracdes contendo membrana subcelular de vacuolo

Segundo resultados apresentados por Lisman, Q. e cols. (2004), em um
fracionamento de membrana subcelular, a membrana de cada organela aparece em
maior propor¢do em uma faixa continua e especifica de fracoes.

Diante destes relatos e tendo em vista que a proteina de interesse encontrava-
se na membrana do vacuolo, foi realizado um ensaio de atividade ATPasica (item
3.8.2), na presenga ou nao de 500 uM de CaCl, (concentracado final) com cada uma
das 20 fracBes isoladamente. As fracGes selecionadas foram submetidas também a
um novo ensaio de atividade na presenga de 500 uM de CaCl, acrescidos de 2mM,
final, do quelante EGTA.
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Ao final, passou-se a utilizar entdo, o mix das fragbes 15, 16 e 17, para a
obtenc&o dos niveis de atividade da Ca®*-ATPase vacuolar, Pmc1p. Optou-se pelo mix
nos ensaios para eliminar possiveis interferéncias devido a diferengas na migracéo da

suspensdo de membrana subcelular durante o fracionamento.

3.10.3 — Ensaio da atividade Ca*" - ATPAasica

A determinacado da atividade da Ca?" - ATPase vacuolar, Pmc1lp, foi realizada
utilizando-se basicamente a mesma reacao descrita no item 3.8.2 (Becher dos Passos,
J. e cols. 1992). O mix da suspensdo de membranas de vacuolo purificadas foi
adicionado ao tampé&o de incubacdo da atividade (Hepes 50 mM, NaN; 10 mM que
inibe ATPase mitocondrial e molibdato de aménio 5 mM, pH 6.5) contendo MgCl,1 mM
final. A reacdo iniciou-se com a adi¢cdo de ATP (2 mM final) ap6s uma pré-incubagéo
de 10 minutos, a 30°C com CacCl, (concentracao final de 500uM) ou CaCl, (500 uM)
mais EGTA (2mM final). Ap6s 10 minutos a adi¢cdo de 250 pL de acido tricloroacético
(TCA) 10% (p/v) interrompeu a reacgéo e 450 uL de molibdato de amdnio 5 mM em HCI
0.8 N foram usados para fixar o fosfato liberado durante a reacdo de hidrélise do ATP.
A mistura de reagdo contendo 50 pL do reativo de cor (ANSA 1 mg, Na,SO3; 20 mg,
Na,S,0s 600 mg, agua d.s.p. 4 mL) foi incubada por 30 minutos e entdo as
absorbancias a 720 nm foram obtidas em um espectrofotdmetro (Beckman DU-68).

A atividade ATPasica expressa em umoles Pi/min./mg proteina foi calculada
com a mesma equacgdo utilizada no item 3.6.2. Ao fim, para obtencdo da atividade
Ca®" - ATPasica, especifica, os valores obtidos na reacdo contendo CaCl, + EGTA,
foram subtraidos daqueles obtidos para as reacdes que aconteceram apenas ha
presenca do CacCl,. Esse procedimento foi realizado para eliminar possiveis atividades
contaminantes de outras ATPases que ndo a de interesse. A dosagem de proteinas

das amostras foi feita como no item 3.6.3
3.11 — Andlise estatistica
As andlises estatisticas foram feitas pelo método t de Student. As médias e os

desvios padréo estédo indicados em cada Figura e/ou Tabela. Todos os experimentos

foram realizados em triplicata.
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3.12 — Niveis de céalcio celular total
3.12.1 — Medida do céalcio celular total

A determinagédo do célcio celular total foi realizada basicamente como descrito
por Miseta, A. e cols. (1999). As células de levedura crescidas em YP glicose ou YP
galactose, até a fase exponencial, foram coletadas por centrifugacdo a 3.750 rpm por
5 minutos. O precipitado celular foi lavado com YP fresco e transferido para tubos de
microcentrifuga previamente pesados. Os tubos foram centrifugados a 13.000 rpm por
5 minutos, o sobrenadante foi removido e as células foram centrifugadas mais uma
vez para retirada do meio residual. Os tubos foram novamente pesados para
determinar o peso Umido e logo depois o precipitado celular foi colocado para secar
em Sistema SpeedVac Savant. Posteriormente, os tubos foram pesados para que
fosse possivel determinar o peso seco de células. Adicionou-se aos tubos uma
solucdo de HCI 1M, a suspensdo foi homogeneizada por agitacdo em vortex e
incubada por pelo menos 24 horas, sob agitagdo constante. Em seguida, cada
amostra foi centrifugada a 13.000 rpm por 5 minutos. Coletou-se entdo 1 mL do
sobrenadante, que foi transferido para tubos de 15 mL e diluido cinco vezes em
solucdo de HCI 1M. O contetdo de calcio das amostras foi medido por Absorcdo
Atdmica em um espectrofotdmetro Varian AA-20. Uma solucédo padrdo de Ca* com

concentracéo de 1 ug/mL foi utilizada.

3.12.2 — Determinacao do célcio celular total

Na determinagdo dos niveis de calcio celular total foi utilizada a equacgéo

matematica descrita a seguir:

Ca®" (mmoles/ kg de massa seca) = Leitura x (5 x 10'3)1
40

X 1000

P.S
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a)
b)

d)

Sendo que:

Leitura = quantidade de calcio expresso em mg/L.

P.S. = valor do peso seco em kg.

5x 10 = volume da aliquota de célcio em litros.

40 = quantidade de Ca** (em mg) presente em 1 mmol do mesmo (peso
molecular).

1000 = fator de correcdo desde que o conteudo de calcio foi expresso em

mmoles/kg de célula.

3.13 — Monitoramento in vivo da concentragcao de célcio citosdlico livre

Para a medida da concentracé@o de célcio citosolico livre foi utilizado o método
da Aequorina (Tisi, R. e cols., 2002). As cepas analisadas foram transformadas (itens
3.5.1 e 3.5.2) com o plasmideo contendo o gene que codifica para a apoaequorina,
sob regulacdo do promotor ADH1. Os plasmideos foram obtidos com base na familia
de vetores de expressao de leveduras, oito séries pVT, construida e caracterizada por
Vernet, T. e cols. (1987). Dois plasmideos foram utilizados nestas transformacdes, o
pVTU-AEQLl e o pVTW-AEQL, sendo que a Unica diferenca entre eles deve-se ao
marcador auxotréfico presente em cada um dos mesmos, URA3 e TRP1,
respectivamente. Diante disso, o critério utilizado para a escolha do plasmideo em
cada uma das transformac6es foi a compatibilidade do gendtipo das cepas com cada
um dos vetores. Os plasmideos pVTU-AEQ1l e pVTW-AEQ foram gerados pela
insercédo do fragmento do gene AEQL obtido com PCR do vetor pYX212-AEQ (Tisi, R.
e cols., 2002).

Para o experimento de monitoramento, as células foram pré-inoculadas em 5
mL de meio YP glicose, a 30°C sob agitacdo constante de 200 rpm (Incubador
Rotatério New Brunswick Model G25) até a fase exponencial (5-6 X 10°). Apdés serem
coletadas por centrifugagéo (3.750 rpm por 5 minutos) e lavadas trés vezes com agua
mili-Q, as células foram ressuspensas em 0.1M de tampao MES/Tris, pH 6.5, a uma
densidade de 1 X 10® células/mL e procedeu-se a incubacéo para esgotamento dos
nutrientes (por 90 minutos, a temperatura ambiente). Em seguida as células foram
centrifugadas a 3.750 rpm por 2 minutos e ressuspensas entdo no mesmo tampao,

desta vez a uma densidade de 2.5 X 10° cels/mL.
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Na etapa seguinte, 50 yM de coelenterazina (Sigma; solugdo estoque de
1ug/uL dissolvidos em metanol) foram adicionados a 30 pL da suspensao de células e
as mesmas foram incubadas por 20 minutos & temperatura ambiente, no escuro. Este
procedimento é essencial para a reconstituicdo da aequorina funcional. Para remover
0 excesso de coelenterazina as células foram lavadas trés vezes com tamp&do MES
0.1M pH 6.5 (200 pL para cada lavagem) com centrifugacédo de 2 minutos a 6.000 rpm.
No procedimento de preparo das amostras para leitura em luminémetro Berthold
Lumat LB 9501/16 as células foram ressuspensas em 500 yL do mesmo tampdao
citado anteriormente (5 X 10’ cels/mL) e entdo transferidas para um tubo de
lumindmetro. Para medir a elevagdo do célcio citosdlico (sinal de célcio) induzida por
glicose (100 mM final) a luminescéncia emitida foi monitorada em intervalos de 10 s,
por 1 min, antes do estimulo. E apés a adi¢cdo do acucar, por pelo menos 6 minutos.
Os dados obtidos foram transferidos e analisados em computador acoplado ao

eguipamento.

3.13.1 — Monitoramento in vivo da concentracdo de calcio citosélico livre na

presenca de EGTA

Para o estudo do efeito do EGTA (Ethylene Glycol-bis (B-Aminoethyl Ether) —
N’-N’-N’-N’-Tetracetic Acid) sobre a elevacdo dos niveis de calcio citosélico livre,
utilizou-se uma solugéo estoque de EGTA 180 mM, em tamp&o MES/Tris 0.1M pH 6.5.
A uma suspensédo de células, preparada como descrita no item 3.11, adicionou-se o
guelante, a uma concentragdo final de 12 mM e a suspensao foi homogeneizada por 5
minutos antes de ser submetida ao pulso de glicose. Para a leitura e 0 monitoramento
das amostras entdo, procedeu-se da mesma forma descrita para as células que nao

foram incubadas com o quelante (item 3.11).

3.13.2 — Monitoramento in vivo da concentracdo de calcio citosélico livre na

presenca de 2-APB
Para o estudo do efeito do inibidor 2-APB, sobre a elevacdo dos niveis de

calcio citosdlico livre, utilizou-se uma solucao estoque de 2-APB 500 mM, em DMSO.

A uma suspensao de células, preparada como descrita no item 3.11, adicionou-se a
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droga, a uma concentracdo final de 50 yM e a suspenséao foi homogeneizada por 30
segundos antes de ser submetida ao pulso de glicose. Para a leitura e o

monitoramento das amostras procedeu-se da forma descrita no item 3.11.
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4 — Resultados

4.1 - Envolvimento da captacdo do calcio extracelular no processo de ativacao,

induzido por glicose, da H" - ATPase de membrana citoplasmatica

A H*- ATPase constitui a principal e mais abundante proteina presente na membrana
citoplasmética de fungos (Portillo, F., 2000 e Ambesi, A. e cols., 2000) e diante do fato
de que esta enzima possui uma meia vida relativamente longa (Benito, B. e cols.,
1991) é possivel sugerir que os fatores regulatérios mais importantes ocorram através
de mecanismos pés- transcricionais.

Brandao, R. L. e cols.. (1994) e Coccetti, P. e cols. (1998) sugeriram o envolvimento
de uma via do tipo fosfatidilinositol neste processo, e Souza, M. A. A. e cols. (2001)
comprovaram a participacéo da proteina quinase C (Pkclp) na ativagédo induzida por
glicose, da H*-ATPase de membrana.

Trabalhos realizados em nosso laboratério (Trépia, M. J. M. e cols., 2006 e Pereira, M.
B. e cols., 2008) evidenciaram a importancia da mobilizacao de ions calcio na ativagéo
da H'- ATPase e trés importantes observacdes ajudam a reforcar a hipétese desta
relacdo: Ansari, K. e cols.., (1999) demonstraram que a proteina G Gpa2p parece
estar ligada a fosfolipase C em leveduras; neste mesmo ano Kraakman, L. e cols.
relataram que o receptor Gprlp esta acoplado a Gpa2p, o que fortalece a ideia da
existéncia de um complexo trimérico; e ainda, em 2002, foi evidenciado por Tisi, R. e
cols., o envolvimento de tal complexo na captacdo de calcio extracelular, induzida por
glicose.

Tropia, M. J. M. e cols., (2006) demonstraram uma forte relagéo entre a disponibilidade
de calcio extracelular, o sinal de célcio induzido por glicose e a ativacdo da H*-ATPase
de membrana citoplasmatica em leveduras, porém detalhes de como se da esta
relagé@o, ndo foram ainda elucidados.

Diante disso, investigamos inicialmente o real envolvimento do célcio
extracelular no processo de ativacdo, induzido por glicose, da H*- ATPase de
membrana citoplasmatica. Diante do fato de que trés genes que codificam para
proteinas envolvidas na captacdo de célcio ja foram descritos: MID1, FIG1 e PDR5
(lida, H. e cols.., 1994; Locke, E. G. e cols., 2000; Muller, E. M. e cols., 2001 and 2003;

Tutulan-Cunita, A. C. e cols., 2005), foram realizados experimentos de medida da taxa
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de extrusdo de prétons nas cepas mutantes com delecdo em cada um destes genes
(cepas mid1A, fig1A e pdr5A). Para tanto, as células foram crescidas em meio rico
(YP) suplementado com glicose ou galactose, suspensas em tampao, e entdo
submetidas a re-adi¢éo de glicose ou galactose.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 1, a captacao de célcio,
mediada por estes transportadores, parece ndo ser requerida para a ativacao induzida
por aglicar da H*-ATPase de membrana ja que a taxa de efluxo de prétons, induzida
tanto por glicose quanto por galactose, observada nos mutantes, foi comparavel
aguela observada na cepa selvagem correspondente (p>0.05).

Nestas mesmas cepas, através de um ensaio de aequorina, foi avaliado o sinal
intracelular de calcio induzido por glicose, a resposta “TECC”. E possivel observar que
a auséncia de qualquer um dos transportadores analisados ndo comprometeu a
elevagéo dos niveis de célcio citosolico apds a adi¢éo de glicose 100 mM (Figura 11).
Apesar do fato de que o mutante figiA apresentou o seu pico de luminescéncia
somente apds pouco mais de um minuto que este pico j4 havia sido alcancado na
resposta da cepa selvagem correspondente, e do pequeno atraso observado no
mutante mid14, de acordo com o perfil de luminescéncia relativa, uma clara indugéo

do sinal de célcio esteve presente em todos 0s casos.
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Tabela 1 — Efeito da adicdo de acUcares (glicose ou galactose 100 mM) sobre a
extrusdo de prétons, em uma cepa selvagem de Saccharomyces cerevisiae (BY4741)

e seus mutantes midl4, figla e pdr5A4.

“Background” | Fonte de Induc&o Cepa [mmol H".h™(g cel.) 7]
crescimento
Glicose Glicose 0.883 + 0.069
Galactose 0
Selvagem
Galactose Glicose 0.451 + 0.031
Galactose 0.259 + 0.016
Glicose Glicose 0.809 + 0.099
Galactose 0
mid1A
Galactose Glicose 0.532 + 0.063
Galactose 0.226 + 0.011
BY4741
Glicose Glicose 0.820+0.113
Galactose 0
fig1A
Galactose Glicose 0.475 + 0.050
Galactose 0.202 + 0.022
Glicose Glicose 0.946 + 0.087
Galactose 0
pdrbA
Galactose Glicose 0.483 + 0.036
Galactose 0.213 +0.014

As médias mostradas sdo estatisticamente similares aquelas apresentadas pela cepa

selvagem (p> 0.05).
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Figura 11 — Sinal de calcio induzido por glicose em cepas Saccharomyces cerevisiae:
selvagem BY4741; mid14; figiA e pdr5A. Células expressando apoaequorina,
tratadas com coelenterazina, foram incubadas por 90 minutos, a temperatura
ambiente, para esgotamento de todos os nutrientes. Entdo, glicose 100 mM
(concentracéo final) foi adicionada no tempo zero e a bioluminescéncia foi monitorada

por 10 minutos.
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Diante dessas observacdes, foram construidos duplos mutantes com delecbes
nos genes que codificam para dois dos transportadores de célcio presentes na
membrana plasméatica. Nas cepas mutantes fig1A e pdr5A, realizou-se a interrupcao
génica de MID1. Observamos entdo, que para as trés andlises realizadas; taxa de
extrusdo de protons (Tabela 2), atividade ATPasica (Figura 12 — painel A) e medida do
sinal de célcio (Figural2 — painel B), todas induzidas por glicose, a dupla delecéo ndo
acarretou nenhuma reducéo ou inibicao das respostas.

O mutante fig1Amid1A e apresentou niveis de acidificacdo extracelular,
ativacdo da H'-ATPase e resposta “TECC”, comparaveis agueles observados na
selvagem correspondente e nos mutantes Unicos (Tabela 1 e figura 11). Apesar de
apresentar uma resposta normal, o pequeno atraso no pico do sinal de célcio
observado na cepa fig1A se repetiu quando esta medida foi realizada no duplo.

No que diz respeito ao duplo mutante pdr5Amid1A, somente quando
realizamos a medida da taxa de extrusdo de prétons o mesmo apresentou uma
resposta levemente maior do que o observado na selvagem, porém, como O NOSSO
interesse era investigar o comprometimento das respostas, essa diferenca néo foi
considerada (Tabela 2).
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Tabela 2 — Efeito da adi¢cao de glicose 100 mM, sobre a extrusdo de prétons, em uma
cepa selvagem de S. cerevisiae (BY4741) e seus duplos mutantes figldmidla e

pdr54mid1A4.
“Background” | Fonte de Inducéo Cepa [mmol H .h™*(g cel.) ]
crescimento
Selvagem 0.883 + 0.069
BY4741 Glicose Glicose fig1Amid1A 0.842 +0.168
pdr5Amid1A 1.083 + 0.089*

%A média mostrada é estatisticamente diferente daquela apresentada pela cepa selvagem

(p< 0.05).
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Figura 12 — Atividade enzimatica (em %) da H'-ATPase de membrana citoplasmatica
(Painel A) e sinal de calcio (Painel B) em células de S. cerevisiae crescidas em
glicose: cepas, selvagem BY4741 e mutantes figlAamidlA4 e pdr54amidl4, antes (tempo

zero) e apos a indugdo com 100 mM de glicose.
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4.2 - Relacao entre a sinalizacdo intracelular de ions célcio e a ativacao, induzida

por glicose, da H" - ATPase

Temos demonstrado nos ultimos anos (Tropia, M. J. M. e cols., 2006; Pereira,
M. B. e cols., 2008), fortes evidéncias da importante relacdo entre o metabolismo do
célcio e a ativacdo, induzida por glicose, da H*-ATPase de membrana citoplasmatica.
Diante do fato de que a regulacdo da homeostase de cdlcio constitui uma rede
complexa e por isso muito estudada, é necesséario elucidar os eventos e o0s
componentes de interacdo que existem entre essa sinalizacdo e a nossa via de

estudo.

4.2.1 - Sinalizagado do fosfatidilinositol em leveduras e a indugéo, desencadeada
pela presenca de glicose, da H" - ATPase de membrana citoplasmatica

A participagdo de uma via do tipo fosfatidilinositol no processo de ativagéo,
induzida por glicose, da H*- ATPase de membrana citoplasmatica, j& foi demonstrada
em varios estudos (Brandao, R. L. e cols., 1994; Coccetti, P. e cols., 1998 e Souza, M.
A. A. e cols., 2001). Conforme descrito em modelos eucariotos mais evoluidos, a
hidrélise do fosfatidilinositol mediada pela fosfolipase C gera duas importantes
moléculas: o diacilglicerol e o inositol-1,4,5-trifosfato (IPs) (Noh, D. Y. e cols., 1995).

Em mamiferos o IP; é responsavel por estimular a mobilizacéo de célcio a partir
de compartimentos intracelulares. Tisi, R. e cols., em 2004, relataram um papel para
este derivado de fosfolipidios no metabolismo do célcio em S. cerevisiae, pois
demonstraram que a delecdo do gene que codifica para a quinase responsavel por
converter o IP; a IP, e IPs (0 gene ARG82), gera uma elevacgdo dos niveis de IP; e um
aumento significativo da sinalizacdo intracelular de célcio, mediada por Plclp. Os
resultados obtidos por Tropia, M. J. M. e cols., (2006), demonstram claramente que na
auséncia de Plclp uma reducdo significativa da ativacdo da H*- ATPase pode ser
observada, ao passo que na auséncia da quinase Arg82p esta ativacdo é fortemente
intensificada.

Para elucidar o verdadeiro papel dessa interrupcdo génica da quinase Arg82p,
avaliamos o fenotipo de um duplo mutante arg82Aplc1A. Nossos resultados

demonstram que a auséncia da fosfolipase C reverte a intensificacdo das respostas
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apresentadas pelo mutante arg82A (p<0.05), indicando que o comportamento desta
cepa é consequéncia do acumulo de IP; mediando um aumento dos niveis de calcio
citosdlico livre. Na tabela 3 € possivel observar que a taxa de extrusédo de prétons do
duplo mutante é semelhante aquela observada na cepa plc1A (p>0.05). E importante
salientar que na auséncia da fosfolipase C ndo ha hidrélise do PIP, e, portanto a
producdo de IP; na célula esta comprometida e os niveis desta molécula estdo muito
baixos.

O monitoramento de um sinal de célcio expressivo induzido por glicose,
também foi realizado para os trés mutantes (arg824, plc1A e arg82Aplc1A) e o mesmo
perfil de resposta foi encontrado. Na figura 13 esté claro que o sinal exacerbado obtido
no mutante que acumula IP3;, € abolido quando a producdo deste sinalizador é

reduzida pela dele¢&o do gene PLCL1.
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Tabela 3 — Efeito da adi¢cao de glicose 100 mM, sobre a extrusdo de prétons, em uma
cepa selvagem de S. cerevisiae (PJ69-2a) e seus mutantes arg824, plclAa e

arg824plclA.
“Background” | Fonte de Inducéo Cepa [mmol H .h™*(g cel.) ]
crescimento
Selvagem 0.426 + 0.042
arg824A 0.887 + 0.124a°
PJ69-22 Glicose Glicose
plc1A 0.129 + 0.013°
arg82Aplc1A 0.198 + 0.081a"

®As médias mostradas sdo estatisticamente diferentes daquela apresentada pela cepa

selvagem.

®As médias sdo estatisticamente diferentes entre si.
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Figura 13 — Sinal de calcio induzido por glicose em cepas S. cerevisiae: selvagem
PJ69-2a; arg824, plcla e arg824plclA. Células expressando apoaequorina, tratadas
com coelenterazina, foram incubadas por 90 minutos, a temperatura ambiente, para
esgotamento de todos os nutrientes. Entéo, glicose 100 mM (concentragéo final) foi

adicionada no tempo zero e a bioluminescéncia foi monitorada por 10 minutos.
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4.2.2 - Envolvimento do canal TRP de membrana vacuolar, Yvclp, na ativacao

induzida por aglicar da H*- ATPase de membrana citoplasmatica

Em células de levedura j4 se sabe que os fosfolipidios sdo sintetizados no
reticulo endoplasmatico (Kohlwein, S. D. e cols.. 1996), através de mecanismos
altamente conservados em eucariotos (Athenstaedt, K. & Daum, G., 1997 e
Athenstaedt, K. e cols., 1999), mas o envolvimento do metabolismo do fosfatidilinositol
na sinalizacdo de célcio neste organismo ainda esta pouco elucidado. A possivel
relacdo do acimulo de IP; descrito, com a elevacdo dos niveis de Ca*® ndo esta bem
estabelecida, j& que no genoma de leveduras ndo foi encontrado nenhum receptor
para IPs, homodlogo, aquele encontrado em mamiferos (Wera, S. e cols., 2001). Dentre
as varias questdes importantes nesta provavel via de sinalizacdo, ndo esta claro se os
compartimentos de estoque de calcio sdo sensiveis a presenca desta molécula
sinalizadora e se, para responder a tal sensibilidade, eles apresentam algum receptor
para o inositol-1,4,5- trifosfato.

Mais recentemente um transportador de calcio intracelular foi identificado na
membrana do vacuolo. O Yvclp é um homologo dos canais receptores de potencial
transiente (TRPS) presentes em células animais. Sabe-se que esta organela constitui o
principal compartimento de estoque de célcio em leveduras e sendo assim a
identificacdo deste canal como liberador de calcio vacuolar em S. cerevisiae faz-se um
achado muito importante. Pouco se sabe sobre as funcdes fisioldgicas desta proteina,
mas acredita-se que ela seja induzida por concentracées micromolares de célcio livre
no citoplasma, por mudancas no gradiente da membrana vacuolar e ainda em
resposta a hiperosmolaridade (Palmer, C. P. e cols., 2001; Denis, V. & Cyert, M. S.,
2002 e Zhou, X. L. e cols., 2003).

Diante destes achados decidimos investigar um hipotético envolvimento desta
proteina, Yvclp, no sinal de célcio e na ativacdo da H' - ATPase de membrana,
ambos induzidos por glicose. De acordo com os dados apresentados na tabela 4 a
taxa de efluxo de prétons, induzida tanto por glicose quanto por galactose, esta
comprometida quando o gene que codifica para o Yvclp estad ausente, ja que nestas
condi¢Bes os niveis de acidificacao extracelular sdo muito menores (menos de 50%)

do que aqueles obtidos na cepa selvagem correspondente (p<0.05). Na figura 14,
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painel A, é possivel observar que a ativacdo da ATPase induzida por glicose, foi
também significativamente reduzida no mutante yvc1A . Quando medimos o sinal de
calcio pelo método da aequorina, o mesmo perfil se repetiu claramente (figura 14 —
painel B), ou seja, sem o Yvclp, ha um comprometimento da resposta “TECC”
induzida por glicose.

Considerando que a sinalizacdo de calcio mostrou-se sensivel ao acumulo de
IP; e também & auséncia do canal liberador do Ca*™ estocado no vactolo, o Yvclp;
propusemos uma possivel relacdo entre este canal e a molécula sinalizadora, IP3.
Nesta interacdo, o Yvclp poderia ser o transportador sensivel ao inositol-1,4,5-
trifosfato e sua atividade seria diretamente proporcional ao aumento significativo dos
niveis de IP; no citoplasma. Isto entdo acarretaria uma elevagédo dos niveis de célcio
citosolico, ou seja, uma ativagéo da resposta “TECC”.

Para analisarmos a relevancia desta hipotese, utilizamos um duplo mutante
arg82Ayvci1A e que a delecdo do gene que codifica para o Yvclp comprometeu as
respostas obtidas com a dele¢do de ARG82 quando analisamos o perfil de ativacéo da
H*-ATPase e medimos o sinal de célcio citosdlico livre, ambos apds a inducdo por
glicose 100 mM.

Na Tabela 5 a drastica reducéo dos niveis de bombeamento de prétons pode
ser observada para o duplo mutante em comparacdo ao mutante arg824A (p<0.05). No
monitoramento da inducgédo, por glicose, de uma resposta “TECC” o sinal foi bastante
reduzido no duplo mutante arg82Ayvc1A ja que uma baixa elevacdo da

bioluminescéncia basal foi observada apés a adi¢ao do agucar (figura 15).
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Tabela 4 — Efeito da adicdo de agucares (glicose ou galactose 100 mM) sobre a
extrusdo de prétons, em uma cepa selvagem de Saccharomyces cerevisiae (PJ69-2a)

e 0 mutante yvclA.

“Background” | Fonte de Inducéo Cepa [mmol H .h™*(g cel.) ]

crescimento

Glicose Glicose 0.426 + 0.042
Galactose 0

Selvagem

Galactose Glicose 0.292 + 0.031

Galactose 0.219 + 0.016
PJ69-22

Glicose Glicose 0.201 + 0.073°

Galactose 0
yvclA

Galactose Glicose 0.162 + 0.023°

Galactose 0.102 + 0.011°

®As médias mostradas sdo estatisticamente diferentes daquelas apresentadas pela cepa

selvagem (p< 0.05).
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Figura 14 — Atividade enzimatica (em %) da H'-ATPase de membrana citoplasmatica
(Painel A) e sinal de calcio (Painel B) em células de S. cerevisiae crescidas em
glicose: cepas selvagem PJ69-2a e mutante yvclA, antes (tempo zero) e apls a

inducdo com 100 mM de glicose.
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Tabela 5 — Efeito da adicéo de glicose 100 mM, sobre a extrusdo de prétons, em uma
cepa selvagem de S. cerevisiae (PJ69-2a) e seus mutantes arg824, yvclAa e

arg824yvclA.
“Background” | Fonte de Inducéo Cepa [mmol H .h™*(g cel.) ]
crescimento
Selvagem 0.426 + 0.042
arg824A 0.887 + 0.124a°
PJ69-22 Glicose Glicose
yvc1A 0.201 + 0.073°
arg82Ayvc1A 0.366 + 0.119"

%A média mostrada é estatisticamente diferente daquela apresentada pela cepa selvagem

(p<0.05).

®As médias mostradas sdo estatisticamente diferentes entre si (p< 0.05).
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Figura 15 — Sinal de calcio, induzido por glicose, em cepas S. cerevisiae: selvagem
PJ69-2a, arg824, yvclA e arg824yvclA. Células expressando apoaequorina, tratadas
com coelenterazina, foram incubadas por 90 minutos, a temperatura ambiente, para
esgotamento de todos os nutrientes. Entédo, glicose 100 mM (concentragéo final) foi

adicionada no tempo zero e a bioluminescéncia foi monitorada por 10 minutos.
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Os IPs, inositois polifosfatos, sdo moléculas sinalizadoras constituintes da via
de sinalizac&o do inositol, que por sua vez, representa um dos maiores mecanismos
geradores de respostas celulares as condicdes do meio externo (Berridge, M. J.,
1984).

Em células de mamiferos, a fosfolipase C hidrolisa o PI(4,5)P, presente na
membrana citoplasmatica em dois componentes DAG e IPs;. O primeiro permanece na
membrana e serve como mensageiro secundario para ativacdo da proteina quinase C
ao passo que o IP; também atua como mensageiro secundario, mas, para a
mobilizacdo de Ca™ a partir de estoques intracelulares (Kaibuchi, K. e cols., 1986;
Wera, S. e cols., 2001). Ainda que todos esses componentes estejam presentes
também em células de leveduras, a via na qual eles interagem ainda permanece
obscura e vérios estudos tém buscado compreendé-la.

O 2-aminoethoxydiphenyl borato (2-APB) tem sido usado para provar o
envolvimento dos receptores de IP; na sinalizacdo de célcio, pois dentre os
antagonistas da sinalizacao de fosfoinositois permeéveis a membrana, este constitui
um dos mais eficientes (Bootman, M. D. e cols., 2002). Embora existam varios
exemplos de 2-APB inibindo a sinalizagdo de célcio em células intactas, seu
mecanismo de acdo nao esta claro. Maruyama, T. e cols. (1997), demonstraram que a
liberacdo de calcio induzida por IP; é inibida pelo 2-APB através de um mecanismo
concentragdo-dependente. De acordo com relatos da literatura, geralmente as
concentracdes de 2-APB utilizadas para uma inibicdo efetiva do sinal de calcio
encontram-se na faixa de 1 a 100 pM (Maruyama, T. e cols., 1997; Ascher-Landsberg,
J. e cols., 1999; Silverman-Gauvrila, L. B. & Lew, R. R., 2001 e Pal, M. e cols., 2001).

Dentro deste contexto, e ainda buscando elucidar o envolvimento da
sinalizacdo de célcio, via IP; ou ndo, na ativacéo, induzida por glicose, da H*-ATPase,
decidimos avaliar um possivel efeito deste composto sobre o metabolismo de calcio
em células de levedura e consequentemente, seus efeitos sobre o processo de
ativagdo aqui estudado. Para uma analise inicial destes efeitos uma cepa selvagem foi
submetida ao pulso de 50 uM (concentracgéo final) de uma solucéo de 2-APB, antes da
indugcdo com glicose 100 mM, e a variagdo do pH extracelular foi acompanhada por 6
minutos. Os resultados apresentados na figura 16 demonstram que a presenca do
inibidor para receptores de IP;, ocasionou uma reducdo significativa dos niveis de

extrusdo de prétons na cepa selvagem PJ69-2a (p<0.05).
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Diante deste efeito observado, avaliamos também a resposta do mutante
arg82A e do duplo mutante arg82Ayvc1A. Pudemos notar entdo, que na cepa com
acumulo de IPs, a arg82A, a presenca do 2-APB resultou em uma queda na taxa de
bombeamento de prétons e que esta reducdo foi estatisticamente significativa
(p<0,05). Ja no duplo mutante, este inibidor ndo teve nenhum efeito e as células
responderam da mesma forma tanto na presenca quanto na auséncia do mesmo
(p>0.05) (figura 16).

Posteriormente, o efeito deste modulador foi analisado nestas diferentes
células quanto ao sinal de calcio induzido por glicose. Novamente, 0 mesmo efeito
inibidor observado na taxa de bombeamento de prétons na cepa selvagem, se repetiu.
A pré-incubacdo com o 2-APB também resultou em uma queda nos niveis de resposta
“TECC” no mutante arg82A. Interessantemente, a adicdo do 2-APB ndo ocasionou
nenhum decréscimo nas medidas de bioluminescéncia no duplo mutante arg82A
yvclA (figura 17).
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Figura 16 — Acidificacdo extracelular induzida por glicose (100 mM) nas cepas S.
cerevisiae: selvagem PJ69-2a e mutantes arg824 e arg824yvclA. Colunas nao
preenchidas correspondem a taxa de bombeamento de prétons na auséncia de 2-APB
50 uM e as colunas preenchidas representam a taxa de bombeamento com pulso de
2-APB (50 yM) antes da indugao com glicose 100 Mm.

2PAs médias sio estatisticamente diferentes entre si (p< 0.05).
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Figura 17 - Sinal de calcio induzido por glicose em cepas Saccharomyces cerevisiae:
selvagem PJ69-2a e mutantes arg824 e arg824yvclA; na auséncia (simbolos ndo
preenchidos) e na presenca (simbolos preenchidos) de 2-APB 50 uM. Células
expressando apoaequorina, tratadas com coelenterazina, foram incubadas por 90
minutos, a temperatura ambiente, para esgotamento de todos os nutrientes. Entéo,
glicose 100 mM (concentracdo final) foi adicionada no tempo zero e a

bioluminescéncia foi monitorada por 10 minutos.
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4.2.3 — O célcio vacuolar e a ativacdo induzida por glicose, da H*- ATPase de

membrana citoplasmaética: sequestro X liberacéo

Em leveduras, o vacuolo constitui uma organela muito importante para o
metabolismo e a fisiologia celular, pois representa o principal compartimento para o
estoque de ions célcio e estima-se que 95% do total deste mensageiro na célula
encontrem-se no limen do mesmo (Halachmi, D. & Eilam, Y., 1989 e Dun, N. J. e
cols., 1994). Com este importante papel na homeostase do calcio, Trépia, M. J. M. e
cols. (2006), ja demonstraram que proteinas de membrana do vacuUolo participam
efetivamente da regulacdo do mecanismo de ativacdo da H*-ATPase ap6s inducdo
com glicose. Neste trabalho ficou claro o envolvimento da Ca®* - ATPase, Pmclp e foi
sugerida uma necessidade de inibicdo da atividade desta bomba na mediacdo do
sequestro de célcio para que a elevacdo da atividade da ATPase de membrana
citoplasmética ndo fosse comprometida.

Considerando que no presente trabalho evidenciamos a participagdo do Yvclp
na via de estudo, provavelmente pela liberagdo do célcio vacuolar, construimos um
duplo mutante com delecéo tanto do gene que codifica para a bomba Pmclp, quanto
do gene YVCL1. Acreditamos que nestas condi¢des o sequestro e a liberacdo de calcio
no vacuolo, estariam ambos quase que totalmente abolidos na célula.

Os resultados apresentados na figura 17, painel A, demonstram que o duplo
mutante apresentou uma resposta semelhante aquela observada no mutante yvclA
(p>0.05) e que a delecéo deste canal reverteu o fenétipo da cepa pmcl4 (p<0.05), que
apresentava um nivel de acidificacdo extracelular levemente maior que a cepa
selvagem correspondente. Quando a atividade enzimatica especifica foi medida
nestas mesmas cepas, o perfil de respostas foi exatamente 0 mesmo obtido na
medida indireta da ativagdo da H'-ATPase (figura 18, painel B). As respostas foram
reforgadas quando o sinal de célcio foi avaliado nos mesmos mutantes e nas mesmas

condi¢des descritas acima (figura 19).
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Figura 18 — Medida da ativacdo, induzida por glicose (100 mM), da H*-ATPase de
membrana citoplasmatica em células de S. cerevisiae crescidas em glicose. As cepas
utilizadas foram: selvagem BY4741 e mutantes pmc1A, yvc1A e pmc1AyvciA.
Painel A — Medida da taxa de bombeamento de prétons. Painel B — Medida da
atividade enzimatica especifica, em % de ativacdo. O ATP foi utilizado a uma

concentracao final de 2 mM.
®As médias mostradas sdo estatisticamente diferentes daquela apresentada pela cepa

selvagem (p<0.05).

®As médias mostradas sdo estatisticamente diferentes entre si (p< 0.05).
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Figura 19 - Sinal de calcio induzido por glicose em cepas Saccharomyces cerevisiae:
selvagem BY4741 e mutantes pmcl4, yvclda, e pmclayvelA. Células expressando
apoaequorina, tratadas com coelenterazina, foram incubadas por 90 minutos, a
temperatura ambiente, para esgotamento de todos os nutrientes. Entéo, glicose 100
mM (concentragdo final) foi adicionada no tempo zero e a bioluminescéncia foi

monitorada por 10 minutos.

81



4.3 - Papel do sensor Snf3p na homeostase de célcio e na ativacao, induzida por

glicose, da H" - ATPase

Em 2001, Souza, M. A. A. e cols., demonstraram que somente 0 sensor Snf3p
é requerido para uma ativacdo normal, induzida por glicose, da H'-ATPase e que
apesar de se trabalhar em condicbes com alta concentracdo de glicose, o sensor
Rgt2p caracterizado como sendo de baixa afinidade, ndo compunha essa via de
ativacdo. Ozcan, S. e cols. (1996b), sugeriram que uma mudanca conformacional
afetaria 0 dominio C-terminal e este iria interagir com outros componentes da via,
transmitindo o sinal ndo somente para a expressao dos HXTs.

E sabido que a cepa mutante snf3A apresenta altos niveis de célcio celular
total, mas uma resposta “TECC” significativamente comprometida quando comparada
a sua selvagem correspondente, sugerindo que nesta célula o célcio esta estocado no
vacuolo e sua liberacdo ndo ocorre. Estas respostas sdo ainda mais acentuadas
quando as células sao crescidas e posteriormente induzidas com galactose (Tropia, M.
J. M. e cols., 2006).

Quando o balanco entre os metabdlitos de glicose (glicose-1-fosfato e glicose-
6-fosfato) € desfeito em consequéncia da auséncia da fosfoglucomutase 2 (Pgm2p), a
ativacdo da H'-ATPase é drasticamente reduzida devido a um sequestro excessivo do
calcio citosoélico (Tropia, M. J. M. e cols., 2006).

Diante destes fenétipos apresentados pelo mutante snf3A e na tentativa de
elucidar a acdo desta proteina na homeostase de calcio construimos o duplo mutante
pmc1Asnf3A baseados também nos relatos de Aiello, D. P. e cols.. (2004) que
demonstraram que em uma cepa pgm24, os defeitos na homeostase do calcio eram
uma consequéncia da hiper ativacdo da Ca”*’- ATPase vacuolar, Pmclp. Medimos
entdo neste duplo mutante, a taxa de bombeamento de prétons induzida tanto por
glicose quanto por galactose para avaliar o efeito de diferentes condi¢cdes de
regulagéo de calcio devido as diferencas nas concentracdes de gli-1-P e gli-6-P.

Os niveis de acidificagdo extracelular apresentados na tabela 6 demonstram
que na auséncia do gene que codifica para a bomba vacuolar Pmclp, a delecdo de
SNF3 néo afetou a taxa de bombeamento de protons. Sendo que a ativagédo parcial
apresentada pelo mutante snf34, é totalmente revertida no duplo mutante em todas as

condicdes e inducbes avaliadas. E possivel observar que principalmente quando as
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células foram crescidas e induzidas com galactose, condi¢cdo de excesso de gli-1-P e
maiores niveis de acumulo de célcio, na qual a auséncia de SNF3 ocasionava uma
queda mais acentuada da atividade enzimatica, a falta de PMC1 retornou a ativacao
aos niveis apresentados pela cepa selvagem (p>0.05).

Estes resultados reforcam a hipétese de que a cauda C-terminal do sensor
Snf3p, estimulada pelo balango entre os niveis de gli-1-p e gli-6-P, atue na inibicdo de
Pmclp e consequente reducdo do sequestro dos ions calcio para o vacuolo. Desta
forma a garantia de disponibilizacdo de célcio no citoplasma promoveria a ativagao,

induzida por glicose, da H*-ATPase de membrana.
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Tabela 6 — Efeito da adicdo de acUcares (glicose ou galactose 100 mM) sobre a
extrusdo de prétons, em uma cepa selvagem de S. cerevisiae (BY4741) e seus
mutantes pmcl14, snf34 e snf34pmclA.

“Background” | Fonte de Inducéo Cepa [mmol H .h™*(g cel.) ]

crescimento

Glicose Glicose 0.892 + 0.069
Galactose 0

Selvagem

Galactose Glicose 0.451 + 0.031
Galactose 0.259 + 0.016

Glicose Glicose 1.143 + 0.150°
Galactose 0

pmc1A

Galactose Glicose 0.420 + 0.003

Galactose 0.301 + 0.007
BY4741

Glicose Glicose 0.642 + 0.046%"

Galactose 0
snf3A

Galactose Glicose 0.212 + 0.033%"
Galactose 0.134 + 0.021%°

Glicose Glicose 0.866 + 0.038"
Galactose 0

pmclAsnf3A

Galactose Glicose 0.520 + 0.033"

Galactose 0.208 + 0.008

®As médias mostradas sdo estatisticamente diferentes daquelas apresentadas pela cepa

selvagem (p<0.05).

®As médias mostradas sdo estatisticamente diferentes entre si (p< 0.05).
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4.4 - Controle das duas vias distintas que promovem a ativacdo, induzida por

glicose daH" - ATPase

Considerando que na sinalizagdo celular, varios estimulos podem resultar em
um mesmo efeito final, assim como um Unico sinal externo pode ativar mais de uma
via de sinalizacdo, também na elucidacdo do processo de ativacdo da H'-ATPase
essas afirmagbes foram consideradas. Sendo assim, Tropia, M. J. M. e cols. (2006),
sugeriram que ao ser internalizada e fosforilada, a glicose promove a inducdo de duas
vias distintas que contribuem de forma aditiva e independente na ativacdo da H*-
ATPase. Estas vias seriam encabecadas, cada uma, por duas proteinas especificas, O
sensor Snf3p poderia estar conectado a sinalizacéo intracelular de célcio dependente
de gli-1-P, ao passo que Gpa2p sensibilizada por niveis de gli-6-P, poderia atuar
sobre a fosfolipase C induzindo a producéo de DAG e IP; e controlando a entrada de
calcio do meio extracelular. O resultado liquido da atuacdo destas duas vias seria a
modulagéo dos niveis citosolicos de célcio.

Para uma melhor compreenséo destas vias e das proteinas que as compdem
novas combinacdes de duplas dele¢des foram feitas e suas respostas analisadas.

Primeiramente construimos o duplo mutante pmc1Agpa2A, no qual teriamos
teoricamente a auséncia de uma proteina componente de cada um dos bracos
distintos para a ativagdo da ATPase. Os valores de acidificacdo extracelular
encontram-se na tabela 7 e demonstram que o duplo mutante apresentou uma taxa de
bombeamento de prétons semelhantes ao mutante pmc71A (p>0.05) e a sua selvagem
correspondente (p>0.05). Como o mutante gpa2A apresenta uma resposta parcial ha
ativacdo da H'-ATPase (0.741 mmoles de H".min™. g de cel™; Souza, M. A. A. e cols.,
2001),

85



Tabela 7 — Efeito da adicao de glicose 100 mM, sobre a extrusdo de prétons, em uma

cepa selvagem de S. cerevisiae (BY4741), seus mutantes pmcla e gpa24 e o duplo
mutante pmclAgpa2A.

“Background” | Fonte de Inducéo Cepa [mmol H".h™(g cel.) 7]
crescimento
Selvagem 0.892 + 0.093
pmci1A 1.143 + 0.150
BY4741 Glicose Glicose
gpa2A 0.741 + 0.034
pmc1Agpa2A 1.170 + 0.062

A média mostrada é estatisticamente similar aquela apresentada pela cepa selvagem (p> 0.05).
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Ainda estudando a regulagdo e a importancia do funcionamento das duas vias
distintas que culminam na ativacéo, induzida por glicose, da H*-ATPase de membrana
citoplasmética, realizamos uma interrupcdo génica de PLC1 no mutante snf3A.

O duplo mutante obtido, snf3Aplc1A, foi utllizado para as medidas de
acidificacdo extracelular e de atividade enzimatica especifica, ambas induzidas por
glicose.

Surpreendentemente, o duplo mutante apresentou uma resposta similar a sua
cepa selvagem correspondente (p>0.05). Na figura 20, painéis A e B, fica claro que a
dupla delecao reverteu os fenétipos de ambos 0os mutantes Unicos, ja que o mutante
snf3A apresenta uma resposta parcial, ao passo que na cepa plc1A a ativagdo da
H*-ATPase sofre uma reducéo bastante significativa.

Diante da hipétese de que cada um dos genes deletados codificam para
proteinas que estdo envolvidas em bracos distintos da via de ativacdo da H*-ATPase,
esperava-se uma queda drastica nos niveis de resposta do duplo mutante, pois, ha
auséncia do sensor Snf3p a bomba Pmclp ndo sofreria nenhuma inibicdo no
sequestro do célcio citosdlico e sem a fosfolipase C a producdo de IP; estaria
comprometida e haveria uma queda tanto na captagdo quanto na liberacdo de calcio
para o citoplasma Todos estes eventos impediriam o aumento dos niveis de calcio
citosolico livre e consequentemente a elevacdo da atividade basal da H*-ATPase.
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Figura 20 — Medida da ativacdo, induzida por glicose (100 mM), da H*-ATPase de
membrana em células de S. cerevisiae crescidas em glicose. Painel A — Medida da
taxa de bombeamento de prétons das cepas: selvagem BY4741, mutantes snf3A e
plc14; e o duplo mutante snf3Aplc71A. Painel B — Medida da atividade enzimética
especifica, em % de ativacdo. O ATP foi utilizado a uma concentracédo final de 2 mM e
as cepas foram: selvagem BY4741 e o duplo mutante snf3Aplc71A.

®As meédias mostradas sdo estatisticamente diferentes daquela apresentada pela cepa

selvagem (p<0.05).
®As médias mostradas sdo estatisticamente diferentes entre si (p< 0.05).

88



Diante dessas controvérsias, e para refor¢ar a proposicdo de um modelo de
ativagao resultante de duas vias distintas, seguimos com novas investigagoes.

E sabido que o célcio extracelular possui um papel importante no efluxo de
protons induzido por glicose, ja que a presenca do quelante de fons Ca*?, nao
permeavel, o EGTA, acarreta uma inibigdo do bombeamento de prétons (Trépia, M. J.
M. e cols., 2006). Apesar disso, ndo esta claro ainda como exatamente, a
disponibilidade ou ndo deste calcio externo atua no processo de ativacao, induzido por
acucar, da H*-ATPase de membrana citoplasmatica.

Sendo assim, alguns mutantes, com delecdo em genes que codificam para
importantes componentes desta sinalizacdo foram selecionados e a taxa de
bombeamento de prétons foi medida apos pré-incubacdo com EGTA 12 mM.

Alguns resultados obtidos em nosso laboratério sugerem gque a via ativada por
Snf3p esteja mais intimamente envolvida com a mobilizagdo de calcio estocado, ao
passo que o braco estimulado por Gpa2p pareca regular o influxo do calcio
extracelular e sugerem ainda que a presenca de célcio livre no meio externo seja
importante para sinalizar a regulacdo dos niveis deste ion no citoplasma (Cardoso, A.
S., 2005).

Avaliamos entdo, o efeito da modulacdo dos niveis de calcio livre no meio
externo sobre a auséncia de cada uma das proteinas estudadas em comparacédo a
resposta exibida pela cepa selvagem. O mutante snf3A apresentou uma reducao
significativa do efluxo de prétons, ja parcial, quando em condi¢ao de indisponibilidade
de calcio extracelular (p<0.05), isto ndo foi observado no mutante plc71A, onde a
presenca do quelante ndo influenciou na acidificagédo extracelular da cepa (p>0.05). O
mesmo ocorreu quando avaliamos a resposta da cepa pmc1A jA que ndo houve
diferenca significativa nos valores obtidos na presenga ou ndo de EGTA 12 mM.

Medimos ainda a taxa de bombeamento no duplo mutante snf3Aplc1A
incubados ou ndo com o EGTA, e os niveis de extrusdo de prétons foram bastante
comprometidos nas células com o quelante (p<0.05). Todos os resultados descritos

acima se encontram na tabela 8.
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Tabela 8 — Efeito da privacdo de calcio extracelular sobre a extrusdo de protons,
induzida por glicose (100 mM), em uma cepa selvagem de S. cerevisiae (BY4741) e
seus mutantes snf34, plcl4, pmcla e snf3AplclA, pré-incubados com EGTA (12 mM).

“Background” | Fonte de Inducéo Cepa [mmol H".h™(g cel.) 7]
crescimento
Glicose 0.892 + 0.093°
Selvagem
+12 MM EGTA 0.541 + 0.054%
Glicose 0.642 + 0.046
snf3A
+12 MM EGTA 0.428 + 0.015%
Glicose 0216 + 0.043
BY4741 Glicose plc1A
+12mM EGTA 0.204 + 0.008
Glicose 1.043 + 0.150
pmc1A
+12 MM EGTA 0.984 + 0.060
Glicose 0.867 + 0.066°
snf3Aplc1A
+12 mM EGTA 0.430 + 0.033%

®As médias mostradas sdo estatisticamente diferentes entre si (p<0.05).
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Decidimos estudar a influéncia do EGTA também na sinalizacdo de calcio em
uma cepa selvagem. E com base no fato de ser o vacuolo a principal organela
responsavel pelo armazenamento deste ion, avaliamos também a resposta em um
mutante com delecdo no gene que codifica para a proteina responséavel pelo sequestro
do célcio para este compartimento. Trabalhamos entdo com o mutante pmclA e as
mesmas condi¢des descritas anteriormente foram utilizadas. Na cepa selvagem o sinal
de célcio foi intensamente reduzido na presenca do EGTA ao passo que este quelante
nao teve nenhum efeito inibitério na cepa com delecdo no gene PMC1 (figura 21). Os
resultados obtidos sédo entdo fortes evidéncias de que a presenca do EGTA afeta

claramente também a sinalizagéo de célcio.
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Figura 21 - Sinal de calcio induzido por glicose em cepas Saccharomyces cerevisiae:
selvagem BY4741 e mutante pmcl4; na auséncia (simbolos ndo preenchidos) e na
presenca (simbolos preenchidos) de EGTA 12 mM. Células expressando
apoaequorina, tratadas com coelenterazina, foram incubadas por 90 minutos, a
temperatura ambiente, para esgotamento de todos os nutrientes. Entdo, glicose 100

mM (concentragdo final) foi adicionada no tempo zero e a bioluminescéncia foi

monitorada por 10 minutos.
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4.5 - Participacdo de eventos envolvidos na regulacdo do calcio intracelular, no

mecanismo de ativacdo da H" - ATPase

Problemas na sinaliza¢éo de célcio intracelular ocorrem normalmente, devido a
auséncia de captacdo de célcio externo e/ou a um sequestro rapido e exacerbado do
calcio captado para os compartimentos intracelulares. (Fu, L. e cols.., 2000; Tisi, R. e
cols. 2002 e 2003 e Tokes-Fuzesi, M. e cols., 2002).

Na tentativa de entender como os mecanismos de acumulo do calcio em seus
compartimentos, e, portanto, indisponibilidade do ion, podem estar relacionados a
ativacdo da H'-ATPase; medimos os niveis de célcio celular total em um grupo de
cepas que apresentaram uma diferenca significativa na ativacdo, induzida por glicose,
da enzima, quando comparadas a resposta da cepa selvagem correspondente e
também duplos mutantes com reversao dos fenétipos apresentados pelos mutantes
anicos.

E possivel observar na figura 22, que o mutante snf3A, quando em presenca
de galactose, apresentou niveis muito elevados de acumulo de calcio,
significativamente diferente da cepa selvagem em qualquer uma das fontes de
carbono, e do proprio mutante crescido em glicose (p<0.05). A delecdo do gene que
codifica para a fosfolipase C também resultou em um acimulo exacerbado do calcio
celular, cerca de trés vezes maior que o0s niveis observados na selvagem
correspondente nas mesmas condi¢des (p<0.05). Interessantemente, quando o calcio
celular total foi medido nos duplos mutantes que apresentaram uma recuperagao nos
niveis de ativacdo da H*-ATPase, este fenotipo de reversdo também se repetiu.

Nado houve diferenca significativa na resposta apresentada pela cepa
pmc1Asnf3A, quando comparada a cepa selvagem em meio de crescimento
suplementado com galactose (p>0.05). Isto sugere que uma hiper ativagdo da bomba
Pmclp seja responsavel pelo acimulo observado no mutante snf34, e ainda reforga a
ideia de que o sensor Snf3p atue como regulador do sequestro de calcio mediado por
esta Ca*>- ATPase vacuolar.

O nivel de calcio total obtido pelo duplo mutante snf3Aplc1A, crescido em
glicose, foi muito baixo, comparavel a cepa selvagem (p>0.05) e significativamente
menor que o mutante com delecdo apenas do gene SNF3 (p<0.05). Porém, o mais

impressionante foi que quando comparada a cepa plc1A, a resposta deste duplo
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mutante foi aproximadamente 10 vezes menor (p<0.05). Este resultado explica a
reversdo dos baixos niveis de ativacdo da H'- ATPase nos mutantes snf3A e plc1A.

As recuperagfes dos niveis normais de acumulo de célcio observadas neste
experimento sédo condizentes com as respostas apresentadas quando a ativacdo da
H*-ATPase, induzida por glicose ou galactose, foi avaliada.
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Figura 22 — Concentrag6es de calcio celular total em cepas S. cerevisiae (background
BY4741) crescidas em meio YP glicose (colunas azuis) ou YP galactose (colunas
vermelhas). As cepas foram crescidas até a densidade de + 1 DOggnm/MmL. Dez
unidades DOgoonm, foram coletadas por centrifugacéo e lavadas com YP fresco. O Ca*
total foi entdo medido por espectrofotometria de absorg&o atdbmica.

%0s valores das médias mostrados s&o estatisticamente diferentes daqueles apresentados pela

cepa selvagem e entre si (p< 0.05).
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Considerando que a bomba Pmclp constitui um importante componente no
metabolismo de célcio em leveduras e diante destes resultados quanto ao acumulo
deste ion, optamos por instituir uma metodologia que nos permitisse avaliar a atividade
desta Ca**- ATPase nas cepas e condi¢des de interesse. Para tanto, foi necesséria a
extracao e o fracionamento da membrana subcelular segundo Becherer, K. A. e cols.
(1996).

De acordo com Lisman, Q. e cols. (2004), um fracionamento de membrana
subcelular de leveduras, em gradiente de sacarose, apresenta algumas propriedades
importantes. Nas 20 fracdes do topo ao fundo do tubo, observam-se, em faixas
continuas, concentracdes maiores ou menores das membranas de cada organela.
Seus dados demonstram que, a membrana citoplasmatica encontra-se mais presente
nas fragbes 17, 18, 19 e 20. Para a membrana do reticulo endoplasmético, a coleta
das fragbes de 3 a 11, parece ser a mais confiavel, ao passo que na faixa de fracdes
de 8 a 12 provavelmente estd em maior propor¢gdo a membrana do complexo de golgi,

Diante destes relatos e tendo em vista que a proteina de nosso interesse
encontra-se na membrana vacuolar, realizamos um ensaio de atividade ATP&sica
(Becher dos Passos, J. e cols., 2002), na presenca ou ndo de 500 uyM de CacCl,,
concentracdo final, com cada uma das fracbes, isoladamente. Neste peneiramento
foram selecionadas as fracbes que apresentaram niveis de atividade na presenca de
CaCl, significativamente superiores aqueles observados no ensaio realizado na
auséncia do ion (p<0.05). Ao fim deste processo foram selecionadas as fracbes 15,
16, 17 e 18.

Para confirmar a presenca da Ca*? - ATPase e de uma maior concentracéo da
membrana subcelular de vacuolo, estas fracdes foram submetidas também a um
ensaio de atividade na presenca de 500 uM de CaCl, acrescidos de 2mM, final, do
guelante EGTA. As fragfes 16 e 17 apresentaram uma reducdo drastica nos niveis de
atividade e na fracdo 15 essa reducdo também ocorreu, porém em niveis menos
intensos. Por outro lado, a reposta da fracdo 18 néo foi afetada pela presenca do
guelante. Diante disso passamos a utilizar uma mistura das fracdes 15, 16 e 17, para a
obtenc&o da ativacdo da Ca** — ATPase vacuolar, Pmcip.

Avaliamos entéo os efeitos da delecdo de genes que codificam para proteinas

envolvidas na via de ativacdo da H'- ATPase, sobre a atividade de Pmclp. Os efeitos

96



foram também avaliados quanto a fonte de carbono utilizada no crescimento e na
inducéo das células.

Os resultados obtidos na andlise da cepa selvagem demonstram que esta
atividade Ca*>- ATPasica é significativamente maior em galactose (p<0.05), condig&o
na qual o balangco dos metabdlitos de glicose estd comprometido. Isto explicaria
porque a ativacdo da H'- ATPase é sempre inferior nestas condicdes quando
comparada a resposta em glicose (Figura 23). Os dados demonstram ainda que as
duas cepas mutantes que apresentam baixos niveis tanto da taxa de bombeamento de
prétons quanto da atividade enzimética, snf3A e plc14A, possuem uma Ca*?- ATPase

significativamente mais ativa que a selvagem correspondente (p<0.05).
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Figura 23 — Medida da atividade enzimética especifica da Ca**- ATPase, Pmclp, em
cepas S. cerevisiae (background BY4741) crescidas em meio YP glicose e induzidas
com glicose 100 mM (colunas azuis) ou YP galactose e induzidas com galactose 100
mM (colunas vermelhas). As cepas foram crescidas em 500 mL de meio rico até
atingirem DOgoonm = 1.0. O ATP foi utilizado a uma concentragéo final de 2 mM e a
atividade expressa em nmoles de Pi. min-'. mg de proteina™.

Todos os valores das médias mostrados sdo estatisticamente diferentes daqueles

apresentados pela cepa selvagem em glicose (p< 0.05).
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4.6 — Envolvimento da proteina quinase C, Pkclp, na ativacdo, induzida por

glicose, da H" - ATPase de membrana citoplasmatica

O metabolismo de glicose, constitui o fator mais importante na regulacédo pos-
transcricional da H*-ATPase de membrana citoplasmatica de leveduras (Eraso, P. &
Portillo, F., 1994 e De la Fuente, N. e cols., 1997). Ainda que o0 mecanismo molecular
desta regulacdo ndo esteja totalmente esclarecido, varios estudados tém relatado a
importancia de uma fosforilagdo direta da enzima (Chang, A. & Slayman, C. W., 1991;
Eraso, P. & Portillo, F., 1994 e Goosens, A. e cols., 2000).

Esta hipotese se baseia no fato de que a H*- ATPase apresenta uma interacéo
inibitéria da cauda C-terminal que limita o acesso do substrato e o transporte de
prétons. Sendo assim, uma proteina quinase ainda desconhecida, seria responsavel
pela fosforilagdo de residuos de serina e treonina, nas posicbes 899 e 912,
respectivamente. Esta fosforilacdo desfaz a interacdo inibitéria o que permite a
enzima, adotar uma conformagao mais ativa. (Diffley, J. F. X., 1992; Mason, A. B. e
cols., 1998 e Portillo, F., 2000).

Estudos anteriores realizados em nosso laboratério propuseram a participagéo
da proteina quinase C neste processo de fosforilacdo, sugerindo a existéncia de uma
bifurcacdo na via PKC MAP quinase apds observarem que a ativacdo, induzida por
glicose, da H* - ATPase, era claramente afetada em uma cepa pkc1A ao passo que
em um mutante com delecdo no gene que codifica para a Map quinase quinase
guinase, controlada diretamente por Pkclp, a Bcklp, o processo de ativagdo da
enzima, nao estava comprometido quando comparado a cepa selvagem
correspondente (Souza, M. A. A. e cols., 2001).

Embora tenha sido demonstrado que a proteina quinase C de leveduras
apresenta sitios de ligacdo para o diacilglicerol e para fosfolipidios, dados obtidos por
Schmitz, H. P. & Heinisch, J. J. (2003), sugerem que, ao contrario das outras proteinas
quinase C similares, este subtipo ndo seja ativado por tais sinais.

Diante destes relatos e do fato de que a ativacdo da H*-ATPase é fortemente
dependente de calcio é possivel suspeitar que a Pkclp esteja envolvida na regulacéo
do processo de ativacdo da enzima através do controle da sinalizacédo de calcio e ndo

pela fosforilacdo direta da mesma.
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Dentro deste contexto decidimos analisar o envolvimento da proteina
quinase C no metabolismo de calcio apés a adicdo de glicose. Os resultados
apresentados na figura 23 sugerem que a Pkclp seja essencial para que o sinal de
calcio induzido pelo acucar aconteca normalmente, ja que na cepa pkc1A (figura 24 —
painel B) ndo houve elevacdo dos niveis de calcio citosolico livre ap6s adicdo de
glicose 100 mM, e esta elevacado pode claramente ser observada quando a cepa
selvagem foi induzida pela adicdo do acucar (figura 24 — painel A). Novamente este
efeito parece ser independente da via PKC MAP quinase, pois, ap0s a inducdo com
glicose, o mutante bkc1A (figura 24 — painel C) apresentou uma resposta “TECC”,
ainda que esta resposta ndo tenha apresentado o mesmo perfil da cepa selvagem

correspondente.
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Figura 24 — Sinal de calcio induzido por glicose em cepas S. cerevisiae: selvagem
W303 (painel A) e mutantes pkc1A (painel B) e bcklA (painel C). Simbolos
preenchidos representam as respostas apos a adicdo de glicose e simbolos néo
preenchidos representam a resposta basal das células. Células expressando
apoaequorina, tratadas com coelenterazina, foram incubadas por 90 minutos, a
temperatura ambiente. Entdo, glicose 100 mM (concentracdo final) foi adicionada no

tempo zero e a bioluminescéncia foi monitorada por 6 minutos.
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5 - Discussao

Dentre os diversos sinais e estimulos presentes nos diferentes ambientes em
que se encontram células de Saccharomyces cerevisiae, a glicose constitui a molécula
sinalizadora mais importante, j& que a re-adicdo da mesma a células com
esgotamento de nutrientes produz uma gama de eventos de sinalizacdo intracelular e
induz a iniciacdo do processo de proliferacdo celular tal qual acontece em células de
mamiferos na presenca dos fatores de crescimento (Kaibuchi, K. e cols., 1986).

A ativacdo da H*- ATPase de membrana citoplasmaética (Eraso, P. & Portillo, F.,
1994 e De la Fuente, N. e cols., 1997), a indugdo de um sinal de calcio citosolico
(Nakajima-Shimada, J. e cols., 1991) bem como a ativagdo da proteina quinase C
(Souza, M. A. A. e cols., 2001) e da proteina quinase A (Kaibuchi, K. e cols., 1986),
sdo apenas alguns exemplos de importantes vias induzidas por glicose neste
microorganismo.

Diante do fato de ser a H'- ATPase a principal e mais abundante proteina
presente na membrana citoplasmatica de fungos e que sua atividade eficiente é
essencial para a viabilidade da célula (Portillo, 2000 e Ambesi, A. e cols., 2000); a
compreensdo das vias de regulacdo desta enzima com uma meia vida relativamente
longa (Benito, B. e cols., 1991) constitui uma area de estudo muito importante.

Nos dUltimos anos Vérios trabalhos realizados em nosso laboratério tém
procurado elucidar a via de sinalizacao responsavel pela regulacdo pés-transcricional
da H'- ATPase de levedura, mediada pelo metabolismo de glicose. Dentre outros
relatos, ja esta claro que este processo € fortemente dependente do metabolismo do
calcio (Trépia, M. J. M. e cols., 2006).

A sinalizacdo de calcio em células de leveduras é composta de varias vias
envolvidas em diferentes processos, por isso o0 controle da disponibilidade deste ion
no citoplasma é extremamente importante para a sobrevivéncia dessas células (Ton,
V. & Rao, R., 2004). Varios trabalhos na literatura tém relatado a enorme similaridade
existente entre a estrutura dos mecanismos de homeostase do calcio em S. cerevisiae
e 0s eucariotos superiores. Porém, ao passo que em células de mamiferos o
envolvimento do metabolismo do fosfatidilinositol na sinalizagdo de calcio esta claro e
muito bem elucidado (Athenstaedt, K. & Daum, G., 1997 e Athenstaedt, K. e cols.,
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1999), em leveduras pouco se sabe desse processo que ndo tem sido extensivamente
estudado.

Neste trabalho nés procuramos investigar a interacdo entre os mecanismos de
regulacdo da homeostase do célcio e a ativacio, induzida por glicose, da H'-ATPase
de membrana citoplasmatica da levedura Saccharomyces cerevisiae.

Para que pudéssemos alcancar este objetivo utilizamos uma técnica muito
eficiente que nos permitiu medir as concentracdes de célcio em paralelo as medidas
de acidificacdo extracelular e atividade ATPasica. Desta forma foi possivel
acompanhar a sinalizacdo de calcio em nossas cepas de S. cerevisiae, nas diversas
condi¢bes estudadas.

O principio basica deste método, essencialmente recomendado para analises
de populagdo de células, baseia-se na utilizacdo de uma fotoproteina muito sensivel a
fons calcio. Esta proteina, produzida pelo celenterado Aequorea victoria, € constituida
de 22 kDa e é denominada aequorina (Brini, M. 2008). Em sua forma ativa ela
apresenta um polipeptideo covalentemente ligado ao grupo prostético coelenterazina.
Em consequéncia da ligacédo de Ca®" a trés sitios de alta afinidade, ocorre uma reagéo
irreversivel na qual o grupo prostético é liberado e um féton é emitido. Devido a
emissdo de luz desencadeada pela ligacdo do Ca*, a aequorina tem sido largamente
utilizada para estudar o célcio intracelular (Allen, D. G. & Blinks, J. R. 1978 e Cobbold,
P. H., 1980). O Método da Aequorina apresenta algumas vantagens muito
interessantes:

- a proteina permite realizar medidas com uma faixa abrangente de concentracdo
deste fon, variando de 10”7 a 10° M;

- a aequorina tem um efeito tamponante de Ca** muito baixo e é insensivel a variacdes
de pH e das concentragbes de Mg**;

- sua proporcéo sinal/debris, é bem elevada;

- e por fim, o equipamento requerido para a medida da luminescéncia apresenta um
funcionamento bastante simples.

Diante do fato de que Trépia, M. J. M. e cols. (2006) relataram a necessidade
da disponibilidade de calcio no meio extracelular para que o sinal de célcio e a
ativacdo da H'- ATPase, ambos induzidos por glicose, fossem produzidos

eficientemente, nés optamos por avaliar inicialmente, o verdadeiro envolvimento desse
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calcio externo analisando o comportamento de mutantes com delecdo em genes que
codificam para transportadores de membrana.

Trés proteinas ja foram identificadas mediando esse transporte de calcio,
Mid1lp que juntamente com Cchlp compde o sistema de captagdo de calcio de alta
afinidade (Locke, E. G. e cols., 2000); Figlp, componente do sistema de baixa
afinidade (Muller, E. M. e cols., 2003) e Pdr5p, uma proteina primordial nos processos
de multirresisténcia a drogas (Tutulan-Cunita, A. C. e cols., 2005).

Nossos primeiros resultados sugerem que a captacdo de calcio por esses
transportadores, Midlp, Figlp e Pdr5p; parece ndo ser requerida para a ativacdo da
H*- ATPase de membrana citoplasmatica. Porém, no que diz respeito a inducdo de
uma resposta “TECC” produzida pela adi¢édo de glicose, a atuagéo dos sistemas tanto
de alta quanto de baixa afinidade, parece ser importante para que o sinal de célcio
atinja 0 seu pico maximo em um curto espago de tempo.

Apesar disso, 0 pequeno atraso observado na elevac¢do do calcio citosolico na
auséncia de Midlp ou de Figlp, ndo comprometeu significativamente os niveis de
ativacdo da H'- ATPase. A proteina ABC, Pdr5p, apesar de funcionar como um
facilitador do influxo de calcio (Egner, R., e cols., 1998) ndo atua diretamente nas duas
respostas induzidas por glicose, ativacdo da H*- ATPase e sinal de calcio citosdlico.

Para confirmar essas suposicfes, analisamos o0 efeito da auséncia
concomitante de duas proteinas mediadoras da captacao de calcio, e os resultados
obtidos sugerem que a auséncia de um dos transportadores nao estd sendo
compensada pela ativacdo de outro, reforcando a hipétese de que estas trés proteinas
investigadas ndo participam da via de ativacdo da H* - ATPase.

E possivel ent&o propor que, a ndo ser que haja outro transportador de calcio
presente na membrana citoplasmatica, ainda ndo descrito na literatura, o papel deste
ion no meio extracelular seria de sinalizacdo para a regulagdo do célcio intracelular,
assim, a deteccdo e ndo a captacdo do calcio externo seria o0 evento chave importante
para a ativacdo da H*-ATPase. Isto condiz com os relatos de Kellermayer, R. e cols.
(2003), de que a privagdo de calcio extracelular induz o sequestro do célcio citosoélico
sendo este fenotipo revertido pela restauracdo de altos niveis deste ion no meio

externo.
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Sendo assim, prosseguimos estudando a interacdo entre 0Ss eventos e
componentes da sinalizacéo intracelular de célcio e a via de ativagéo, induzida por
glicose, da H*- ATPase de membrana.

O estudo dos metabolitos de fosfatidilinositol, tem se revelado nos ultimos anos
um campo de investigagdo muito promissor, sobretudo, com a constatacdo de que
estas moléculas sao consideradas importantes precursores de mensageiros
secundarios envolvidos nos processos de sinalizacao intracelular e ndo desempenham
apenas um papel estrutural, (Balsinde, J. e cols., 1999). Em leveduras, estes
metabdlitos estdo relacionados a regulacdo de diversos eventos em nivel
transcricional, além do trafego vesicular, proliferagdo celular e controle de vias de
sinalizacdo dependentes de glicose, sobre os quais existem poucos relatos na
literatura (Kaibuchi, K. e cols., 1986; Flick, J. S. & Thorner, J., 1993; Brandao, R. L. e
cols. 1994; Cocetti, P. e cols.., 1998; Chi, Z. M. e cols., 2004; York, J. D., 2006; Trépia,
M. J. M. e cols., 2006).

Nos ultimos anos, alguns estudos relataram a participacdo de uma via do tipo
fosfatidilinositol mediada pela fosfolipase C, bem como o envolvimento da proteina
quinase C no processo de ativagdo da H'- ATPase induzido por glicose (Brandao, R.
L. e cols., 1994; Coccetti, P. e cols., 1998 e Souza, M. A. A. e cols., 2001). Tisi, R. e
cols. (2002) demonstraram que a atividade de Plclp é requerida para um aumento dos
niveis de calcio citosolico livre em S. cerevisiae, bem como a presenca da proteina G,
Gpaz2p e do receptor Gprlp.

Em 2004, também Tisi, R. e cols., evidenciaram, pela primeira vez em
leveduras, um papel para o inositol-1,4,5-trifosfato como um mensageiro secundario
para o sinal de célcio induzido por glicose, isto porque demonstraram que a despeito
do fato de que o IP; seja rapidamente fosforilado a IP4 e IPs por uma quinase (Arg82p),
produto do gene ARG82, a delecdo deste gene foi capaz de gerar uma elevacédo dos
niveis de inositol-1,4,5-trifosfato e, ainda, um aumento significativo do sinal intracelular
de calcio. Saiardi, A. e cols. (2000), também haviam relatado que a auséncia da
proteina Arg82p gerava o acumulo do inositol-1,4,5-trifosfato (IPs).

Trépia, M. J. M. e cols. (2006) observaram que na auséncia desta quinase
mediadora da conversdo do IP; a ativacdo da H'-ATPase de membrana

citoplasmética era intensificada a niveis até duas vezes maiores que o observado na
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cepa selvagem. Todos estes relatos juntos reforcam a hipétese de uma conexao entre
a sinalizacédo do fosfatidilinositol e a ativagéo da nossa via de estudo.

Uma vez que a delecdo do gene que codifica para a fosfolipase C (PLC1)
promove também no mutante arg824, uma acentuada redugdo nos niveis de IP;
(Resnick, A. C. e cols., 2005), nés construimos um duplo mutante arg82Apic1A para
elucidar os fenétipos apresentados na auséncia desta inositol multiquinase, a Arg82p.
E os resultados obtidos no presente trabalho indicam que o comportamento do
mutante com delecdo do gene que codifica para Arg82p, ocorre realmente em
consequéncia do acumulo de IP; em seu citoplasma. Este IP; deve mediar um
aumento dos niveis de célcio citosolico livre. Por isso, ao abolirmos a produgéo do
mensageiro secundario via fosfolipase C, a auséncia de Arg82p foi incapaz de
influenciar a magnitude do sinal de célcio e também da ativacdo da H*-ATPase de
membrana. Com a dupla delecdo de ARG82 e de PLC1 observamos um fendtipo
semelhante aquele obtido com o mutante plc1A.

Se o inositol trifosfato atua na sinalizacdo de célcio também em leveduras,
seguimos verificando se seu papel neste microorganismo seria semelhante ao que ele
desempenha em células de mamiferos. Nos eucariotos superiores, esta claro que este
mensageiro é o principal mediador da liberacdo de calcio dos estoques intracelulares.
Sendo assim, ainda que ndo tenham sido descritos receptores para IP; em leveduras,
homologos aqueles encontrados em mamiferos (Wera, S. e cols., 2001), S. cerevisiae
deve possuir alguma proteina responsavel pela liberagdo de célcio dos
compartimentos e sensivel a presenca do IP;. Tal proteina estaria provavelmente
presente na membrana do vacuolo, j4 que Belde, P. J. M. e cols., (1993) sugeriram
gue o IP; estaria envolvido na liberacdo de calcio de vesiculas de membrana vacuolar
em S. cerevisiae.

Esta proteina poderia ser o canal vacuolar da familia TRP (receptor de
potencial transitério), o Yvclp. Quando avaliamos o fenétipo de um mutante yvc1A,
esta suposicdo se fortaleceu, pois na auséncia deste canal tanto a resposta “TECC”,
guanto a ativacdo da ATPase estdo claramente reduzidas. Tudo isto parece indicar
que o Yvclp pode realmente responder as variacdes nos niveis de IP; sendo entdo
estimulado a liberar o céalcio compartimentalizado.

Como Tisi, R. e cols. (2004) evidenciaram, sabemos que na auséncia de

Arg82p (mutante arg82A) as células apresentam um acumulo significativo de IP; em
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seu citoplasma. Nestas condi¢cbes, deletamos o gene que codifica para o Yvclp e
produzimos um duplo mutante arg82Ayvc1A, esta cepa deve apresentar um acumulo
de IPs, mas ndo possui o canal responsavel pela liberagéo do calcio vacuolar.

Quando trabalhamos com este mutante, interessantemente observamos que a
auséncia do Yvclp comprometeu todas as respostas exacerbadas que haviam sido
obtidas com a delecdo do ARG82. Isto porgue, 0 acumulo de IP3; ndo teve nenhum
efeito sobre o sinal de calcio e a ativacdo da H*-ATPase, ambos induzidos por glicose.
De acordo com a nossa hipdtese a deteccdo do inositol trifosfato presente no
citoplasma néo aconteceria e consequentemente, a sinalizacdo seria interrompida,
pois a mediacdo de uma resposta “TECC” via calcio vacuolar ndo seria possivel.

Diver, J. M. e cols. (2001), estudando a sinalizacéo de calcio em plaquetas
humanas, sugeriram que um antagonista de receptores de inositol trifosfato, o 2-
aminoetoxidifenil borato (2-APB), poderia atuar como um blogueador de canais de
calcio capaz de atravessar a membrana plasmatica. Em 2002, trabalhando também
com células animais, Bootman, M. D. e cols., constataram que o 2-APB, é um
fidedigno bloqueador do efluxo de célcio dos estoques para o citoplasma, e que
embora sua inibicdo da liberacdo de célcio induzida por IP; ndo esteja ainda
elucidada, esta droga pode ser muito Util na compreenséo de determinados aspectos
da sinalizacao de célcio em eucariotos.

Sendo assim, nas analises realizadas na presenca deste modulador de
receptores de IP; (0 2-APB) em células de mamiferos (Ascher-Landsberg, J. e cols.,
1999), foi possivel visualizar um claro efeito inibitério sobre ambas as sinaliza¢fes
induzidas por glicose, o sinal de célcio e a ativagdo da H'-ATPase. Nossos dados
demonstram que apesar de ocorrer uma significativa redugdo nas respostas do
mutante arg82A a presenca do 2-APB nédo foi capaz de abolir por completo, nem o
sinal de célcio nem o efluxo de protons. Esta inibicdo limitada pode ser explicada pelo
fato de que um aumento das concentracdes de inositol trifosfato no citoplasma seria
capaz de competir com o modulador e produzir um efeito inibitério apenas parcial
(Bootman, M. D. e cols., 2002).

A auséncia deste efeito somente no duplo mutante arg82Ayvci1A, ajuda a
reforcar a ideia de que o Yvclp atua em conexdo a sinalizacdo do fosfatidilinositol e
qgue h& uma participacdo efetiva do inositol-1,4,5-trifosfato, na via de ativagéo, induzida

por glicose, da H"-ATPase de membrana, e que esta participagdo se da,
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provavelmente, via estimulacdo do canal Yvclp. Contudo nossos dados ndo nos
permitem afirmar se tal conexdo ocorre de forma direta ou se outro componente
também é requerido nesta interacdo. Uma conexdo indireta entre o Yvclp e o IP;
explicaria o fato de que Palmer, C. P. e cols., em 2001, ndo encontraram evidéncias
de que o Yvclp seria modulado por IPs.

Todos estes achados que ajudam a elucidar o papel do inositol trifosfato em S.
cerevisiae corroboram os resultados de Silverman-Gavrila, L. B. & Lew, R. R. (2003),
gue relataram a sensibilidade a presenca do IP3; em dois canais de calcio em células
de Neurospora crassa e propuseram entdo, pela primeira vez, a existéncia de
receptores para este mensageiro em fungos.

Por constituir o principal estoque de céalcio em células de levedura (Halachmi,
D. & Eilam, Y., 1989 e Dun, N. J. e cols., 1994), é condizente o fato de o vacuolo
apresentar em sua membrana, proteinas responsaveis tanto pelo sequestro, Vcx1p e
Pmclp (Pozos, T. C. e cols., 1996), quanto pela liberacdo deste ion estocado, Yvclp
(Palmer, C. P. e cols., 2001). Esta claro que além da Ca**-ATPase Pmc1p (Tropia, M.
J. M. e cols., 2006), o canal vacuolar TRP, Yvclp, também possui um papel importante
na regulagdo pos-transcricional da H*-ATPase, porém o grau de participacdo de cada
uma destas proteinas ndo esta ainda bem elucidado.

Assim, os dados obtidos com o mutante pmc1Ayvci1A, sugerem que a
estimulacdo do Yvclp para desencadear um aumento dos niveis de calcio citosoélico
livre através da liberacdo dos estoques, seja mais efetiva no aumento da inducado da
H*-ATPase, por glicose, do que a inibicdo do sequestro deste mensageiro secundario
para o interior do vacuolo, via Pmclp. Isto porque a dupla dele¢cdo produziu um
fenotipo estatisticamente semelhante a dele¢&o unica de YVC1 e ndo de PMC1. No
entanto, estes dois eventos parecem ser reguladores da indugcdo da enzima. A
completa auséncia de um sinal de célcio apresentada pelo duplo mutante
pmc1Ayvc1A, nao foi ainda explicada.

Ainda no que diz respeito a elucidacdo das conexdes entre a sinalizagcéo
intracelular de célcio e a ativacdo da H*-ATPase ap6s a adicdo de glicose, a atuacdo
do sensor Snf3p constitui um ponto chave. Este sensor € essencial para a ativacdo da
enzima (Souza, M. A. A. e cols., 2001), est4 envolvido na sinalizagdo de calcio e a
presenca apenas do seu dominio C-terminal foi capaz de restaurar a atividade da H*-

ATPase e o sinal de calcio, induzidos por acucar (Tropia, M. J. M. e cols., 2006).
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O papel do dominio C-terminal de Snf3p mediando a sinaliza¢do ativada por
glicose foi também observado por Vagnoli, P. e cols. em 1998, que relataram que este
papel era desempenhado mesmo quando esta por¢cdo do sensor era expressa
independentemente do dominio acoplado a membrana plasmatica. Dlugai, S., e cols.
(2001), sugeriram um possivel envolvimento de Snf3p na detecgéo de Gli-6-P e esta
suposicao foi reforcada quando Aiello, D. P. e cols.. (2002), demonstraram que 0S
metabdlitos fosforilados ndo agem diretamente na homeostase do calcio; sendo,
provavelmente, requerida uma proteina especifica para detectar os niveis adequados
destes metabolitos e assim regular a variagéo da concentracdo do calcio citosdlico.

Nas analises realizadas neste trabalho foi possivel notar que a interrupgéo
génica simultanea de SNF3 e de PMC1, foi capaz de recuperar a ativacdo da H'-
ATPase antes reduzida pela auséncia do sensor. Esta reversdo apos a abolicdo do
sequestro de calcio via Pmclp ja foi observada no mutante pgm2A (Trépia, M. J. M. e
cols., 2006) que por apresentar um acumulo dos niveis de Gli-1-P possuia um sinal de
célcio danificado (Aiello, D. P. e cols.., 2004) e uma atividade da H*-ATPase bastante
comprometida principalmente na presenca de galactose (Trépia, M. J. M. e cols.,
2006).

Também quando medimos os niveis de acumulo de célcio neste duplo mutante
(pmclAsnf3A), as células apresentaram um fendtipo semelhante a cepa selvagem
(figura 21), ou seja, sem a atuacdo da Ca**-ATPase vacuolar, a delecdo de SNF3 n&o
resultou em uma elevacao dos niveis de acimulo do ion.

Estes resultados juntamente com os relatos de Moriya, H. & Johnston, M.
(2004), de que a cauda C-terminal dos sensores de glicose ndo € essencial para a
deteccdo do acglcar no meio extracelular corrobora a hipétese de que na via de
ativacdo, induzida por glicose, da H*-ATPase, a porcdo citoplasmatica do sensor
Snf3p possui outro papel importante além do fato de sinalizar a indug&o da expresséo
dos genes que codificam para os transportadores do acgUcar. NOs acreditamos que
esta proteina atuaria provavelmente na conexao entre o0s sinais para desencadear a
ativagcdo da enzima.

Deste modo, Snf3p agiria na comunicacdo entre o alvo final da via, a H'-
ATPase de membrana, e 0os mecanismos de homeostase de célcio, regulando
negativamente a atividade da bomba Pmc1p e interferindo na capacidade da célula em

acumular calcio no interior do vacuolo. Este processo ocorreria provavelmente em
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resposta ao balanco entre os dois metabdlitos fosforilados e seria inibido pela
elevagcdo das concentracdes de glicose-1-fosfato em relacdo aos niveis de glicose-6-
fosfato.

Desde que cepas mutantes passaram a ser utlizadas no estudo da via de
ativacdo, induzida por glicose, da H*-ATPase de membrana (Coccetti, P. e cols., 1998;
Souza, M. A. A. e coals., 2001 e Kotyk, A. e cols., 2003), foi observado que enquanto a
delecao de alguns genes resultava em uma completa abolicdo da ativacdo da enzima,
em outros mutantes esta ativacdo era observada, porém em niveis parciais quando
comparada a magnitude da resposta da cepa selvagem correspondente.

Quando em 2006, Trépia, M. J. M. e cols., construiram um duplo mutante
snf34gpa24, observaram que 0 mesmo apresentava um maior comprometimento da
ativacdo da H'-ATPase, quando comparada a resposta parcial apresentada pelos
respectivos mutantes unicos, foi sugerido que estas proteinas atuam em vias distintas
que contribuem de forma aditiva e independente na ativacdo da ATPase de
membrana. De acordo com esta proposicdo, Snf3p estaria conectada a sinalizagédo
intracelular de célcio, ao passo que Gpa2p, sensibilizada por niveis de Gli-6-P, poderia
estimular a fosfolipase C e controlar a captacdo de calcio extracelular, bem como a
liberacédo dos estoques.

Dentro deste contexto a construgdo de um duplo mutante pmclAgpa2a,
resultaria em um efeito sobre ambas as vias paralelas. Diante do fato de que esta
cepa apresentou uma taxa de efluxo de prétons semelhante ao mutante pmcl4, e,
portanto similar a cepa selvagem, podemos sugerir gue ao reduzir significativamente o
sequestro de célcio para o vacuolo houve uma compensagdo quanto a auséncia da
proteina estimuladora da fosfolipase C e por isso ndo observamos um
comprometimento da ativacdo da H*-ATPase. Pode-se propor ainda, que a proteina G,
Gpa2p, seja intensificadora da atividade de hidrélise de Plclp, mas ndo seja essencial
para que tal evento aconteca.

Prosseguindo com a avaliacdo da relevancia dos eventos particulares a cada
um dos bracos da via de ativacdo da ATPase, estudamos o fenétipo das células na
auséncia de duas proteinas muito importantes neste processo, 0 sensor Snf3p e a
fosfolipase C. Ao esperar uma drastica reducdo na capacidade de bombear prétons,

fomos surpreendidos pela completa recuperacéo da taxa de acidificacdo extracelular e
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de atividade ATPasica a niveis similares aqueles obtidos pela selvagem
correspondente.

Tudo isto abre novas e importantes questdes:

1) Como as auséncias do sensor que inibe Pmclp, e da enzima responsavel pela
hidrolise de PIP,, suprem completamente a falta uma da outra nos testes aqui
realizados?

2) Como explicar uma resposta normal em condi¢cdes onde ndo h& nem inibicdo do
sequestro de calcio para o vacuolo nem producao de inositol-1,4,5-trifosfato?

E sabido que a disponibilidade de calcio externo é indispensavel tanto para a
ativacdo da H'- ATPase, quanto para o sinal de calcio citosdlico (Trépia, M. J. M. e
cols., 2006), avaliamos o efeito da privacao de calcio extracelular e mais uma vez esta
cepa, snf3Aplc14, apresentou um comportamento semelhante a selvagem
correspondente demonstrando uma forte sensibilidade a indisponibilidade de calcio no
meio externo através do comprometimento dos niveis de extrusdo de prétons na
presenca do quelante ndo permeavel, EGTA.

Estes resultados sdo fortes evidéncias de que a surpreendente resposta
apresentada por este duplo mutante ocorra devido a um restabelecimento do nivel de
calcio citosélico comprometido quando ou o sensor Snf3p ou a fosfolipase C, ndo se
encontra presente na célula.

Ao medirmos os niveis de célcio celular total, observamos que ambos os
mutantes, snf3A e plc1A, apresentavam um acumulo de célcio significativamente
maior que a cepa selvagem. No mutante com delecdo no gene que codifica para a
fosfolipase C o contelido deste ion na célula foi aproximadamente trés vezes maior do
que o valor obtido na analise da cepa selvagem.

Esta mesma medida foi realizada também na auséncia concomitante de Snf3p
e de Plclp, e este acumulo de célcio observado nos mutantes Unicos, ndo aconteceu e
assim o fenétipo dos mesmos foi completamente revertido (figura 21). O duplo mutante
apresentou um total de calcio significativamente menor do que o observado na cepa
selvagem.

Tendo em vista todas essas repostas, sugerimos que a condicdo de estresse
gerada por uma inicial queda acentuada nos niveis de célcio citosélico livre conduza a
célula a uma via alternativa para mobilizacdo do célcio para o citoplasma. Sendo

assim, este “choque de caélcio” poderia desencadear um efeito rebote no
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comportamento celular. Pois, assim como altas concentracdes de célcio livre no
citoplasma resultam em uma toxicidade para a célula (Cunningham, K. M. & Fink, G.
R., 1994), também uma drastica reducdo destas concentracdes, ja extremamente
baixas, seria prejudicial as func¢@es fisiologicas na levedura (Kellermayer, R. e cols.,
2003).

Diante da evidente importancia da disponibilidade de célcio no meio
extracelular, a privacdo do mesmo foi também analisada em outras cepas e por outro
ponto de vista. Deste modo observamos que a presenca do EGTA ndo acarretou
nenhum efeito na auséncia da proteina componente do braco regulado por Gpaz2p, a
fosfolipase C, isto corrobora a possivel influéncia deste bragco sobre o calcio
extracelular. Porém na auséncia do regulador do brago da via provavelmente
envolvido na sinalizacéo intracelular do ion, Snf3p, a ativacdo, ja parcial da ATPase,
sofreu uma reducdo estatisticamente significativa, isto porque nesta condicdo é
possivel supor que ambas as vias paralelas estdo comprometidas.

A influéncia da indisponibilidade de calcio externo também foi analisada no
mutante pmc714, e na auséncia da Ca**-ATPase vacuolar o quelante n3o teve nenhum
efeito sobre a taxa de bombeamento de prétons exibida pela cepa (tabela 8). Quando
comparamos a resposta deste mutante com sua selvagem correspondente, em
relacdo a inducdo do sinal de calcio, na presenca ou ndo do EGTA, nenhum efeito
inibitério do quelante, sobre a resposta “TECC” foi observado na cepa mutante, ao
contrario da intensa reducdo apresentada pela cepa selvagem nesta condicao (figura
20).

Esta resposta é condizente com outras andlises realizadas com este mutante.
Além disso, o fato de ndo haver acumulo de célcio em tais condigbes, sugere uma
conexao entre o calcio extracelular e a atividade da bomba vacuolar, Pmclp. Nossos
dados reforcam ainda, a hipotese da importancia de Pmclp na homeostase do calcio
embora ndo tenha sido identificado ainda qual o mecanismo sensor para as oscilagées
quanto & disponibilidade de célcio externo que atua controlando a atividade da Ca**-
ATPase e desencadeando o acumulo de calcio.

Juntamente com estes resultados, o fato deste mutante apresentar uma
concentracdo de calcio total inferior a cepa selvagem, tanto em glicose quanto em
galactose (figura 21), sugere uma ligacdo entre a liberacdo de calcio interno e a

atividade de Pmclp. Assim, variacGes na intensidade e/ou velocidade de ativacao de
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Pmclp devem explicar as evidentes diferencas quanto a disponibilidade de célcio no
citoplasma observadas em nossos diversos resultados, isto € claro, em conjunto com o
controle da liberagéo do calcio estocado.

Ainda estudando o papel da Ca**- ATPase vacuolar, Pmclp, verificamos a
atividade da mesma em algumas cepas mutantes, cuja delecdo dos genes especificos,
acarretou uma reducao significativa do sinal de célcio e da ativacdo da ATPase de
membrana ap6s a inducao por glicose. Apds instituirmos uma metodologia especifica
para esta analise, 0 homogenato de membrana vacuolar foi utilizado nos ensaios de
atividade Ca**-ATPa4sica.

Observando uma maior atividade da enzima quando as células foram crescidas
e induzidas com galactose, propusemos mais uma vez a sensibilidade indireta desta
bomba quando os niveis de Gli-1-P estdo acentuados. A resposta exacerbada,
apresentada pelo mutante snf3A nas duas fontes de carbono utilizadas, reforcou a
ideia de que esta proteina inibiria o sequestro de célcio para o vacuolo. Pois, os niveis
de atividade da Ca*> ATPase foram muito maiores na auséncia do sensor,
principalmente quando a fonte de carbono utilizada foi a galactose.

Este mesmo fendtipo foi também observado em glicose, nas células que néo
apresentavam o gene que codifica para a fosfolipase C. Isto sugere que o
comprometimento da ativacdo, induzida por glicose, da H*- ATPase de membrana
nesta cepa (plclA) deve-se a auséncia de uma resposta “TECC”, consequente nao
somente da falta do mensageiro IP;, mas também de uma elevagédo do sequestro de
calcio para o vacuolo, via Pmc1p.

Deste modo, podemos dizer que uma hiper atividade de Pmclp, resultaria em
baixos niveis de calcio citosodlico livre e em uma consequente reducdo na ativagéo
normal da H'- ATPase de membrana citoplasmatica. Esta suposicdo é reforcada por
resultados obtidos em nosso laboratério que demonstram que em condi¢des de baixa
ativacdo da ATPase de membrana, ndo ha um nivel de expressdo do gene PMC1
maior do que o nivel apresentado pela cepa selvagem (Cardoso, A. S., 2005) e que,
portanto ndo seria essa a causa do acumulo intenso de calcio e atividade reduzida da
H*- ATPase.

Um ponto essencial para o funcionamento desta via de sinalizacdo é a
necessidade da participacdo de uma proteina quinase mediando a fosforilagdo da

porcdo C-terminal da H*- ATPase (Chang & Slayman, 1991; Eraso, P. & Portillo, F.,
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1994 e Goosens, A. e cols., 2000) Esta fosforilagdo se faz necesséaria no rompimento
da interacgdo inibitéria apresentada nesta porcao da enzima e que € a responsavel pela
limitac&o do acesso do ATP ao seu sitio de ligacéo.

Por fim, ndés verificamos se a proteina quinase C estaria realmente envolvida
na ativacdo, induzida por aglcar, da H'- ATPase de membrana citoplasmaética. E
nossos resultados demonstram que esta proteina € requerida para a inducdo de uma
resposta “TECC”, apds a adicdo de glicose. Assim sendo é provavel que a
participacdo de Pkclp no controle da atividade da enzima, seja através da regulacéo
dos niveis de célcio citosolico.

Loukin, S. e cols., (2008), sugeriram um modelo de sinalizagdo propondo que
condicbes de estresse da parede celular, por exemplo, a auséncia do gene PKC1,
gera um aumento significativo do sequestro de célcio para o vacuolo, mediado por
Pmclp. Este relato corrobora a nossa hipétese de que na auséncia desta proteina
guinase ha um comprometimento da mobilizagdo do céalcio, e mesmo apos a inducao
das células com glicose nédo é possivel observar nem um sinal de calcio normal, nem a
ativacdo da H*-ATPase.

Deste modo, nos foi possivel retomar a ideia da participacéo efetiva da Pkclp
na ativagdo da H'-ATPase apos a adicdo de glicose. Estes dados reforcam ainda a
necessidade de analisar a fosforilacdo da enzima tanto in vivo quanto in vitro, em uma
cepa pkc1A, bem como a investigagdo de novas quinases que poderiam estar
diretamente relacionadas a fosforilacao da cauda C-terminal da enzima.

Juntos, todos os resultados obtidos neste trabalho nos possibilitam a
proposicdo de um novo modelo no qual ha um evidente envolvimento do canal
vacuolar Yvclp, fortalecendo a hipotese de que a mobilizacdo intracelular de ions
calcio seja um evento primordial nesta via de ativacdo. A necessidade desta
mobilizagdo pode ser ainda sugerido ao notarmos que na auséncia da proteina
quinase C, mesmo apresentando altos niveis basais de calcio citosolico, ndo ha uma
elevacdo destes niveis apds a adicdo do aclcar e a ativacdo da H-ATPase também
nao é observada. Além disso, a forte conexdo entre 0 sensor Snf3p e o metabolismo

de calcio, foi mais uma vez demonstrada de forma convincente.
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6 — Conclusao

Considerando os resultados obtidos neste trabalho, e os elementos ja
estabelecidos quanto a sinalizagdo e homeostase do célcio, em resposta a adi¢do de
glicose, propusemos um modelo hipotético para a via de sinalizacdo relacionada a
ativacdo da H*-ATPase de membrana citoplasmatica (figura 25).

Em nosso modelo, a internalizacdo seguida da fosforilacdo da glicose geraria
um sinal, provavelmente relacionado a um balango entre os niveis de glicose-1-fosfato
e glicose-6-fosfato, que deve ser detectado pelo dominio C-terminal do sensor Snf3p.
Esta proteina assim estimulada seria responsavel pela inibicdo do sequestro de calcio
citosolico mediado pela Ca**-ATPase vacuolar Pmclp. Por outro lado, e atuando em
uma via paralela aquela da Snf3p, a proteina Gpa2p responderia a presenca do
acucar fosforilado (glicose-6-P) estimulando a ativagdo da fosfolipase C que
hidrolisando o fosfatidilinositol geraria DAG e IPs;. O inositol-1,4,5- trifosfato por sua
vez, atuaria, de forma direta ou ndo, sobre o canal de célcio TRP, Yvclp, presente na
membrana do vacuolo e/ou em transportadores nao identificados presentes na
membrana citoplasmatica. Isto acarretaria uma elevacdo dos niveis de célcio livre no
citoplasma. O aumento dos niveis de calcio citosélico poderia ainda ser mantido pela
inibicdo de Pmclp, mediada por uma sinalizac@o gerada pelo calcio extracelular.

E possivel concluir entdo que esta elevacdo seria o resultado de dois
mecanismos: um com o envolvimento de Snf3p e outro com o da proteina G, Gpa2p. A
mobilizacdo e presenca do mensageiro secundario, calcio, levaria, de uma maneira

ainda n&o elucidada, a ativacdo da H'-ATPase de membrana citoplasmatica.

Ainda que esta via nao tenha sido completamente elucidada, todos os dados
apresentados aqui, reforcam a hipétese de uma clara conex&o entre o sinal intracelular
de célcio, induzido por glicose, e a regulacdo pos-transcricional da H*-ATPase de
membrana citoplasmatica de levedura. E, além disso, sugerem uma participagéo

efetiva do IP; estimulando a liberag&o do calcio vacuolar, via canal Yvclp.
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Figura 25 — Modelo hipotético da ativacéo, induzida por glicose, da H'- ATPase de
membrana citoplasmética mediada por ions calcio, via Yvclp e regulagdo do

sequestro mediado por Pmcip, dos jons Ca*".
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7 — Perspectivas

Diante do fato de que a via de sinalizagdo proposta neste trabalho esta
provavelmente incompleta, experimentos adicionais sd0 necessarios para que seja
entdo possivel elucidar, mais detalhadamente, o mecanismo de interagcdo entre a
homeostase do calcio e a ativacéo, induzida por glicose, da H*- ATPase de membrana

plasméatica de Saccharomyces cerevisiae. Entre estes, destacam-se:

- Construir uma cepa selvagem capaz de super expressar o gene que codifica
para o canal vacuolar, Yvclp. Depois de construida esta cepa sera entdo
submetida aos testes de acidificacdo extracelular e medida do sinal de célcio,
na presengca ou auséncia do inibidor para receptores de IP;, 0 2-APB. A
concentracdo utilizada seréd a mesma descrita neste trabalho, 50 pM, final;

- Comprovar a atividade especifica da Ca**-ATPase vacuolar Pmclp nas
fracdes avaliadas, utilizando um inibidor especifico para a mesma buscando
obter um segundo controle negativo que ndo somente o quelante de célcio,
EGTA. Ap6s a confirmacdo medir a atividade Ca®*-ATPé&sica em outros
mutantes de interesse;

- Construir um triplo mutante com dele¢@o dos genes que codificam para os
transportadores de calcio de membrana plasmatica, Midlp, Figlp e Pdr5p. E
avaliar os fendtipos de resposta do mesmo para elucidar o papel do calcio
extracelular. Sendo este mutante inviavel submeter os duplos mutantes
figlAmid1A e pdrbAmid1A, a pré-incubacdo com uma droga que possa inibir a
ativagao do terceiro;

- Construir um triplo mutante snf3Aplc1Ayvc1A para verificar se o canal Ycvlp
estd ou ndo, envolvido na reversdo do fendtipo apresentada pelo duplo
snf3Aplc1A;

- Realizar novas combinacbes de duplas dele¢cbes para elucidar o
funcionamento dos dois bragcos paralelos da via de ativacdo, induzida por
glicose, da H'-ATPase de membrana plasmatica. Como por exemplo, 0s

duplos snf3Ayvc1A e pmc1Aplc1A.
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