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RESUMO

A H*-ATPase de membrana plasmatica de Saccharomyces cerevisiae é uma bomba
de prétons que possui um papel importante na fisiologia deste microrganismo, uma vez que
ativada é capaz de criar um gradiente eletroquimico que € essencial para a captacdo de
nutrientes. A presenca de glicose desencadeia modificacbes pos-traducionais que
aumentam a atividade da H'-ATPase. Trabalhos realizados em nosso laboratorio
demonstraram que a ativagdo da enzima, induzida por glicose, estad de alguma maneira
ligada ao metabolismo de célcio. No entanto, a identidade da(s) proteina quinase(s) que
leva a ativacdo da enzima ainda ndo foi identificada. Neste trabalho, nés mostramos os
resultados de uma triagem com as cepas de levedura que apresentam delecGes Unicas em
genes que codificam para proteinas quinases existentes em Saccharomyces cerevisiae. Para
isso, foi avaliada a variacdo do pH extracelular durante o crescimento celular, com adicéo
de glicose, de leveduras apresentando delecBes Unicas em genes que codificam para
proteinas quinases conhecidas. As células foram cultivadas em placas de 96 pocos em YPD
2%, e cada cultura foi avaliada com o indicador acido-base purpura de bromocresol.
Nossos resultados demonstraram que das 95 amostras analisadas, 53 foram incapazes de
promover a acidificagdo durante o crescimento celular. Quando a ativagdo induzida por
glicose foi medida por meio da determinacdo da acidificacdo extracelular, apenas 20
mutantes apresentaram uma clara reducdo na taxa de acidificacdo, quando comparados a
linhagem selvagem. Para eliminar as quinases que poderiam estar indiretamente envolvidas
na regulacdo da ATPase, a sinalizagdo de célcio foi medida e 14 mutantes apresentaram
niveis de calcio normais durante a sinalizacdo induzida por glicose. Posteriormente, nos
determinamos as propriedades cinéticas da enzima, em membranas plasmaticas
purificadas, de mutantes com delecdo em genes que codificam para 7 das 14 proteinas
selecionadas como potenciais candidatas ao mecanismo de fosforilagdo da H*-ATPase,
incluindo a cepa selvagem correspondente. No entanto, essa abordagem ndo permitiu
esclarecer completamente a(s) identidade(s) da(s) proteina(s) quinase(s) que leva(m) a

ativacdo da H*-ATPase de membrana plasmatica de Saccharomyces cerevisiae.

Palavras-chave: Saccharomyces cerevisiae. H*-ATPase. Proteina quinase.

Vii



ABSTRACT

The Saccharomyces cerevisiae plasma membrane H*-ATPase is a pumping proton
that plays an important role in the physiology of this microorganism since activated is able
to create an electrochemical gradient essential for nutrient uptake. The presence of glucose
triggers post-translational modifications that increase H'-ATPase activity. Studies
performed in our laboratory demonstrated that the induced activation of this enzyme by
glucose is, in some way, related to calcium metabolism. However, the identity of protein
kinase (or protein kinases) that leads the H*-ATPase activation has not been identified yet.
In this work, we show the results of a screening with the yeasts strains with single
deletions in genes encoding for protein kinases described to exist in Saccharomyces
cerevisiae. Therefore, we evaluated the extracellular pH variation during cell growth, with
the addition of glucose in yeast with deletions unique in genes to known protein kinases.
The cells were grown in 96-well plates in YPD 2% and each culture was assessed with the
acid-base indicator bromocresol purple. Our results showed that of 95 samples analyzed,
53 were unable to promote acidification during cell growth. When the induced activation
by glucose was measured by determining the extracellular acidification, only 20 mutants
showed a clear reduction in the rate of acidification compared to the wild type. To
eliminate the kinases that could be indirectly involved in the regulation of H*-ATPase,
calcium signaling was measured and 14 mutants showed normal levels of calcium during
glucose-induced signaling. Subsequently, we determined the enzyme kinetic properties in
purified plasma membranes of mutants with deletions in genes coding for 7 of the 14
proteins selected as potential candidates for the H*-ATPase phosphorylation mechanism,
including the corresponding wild strain. However, this approach does not clarified
completely the identify of protein kinase (s) that takes (m) to the activation of H*-ATPase

of the membrane of Saccharomyces cerevisiae.

Keywords: Saccharomyces cerevisiae. H-ATPase. Protein kinase.
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1.1.  Aspectos gerais

As membranas celulares sdo cruciais para a vida da célula. Ela constitui uma
organela essencial que circunda as células, define seus limites e separa o conteudo
intracelular do extracelular. Em todas as células, sdo criados gradientes de ions através da
membrana, estabelecidos pela atividade das proteinas especializadas da membrana, que
podem ser usados para sintetizar ATP, direcionar o0 movimento transmembranar de solutos
selecionados ou produzir e transmitir sinais elétricos. A membrana plasmatica também
contém proteinas que atuam como sensores de sinais externos, permitindo que as células
mudem seu comportamento em resposta aos sinais ambientais, incluindo aqueles de outras
células (Alberts et al., 2002). As proteinas transmembranares sdo capazes de detectar estes
sinais externos e transmiti-los como um sinal intracelular, gerador de diferentes respostas
fisiologicas. Considerando a importancia bioldgica das proteinas de membrana, este
trabalho visa estudar o mecanismo de ativacio da H*-ATPase de membrana plasmatica de
levedura, uma proteina transmembranar de fungos e plantas sendo a sua atividade
indispensavel para a viabilidade da célula (Serrano, 1989). Esta enzima constitui um
importante alvo final das vias de sinalizagcdo celular desencadeadas pela presenca de
glicose no meio extracelular e varios estudos vem sendo realizados com o intuito de
elucidar o mecanismo de ativacao desta enzima por glicose (Branddo et al., 1994; Coccetti
et al., 1998; Souza et al., 2001; Tropia et al., 2006).

1.2.  Saccharomyces cerevisiae como organismo modelo de estudo

As leveduras geralmente sdo encontradas em ambientes onde agucares estdo
presentes, como frutas, flores e cascas de arvores. Ha um nimero de espécies de leveduras
que vivem simbioticamente com animais, especialmente insetos, e algumas espécies sao
patogénicas de animais e humanos. O habitat original das leveduras do género
Saccharomyces é frutas e suco de frutas, mas as leveduras comerciais atualmente diferem
das cepas selvagens empregadas em estudos nos laboratdrios, porque estas sofreram
algumas modificagdes para se chegar a um microrganismo geneticamente estavel para as

condigdes usuais de experimentacdo. Leveduras de pdo e cerveja sdo provavelmente as
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mais bem conhecidas cientificamente de todos os fungos porque elas sdo celulas
eucarioticas facilmente manipulaveis (Madigan et al., 2010).

Entre as leveduras, a espécie Saccharomyces cerevisiae constitui um organismo
extremamente conveniente para estudos genéticos, bioquimicos e moleculares, uma vez
gue possui uma maquinaria de sinalizacdo celular tipica de eucariotos. Outra caracteristica
adicional deste microrganismo € o fato de possuir, pelos padrdes eucariéticos, um genoma
pequeno (Alberts et al., 2002). O genoma de Saccharomyces cerevisiae foi o primeiro
genoma eucaridtico a ser sequenciado (Dujon, 1996; Madigan et al., 2010) o qual possui
12 milhdes de pares de bases presentes em pouco mais de 6000 genes e distribuidos em 16
cromossomos (Goffeau et al., 1996). Dois tercos de aproximadamente 6000 ORFs
identificadas ja foram caracterizadas (Kellis et al., 2003).

Ressalta-se também que as leveduras sdo microrganismos empregados,
biotecnologicamente, na sintese de compostos de grande interesse industrial como o etanol,
glicerol, enzimas, bebidas alcodlicas, vitaminas e fermento (Winderickx et al., 2003).

De acordo com todas estas caracteristicas, pode-se dizer que a espécie
Saccharomyces cerevisiae satisfaz todas as tarefas que as células eucaridticas podem
realizar e o estudo com leveduras, principalmente esta espécie, tem sido Uteis para o

entendimento de muitos processos cruciais em células eucariotas.

1.3. Sinalizacéo celular

Todos os organismos estdo constantemente expostos a uma série de estimulos
ambientais capazes de afetar o seu comportamento. As células destes organismos detectam
e respondem seletivamente a estes estimulos ou sinais, reagindo a alguns e
desconsiderando outros para que possam perceber nutrientes e moléculas nocivas,
identificar a presenca de fatores de crescimento e hormonios e controlar o ciclo celular e as
vias metabolicas.

Os circuitos moleculares das células responsaveis pela deteccdo, amplificacéo,
integracdo de diversos estimulos externos e subsequente geracdo de respostas capazes de
controlar fendmenos intracelulares caracterizam o mecanismo de sinalizagao celular, que

embora se diferencie quanto a sua complexidade e componentes celulares, parece obedecer
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a certos principios conservados entre a maioria dos organismos vivos (Hug & Sarre, 1993).
Para responder efetivamente a um sinal, a célula precisa ser estimulada por uma molécula
sinalizadora que se liga e ativa um receptor protéico que, por sua vez, age COmMO

sinalizador. As trés principais classes de receptores de superficie celular séo:

- Receptores associados a canais i6nicos: traduzem um sinal quimico diretamente em um

sinal elétrico;

- Receptores associados a proteinas G: atuam indiretamente na regulacdo da atividade de
uma proteina ligada & membrana, ativando-a e iniciando uma cadeia de eventos que

irdo alterar a concentracdo de mensageiros secundarios;

- Receptores associados a enzimas: funcionam diretamente como enzimas através da
acdo do seu sitio catalitico situado no interior da célula.

Os receptores celulares propagam os sinais através de rotas de sinalizagdo
intracelulares buscando transformar, amplificar e distribuir o sinal a 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 Gnico evento
celular. Os principais processos de propagacdo do sinal sdo aqueles que desencadeiam
cascatas de fosforilacdes protéicas que resultam na ativacdo e/ou inativacdo de enzimas,
bem como na modulacdo de fatores transcricionais que alteram a expressao génica da
célula e, conseqlientemente, seu comportamento (Alberts et al., 2002).

Em organismos multicelulares, a maior parte das vias de sinalizagdo tem como
objetivo a comunicacdo entre as células. Os mensageiros extracelulares iniciam as rotas de
sinalizacdo modificando o metabolismo, proliferacdo e desenvolvimento em células alvo.
Ja os microrganismos utilizam basicamente nutrientes como agentes extracelulares
sinalizadores que irdo afetar o metabolismo, proliferacdo e desenvolvimento (Thevelein,
1994). Tem sido sugerido que os nutrientes, que atuam como moléculas sinalizadoras em
microrganismos, S0 recursos gue constituem as vias primarias de sinalizacdo, e que
posteriormente, estas vias foram duplicadas e/ou modificadas para servir a propdsitos mais
sofisticados, como a sinalizacdo na presenca de feromdnios, condicdo de estresse, dentre
outros (Thevelein, 1994).
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1.3.1. Mecanismo de sinalizagéo celular induzido por glicose em leveduras

A glicose é uma das moléculas que atua como mensageiro primario e esta
envolvida em diferentes vias de sinalizacdo em leveduras. Além de exercer fungédo
regulatoria, a sua disponibilidade no meio é o principal fator capaz de controlar o
crescimento e o desenvolvimento das células.

A adicdo de glicose a células de Saccharomyces cerevisiae, previamente cultivadas
em fontes de carbono ndo fermentaveis, como glicerol ou etanol, ou a células em fase
estaciondria, desencadeia processos regulatérios com o objetivo de potencializar a
utilizacdo da fonte de carbono (Bisson et al., 1993; Thevelein, 1994; Rolland et al., 2002).
Nestas condigdes, muitas enzimas e proteinas sdo ativadas e/ou inativadas a nivel pos-
transcricional, enquanto que a nivel transcricional muitos genes sdo reprimidos ou
induzidos. Um dos principais efeitos regulatérios da glicose é a mudanca do metabolismo
gliconeogénico/respiratdrio para o metabolismo fermentativo (Thevelein, 1994). Além
destes eventos, a glicose é capaz de promover uma elevacdo na taxa de crescimento devido
a um aumento na sintese de RNA ribossomal e na sintese protéica, podendo levar a
repressdo de genes que codificam para enzimas envolvidas na captacdo e metabolizacédo de
fontes alternativas de carbono e na resisténcia a estresse (Thevelein, 1994; Rolland et al.,
2002).

Para que a glicose possa exercer seu papel regulatorio ela precisa ser transportada
para o interior da célula. Este transporte constitui o primeiro passo de uma seqiiéncia de
eventos sinalizadores que envolvem sensores especificos para a glicose e uma
metabolizacdo parcial do acucar (fosforilagdo). A levedura Saccharomyces cerevisiae
possui em seu genoma vinte genes que codificam para proteinas do sistema transportador
de glicose, mas somente sete destes genes (HXT1- HXT7) sdo conhecidos por codificarem
transportadores funcionais (Carlson, 1998; Ozcan & Johnston, 1999). Células mutantes
com delecdes em todos estes sete genes sdo incapazes de crescer em glicose, frutose ou
manose (Liang & Gaber, 1996; Boles & Hollenberg, 1997; Reifenberger et al., 1997).

A levedura Saccharomyces cerevisiae possui também genes que codificam para
proteinas homologas dos transportadores de glicose, SNF3 e RGT2, que ndo sdo capazes de
transporta-la, mas atuam como sensores da mesma e geram um sinal intracelular para a

indugdo da expressdo dos genes HXT. A proteina Snf3 p apresenta seu segmento C —
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terminal citoplasmatico contendo 341 aminoacidos e é responsadvel pela indugdo da
expressdo de alguns genes de transportadores de glicose em baixas concentracdes da
mesma, engquanto que Rgt2 p contém 218 aminoacidos e é importante para a inducéo de
outros genes HXT em altas concentracdes de glicose. As sequéncias citoplasmaticas destes
dois sensores sdo similares apenas em uma regido de 25 aminoacidos, ja que Snf3 p possui
duas destas seqliéncias de aminodcidos e Rgt2 p possui apenas uma. Acredita-se que este
dominio de 25 aminodacidos esteja envolvido na geracdo do sinal para a inducdo da
expressao dos transportadores (Ozcan et al., 1996; Carlson, 1998; Ozcan et al., 1998).

A fosforilagdo da glicose, essencial para a sinalizacdo desencadeada por esta
hexose, é catalisada em leveduras por trés proteinas quinases, Hxk 1, Hxk 2 e Glk 1
(Hohmann et al., 1999).

Em leveduras, varias vias de sinalizacdo ja foram demonstradas, sendo que as vias
mais estudadas sdo a via principal de repressdo por glicose e a via Ras-adenilato ciclase
(Thevelein, 1994). Além destas, varios componentes de uma via do tipo fosfatidilinositol
induzida por glicose, similar aquela encontrada em mamiferos, foram descritos (Kaibuchi
et al., 1986; Flick & Thorner, 1993; Coccetti et al., 1998) e também vias de sinalizacdo
que ativam proteinas quinases homdlogas aquelas ativadas por mitdgenos em mamiferos
(MAP quinases).

1.4. Fosforilacéo de proteinas

Muitas das vias de sinalizacdo celular sdo reguladas por processos de
fosforilacdo/desfosforilacdo de proteinas. A adicdo ou remoc¢édo do grupamento fosfato de
uma proteina pode gerar um motivo de reconhecimento para interacdo proteina-proteina,
controle da estabilidade protéica e modular a atividade das enzimas (Zhang, 2002). Em
células eucaridticas, a fosforilacdo é catalisada por quinases, enzimas que adicionam um
grupamento fosfato, através da hidrolise do ATP em residuos de tirosina ou serina e
treonina. Estas proteinas atuam regulando tanto negativa como positivamente as vias de
sinalizagdo e o controle fisiologico de uma variedade de tecidos (Zhang et al., 2002).
Desde a descoberta da regulacdo da sintese e degradacdo do glicogénio na decada de 70

mediada pela proteina quinase dependende de AMPc (PKA), as descobertas envolvendo
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proteinas quinases mostraram que elas s&o uma das classes de enzimas mais abundantes e
que, através da fosforilacdo dos substratos, desempenham uma quantidade e variedade de
funcGes (Nestler & Greengard, 1999).

As proteinas quinases constituem aproximadamente 2% dos genes de um
organismo eucariotico (Manning et al.,, 2002). Poucas destas proteinas sdo
constitutivamente ativas no organismo e a atividade ndo regulada da maioria das quinases
pode ser deletéria ou letal para as células; por isso, elas tém desenvolvido mecanismos

precisos para controlar a atividade destas enzimas (Rubenstein & Schmidt, 2007).

1.5. Proteinas quinases de leveduras

Em relacdo aos metazodrios, as leveduras expressam um limitado nimero de
proteinas quinases e a maioria destas tem sido parcialmente caracterizadas e, em alguns
casos, tém sido completamente caracterizadas. O genoma de levedura codifica 117
proteinas quinases na superfamilia de proteinas quinases eucariéticas (ePKs) e 10 quinases
adicionais atipicas (Rubenstein & Schmidt, 2007). Em um estudo comparativo entre as
familias de proteinas quinases realizado por Manning et al. (2002), foi demonstrado que o
maior grupo de quinases e a maior familia de quinases esta entre 0s metazoarios, e que
muitas destas proteinas sdo também encontradas em leveduras, o que reflete a amplitude
das funcdes conservadas mediadas pelas proteinas quinases.

Hunter & Plowman (1997) foram os primeiros a analisar o conjunto completo de
proteinas quinases em Saccharomyces cerevisiae. Neste estudo, foi proposto um
dendrograma dos dominios de 113 proteinas quinases através do método de parcimonia da
sequéncia protéica, classificando-as em subfamilias com base na relacdo de parentesco

estrutural (Figura 1).



NPR/HALS
family

GCN2
CMGC  _ vax,
group R216¢C
KNST ==
K —
s ot
YKL161C SMK1
sLTz = o
H
ksS) S8
e &7 s
ov.
o
ey
EF
S
O

Introducéo

A
S &
T D ELM
LK famil
ALY c family
O\ a1°
%0\'\(\
o
o © AGC
S Q@\Qo“’\ group
O AV
' -\40
S N
5 *?(?\g\
3 scre
o - PKC1
N *Q\PQ’ TPK2 e TPKI
loel )\,’590280
0427y,
VPSSt
SPK1
YKL116C
\
Swe; STE7/MEK
KINg group
& Q OO yeﬁ’o 882
&5 £ |2 % =
O o M 2 £ X My,
ééoé’d? ]S 53 \%. 4o 7@)4,,4{\7@
5 -l AT o < % ‘%\ 4’7
=7 O v [2) s NS0
3 L OO £ 4 "4
S G 3% %
CKiIl e %m
CKI family J2 S >
family 2 fo. ©
> 0
33 4
oz % RAN
S o o (%'0'9 famil
STE11/STE20 SKS %% Y y
n

group

Figura 1. Dendrograma da superfamilia de proteinas quinases de leveduras.

O dominio catalitico de 113 proteinas quinases foi alinhado usando SAM®, um programa

de alinhamento de multipla seqiiéncia que se aplica ao modelo linear oculto de Markov

para possibilitar o reconhecimento de subdominios dentro de uma familia de proteinas.

Fonte: Hunter & Plowman, 1997.
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Um estudo comparativo entre oS quinomas de Saccharomyces cerevisiae,
Caenorhabditis elegans e Drosophila melanogaster revelou a presenca de 7 subfamilias
especificas de leveduras que contém 23 proteinas quinases; as outras 97 proteinas quinases
pertencem a 55 subfamilias, as quais sdo compartilhadas por organismos superiores
(Manning et al., 2002).

Muitas proteinas quinases humanas possuem ortélogas em leveduras, incluindo a
proteina quinase A (Pka p), proteina quinase C (Pkc p), Akt (PKB), proteina quinase tipo 2
dependente de Ca?*/calmodulina (CaMK2), proteina quinase ativada por 5’-AMP
(AMPK), quinases dependentes de ciclinas (CDKs), quinases ativadas por mitdgenos
(MAPKSs), glicogénio sintase 3B quinase (GSK3p), quinase ativada por p21 (Pakl p),
quinase polo-like (PIk1 p), quinase linhagem mista (MIk1), e caseinas quinases 1 (CK1) e
2 (CK2) (Brinkworth et al., 2006).

1.6. A H'- ATPase de membrana plasmatica de células da levedura Saccharomyces
cerevisiae

1.6.1 Origem, estrutura e funcdo da H*-ATPase

A H'- ATPase ¢ a proteina mais abundante na membrana citoplasmatica de fungos
e sua atividade é essencial para a viabilidade destes organismos (Goffeau & Slayman,
1981; Ambesi et al., 2000; Portillo, 2000; Tropia et al., 2006; Pereira et al., 2008). 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 & Carafoli, 1987; Morsomme et al., 2000). As P-ATPases sdo definidas por trés
caracteristicas basicas: 1- a unidade catalitica constitui-se de um mondmero com peso
molecular entre 70 e 200 KDa; 2- sdo inibidas por concentracdes micromolares de
vanadato e 3 — apresentam um residuo de aspartato, presente na posicdo 378, que €
covalentemente fosforilado durante o ciclo catalitico formando um intermediario acil-
fosfato (Maller et al., 1996; Morsomme et al., 2000).

H& muito havia sido observado que a presenca de glicose e a ativacdo do
metabolismo fermentativo desencadeavam uma acidificacdo do meio extracelular, porém,

somente em 1961, Mitchel demonstrou que este sistema de efluxo de prétons era gerado
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por uma bomba presente na membrana citoplasmatica das leveduras. As H*- ATPases de
fungos foram detectadas bioquimicamente no final dos anos 70, sendo que nos anos
seguintes, diferentes metodologias de purificacdo foram desenvolvidas, o que possibilitou a
caracterizagdo da H*- ATPase de trés espécies de fungos: Schizosaccharomyces pombe
(Dufour & Goffeau, 1978), Saccharomyces cerevisiae (Malpartida & Serrano, 1980) e
Neurospora crassa (Addison & Scarborough, 1981; Bowman et al., 1981; Addison, 1986).
Esta caracterizagdo demonstrou que as H'-ATPases sdo compostas por uma Unica cadeia
polipeptidica, com massa molecular de 100 KDa, que se encontra inserida na bicamada
lipidica.

Estudos que buscavam elucidar a estrutura secundéaria das P-ATPases em eucariotos
sugeriram uma estrutura consenso com dois grandes dominios hidrofilicos e 10 segmentos
transmembranares (Serrano & Portillo, 1990). Baseando-se nas sequéncias de aminoacidos
das sequéncias de bases e andlise do perfil de hidropatia, Lutsenko & Kaplan (1995)
propuseram um modelo topoldgico comum para as H*- ATPases de Neurospora crassa,
para a Ca’’- ATPase de reticulo sarcoplasmatico e para a Na*-K*- ATPase de células
animais. Segundo este modelo a seqliéncia de 100 KDa estd ancorada a membrana por
quatro segmentos hidrofébicos na porcdo N-terminal e seis segmentos na porcdo C-
terminal. A regido central da proteina estende-se para o interior do citoplasma e contém
quatro motivos altamente conservados, que representam 0s dominios cataliticos: 1-
dominio de fosfatase; 2 — dominio de fosforilacdo (onde se encontra o residuo de
aspartato); 3 — dominio de ligacdo do ATP e de atividade quinase e 4 — dominio regulatério
C-terminal (Serrano & Portillo, 1990) (Figura 2). Este modelo topol6gico condiz com
estudos de cristalografia feitos por (Auer et al., 1998) que revelaram um mapa da estrutura
tridimensional da H*-ATPase contendo 10 o — hélices no dominio da membrana e 4
grandes dominios citoplasmaticos na conformacdo aberta da enzima sem a presenca de

ligantes.
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M8 M9 MIO

Extracelular

Intracelular

Figura 2. Modelo topoldgico da H*- ATPase de membrana citoplasmatica de fungos.

Os residuos em azul representam aqueles comuns as H*- ATPases de diferentes fungos.
M1 a M10 sdo os segmentos transmembranares. Os dominios cataliticos também se
encontram representados na figura: P — sitio de fosforilacdo; ATP — sitio de ligagdo do
ATP e C — dominio regulatério C-terminal.

Fonte: Adaptado de Ambesi et al., 2000.
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As H*-ATPases dos fungos Saccharomyces cerevisiae e Schizosaccharomyces
pombe sdo codificadas pelo gene PMAL1 (Serrano et al., 1986; Ghislain et al., 1987),
entretanto ambas espécies apresentam um segundo gene, PMA2, altamente homologo a
PMAL1 e expresso em niveis muito baixos, que codifica para uma H*-ATPase com funcéo
fisiologica ainda desconhecida (Portillo, 2000).

A funcio bioldgica da H*- ATPase de membrana citoplasmatica de fungos e plantas
é criar um gradiente eletroquimico de protons, através de um sistema de transporte ativo,
importante para a captacdo de nutrientes e para a regulacdo do pH intracelular (Monteiro &
Sé&-Correia, 1998; Portillo, 2000). Para sua atividade, esta enzima requer Mg®*, Mn** ou
Co** (Dufour & Goffeau, 1978), pH 6timo em torno de 6,0 e apresenta especificidade para
ATP (Dufour & Goffeau, 1980). A H*-ATPase pode ser regulada por dois principais
fatores: glicose e pH &cido; entretanto, situacGes de estresse desencadeadas pela presenca
de etanol (Monteiro & S&-Correia, 1998), presenca de &cidos organicos (Viegas & Sa-
Correia, 1991) e choque térmico (Piper et al., 1997) também sdo capazes de promover um

aumento da atividade da enzima.

1.6.3. Mecanismos regulatérios da H*-ATPase

1.6.2.1. Regulagdo da H*- ATPase a nivel de expressdo génica

Os processos de regulacio da expressdo do gene que codifica para a H'- ATPase de
membrana citoplasmatica sdo ainda pouco conhecidos. Até 0 momento, somente a regiao
promotora do gene PMA1 foi caracterizada. Baseando-se no fato do gene PMAL ser
altamente expresso (Rao et al., 1993) e que a H'- ATPase possui uma meia vida
relativamente longa (aproximadamente 11 horas) (Benito et al., 1991), sugere-se que
mecanismos regulatdrios mais precisos, envolvidos na atividade da H*- ATPase, ocorram a
nivel pés-traducional (Portillo, 2000).

Em células de Saccharomyces cerevisiae, a regulacéo transcricional da H*- ATPase
se da através da ativacdo por glicose do fator de transcricdo Tuf/ Rapl/ Grfl (Diffley,
1992) o qual se liga as regides promotoras UAS1 e UAS2 do gene PMAL (Capieaux et al.,
1989). Garcia-Arranz et al. (1994) demonstraram também a participagdo da proteina Apal

na regulacdo génica da enzima, induzida por glicose, e sugeriram que esta proteina poderia
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estar localizada na membrana e fazer parte de um complexo que detectaria a glicose e
através de mecanismos ainda desconhecidos levaria & indugdo do gene PMAL.

Goossens et al. (2000) descreveram um fator de transcricdo — GIn3 — que seria
responsavel pelo aumento da expressio da H'-ATPase sob condigbes de jejum por
nitrogénio. Esta proteina, GIn3, pertence a familia de fatores Zinc-finger e se liga a
seqliéncias GATAA Unicas.

1.6.2.2. Regulagdo pos-traducional da H+- ATPase

A H'- ATPase de membrana citoplasmatica é regulada a nivel pos-traducional pelo
metabolismo da glicose que desencadeia trés fendmenos importantes: 1- decréscimo do Ky,
por ATP; 2- aumento da Vmax € 3- deslocamento do pH 6timo enzimatico para valores
neutros (Eraso & Portillo, 1994; De La Fuente et al., 1997). Embora o mecanismo
molecular desta regulacdo induzida por glicose ndo esteja totalmente esclarecido, dois
mecanismos parecem estar envolvidos no processo: fosforilacdo direta da enzima
(Mcdonough & Mahler, 1982; Chang & Slayman, 1991; Eraso & Portillo, 1994; Goossens
et al., 2000) e/ou degradacdo de uma hipotética proteina inibitoria do processo de ativacao
(De La Fuente et al., 1997).

Portillo & Serrano (1989) verificaram um papel importante da regido C-terminal da
enzima. Em 1998, foi observado por Mason et al., que a delecdo dos 27 aminoacidos do
dominio N-terminal ndo afetava a atividade da enzima e nem a sua sensibilidade as
mudancas do metabolismo em glicose, e que por outro lado, a remocdo dos 18 aminoacidos
do dominio C-terminal produzia uma enzima constitutivamente ativa. Além disso,
observou-se também que a delecdo combinada dos dois dominios (N-terminal e C-
terminal) induzia um acentuado aumento da atividade da H*- ATPase (Mason et al., 1998).
Estas evidéncias sugerem que a porcao C-terminal da enzima constitui um dominio auto-
inibitdrio e que a regido N-terminal tem uma funcdo sutil na modulacdo da atividade da
ATPase.

Através de estudos de mutagénese sitio dirigida foi possivel identificar diversos
residuos da regido C-terminal que seriam importantes na regulagdo da H*- ATPase
(Portillo & Serrano, 1989). Dentre estes, destacam-se dois sitios regulatérios que parecem

afetar esta regulagdo: o sitio envolvendo os aminoacidos Arg-909 e Thr-912, que €
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essencial para promover mudancas da Vmax (@umento) e o sitio envolvendo os residuos Ser-
899 e Glu-901, que é necessario para altera¢fes no K, (reducdo) (Mason et al., 1998).

No modelo proposto para explicar a regulacéo pos-traducional, induzida por glicose
da H*- ATPase (Figura 3), a via de sinalizacio ativada pelo aglcar desencadeia uma
modificacdo conformacional da regido C-terminal, desfazendo a interacdo inibitoria deste
dominio com o dominio de ligacdo do ATP, permitindo a enzima adotar uma conformacéo
ativa. Esta interacdo, que limita o acesso do ATP e o transporte de prétons, €
provavelmente desfeita por fosforilagdo dos residuos de serina 899 e treonina 912 por
intermédio de uma proteina quinase ainda desconhecida (Diffley, 1992; Mason et al.,
1998; Portillo, 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 alteracdes de Viax € pH 6timo
(Eraso & Gancedo, 1987).
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Figura 3. Modelo de fosforilacdo da H'-ATPase de membrana citoplasmatica,
induzida por glicose.

A adicdo de glicose desencadeia uma via de sinalizacdo que resulta na fosforilacdo do
dominio C-terminal da enzima, nos residuos Ser-899 e Thr-912 causando, respectivamente,
reducdo do K, por ATP e elevacdo da Vpma, produzindo um aumento da atividade
especifica da enzima.

Fonte: Adaptado de Portillo, 2000.
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1.6.3. Evidéncias relacionadas ao processo de ativacdo da H*- ATPase induzido por

glicose

Em 1983, Serrano evidenciou que a adicdo de glicose a células de levedura
intensificava o efluxo de protons mediado pela H*- ATPase e que estas mesmas condicdes
acarretavam um forte aumento da atividade da enzima. A via de sinalizagdo responsavel
por esta ativacdo intensa da H*-ATPase ndo foi ainda completamente elucidada, entretanto
muitos componentes importantes ja tém sido identificados, alem da confirmagdo da
necessidade de uma fosforilacdo direta da enzima (Chang & Slayman, 1991; De La Fuente
& Portillo, 2000).

Um dos mais bem caracterizados efeitos da glicose, quando adicionada a células em
fase estacionaria ou crescidas em fontes de carbono ndo fermentaveis, é o aumento dos
niveis de AMPc, o qual leva a uma cascata de fosforilacdo dependente da ativacdo da
proteina quinase A promovendo uma variedade de efeitos fisiologicos (Thevelein, 1994;
Rolland et al., 2002). Baseando-se nisto foi sugerido que a via de sinalizacdo mediada por
Pka p estaria envolvida no processo de ativacio, por glicose, da H*-ATPase e que esta
proteina quinase seria responsavel por fosforilar a enzima (Ulaszewski et al., 1989) (Figura
4).
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Figura 4. Mecanismo hipotético de ativacdo induzida por glicose da H+- ATPase de
membrana plasmética da levedura Saccharomyces cerevisiae, via proteina quinase
dependente de AMPc (PKA).

Por este mecanismo, a glicose seria internalizada e fosforilada, o que levaria ao aumento
dos niveis enddgenos de AMPc, sintetizado a partir do ATP pela acdo da enzima adenilato
ciclase. Um aumento dos niveis de AMPc ativaria a proteina quinase A e esta, por

fosforilagéo, ativaria a H'- ATPase.
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Apesar de alguns estudos (Portillo & Mazon, 1986; Mazén et al., 1989; Ulaszewski
et al., 1989) terem sugerido que para a ativagdo eficiente da H*- ATPase seria necessaria
uma via Ras-AMPc adenilato ciclase intacta, Dos Passos et al. (1992) utilizando diversas
cepas contendo mutacbes na via PKA, demonstraram que a ativacio da H'- ATPase
induzida por glicose ndo era mediada pela proteina quinase AMPc dependente. Portanto,
era necessario entdo investigar a participacdo de outra proteina quinase no processo de
ativacdo da H*-ATPase.

Considerando outro efeito da adicdo de glicose a celulas de levedura, que é a
estimulagdo do “turnover” do fosfatidilinositol, fosfatidilinositol fosfato e fosfatidilinositol
4,5 bifosfato (Kaibuchi et al., 1986; Frascotti et al., 1990; Flick & Thorner, 1993),
Branddo et al. (1994) decidiram estudar o possivel envolvimento deste processo na
regulacio 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 Pkcl p na ativacdo, induzida por glicose, da
H'- ATPase de levedura. Por este mecanismo, a glicose fosforilada de alguma maneira
ativaria a fosfolipase C (Plcl p), a qual hidrolisaria o fosfatidilinositol bifosfato em IP3
(fosfatidilinositol) e DAG (diacilglicerol). O aumento dos niveis de IP3 levaria a liberagdo
de célcio dos compartimentos intracelulares, o que conduziria a ativacdo da proteina
quinase C, a qual, de alguma maneira, seria responsavel pela ativacio da H*- ATPase
(Figura 5).

18



Introducdo

e GLICOSE ©®

o GLICOSE > @
PIP,

d

N

?

Figura 5. Mecanismo hipotético de ativagdo induzida por glicose da H*- ATPase de
membrana plasmatica da levedura Saccharomyces cerevisiae, via proteina quinase
dependente de calcio (PKC).
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Mais tarde, Coccetti et al. (1998) demonstraram que, de fato, a fosfolipase C esta
envolvida tanto na indugdo por glicose do “turnover” do fosfatidilinositol, quanto na
ativacdo da H'- ATPase, ja que em mutantes com delecdo no gene que codifica para esta
proteina, o “turnover” do fosfatidilinositol é inibido e a ativagdo da H'- ATPase induzida
por glicose é significativamente reduzida.

Souza et al. (2001) demonstraram a participacdo da proteina G Gpa2 p, do sensor
de glicose Snf3 p e a necessidade da entrada e fosforilacdo da glicose para que a ativacao
da H*- ATPase acontecesse, além de confirmar o envolvimento da Pkc p e ndo de outras
MAP quinases, na via de sinalizagcdo que resulta na ativacdo da enzima, utilizando pela
primeira vez cepas mutantes com delecao nestes genes.

Vérios estudos também tém demonstrado que a adicdo de glicose a uma cultura de
leveduras esta diretamente ligada a homeostase do célcio, sendo importante para ativar vias
que induzem a captacdo, seqliestro e a liberacdo deste ion dos seus compartimentos
intracelulares (Eilam et al., 1990; Nakajima-Shimada et al., 1991). Nakajima-Shimada et
al. (1991), descreveram o mecanismo de sinalizacdo de calcio, induzido por glicose, em
Saccharomyces cerevisiae ao demonstrarem que ap6s a adicdo do acUcar, estas células
produziam uma acentuada resposta TECC (elevacdo transitdria de célcio citosélico). Fu et
al. (2000), evidenciaram que esta resposta era dependente da fosfoglucomutase 2 (Pgm2
p), sugerindo que a homeostase do calcio era fortemente afetada pelos niveis de glicose-1-
fosfato e glicose-6-fosfato (Aiello et al., 2002).

Foi também demonstrado que esta sinalizacdo dependente do influxo de célcio
requer a atividade da fosfolipase C e do complexo Gprl/Gpa2 GPCR (Tisi et al., 2002),
bem como o transporte e fosforilacdo da hexose e a participacdo do canal Midl p (Tokés-
Fuzesi et al., 2002). Tisi et al. (2004), evidenciaram ainda que o inositol-1,4,5- trifosfato
(IP3) funciona como mensageiro secundario no metabolismo de célcio.

Kellermayer et al. (2003) também demonstraram a importancia das bombas de Ca**
presentes no vactolo e no Complexo de Golgi (Vcx1 p, Pmcl p e Pmrl p) no controle da
resposta TECC em células de S. cerevisiae submetidas a glicose, sugerindo que o0s estoques
intracelulares deste ion sdo também importantes para o evento.

Considerando os varios componentes ja estabelecidos na literatura para a

homeostase de Ca** e aqueles envolvidos na ativacdo da H*-ATPase, Trépia et al. (2006)
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baseando-se no fato de que estas vias possuem muitos componentes em comum, sugeriram
uma conexdo entre as mesmas propondo o seguinte modelo hipotético: primeiramente a
glicose seria internalizada e fosforilada o que geraria um sinal, provavelmente relacionado
a um balanco entre os niveis de glicose-1-P e glicose-6-P, o qual seria detectado pelo
dominio C-terminal do sensor de glicose Snf3 p. Esta proteina, uma vez estimulada
promoveria a inibicdo da Ca’*-ATPase presente no vactolo (Pmcl p) e conseqilentemente
alteraria os niveis de Ca*" citosélico. Em paralelo, e atuando em uma via independente
daquela com o envolvimento de Snf3 p, a proteina Gpa2 p responderia a presenca do
acucar fosforilado estimulando a ativacdo da Plcl p. Esta enzima, uma vez ativada,
hidrolisaria o PI(3,5)P2 gerando DAG e IP3. O inositol-1,4,5- trifosfato, por sua vez,
atuaria sobre canais de calcio presentes na membrana citoplasmatica e/ou na membrana de
organelas intracelulares, o que acarretaria uma elevacdo dos niveis de calcio livre no
citosol. Esta elevagéo seria entdo o resultado de dois mecanismos: um com o envolvimento
de Snf3 p e outro com o da Gpa2 p. A presenca dos dois mensageiros secundarios, DAG e
calcio, promoveria a ativacdo da proteina quinase C (Pkcl p), culminando com a ativagédo

da H*-ATPase de membrana citoplasmatica por glicose (Figura 6).
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Figura 6. Modelo hipotético da ativacido da H'-ATPase de membrana plasmatica de

Saccharomyces cerevisiae mediada por ions célcio.

Um sinal, provavelmente relacionado a um balango entre os niveis de glicose-1-P e
glicose-6-P seria gerado e detectado pelo dominio C-terminal do sensor Snf3 p. Esta
proteina atuaria inibindo a Pmclp, levando ao aumento dos niveis de calcio citosoélico.
Atuando em via paralela e independente a Snf3 p, a proteina Gpa2 p responderia a
presenca do acucar fosforilado estimulando a ativacdo da enzima Plcl p. Esta, por sua vez,
hidrolisaria o P1(3,5)P2 gerando DAG e IP3 Este ultimo atuaria sobre canais de calcio
presentes na membrana plasmatica e/ou na membrana de organelas intracelulares, o que
acarretaria uma elevacao dos niveis de calcio livre no citosol promovendo assim a ativagdo
da proteina quinase C, a qual seria responsavel pela ativagio da H*-ATPase.

Fonte: (Souza et al., 2001; Tropia et al., 2006; Pereira et al., 2008; Cardoso, 2009).
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Nesse modelo hipotético de ativacio da H*-ATPase, proposto a partir de estudos
realizados anteriormente no nosso laboratorio, foi sugerido que a Pkcl p estaria envolvida
no controle da atividade da H*-ATPase (Souza et al., 2001) e que também teria um papel
importante na desrepressao de diferentes genes (Salgado et al., 2002; Gomes et al., 2005).
No entanto, apesar do fato de que a Pkcl p possui sitios de ligacdo para diacilglicerol
(DAG) e os chamados dominios dependentes de calcio, C2, h4 evidéncias demonstrando
que esta proteina ndo é ativada por estes sinais (Schmitz & Heinisch, 2003).

Com base nas medidas dos parametros cinéticos, tem sido sugerido que a Ptk2 p
seria a proteina quinase envolvida na modulagéo da atividade da H*-ATPase de membrana
plasmatica em células de levedura. Aparentemente, esta enzima fosforila o sitio de serina
899, provocando uma reducdo do valor de K, para o0 ATP (Eraso et al., 2006). No entanto,
ndo ha indicacao clara sobre a quinase que fosforila o sitio de treonina 912. Contudo, como
este residuo é parte de um motivo de reconhecimento classico para a proteina quinase 2
dependente de Ca®*/calmodulina (Goossens et al., 2000) e caseina quinase 2 (Lecchi et al.,
2007), sugere-se que tais quinases possam estar envolvidas neste mecanismo de regulacao.

Diante destas evidéncias, este trabalho propés fazer uso de mutantes com delecéo
em genes que codificam para proteinas quinases em Saccharomyces cerevisiae, com 0
objetivo de elucidar a proteina quinase responsavel pelo processo de ativagdo da H'-
ATPase de membrana plasmatica em células de Saccharomyces cerevisiae.
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Justificativa

2.1.  Justificativa do trabalho

Os sistemas de transporte presentes nas biomembranas sdo extremamente
importantes para a manutengdo da vida da célula. A H*-ATPase de membrana plasmatica
de levedura desempenha funcdo chave na fisiologia destes organismos, uma vez que
constitui uma base para processos de transporte de membrana plasmatica, devido a
formacdo do gradiente de pH e do potencial elétrico gerado pela bomba. E de suma
importancia a compreensdo da via de sinalizagdo que regula a atividade dessa enzima, cuja
atividade é crucial para a vida de microrganismos, como a espécie Saccharomyces
cerevisiae, que tem sido empregada na industria alimenticia e de bebidas, bem como na
producdo de alcool combustivel.

O estudo dos aspectos relacionados ao controle do metabolismo da levedura
Saccharomyces cerevisiae iniciou-se na década de 80 pelo nosso grupo de pesquisa e,
dentro desta linha de pesquisa, tem-se investigado o modelo de regulacdo pelo qual a
presenca de glicose e de outros agucares desencadeiam um processo de ativacio da H*-
ATPase de membrana plasmatica de Saccharomyces cerevisiae. Ao longo desses anos de
pesquisa foram obtidos resultados relevantes que conduziram a elaboracdo de um modelo
de estudo relacionado a ativacdo desta enzima.

O estudo de identificacdo de proteinas quinases realizado neste trabalho, além de
contribuir para a elucidacio do mecanismo de sinalizacdo da H*-ATPase, também fornece
dados sobre outras proteinas quinases em Saccharomyces cerevisiae que podem ser
utilizados como referéncia para estudos em células eucaridticas, ja que estas proteinas
compreendem uma grande familia de enzimas que medeiam respostas em células
eucaridticas a estimulos externos, e sdo moléculas chave em varias vias de sinalizacdo

relacionadas com diversos processos bioldgicos.
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Objetivos

3.1.  Objetivo Geral

Identificar a(s) proteina quinase(s) responsavel(is) pela fosforilacdo e ativacdo,
induzida por glicose, da H*-ATPase de membrana plasmatica em células de

Saccharomyces cerevisiae.

3.2.  Objetivos Especificos

a) Realizar uma triagem com a cole¢do de mutantes Euroscarf (European Saccharomyces
cerevisiae Archive for Functional Analysis) a fim de identificar as quinases existentes em
leveduras que podem estar envolvidas na fosforilacio da H*-ATPase de membrana

plasmatica;

b) Avaliar a participagdo destas quinases em eventos envolvidos na sinalizacdo intracelular

de célcio que levam a ativacdo da H*-ATPase;
c) Avaliar o envolvimento desta (S) quinase (s) no processo de ativagdo da enzima “in

vivo” medindo a atividade enzimatica especifica em preparagdes de membranas

plasmaticas em células ndo expostas e expostas a glicose.
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Materiais e Métodos

4.1. Desenho experimental

Identificacdo dos genes que codificam para proteinas quinases
em Saccharomyces cerevisiae (Banco de dados SGD: Saccharomyces
genome database e dados da literatura) e selecdo das cepas vidveis na
colecdo

l

Triagem das cepas quanto a capacidade de Acidificacdo extracelular
em microplaca de 96 pocos com a adicdo de indicador de pH
(Parpura de bromocresol)

l

Curvas de crescimento de todas as cepas que apresentaram fendtipo
de incapacidade de acidificacdo do meio na triagem em microplaca
de 96 pocgos

l

Medidas quantitativas da acidificacdo extracelular das cepas
selecionadas nas etapas anteriores

l

Medidas do célcio citosélico livre das cepas que apresentaram
reducdo na capacidade de acidificacdo extracelular comparadas a
cepa selvagem

|

Cinética enzimatica da H*-ATPase: comparacio dos pardmetros
cinéticos das cepas mutantes com a cepa selvagem correspondente
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4.2.  Pesquisa dos genes que codificam para proteinas quinases em Saccharomyces
cerevisiae

Foi realizada uma busca no banco de dados SGD (Saccharomyces Genoma

Database - http://www.yeastgenome.org) e na literatura (Rubenstein & Schmidt, 2007)
para identificar, no genoma da espécie Saccharomyces cerevisiae, 0s genes que codificam

para proteinas quinases.

4.3.  Microrganismos e construcdes utilizadas nos experimentos

Em nossos experimentos foram utilizadas 95 cepas com mutacGes em diferentes
genes que codificam para proteinas quinases em Saccharomyces cerevisiae. Em todas as
condicdes experimentais, a cepa selvagem correspondente BY4741 (gendtipo: MATg;
his3A1; leu2A0; lys2A0; ura3A0) foi utilizada como controle. A cepa YPL268W (gendtipo:
BY4741; plcl:: kanMX4) foi transformada e utilizada como controle nos experimentos de
medida do sinal de célcio citosolico livre. Os Anexos A e C mostram todas as cepas

utilizadas nos experimentos.

4.3.1 Procedéncia das cepas de Saccharomyces cerevisiae

As cepas utilizadas neste trabalho sdo originarias da colecdo Euroscarf ((European

Saccharomyces cerevisiae Archive for Functional Analysis).

4.4. Meios de cultura e condicdes de crescimento
4.4.1.Meio de cultura YP

Foi utilizado o0 meio YP como meio de cultura, composto por extrato de levedura

1% (p/v) e bactopeptona 2% (p/v). Ao meio sélido foi acrescentado Agar a 1,5% (p/v). A

fonte de carbono utilizada foi glicose nas concentracGes finais de 2% e 4%. Esta foi
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autoclavada separadamente e acrescentada assepticamente ao meio em capela de fluxo

laminar.

4.4.2. Meio minimo sintético (SD)

Os meios liquido e sélido de SD utilizados foram compostos por 0.67% (p/v) de
base nitrogenada de leveduras sem aminoacidos, suplementado com o0s 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, &cido 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. Ao meio solido foi
acrescentado Agar a 1.5% (p/v) e o pH ajustado com KOH para 6,5. Para o preparo de
meio SD liquido, o valor de pH foi ajustado para 5,5. A glicose, como fonte de carbono, foi

adicionada separadamente, em uma concentragéo final de 2%.

4.4.3.Condicgoes de Crescimento

4.3.3.1. Pré-indculo para a medida quantitativa de acidificagdo extracelular e
medida da atividade especifica da H*-ATPase

As células de Saccharomyces cerevisiae foram crescidas em tubos de ensaio
contendo 4 mL de meio liquido YP glicose 2%, durante 24 h a 28-30° C e sob agitacio
constante de 200 rpm (Incubador Rotatério New Brunswick Model G25). Em seguida, o
contetdo destes tubos foi inoculado em 50 mL do mesmo meio liquido, procedendo-se o

crescimento nas mesmas condicdes anteriormente descritas.

4.3.3.2. In6culo para o ensaio de acidificacdo extracelular em microplaca de 96
pOcos

As células de Saccharomyces cerevisiae foram pre-inoculadas em microplaca de 96
pocos contendo 200 pL de meio liquido YP glicose 2%. Incubou-se a 30°C por 48 horas.
Em seguida, as células foram ressuspensas e 30 uL desta supensdo foram inoculados em
outra microplaca de 96 pocos contendo 170 uL de meio liquido YP glicose 2%. Incubou-

se a 30°C por 48 horas.
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4.3.3.3. In6culo para a medida quantitativa de acidificagdo extracelular

As células de Saccharomyces cerevisiae crescidas em pre-indculo de 50 mL, foram
inoculadas em 300 mL de meio liquido YP glicose 2%. Incubou-se a 28-30°C, sob agitacao
constante de 200 rpm (Incubador Rotat6rio New Brunswick Model G25) até o final da fase
exponencial de crescimento (entre 19 e 20 horas), quando as células foram coletadas para a

execucdo dos experimentos.

4.3.3.4. Inéculo para a medida da atividade especifica da H*-ATPase

As células de Saccharomyces cerevisiae crescidas em pré-indculo de 50 mL, foram
inoculadas em 1000 mL de meio liquido YP glicose 4%. Incubou-se a 28-30°C, sob
agitacdo constante de 200 rpm (Incubador Rotatério New Brunswick Model G25) até o
final da fase exponencial de crescimento (entre 19 e 20 horas) quando as células foram

coletadas para a execucdo dos experimentos.

4.5. Ensaio de acidificacdo extracelular em microplaca de 96 po¢os

Apos o crescimento por 48 horas em microplaca de 96 pocos, foram adicionados as
suspensdes celulares 7 puL do indicador acido-base purpura de bromocresol, que abaixo de
pH 5,2 apresenta coloracdo amarelada e acima de pH 6,8 apresenta coloracédo violeta. Apos
a adicdo do indicador de pH, homogeneizou-se cuidadosamente a microplaca, com
movimentos circulares leves. As suspensdes que apresentaram uma cor amarela foram
consideradas células capazes de acidificar o meio extracelular, enquanto que as suspensdes
que apresentaram cor violeta indicaram mutantes com menor atividade da H*- ATPase
(Figura 7). Foram selecionadas as cepas que apresentaram cor violeta na presenca do
indicador de pH.
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Figura 7. Ensaio de acidificacdo extracelular em microplaca de 96 pocos baseado na
adigdo de adicéo de solucéo do indicador de pH purpura de bromocresol.

(A) cultura de células em microplaca de 96 pocos, apos 48 horas de crescimento, antes da
adicdo da solucdo de indicador de pH; (B) inicio da adi¢do da solucéo de indicador de pH;
(C) término da adicdo da solucdo de indicador de pH e (D) foto da microplaca ap6s a
adicdo da solugédo de indicador de pH: mostrando diferencas entre as coloracdes violeta
(pH alcalino) e amarelada (pH é&cido), na coluna 1 ainda ndo havia sido adicionada a

solucéo de indicador de pH.
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4.6. Determinacgéo do crescimento celular
4.6.1. Crescimento celular em microplaca de 96 po¢os

Ap0s 48 horas de crescimento a 30°C, as microplacas de 96 pocos, contendo as
suspensdes celulares, foram submetidas a leitura da absorbancia com comprimento de onda
de 655 nm em leitor de Elisa (Model 680 BIO-RAD). Foram selecionadas as cepas que
apresentaram um crescimento celular de pelo menos 50% do crescimento celular obtido

pela cepa selvagem correspondente (BY4741).

4.6.2.Curvas de crescimento celular

As cepas mutantes que apresentaram o perfil de crescimento superior a 50% do
obtido pela cepa selvagem correspondente (BY4741), mas que tiveram uma menor
capacidade de acidificacdo do meio extracelular, foram testadas em crescimento celular em
frascos sob agitacdo constante de 200 rpm (Incubador Rotatorio New Brunswick Model
G25) a 28 — 30°C. O crescimento celular foi estimado através de medicdes da Agoonm POr
48 horas, em intervalos de 2 horas em um espectrofotdbmetro (Biomate 3 — Thermo
Scientific).

Para os experimentos posteriores foram selecionadas as cepas cuja mutacdo nao
prejudicou o seu crescimento celular e que apresentaram uma cor violeta na presenca do

indicador de pH.

4.7. Medida quantitativa da acidificacdo extracelular induzida por glicose

As celulas de Saccharomyces cerevisiae crescidas em meio liquido YP glicose 2%
foram coletadas por centrifugacdo a 2880g, por 5 minutos, a 4°C (centrifuga Beckman
Allegra X-12) e lavadas 2 vezes em agua destilada gelada. Fracdes de 0,4 g destas células
foram coletadas em 6 béqueres de 5 mL, contendo 4,5 mL de tampdo de acidificacéo
(Tris/THCI 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 estabilizacdo do pH por 2 minutos. Em seguida, as células foram submetidas a um pulso

de 1 umol de H" pela adicdo de 10 uL de HCI 100 mM (padrdo). A variagdo de pH foi
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acompanhada por 4 minutos, cujos valores foram anotados de 30 em 30 segundos
(potencidometro Orion Model 900 A) (Apéndice A).

Em duas das suspensdes de células foram adicionados 500 pL de glicose 1 M
(concentracéo final de 100 mM), acompanhando-se a variacdo do pH por 6 minutos , cujos

valores foram anotados de 30 em 30 segundos.
4.7.1. Determinacéo do peso seco

Ao final de cada experimento de acidificacdo, 100 uL da suspensdo de células
foram coletados por filtracdo a vacuo em membranas Millipore (0,75 um de porosidade)
previamente pesadas. Apos a filtracdo, as membranas contendo as células permaneceram
na estufa a 80°C por 24h e, apos este intervalo de tempo, foram pesadas. O peso seco final
foi determinado pela média de todos os experimentos.

4.7.2. Calculo da taxa de acidificacéo extracelular

Com os resultados obtidos nos experimentos de acidificacdo extracelular foram
tragados graficos pH vs tempo (min) e foram calculadas as taxas de bombeamento de H”.

h™. (g de células)™ de acordo com a seguinte equag&o:

1 Aycm-+AHClem x 60

les H*h™g™ =
HIOTEs 9 7 Axmin xP.S(g) % (50)

Onde:

a) Ay cm = variagdo de pH em centimetros ap6s um pulso de glicose (100 mM);

b) AHCI cm = variagio de pH em centimetros ap6s a adigdo de 1 pmol H* (controle);

€) Ax min = tempo referente a 1 minuto, convertido em escala;

d) Multiplica-se por 60 para converter para hora;

e) P.S =Peso seco em gramas correspondente a 0,1mL da suspensao de células;

f) 50 = Fator de corre¢do para 0 peso seco (0 volume final dos experimentos foi de 5
mL.

Um exemplo da aplicagdo da equacdo esté apresentado no Apéndice A.
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4.8. Preparo de células de leveduras competentes e transformacao
4.8.1. Preparo de células de leveduras competentes

As cepas Saccharomyces cerevisiae submetidas a processo de transformacao foram
pré-crescidas a 28 — 30°C, 200 rpm durante 24 horas, em 5 mL de YP glicose 2%. O pré-
inéculo foi inoculado em 100 mL do mesmo meio e incubado nas mesmas condi¢fes de
temperatura e agitacdo descritas acima até que a cultura atingisse um valor de densidade
Otica de 0,6. Apos crescimento as células foram coletadas por centrifugacao a 2880g, por 5
minutos (centrifuga Beckman Allegra X-12). O sobrenadante da cultura foi descartado e as
células de leveduras foram lavadas com 20 mL de TE (Tris 10mM, EDTA 1 mM, pH 8,0)
e ressuspendidas em 5 mL de TE e 250 uL de Acetato de litio 2,5 M. A suspensdo de
células foi incubada a 28 — 30°C sob agitacdo constante (200 rpm) durante no minimo 1:30
horas.

As células de leveduras, tornadas competentes pelo tratamento descrito acima,

foram aliquotadas em frac6es de 300 pL e usadas imediatamente.

4.8.2. Transformacéao de leveduras

Em um tubo de microcentrifuga contendo 300 pL de leveduras competentes,
adicionou-se 5 pg do DNA de interesse a ser inserido e 10 pL de DNA de esperma de
salmdo (10 mg/mL) previamente desnaturado a 95°C (Thermomixer 5436). Apds
incubacdo por 30 minutos em estufa a 30°C (sem agitacdo), foram adicionados 700 pL de
PEG 4.000 (50%), procedeu-se a homogeneizacdo do contetdo delicadamente e 0 mesmo
foi incubado por 1 hora, sem agitacdo, a 30°C. Em seguida, as células foram submetidas a
um choque térmico a 42°C (banho Maria) por 10 minutos e, em seguida, foram
centrifugadas por 1 minuto a 3100 g (centrifuga Eppendorf 5415-D). O sobrenadante foi
descartado e as células foram lavadas com 1 mL de sorbitol 1M. Apds nova centrifugacédo
nas mesmas condic¢des anteriormente descritas, 900 pL do sobrenadante foram descartados
e as celulas foram ressuspendidas no sobrenadante residual e plaqueadas com pérolas de
vidro em meio sélido seletivo (SD — marcador). As placas foram incubadas a 30°C, por 48

a 72 horas (Ito et al., 1983). Como controle negativo do experimento, utilizamos 300 pL de
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leveduras competentes mais 10 pL de DNA de esperma de salmdo (10 mg/mL)

previamente desnaturado a 95°C.

4.9. Monitoramento “in vivo” da concentracdo de calcio citosolico livre
4.9.1. Método e plasmideo utilizado

Para a medida da concentracdo de calcio citosolico livre foi utilizado o método da
Aequorina (Tisi et al., 2002). O principio desse método baseia-se na utilizacdo de uma
fotoproteina muito sensivel a ions célcio. Esta proteina, denominada aequorina, €
produzida pelo cnidario Aequorea Victoria e tem peso molecular de 22 KDa (Brini, 2008).
Em sua forma ativa, a aequorina apresenta um polipeptideo covalentemente ligado ao
grupo prostético coelenterazina. Em conseqiiéncia da ligacdo de Ca®" a trés sitios de alta
afinidade, ocorre uma reacdo irreversivel na qual o grupo prostético é liberado e um féton é
emitido.

As cepas analisadas foram transformadas (itens 4.8.1 e 4.8.2) com o plasmideo
contendo o gene que codifica para a apoaequorina, sob regulagdo do promotor ADH1. O
plasmideo foi obtido com base na familia de vetores de expressdo de leveduras, oito séries
pVT, construida e caracterizada por Vernet et al. (1987). O plasmideo utilizado nestas
transformacdes foi o pVTU-AEQL, que foi gerado pela insercdo do fragmento do gene
AEQ1 obtido com PCR do vetor pYX212-AEQ e que apresenta o gene URA3 como

marcador auxotréfico (Tisi et al., 2002).
4.9.2. Medida do sinal de calcio citosélico livre

Para o experimento de monitoramento, as células foram pré-incubadas em 4 mL de
meio YP glicose 2%, a 28 — 30°C sob agitacdo constante de 200 rpm (Incubador Rotatério
New Brunswick Model G25) até a fase exponencial (5-6 x 10° céls/ml). Apés serem
coletadas por centrifugacdo a 2880g por 5 minutos (centrifuga Beckman Allegra X-12) e
lavadas trés vezes com agua milli-Q, as células foram ressuspendidas em tampao MES/Tris
0,AM pH 6,5, a uma densidade de 1 x 10® céls/mL e procedeu-se a incubagédo para

esgotamento dos nutrientes (por 90 minutos, a temperatura ambiente). Em seguida, as
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células foram centrifugadas a 2880g por 2 minutos (centrifuga Beckman Allegra X-12) e
ressuspendidas no mesmo tampéo, desta vez a uma densidade de 2,5 x 10° céls/ml.

Na etapa seguinte, 50 uM de coelenterazina (Sigma; solucdo estoque de 1 pg/uL
dissolvido em metanol) foram adicionados a um volume final de 30 ul da suspensao de
celulas e as mesmas foram incubadas por 30 minutos & temperatura ambiente, no escuro.
Este procedimento € essencial para a reconstirui¢do da aequorina funcional. Para remover
0 excesso de coelenterazina, as células foram lavadas trés vezes com tampao MES/Tris
0,1M pH 6,5 (200 pL para cada lavagem) com centrifugacdo de 2 minutos a 31009
(centrifuga Eppendorf 5415-D). No procedimento de preparo das amostras para leitura no
luminémetro Berthold Lumat LB 9501/16, as células foram ressuspendidas em 500 uL do
mesmo tampdo citado anteriormente (5 x 10’ cels/mL) e, em seguida, a suspensdo de
células foi transferida para um tubo de luminémetro. Para medir a elevacdo do calcio
citosolico (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, ap6s a adi¢do da
glicose, a luminescéncia emitida foi monitorada por 6 min. Os dados obtidos foram

transferidos e analisados em computador acoplado ao equipamento.

4.10. Atividade da H*- ATPase
4.10.1. Obtencéo da fracdo de membranas citoplasmaticas para o estudo de cinética

enzimatica

Apdbs o crescimento em meio YP glicose 4%, as células foram coletadas por
centrifugacdo a 2880g (centrifuga Beckman Allegra X-12) por 5 minutos e lavadas duas
vezes em tampdo de incubacdo (MES 10 mM, pH 6.5 ajustado com Tris Base). Ap6s a
centrifugacdo, 10 g dessas células foram transferidas para dois erlenmayers, sendo 5 g para
o primeiro erlenmeyer (referente a suspensdo de células as quais nao seria adicionado
glicose — tempo 0) e, 5g para 0 segundo erlenmeyer (referente a suspensdo de células as
quais seria adicionado glicose a uma concentragédo final de 4% (Solucdo estoque 40%) —
tempo 30 minutos). No primeiro erlenmayer adicionou-se 30 ml do tampéo de incubagéo
(MES 100 mM, pH 6.5 ajustado com Tris Base) e no segundo erlenmayer, adicionou-se 27
ml do mesmo tamp&o de incubacdo. As suspensdes de células foram incubadas em banho

Maria a 30°C sob agitacdo moderada (170 rpm) por 4 horas. Este procedimento € essencial
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para exaurir toda a fonte de carbono presente na suspensdo celular. Em seguida, a
suspensdo de células do primeiro erlenmayer foram coletadas em trés aliquotas de 10 ml e
imediatamente filtradas a vacuo em membranas Millipore (0,75 um de porosidade) e ao
mesmo tempo, adicionou-se 3 ml de glicose (solucdo estoque 40%) ao segundo
erlenmayer. Ap6s 30 minutos, procedeu-se a coleta da suspensdo de células do segundo
erlenmayer conforme a coleta da suspensdo de células do primeiro. A massa celular obtida
nesta coleta foi congelada em nitrogénio liquido e depois divididas em 6 fracdes, sendo
estas transferidas para tubos de ensaio contendo 1,5g de pérolas de vidro (1,5 mm de
diametro) e 0,5 ml de tampdo de extracdo (Tris/HCI 50mM, EDTA 1 mM,  —
mercaptoetanol 8 mM, sorbitol 200 mM e PMSF 5 mM) e, em seguida, rompidas sob
agitacdo em vortex (3 ciclos de 90 segundos) com intervalos de resfriamento em gelo como
descrito por (Dos Passos et al., 1992). Apos este ciclo de agitacdo, adicionou-se mais 0,5
ml do tampdo de extracdo e repetiu-se 0 mesmo ciclo de agitacdo em vortex, obtendo-se
um homogenato.

A fracdo de membranas citoplasmaticas foi obtida por centrifugacdo fracionada do
homogenato. Inicialmente, procedeu-se uma centrifugacdo a 28809 (centrifuga Beckman
Allegra X-12) por 5 minutos. O sobrenadante resultante foi centrifugado em 6 tubos a
15000g por 30 minutos (centrifuga Beckman L7-65- rotor 55,2 Ti). O sedimento obtido em
cada um dos tubos foi ressupendido com 1 ml de tampé&o glicerol (Glicerol 20%; Tris 10
mM, EDTA 0,1 mM, B-Mercaptoetanol 1 mM, pH 7.5) e, em seguida, centrifugou-se em
gradiente de sacarose (3 ml de sacarose 53,5% + 6 ml de sacarose 43,5%) a 1000009 por 2
horas (centrifuga Beckman L7-65- rotor SW-40 Ti). Na interface do gradiente foi coletada
a fracdo contendo a membrana citoplasmatica e esta foi diluida e homogeneizada em 10
mL de agua mili-Q gelada. Em seguida, centrifugou-se novamente a 100000g por 30
minutos (centrifuga Beckman L7-65- rotor SW-40 Ti). O sedimento final foi ressuspendido
em 300 pL de tampao glicerol sendo utilizado para determinacdo da atividade especifica da

H*-ATPase (Dos Passos et al., 1992).
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4.10.2. Atividade especifica da H*-ATPase e ensaio de cinética enzimatica da H*-
ATPase

A determinacéo da atividade especifica da H*-ATPase de membrana citoplasmatica
foi realizada utilizando-se 40ug de proteina em um volume final de reacdo de 250uL.
Para determinacdo dos parametros cinéticos (Vmax € Kn), dos extratos enriquecidos com
membranas plasmaticas foram realizadas medidas da atividade enzimatica empregando-se
o ATP nas concentracdes de 0,2 mM a 3,2 mM, com um excesso de Mg®* sobre o ATP de
5mM, de acordo com (Eraso et al., 2006) e (Lecchi et al., 2005) com modificacdes. Para
isso, foram selecionados 7 tubos de ensaio para determinacdo da atividade das proteinas
ndo incubadas com glicose e 7 tubos de ensaio para determinacdo da atividade das
proteinas incubadas com glicose (a uma concentracdo final de 4% por 30 minutos). Em
cada um dos tubos adicionou-se, respectivamente, MgCl, (solucéo estoque 100 mM) para
obter as concentracfes de 5,2 mM, 5,4 mM, 5,8 mM, 6,0 mM, 6,6 mM, 7,0 mM e 8,2 mM
e completou-se com tampéao de incubacao (Hepes 50 mM, NaN3; 10 mM que inibe ATPase
mitocondrial e Molibdato de aménio 5mM, pH 6,5), até atingir o volume de 125uL. Esta
mistura foi pré-incubada por 10 minutos a 30°C em banho Maria. Em seguida, adicionou-
se ATP nas concentragdes finais de 0,2 mM, 0,4 mM, 0,8 mM, 1,0 mM, 1,6 mM, 2,0 mM e
3,2 mM, respectivamente. A reacdo foi interrompida apds 10 minutos com a adi¢do de 250
pL de acido tricloroacético 10% (p/v). Imediatamente, adicionou-se 450 pL de molibdato
de aménio 5 mM em HCI 0,8 N (para complexar o fosfato liberado durante a reacdo de
hidrélise de ATP) e 50 pL do reativo de cor (ANSA 1 mg, Na,SO3 20 mg, Na,S,0s 600
mg, agua g.s.p. 4 mL. Apds 30 min a temperatura ambiente procedeu-se a leitura. As
absorbancias a 710 nm foram obtidas em um espectrofotdmetro (Biomate 3 — Thermo

Scientific) (Dos Passos et al., 1992). Como padrao utilizou-se uma solucédo de NasHPO,.
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A atividade especifica expressa em pmoles Pi/min./mg proteina foi calculada por
meio da seguinte equacao:

Abs. 710nm "
b

'
x 1000
50(ug) x 10

pmoles Pi.min™.mg™ =

Sendo que:

a) Abs.710 nm = valor da absorbancia relativa a hidrolise de ATP.
b) a = intercepto da curva padréo de fosfato.

¢) b =inclinacdo da curva padrdo de fosfato.

d) 50 pg = quantidade de proteina na amostra.

e) 1000 = multiplica-se por 1000 para obter o resultado em pmoles Pi . min™. mg ™.

4.10.3. Dosagem de proteinas

A dosagem de proteinas foi feita de acordo com o método de Lowry et al. (1951),

utilizando soro albumina bovina como padrao.

4.11. Analise estatistica

As analises estatisticas foram feitas pelo método t de Student. As médias e 0s
desvios padréo estdo indicados em cada Figura e/ou Tabela. Todos os experimentos foram
realizados em triplicata, com excecdo dos experimentos de cinética enzimatica da H*-
ATPase.
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Resultados

5.1. Selecéo preliminar de 53 cepas mutantes com delecdo em genes que codificam

para proteinas quinases em S. cerevisiae

Foram identificados 117 genes responsaveis por codificarem proteinas quinases em
Saccharomyces cerevisiae e, para a realizacdo dos experimentos, foram desconsideradas as
cepas cuja delecdo em algum gene que codifica para proteina quinase tornou-as inviaveis
(Anexo B).

Dessa forma, na triagem inicial, realizada pelo ensaio de acidificagéo extracelular
em microplaca de 96 pocos, foram analisadas 95 cepas mutantes vidveis de Saccharomyces
cerevisiae que apresentavam delecbes em genes que codificam para proteinas quinases.
Este procedimento foi eficiente na selecdo dos mutantes pela capacidade de acidificacdo do
meio extracelular, na presenca de glicose, como um indicativo preliminar do
funcionamento normal da H'- ATPase de membrana plasmatica. Apds 48 horas de
crescimento das células em microplacas de 96 pocos, ao ser adicionada a solucdo de
indicador de pH, ocorreu mudanca de coloracdo do meio, alguns pogos apresentaram
coloracdo violeta (ou pdrpura), indicando pH alto (alcalino), enquanto outros pocos
apresentaram coloracdo amarelada, indicando pH baixo (&cido). A selecdo das cepas foi
realizada com base na mudanca de coloracdo do meio; sendo consideradas as cepas que
apresentaram coloracdo violeta apds a adicdo da solucdo de indicador de pH e cuja
reprodutibilidade se apresentou em triplicata. A cepa selvagem BY4741, utilizada como
controle, apresentou coloracdo amarelada confirmando a sua alta capacidade de

acidificacdo do meio extracelular.
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O indicador de pH proporcionou leitura visual facil e rapida, contudo, foi observado
que a adicdo do indicador de pH nos pogos em que havia pouco ou quase nenhum
crescimento celular, a coloragdo se apresentava amarelada. Dessa forma, para evitar que
fossem desconsideradas cepas na triagem devido a dificuldade de crescimento e ndo pela
capacidade ou ndo de acidificagdo do meio externo, antes da adi¢do da solucdo de
indicador de pH, foram realizadas leituras das absorbancias com comprimento de onda de
655 nm em leitor de Elisa para quantificar o crescimento. A tabela 1 mostra os valores de

absorbancias obtidos por umas das microplacas analisadas.
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Tabela 1. Resultado da medig&o do crescimento em microplacas.

Os valores de absorbancia de todas as cepas mutantes aparecem nas linhas A (1 a 12) aH (1 a 11).
Nas linhas E-11 e G-12 estdo destacados valores de absorbancia de algumas das cepas mutantes
gue apresentaram um baixo crescimento. Na linha H-12 estd em destaque o valor da absorbancia

da cepa selvagem correspondente BY4741.

p—
(=]
L]
e
tn
=
- |
=]
b=

10 11 12

A 1,053 (1,020 |1,092 |1,009 |1,083 (1,009 [1,065 [0,990 |1,079 |1.026 | 0,887 |0,893

B (1,019 |1,026 |1,027 ({0,915 |1,058 |1,039 |0,981 | 0970 [ 1,016 | 0,844 (0,773 | 0,841

C 1,064 | 0,972 {1,014 {0,960 | 1,017 [1.030 | 0,941 (0,932 | 0,750 | 0,907 [ 0,875 | 0,459

D 1,020 | 1,042 {1,014 {1,006 | 0,950 | 0,821 | 0,893 0,839 | 0,865 | 0,716 (0,772 | 0,694

E |0997 {0992 |0,998 | 0,936 |0,836 | 0,892 | 0,901 | 0,833 | 0,758 0,696 [ 0,232 | 0,474

F 0,958 [1,025 | 0,985 | 1,000 (0,921 |0,929 (0,880 | 0,797 [0,735 (0,727 | 0,650 | 0,461

G |0985]1,019 1,023 |1,004 {1,019 |0978 | 0,899 | 0,741 [ 0,763 (0,430 | 0,844 | 0,354

H (0,802 {0941 | 0,445 | 0,705 | 0,597 | 0,949 (0,970 | 0.261 [ 0,765 (0,965 | 0,888 | 0,961
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Baseando-se no crescimento celular a 655nm em microplaca de 96 pocos e na
mudanca de coloracdo apds a adicdo da solucdo de indicador de pH, foi estabelecido o
seguinte critério para a sele¢do das cepas: as cepas incapazes de acidificar o meio externo e
que apresentaram um crescimento celular na microplaca de 96 pocos correspondente a pelo
menos 50% do crescimento obtido pela cepa selvagem correspondente (BY4741) foram
selecionadas para experimentos posteriores.

Diante do fato de que a condicdo ideal para o crescimento de leveduras € o
crescimento em meio liquido sob agitacdo, todas as cepas selecionadas de acordo com o
critério estabelecido para a triagem em microplaca de 96 pogos foram analisadas em curvas
de crescimento celular por 48 horas, a 28°C-30°C, em meio liquido sob agitacdo. Todas as
53 cepas mutantes de Saccharomyces cerevisiae analisadas apresentaram um perfil de
crescimento préximo ou superior ao crescimento da cepa selvagem correspondente
(BY4741). Algumas destas curvas de crescimento estdo apresentadas na figura 8 (Painéis
A, B,CeD).
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Figura 8. Curvas de crescimento das cepas de Saccharomyces cerevisiae com mutacgdes nos
genes ATG1, YPK1 e MCK1 (Painel A), HRK1, PTK2 e HALS5 (Painel B), AKL1, VPS15 e
CMK2 (Painel C) e YCK11, YCK2 e CKA2 (Painel D) comparadas a curva de crescimento da
cepa selvagem correspondente (BY4741).
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Esta triagem inicial permitiu a sele¢do 53 genes, cujas mutac¢des Unicas interferiram
na capacidade de acidificacdo do meio externo pelas células, o que pode ser um indicativo
preliminar do envolvimento dos mesmos com o0 mecanismo de ativagdo da H*-ATPase. A
tabela 2 mostra as cepas mutantes de Saccharomyces cerevisiae selecionadas nesta

triagem.
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Tabela 2. Cepas de Saccharomyces cerevisiae selecionadas a partir da triagem preliminar no

Resultados

ensaio de acidificacdo extracelular em microplaca de 96 pocos.

Nome

Genotipo

Origem

YALO17W
YPL203W
YNL307C
YNL298W
YJL187C
YHJL165C
YIL042C
YOLO045W
YORO061IW
YILO35C
YHR135C
YNL154C
YNL183C
YPL150W
YLR0O96W
YPLO026C
YBLO088C
YBR028C
YBRO059C
YBRO97W
YDL214C
YDL159W
YDR466W
YDR109C
YDR490C
YGLOSOW
YGL179C
YGL180W
YKLO048C
YKL126W

BY4741; pskl::KanMX4
BY4741; tpk2::KanMX4
BY4741; mckl::kanMX4
BY4741; clad::kanMX4
BY4741; swel::KanMX4
BY4741; hal5::KanMX4
BY4741; pkpl::KanMX4
BY4741; psk2::KanMX4
BY4741; cka2::KanMX4
BY4741; ckal::KanMX4
BY4741; yckl::KanMX4
BY4741; yck2::KanMX4
BY4741; nprl::KanMX4
BY4741; ypl150w::kanMX4
BY4741; kin2::kanMX4
BY4741; sksl::KanMX4
BY4741; tell::KanMX4
BY4741; ypk3::kanMX4
BY4741; akll::KanMX4
BY4741; vpsl5::KanMX4
BY4741; prr2::KanMX4
BY4741; ste7::kanMX4
BY4741; pkh3::kanMX4
BY4741; ydr109c::KanMX4
BY4741; pkhl::kanMX4
BY4741; pkp2::KanMX4
BY4741; tos3::KanMX4
BY4741; atgl::KanMX4
BY4741; elml::KanMX4
BY4741; ypkl::kanMX4
50

Colecéo de cepas Euroscarf.
Colecéo de cepas Euroscarf.
Colecéo de cepas Euroscarf.
Colecéo de cepas Euroscarf.
Colecéo de cepas Euroscarf.
Colecéo de cepas Euroscarf.
Colecéo de cepas Euroscarf.
Colecéo de cepas Euroscarf.
Colecéo de cepas Euroscarf.
Colecéo de cepas Euroscarf.
Colecéo de cepas Euroscarf.
Colecéo de cepas Euroscarf.
Colecéo de cepas Euroscarf.
Colecéo de cepas Euroscarf.
Colecéo de cepas Euroscarf.
Colecdo de cepas Euroscarf.
Colecéo de cepas Euroscarf.
Colecdo de cepas Euroscarf.
Colecéo de cepas Euroscarf.
Colecdo de cepas Euroscarf.
Colecéo de cepas Euroscarf.
Colecdo de cepas Euroscarf.
Colecéo de cepas Euroscarf.
Colecdo de cepas Euroscarf.
Colecéo de cepas Euroscarf.
Colecéo de cepas Euroscarf.
Colecéo de cepas Euroscarf.
Colecéo de cepas Euroscarf.
Colecéo de cepas Euroscarf.
Colecéo de cepas Euroscarf.



YKL168C
YKL171W
YKL198C
YLR362W
YLR248W
YNLO20C
YHRO79C
YKL161C
YER123W
YER129W
YOLO016C
YGR188C
YJR059W
YJL128C
YCRO073C
YMR104C
YOR267C
YOL100W
YOL128C
YFLO33C
YLRO63W
YHRO082C
YDLO079C

BY4741; kkq8::KanMX4
BY4741; nnkl::KanMX4
BY4741; ptkl::KanMX4
BY4741; stell::kanMX4
BY4741; rck2::kanMX4
BY4741; arkl::KanMX4
BY4741; irel::KanMX4
BY4741; mlpl::kanMX4
BY4741; yck3::KanMX4
BY4741; sakl::KanMX4
BY4741; cmk2::kanMX4
BY4741; bubl::KanMX4
BY4741; ptk2::KanMX4
BY4741; pbs2::kanMX4
BY4741; ssk22::kanMX4
BY4741; ypk2::kanMX4
BY4741; hrkl::KanMX4
BY4741; pkh2::kanMX4
BY4741; ygk3::kanMX4
BY4741; rim15::kanMX4
BY4741; ylr063w::KanMX4
BY4741; kspl::KanMX4
BY4741; mrkl::kanMX4

Resultados

Colecéo de cepas Euroscarf.
Colecéo de cepas Euroscarf.
Colecéo de cepas Euroscarf.
Colecéo de cepas Euroscarf.
Colecéo de cepas Euroscarf.
Colecéo de cepas Euroscarf.
Colecéo de cepas Euroscarf.
Colecéo de cepas Euroscarf.
Colecéo de cepas Euroscarf.
Colecéo de cepas Euroscarf.
Colecéo de cepas Euroscarf.
Colecéo de cepas Euroscarf.
Colecéo de cepas Euroscarf.
Colecéo de cepas Euroscarf.
Colecéo de cepas Euroscarf.
Colecéo de cepas Euroscarf.
Colecéo de cepas Euroscarf.
Colecéo de cepas Euroscarf.
Colecéo de cepas Euroscarf.
Colecdo de cepas Euroscarf.
Colecéo de cepas Euroscarf.
Colecdo de cepas Euroscarf.
Colecéo de cepas Euroscarf.
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5.2.  Proteinas quinases possivelmente envolvidas com o mecanismo de ativacdo da

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

Para verificar o envolvimento das proteinas quinases na ativagio da H*- ATPase,
testou-se a acidificacdo extracelular induzida por glicose, de forma quantitativa, através de
medidas na taxa de bombeamento de protons das 53 cepas mutantes selecionadas nas
etapas anteriores, comparadas a cepa selvagem. Nesta etapa, foram selecionadas as cepas
que apresentaram uma taxa de bombeamento de prétons inferior a 50% da taxa de
bombeamento de protons obtida pela cepa selvagem correspondente (BY4741). Na tabela 3
estdo apresentadas as taxas de bombeamento de protons obtidas por estas cepas e estdo
destacadas em vermelho as taxas referentes a 20 cepas mutantes, com delegdo nos
respectivos genes RIM15, KKQ8, AKL1, HRK1, CKAl, CKA2, CLA4, YCK1, YCK2,
YGK3, STE11, IRE1, SAK1, PTK2, HAL5, PKP1, ELM1, SSK22, PKH2 e da ORF néo
caracterizada YLRO63W. Estes resultados mostram que a delecdo de qualquer um destes
genes interferiu na taxa de bombeamento de prétons da H*- ATPase comparada a taxa
obtida pela cepa selvagem correspondente. As demais cepas analisadas tiveram uma
ativacio da H'- ATPase semelhante ou até mesmo superior & ativacdo obtida pela cepa

selvagem correspondente.
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Tabela 3. Efeito da adicao de glicose 100 mM, sobre a extrusdo de prétons, na cepa selvagem
de S. cerevisiae (BY4741) e nas 53 cepas com delecdo em genes que codificam para proteinas
quinases.

"Background™ | Fonte de Crescimento | Inducgéo Cepa | [mmol H*. min™.(g de cel)*] ?
Selvagem 0,964 + 0,106
psk1A 1,048 + 0,060
tpk2A 0,608 + 0,054
npriA 0,835+ 0,169
swelA 0,655 + 0,094
psk2A 0,761 + 0,063
ksplA 0,941 + 0,182
mrk1A 0,611 + 0,055
mck1A 0,586 + 0,025
ypl150wA 0,805 + 0,145
kin2A 0,832 £ 0,043
sks1A 1,076 + 0,275
tel1A 1,021 + 0,067
ypk3A 0,805 + 0,105
Vps15A 0,854 + 0,185
prr2A 0,917 + 0,039
ste7A 1,248 + 0,419
pkh3A 0,927 + 0,188
BY4741 Glicose Glicose | ydr109cA 0,696 + 0,138
pkh1A 0,710 + 0,054
pkp2A 0,872 + 0,041
tos3A 0,666 + 0,060
atglA 0,615 + 0,015
ypkIA 0,929 + 0,015
nnk1A 0,721 + 0,058
ptk1A 0,758 + 0,191
rck2A 0,651 + 0,076
ark1A 0,598 + 0,046
mipl1A 0,783 £ 0,184
yck3A 0,886 + 0,223
cmk2A 0,857 + 0,058
bublA 0,989 + 0,185
pbs2A 0,954 + 0,228
Vpk2A 0,745+ 0,125
rim15A 0,498 + 0,133
kkg8A 0,493 £ 0,091
aklIA 0,576 + 0,161
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hrkIA 0,336 £ 0,119
ckalA 0,412 + 0,037
cka2A 0,403 + 0,025
cla4A 0,323 + 0,082
yck1A 0,292 £ 0,014
yck2A 0,217 £ 0,039
ygk3A 0,426 £ 0,130
BY4741 Glicose Glicose | stelIA 0,480 £ 0,103
irelA 0,464 + 0,031
sak1A 0,378 + 0,038
ptk2A 0,308 + 0,040
hal5A 0,429 £ 0,034
pkplA 0,226 £ 0,122
elmIA 0,440 + 0,129
ssk22A 0,384 + 0,052
pkh2A 0,277 + 0,039
yir063wA 0,496 + 0,185

® Os experimentos foram realizados em triplicata e as médias mostradas pelas cepas em
destaque (valores em vermelho) apresentaram uma taxa de bombeamento de H*. min™.(g de cel)™
inferior a 50% da taxa de bombeamento apresentada pela cepa selvagem correspondente (BY4741)
e sdo estatisticamente diferentes da média apresentada pela cepa selvagem conforme teste
estatistico t de Student (p<0.05).
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Pelos dados apresentados na figura 9 é possivel observar que alguns mutantes, tais
como as cepas yck2A, pkh2A e ptk2A tiveram uma reducdo expressiva na ativacdo da H'-
ATPase, a0 passo que outras cepas como aklIA e ylrO63w apresentaram uma reducédo
menos expressiva na ativacao da enzima, porém significativa (p < 0,05).

Diante dos resultados e considerando o critério de sele¢do estabelecido, foram
selecionadas para a proxima etapa da triagem as cepas rimlI5A, kkq8A, aklIA, hrkIA,
ckalA, cka2A, cla4A, yckIA, yck2A, ygk3A, stel IA, irelA, sakIA, ptk2A, hal5A, pkpIA,
elmIA, ssk22A, pkh2A e ylrO63wA.
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5.3. Envolvimento das proteinas quinases com as vias de sinalizacdo de célcio
intracelular

Conforme ja demonstrada a clara conexdo entre o metabolismo de célcio e a
ativacio da H'-ATPase (Tropia et al., 2006; Pereira et al., 2008; Cardoso, 2009), foram
realizadas medidas do sinal de calcio intracelular, induzido por glicose, para as 20 cepas
mutantes selecionadas na ultima etapa da triagem. O intuito da obtencdo destas medidas
era observar as proteinas que possivelmente estariam envolvidas na via de sinalizacédo de
célcio e que ndo estariam diretamente relacionadas com o controle de ativagdo da H'-
ATPase por fosforilagdo. Para padronizar estes experimentos, utilizamos uma cepa com
delecdo no gene PLC1 como uma cepa indicativa de um sinal de calcio citosolico livre
pouco expressivo, uma vez que os resultados do monitoramento do sinal de célcio obtidos
por Cardoso et al (2009) demonstram que o sinal de calcio é reduzido na auséncia desse
gene. Para a selecdo das cepas nesta etapa foi estabelecido o seguinte critério: foram
selecionadas as cepas cuja delecdo nos genes que codificam para as proteinas quinases ndo
interferiu no sinal de célcio intracelular e desconsiderou-se as cepas que apresentaram um
comportamento proximo ou semelhante ao obtido pela cepa picIA.

De acordo com os resultados mostrados na figura 10 (painel A), é possivel observar
que a auséncia de qualquer um dos genes que codificam para as proteinas Hrk1 p, Ptk2 p e
Hal5 p (painel A) ndo comprometeu a elevacdo dos niveis de calcio citosolico livre ap6s a
adicdo de glicose 100 mM (concentracdo final). O mesmo efeito também pode ser
observado nas células que apresentavam delecdo em qualquer um dos genes que codificam
para as proteinas Yckl p, Yck2 p e Cka2 p (Figura 11: painel B), demonstrando que a

delecdo destes genes ndo prejudicou o sinal de célcio intracelular.
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Figura 10. Sinal de célcio, induzido por glicose, em cepas de Saccharomyces cerevisiae. (Painel
A): cepa selvagem e as mutantes plcIA, hrkIA, ptk2A e hal5A; (Painel B): cepa selvagem e as
mutantes plcIA, yckIA, yck2A, ckalA e cka2A.

Células expressando apoaequorina, tratadas com coelenterazina, foram incubadas por 90 minutos.
Apos este intervalo de tempo, glicose 100 mM (concentracdo final) foi adicionada no tempo zero e

a bioluminescéncia foi monitorada por 10 minutos.
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A figura 11 (painel A) apresenta o sinal de célcio obtido pelas cepas com delecdo
nos genes que codificam para as proteinas sakl p, elml p e para a ORF YLRO63W. Estes
resultados mostram que a delecéo Unica dos genes SAK1, ELM1 e da ORF YLR063W nao
prejudicou a elevacdo de calcio citosolico. Os nossos resultados também mostraram que as
cepas com delecdo Unica nos genes PKP1, IRE1 e RIM15 exibiram curvas de
luminescéncia superiores a curva obtida pela cepa plcIA, demonstrando que, ap6s 0
estimulo (glicose 100 mM na concentracdo final) ocorreu aumento do célcio citosélico

livre (Figura 11: painel B).
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Figura 11. Sinal de célcio, induzido por glicose, em cepas de Saccharomyces cerevisiae. (Painel
A): cepa selvagem e as mutantes plcIA, sakIA, elmIA e ylr063wA; (Painel B): cepa selvagem e
as mutantes plcIA, pkpIA, irel A e rim15A.

Células expressando apoaequorina, tratadas com coelenterazina, foram incubadas por 90 minutos.
Apos este intervalo de tempo, glicose 100 mM (concentracao final) foi adicionada no tempo zero e

a bioluminescéncia foi monitorada por 10 minutos.
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Ao analisarmos o sinal de célcio das cepas com delecdo nos genes que codificam
para as proteinas quinases Stell p, Akl1 p, Kkg8 p, Cla4 p e Ssk22 p (Figura 12: painel A)
observou-se que, ap6s o estimulo (glicose 100 mM na concentracdo final), o sinal
intracelular de calcio nestas cepas foi prejudicado em comparacéo ao sinal de calcio gerado
pela cepa selvagem correspondente. Os resultados apresentados na figura 12 (painel A),
também mostram que apesar de apresentar niveis basais de célcio elevados, o sinal de
calcio obtido pela cepa stel IA foi muito baixo em relacdo a cepa selvagem. Além disso,
foi observado que as luminescéncias geradas pela cepa ak/IA foram decrescentes apds o
estimulo, demonstrando que esta cepa ndo respondeu ao estimulo, o que prejudicou a
sinalizacdo intracelular de célcio.

Na figura 12 (painel B) estdo mostrados os sinais de calcio intracelulares obtidos
pelas cepas com delecdo nos genes YGK3 e PKH2. E possivel observar que houve um
atraso na elevacdo do célcio intracelular, apds a adicdo de glicose, em relacdo as demais
cepas analisadas. Contudo, ap6s 3 minutos aproximadamente ao estimulo ocorreu um

aumento consideravel do sinal de célcio intracelular em comparacdo com a cepa selvagem.

61



Resultados

800 s
700+ =+ plclA
stel 14

6001 « akllA
5004 = kkq84

3’ - cla4A
= o ssk224

-100 0 100 200 300 400 500 600 700

A Tempo(s)
5000- - WT
Qef’f ® ygk3A
- pkh2A
3
(=4
=)
-100 0 100 200 300 400 500 600 700
B Tempo(s)

Figura 12. Sinal de calcio, induzido por glicose, em cepas de Saccharomyces cerevisiae. (Painel
A): cepa selvagem e as mutantes plcIA, stel IA, akl1A, kkq8A, cla4A e ssk22A; (Painel B): cepa
selvagem e as mutantes plcIA, ygk3A e pkh2A.

Células expressando apoaequorina, tratadas com coelenterazina, foram incubadas por 90 minutos.
Apos este intervalo de tempo, glicose 100 mM (concentracdo final) foi adicionada no tempo zero e

a bioluminescéncia foi monitorada por 10 minutos.

62



Resultados

Os resultados obtidos no monitoramento do sinal de célcio intracelular permitiram
selecionar as proteinas Ptk2 p, Hrk1 p, Hal5 p, Yck1 p, Yck2 p, Cka2 p, Sakl p, EIm1 p,
YIr063w p, Pkpl p, Irel p, Riml5 p, Ygk3 p e Pkh2 p por ndo demonstrarem

envolvimento com as vias de sinalizacdo de calcio intracelular.

5.4. Andlise do envolvimento de algumas proteinas quinases candidatas ao

mecanismo de fosforilacdo da H'-ATPase

Com base no que foi evidenciado por Serrano (1983) que a adicdo de glicose a
células de levedura sem a presenca de fonte de carbono provocava uma clara ativacdo pos-
transcricional da H*-ATPase de membrana plasmatica caracterizada por uma reducéo do
Kn para o ATP, bem como por um aumento da Vmax para hidrdlise de ATP, resolvemos
investigar os parametros cinéticos da H*-ATPase em algumas cepas com delegio nos genes
que codificam para as proteinas quinases candidatas ao mecanismo de fosforilacio da H'-
ATPase, comparadas aos parametros cinéticos da cepa selvagem correspondente.

De acordo com os resultados apresentados na figura 13 (painéis A e B) e na tabela
5, apos 30 minutos de incubacdo com glicose (concentracdo final de 4%), foi observado
um aumento de 3 vezes na atividade da H*-ATPase da cepa selvagem BY4741 seguida de
uma diminui¢do do Ky. Ao ser avaliado o efeito da dele¢do do gene que codifica para a
proteina Ptk2 p na ativacio da H*-ATPase, foi verificado que também ocorreu um aumento
na ativacdo da enzima nas células incubadas com glicose, contudo, a mutacdo de PTK2
bloqueou a mudanca da afinidade (K,) da H*-ATPase induzida por glicose (Figura 13:
painéis C e D e tabela 4).
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Figura 13. Cinética enzimatica da H*-ATPase em células de S. cerevisiae: cepa selvagem
(BY4741) (Painéis A e B) e na cepa mutante ptk2A (painéis C e D), na auséncia de glicose e
expostas a glicose (concentracao final de 4%), por 30 minutos apds 4 horas de jejum.

Os graficos foram plotados no programa GraphPad Prism 5.

(A) e (C) Curvas de saturacdo de Michaelis-Menten para a H*-ATPase de membrana plasmatica
com concentracfes de ATP de 0,2 mM a 3,2 mM com um excesso de Mg‘?+ sobre o ATP de 5 mM.
A atividade ATPasica foi realizada em pH 6,5, a 30°C, por 10 minutos.

(B) e (D) Gréficos de duplo-reciproco do efeito das concentracdes de ATP sobre a H*-ATPase de
membrana plasmética. A atividade ATPasica foi realizada em pH 6,5, a 30°C, por 10 minutos.
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Tabela 4. Parametros cinéticos da H*-ATPase em células de Saccharomyces cerevisiae na
auséncia de glicose (AG) e expostas a glicose por 30 minutos (PG) na cepa selvagem
(BY4741) e mutantes.

AG PG
Cepa Gendtipo K@ Vinax K, ® Vi
(mM)  (umol Pi. Min*mg™)  (mM)  (umol Pi. Min"mg™)

BY4741  selvagem 4,58 0,14 1,58 0,43
YOR267C hrkl1A 1,12 0,05 1,06 0,05
YJR059W ptk24 4,59 0,13 4,50 0,54
YHR135C yck1A 1,75 0,11 1,62 0,86
YNL154C yck2A 2,39 0,15 1,49 0,66
YOR061IW  cka24 0,50 0,11 0,17 0,35
YJL165C hal54 4,78 0,27 1,58 1,16

* A atividade ATPasica de membranas plasmaticas foram ensaiadas a pH 6,5, por 10 minutos, com

concentragdes de Mg®* e ATP variando de 0,2 a 3,2 mM com um excesso de Mg®* sobre 0 ATP de

5 mM. Os valores de K, e Vi foram calculados utilizando-se o programa GraphPad Prism 5.
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Foi também analisada a participacdo da proteina Hrk1 p no mecanismo de ativagao
da H*-ATPase e, nas nossas condicdes experimentais, os resultados mostram que a delecéo
do gene que codifica para esta proteina desencadeou uma diminuicdo na atividade
ATPasica tanto nas células ndo incubadas com glicose quanto nas células incubadas com
glicose por 30 minutos, ndo havendo diferenca nos valores de Vmax entre as células
expostas e ndo expostas a glicose (concentracgdo final de 4%) (Tabela 4).

As demais cepas testadas com delecdo nos genes que codificam para as proteinas
Yckl p, Yck2 p (isoformas da caseina quinase 1), Cka2 p (uma subunidade catalitica da
caseina quinase 2) e para a proteina Hal5 p também tiveram um aumento na ativacdo da
H*-ATPase, apds incubacdo com glicose por 30 minutos, contudo o valor de K, da cepa
Ycklp referente as membranas incubadas e ndo-incubadas com glicose permaneceu

praticamente 0 mesmo (Tabela 4).
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Discussao

Os resultados apresentados neste trabalho representam uma contribuicdo para o
entendimento do mecanismo de ativagdo poés-traducional da H'-ATPase de membrana
plasmatica, em células de Saccharomyces cerevisiae expostas a glicose.

Diante do fato de que a H*-ATPase desempenha um papel crucial na fisiologia de
fungos e plantas (Serrano, 1989 e 1991; Portillo, 2000), a atividade controlada desta
bomba eletrogénica de protons deve ser finamente regulada a fim de corresponder aos
requisitos para captacdo de nutrientes e a outros mecanismos fisiolégicos como o balanco
osmatico, a homeostase de ions e a tolerancia ao stress.

Nos ultimos anos, varios trabalhos foram realizados em nosso laboratério com o
objetivo de elucidar a via de sinalizacdo responsavel pela regulacio pds-traducional da H*-
ATPase de levedura, mediada pelo metabolismo de glicose, uma vez que foi evidenciado
que em S. cerevisiae, 0 metabolismo de glicose ativa a H*-ATPase (Serrano, 1983) e
aumenta a eficiéncia da bomba de protons (Venema & Palmgren, 1995). Alguns trabalhos
foram realizados (Dos Passos et al., 1992; Brandao et al., 1994; Coccetti et al., 1998;
Souza et al., 2001) tentando identificar ndo somente a via de sinalizacdo envolvida, como
também identificar uma proteina quinase que estivesse direta ou indiretamente envolvida
na regulacdo desta atividade.

Pouco se sabe sobre os mecanismos que medeiam a ativagio da H'-ATPase por
fosforilacdo. A hipdtese que ja estd bem evidenciada € que a ativacdo, induzida por glicose,
desta enzima resulta do efeito combinado nos parametros cinéticos da enzima incluindo a
diminuicdo do Ky, e um aumento da Ve (Serrano, 1983; Portillo, 2000). Diversos estudos
foram realizados em paralelo com o objetivo de identificar o(s) dominio(s) e os respectivos
residuos de aminoécidos que participavam da regulacdo, dependente do metabolismo de
glicose, da H*-ATPase. Chang & Slayman (1991) evidenciaram que a fosforilagdo da
enzima “in vivo” estd associada com o aumento da atividade ATPasica durante o
crescimento em glicose e que esta fosforilagdo ocorre em um ou mais residuos de serina e
treonina, mas ndo detectaram tirosina. Foi observado também que a remocédo dos Ultimos
18 aminoacidos da enzima por mutagénese levou a ativagdo da H'-ATPase, mesmo na
auséncia de glicose (Portillo & Serrano, 1989; Mason et al., 1998). Consistente com esta
observacdo foi proposto o dominio C-terminal como sendo o dominio regulatério da
enzima e mutagdes neste dominio afetando os residuos Ser-899 e Thr-912 aboliram as

mudangas do Ky ou Vnax dependente do metabolismo de glicose (Portillo et al., 1991,
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Eraso & Portillo, 1994). Lecchi et al. (2005) demonstraram que na regido C-terminal da
proteina, a cauda rica em residuos de Lisina e Arginina encontra-se protegida da agdo da
tripsina nas membranas das células crescidas na auséncia de fonte de carbono, mas a
proteina torna-se acessivel a acdo da tripsina nas amostras das membranas cujas células
tiveram um crescimento na presenca de glicose. Todos estes estudos apontam a glicose
como principal indutora da atividade da H*-ATPase e a regido C-terminal como o dominio
regulatério da enzima.

Ainda neste contexto, foi observado que substituicbes dos aminoacidos na cauda C-
terminal, especialmente a Thr-912, reduziu a ativagcdo por glicose de uma maneira que
poderia ser suprimida por mutagdes em sitios secundarios em outro local da proteina
(Portillo et al., 1991; Eraso & Portillo, 1994). A substituicdo de Thr-912 por Ala (para
evitar a fosforilacdo) levou a ATPase a uma conformacao que a tornou resistente a tripsina,
caracteristica de células selvagens ndo expostas a glicose, enquanto que, a substituicdo por
Asp (para imitar a fosforilacdo) conduziu a ATPase a um estado de conformacdo que
permitiu a acdo da tripsina, tipico de células selvagens ativadas por glicose (Lecchi et al.,
2005). Slayman et al. (2007) identificou os residuos de Ser-911 e Thr-912 como os dois
principais sitios de fosforilacdo que estdo claramente relacionados a ativacdo por glicose da
H*-ATPase.

Em estudos prévios, Brandao et al.(1994) demonstraram o envolvimento da Pkcl p na
ativacdo da H'-ATPase induzida por glicose. Além disso, Souza et al. (2001) confirmaram
o envolvimento da Pkcl p na ativacdo desta enzima induzida por glicose e ainda
demonstraram que a via MAP quinase ndo esta envolvida nesta ativacao, sugerindo, dessa
forma, uma bifurcacdo depois da Pkcl p, e que esta seria, possivelmente, a quinase
envolvida na regulacdo da H-ATPase de membrana plasmatica. No entanto, embora tenha
sido demonstrado que a Pkcl p de leveduras apresenta sitios de ligacdo para o
diacilglicerol e para fosfolipideos, dados obtidos por (Schmitz & Heinisch, 2003) sugerem
que, ao contrario de outras proteinas quinase C similares, este subtipo ndo seja ativado por
tais sinais. Cardoso (2009), trabalhando com uma cepa mutante no gene que codifica para
a Pkcl p, confirmou os achados anteriores sobre o envolvimento desta proteina na ativacdo
da H'-ATPase, entretanto, foi observado que a presenca da mesma € essencial para que o
sinal de calcio, induzido pelo acucar aconteca normalmente, sugerindo que a Pkcl p esteja
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envolvida na regulacdo do processo de ativacdo da H'-ATPase através do controle da
sinalizacdo de calcio e ndo pela fosforilacdo direta da enzima.

Os primeiros resultados obtidos neste trabalho, demonstram que 20 proteinas sao
importantes para 0 mecanismo de ativacio da H*-ATPase induzido por glicose. Quando a
atividade da H'-ATPase foi medida de forma indireta, em medidas quantitativas da
extrusdo de prétons, 20 cepas com delecfes Unicas em genes que codificam para proteinas
quinases apresentaram uma reducdo significativa na ativacdo da enzima, quando
comparada a cepa selvagem. Estes resultados sugerem que as proteinas Rim15 p, Kkg8 p,
AkI1 p, Hrkl p, Hal5 p, Ckal p, Cla4 p, Cka2 p, Yck1 p, Yck2 p, Pkpl p, EIm1 p, Stell p,
Irel p, Sakl p, Ptk2 p, Ssk22 p, Pkh2 p, YIr063 p e Ygk3 p estdo de alguma maneira
envolvidas com o mecanismo de ativacio da H'-ATPase. Este resultado também nos leva a
considerar um envolvimento destas proteinas em outras vias de sinalizacdo que possuem
alguma relagdo com a ativacdo da bomba de protons.

Um dos eventos de sinaliza¢do que tem sido muito estudado em células de leveduras é
a sinalizacdo de calcio. A disponibilidade deste ion no citoplasma é extremamente
importante para a sobrevivéncia destas células (Ton & Rao, 2004) e estudos tém
demonstrado que a adi¢do de glicose em células de S. cerevisiae promove um aumento da
concentracdo de calcio livre intracelular (Tisi et al., 2002) e que a ativacdo das vias de
sinalizacio de célcio estdo diretamente envolvidas com a ativacdo da H*-ATPase, ambas
induzidas por glicose (Trépia et al., 2006; Cardoso, 2009).

Diante desta abordagem, utilizamos neste trabalho o método da aequorina, que tem
sido largamente utilizado para estudar o céalcio intracelular (Allen & Blinks, 1978;
Cobbold, 1980) e que nos permitiu identificar, de forma eficiente, entre as 20 proteinas
quinases que demonstraram uma relacio com a ativacdo da H*-ATPase, quais poderiam
estar envolvidas com as vias de sinalizagdo de calcio intracelular.

Pelos dados de monitoramento do sinal de célcio obtidos podemos inferir que as
proteinas Ptk2 p, Hrk1 p, Hal5 p, Yck1 p, Yck2 p, Cka2 p, Sakl p, EIm1 p, Pkpl p, Irel p,
Rim15 p, YIr063w p, Ygk3 p e Pkh2 p néo estdo envolvidas com as vias de sinalizacdo de
calcio interno, o que sugere que elas podem participar do mecanismo de ativagdo da H'-
ATPase por fosforilagdo. E possivel sugerir também que as proteinas Stell p, Cla4 p e

Ssk22 p estdo mais relacionadas, de forma direta ou indireta, com as vias de sinalizagdo de
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calcio na célula e que o envolvimento das mesmas com a H*-ATPase esta ligado ao
metabolismo de calcio intracelular.

Entre as proteinas analisadas neste trabalho, as proteinas Yckl p e Yck2 p (isoformas
da caseina quinase 1) demonstraram estar envolvidas com o mecanismo de ativagio da H*-
ATPase. Estes dados sdo reforcados por evidéncias que sugerem que a ativagio da H'-
ATPase é modulada pela combinacdo de um efeito regulatério pouco expressivo pela
fosforilacdo, dependente da Caseina quinase 1, do dominio de ligacdo MgATP e uma
regulacdo mais expressiva pela fosforilagdo do dominio C-terminal. Além disso, foi
mostrado que a atividade da caseina quinase 1 resulta da fungcdo combinada de Yckl p e
Yck2 p (Estrada et al., 1996)

Diante desta evidéncia, podemos considerar que 0s nossos experimentos para selecao
das quinases foi eficiente, uma vez que a delecdo de apenas um dos genes que codificam
para as isoformas da caseina quinase 1 prejudicou a taxa de bombeamento de prétons da
enzima. Entretanto, quando medimos a atividade ATP&sica em membranas plasmaticas
purificadas dos mutantes yckIA e yck2A ndo ocorreu reducdo na ativacdo da enzima, mas o
valor de K, da proteina Yckl p tanto para as membranas ndo-incubadas e incubadas com
glicose permaneceu praticamente o mesmo, sugerindo que esta proteina pode estar
envolvida com mudancga neste parametro cinético.

Outra proteina identificada como candidata ao mecanismo de fosforilacio da H*-
ATPase foi a Ptk2 p. Os dados da taxa de bombeamento de prétons do mutante prk2A
mostraram uma reducdo significativa na ativacdo da H'-ATPase comparada & cepa
selvagem. Além disso, foi observado que esta proteina ndo estd envolvida com o sinal
calcio interno e que, na auséncia da mesma ndo ocorre aumento de afinidade da enzima
pelo substrato com a adi¢do de glicose. Juntos, estes resultados sugerem que esta proteina
pode ser uma potencial candidata ao mecanismo de ativacio da H'-ATPase por
fosforilagéo, envolvida na mudanga do Ky, permitindo assim uma melhor ativagéo da
enzima. Estes dados podem ser confirmados por outros estudos que demonstraram a
associagdo de Ptk2 p com a ativagio da H'-ATPase. Goossens et al. (2000) mostraram que
a Ptk2 p ¢ requerida para a ativagido da H*-ATPase por glicose e Eraso et al. (2006)
evidenciaram que esta mesma proteina fosforila “in vitro” o residuo de Ser-899 no dominio
C-terminal da H*-ATPase.
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Goossens et al. (2000) também reportaram que a Ptk2 p também é necessaria para a
sensibilidade das células de levedura a diversos cations toxicos, incluindo litio, sodio,
higromicina B, manganés, tetrametilaménio e poliaminas e que, esta proteina atua no
transporte de cations por um mecanismo indireto. Ativando a H-ATPase, Ptk2 p aumenta
o0 potencial de membrana das células de levedura e este parametro biofisico determina a
captacdo de cations toxicos mediado pelos diferentes sistemas de transporte.

Foram indicadas por Goossens et al. (2000) outras duas proteinas, Ptkl p e Hrkl p,
como sendo importantes na modulagdo da atividade da H*-ATPase. Os nossos resultados
também apontaram esta Gltima proteina como sendo necesséria para a ativagdo normal da
H*-ATPase.

Analises mutacionais tém indicado que o mecanismo de regulacdo do Vmax € mais
complexo do que uma simples fosforilacdo (Eraso & Portillo, 1994). Contudo, tem sido
sugerido que 0 aumento do Ve da H'-ATPase depende de Arg-909 e Thr-912, definidos
como potenciais sitios de fosforilagdo para a proteina quinase 2 dependente de
Ca**/calmodulina (Goossens et al., 2000). Lecchi et al. (2007) também sugeriram o residuo
de Thr-912 como sendo parte de um motivo de reconhecimento para a caseina quinase 2.
Na triagem das cepas realizadas neste trabalho, ndo identificamos a proteina quinase 2
dependente de Ca”**/calmodulina como envolvida no mecanismo de ativacdo da H'-
ATPase; no entanto, a caseina quinase 2 (Cka2 p) foi identificada como sendo necesséaria
para a ativacao da enzima, mas parece ser por um mecanismo indireto.

Complementando o0s nossos achados, inserimos em um banco de dados

(http://visant.bu.edu) as 14 proteinas que demonstraram estar envolvidas com a ativacao da

H*-ATPase e analisamos a rede de interacdo existente entre estas e a H'-ATPase. Com
base nesta rede de interacdo (figura 14) e os nossos dados, podemos fazer especulacbes
considerando uma participacdo direta da Ptk2 p na ativacio da H*-ATPase e, que as demais
proteinas (Hrkl p, Ygk3 p, Rim 15 p e Hal5 p) estdo ligadas a H'-ATPase por um
mecanismo indireto de ativacdo, talvez pelo envolvimento das mesmas com Ptk2 p. No
entanto, até 0 momento os nossos dados ndo permitem fazer esta correlagdo de forma
conclusiva. A indicacdo que temos, a partir da analise da rede de interagdo entre as
proteinas é que 12 destas proteinas quinases candidatas selecionadas, interagem de forma
direta ou indireta com a H*-ATPase, corroborando com os nossos achados. Isso também

mostra que as metodologias de identificacdo utilizadas neste trabalho conseguiram
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selecionar, de forma positiva, as possiveis candidatas a0 mecanismo de ativagdo da H*-
ATPase de membrana plasmaética de S. cerevisiae.

Assim, os dados obtidos neste trabalho permitiram identificar 14 proteinas como
potenciais candidatas ao mecanismo de fosforilagio da H*-ATPase. Entre estas, somente a
Ptk2 p, Hrk1 p e Yck1 p demonstraram estar envolvidas com a ativagio da H*-ATPase por
fosforilagdo. No entanto, outros estudos sdo necessarios para compreender o processo de

regulacao da enzima de forma detalhada.
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sakt - wyeimi

(H*-ATPase)

Figura 14. Rede de interacdo entre Pmal p e as 14 proteinas candidatas a sua ativagao.

O interatoma foi obtido pelo banco de dados Visant - Integrative Visual Analysis Tool for
Biological Networks and Pathways (http://visant.bu.edu) (Acesso: Fevereiro de 2011).
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Conclusao

Os resultados apresentados neste trabalho permitem concluir que:

v As proteinas Ptk2 p, Hrkl p, Hal5 p, Yck1 p, Yck2 p, Cka2 p, Sakl p, Pkpl p,
EIml p, YIr063w p, Irel p, Rim15 p, Ygk3 p e Pkh2 p estdo, de alguma maneira,
envolvidas com o mecanismo de ativacdo, induzido por glicose, da H*-ATPase de

membrana plasmatica de S. cerevisiae;

v As proteinas Stell p, Akl1l p, Kkg8 p, Cla4 p, e Ssk22 p participam indiretamente
da ativagdo da H*-ATPase, pelo envolvimento das mesmas com as vias de sinalizagdo de

calcio intracelular que levam a ativacao da enzima;

v As proteinas Yck2 p, Hal5 p, Rim15 p e Cka2 p parecem ndo estar envolvidas com

0 mecanismo de ativagio da H'-ATPase por fosforilacio do dominio regulatério;

v As proteinas Yckl p e Hrkl p podem estar envolvidas com o mecanismo de
ativacio da H'-ATPase de membrana plasmatica de S. cerevisiae por fosforilagio do

dominio regulatorio;

v A proteina Ptk2 p parece estar envolvida com a ativacio da H'-ATPase de
membrana plasmatica de S. cerevisiae por fosforilacdo do dominio C-terminal, atuando de

maneira a permitir um aumento da afinidade da enzima pelo substrato.
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Perspectivas

Diante do fato de que a identidade da(s) proteina(s) quinase(s) que fosforila(m) a H*-
ATPase ainda ndo ter sido completamente revelada, tornam-se necessarios experimentos
adicionais para que seja possivel elucidar, mais detalhadamente, o mecanismo de
regulacdo, induzido por glicose, da H'-ATPase de membrana plasmatica de

Saccharomyces cerevisiae.

Neste sentido, julgamos necessarios 0s seguintes experimentos complementares:

v Verificar se as proteinas Sakl p, EIm1 p, YIr063w p, Pkpl p, Irel p, Ygk3 p e Pkh2
p estdo envolvidas na fosforilagdo da regido C-teminal da H'-ATPase, por meio de

medidas nos parametros cinéticos da enzima;

v Isolar a H*-ATPase das cepas com delecdo nos genes que codificam para as
proteinas candidatas a fosforilacdo, em amostras incubadas e ndo incubadas com glicose,
para posterior identificacdo dos sitios fosforilados (Serina899/Treonina-912), por meio de
espectrometria de massa, relacionando estes sitios com a atividade ATPasica desencadeada

por glicose;
v A partir de ensaios de fosforilagdo “in vitro”, verificar o envolvimento das

proteinas quinases na fosforilagcio da H*-ATPase de membrana plasmatica de S. cerevisiae

identificando os sitios de fosforilacdo por meio da espectrometria de massa.
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ANEXO A

ANexXos

Tabela 5. Cepas de Saccharomyces cerevisiae utilizadas nos experimentos

Nome

Genot

ipo

Origem

BY4741
YARO018C
YNLO020C
YJL106W
YBRO059C
YHR135C
YNL154C
YER123W
YPR161C
YOR061W

YJL165C
YKL168C
YCR008W
YJRO59W
YKL198C
YNL183C
YDL214C
YDLO025C
YOR267C
YER129W
YGL179C
YKL048C
YPLO026C
YDR247W

YHRO082C

BY4741; kin3

BY4741; arkl:

MATa; his3A1; leu2A0; lys2A0; ura3A0

:: KanMX4
: KanMX4

BY4741; ime2:: kanMX4

BY4741; akl1:
BY4741; yckl:
BY4741; yck2:
BY4741; yck3:

: KanMX4
: KanMX4
: KanMX4
: KanMX4

BY4741; sgvl:: kanMX4

BY4741; cka2

BY4741; hal5:

BY4741; kkq8

BY4741; hal4:
BY4741; ptk2:
BY4741; ptkl:

BY4741; nprl

:: KanMX4
: KanMX4
- KanMX4
: KanMX4
: KanMX4
: KanMX4
- KanMX4

BY4741; prr2:: KanMX4

BY4741; ydl025c¢:: KanMX4

BY4741; hrkl
BY4741, sakl

:: KanMX4

:: KanMX4

BY4741; tos3:: KanMX4

BY4741; elml
BY4741; sksl
BY4741; vhsl

BY4741; kspl

:: KanMX4
:: KanMX4

:: KanMX4

:: KanMX4
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YALO17W
YOLO045W
YHRO079C
YBRO97W
YPL236C
YGL180W
YJL187C
YKL139W
YLR362W
YGR262C
YGR188C
YKL171W
YGRO52W
TGR0O8OW
YJRO066W
YJLO95W
YBLO088C
YNRO31C
YIL042C
YCRO073C
YDR109C
YJR061IW
YLROG3W
YMLO59C
YMR192W
YGL059W
YGL227W
YJL164C
YPL203W

YMR216C

BY4741; pskl:: KanMX4
BY4741; psk2:: KanMX4
BY4741; irel:: KanMX4
BY4741; vpsl5:: KanMX4
BY4741; ypl236¢:: KanMX4
BY4741; atgl:: KanMX4
BY4741; swel:: KanMX4
BY4741; ctkl:: kanMX4
BY4741; stell:: kanMX4
BY4741; bud32:: KanMX4
BY4741; bubl:: KanMX4
BY4741; nnkl:: KanMX4
BY4741; fmp48:: KanMX4
BY4741; twfl:: KanMX4
BY4741; torl:: KanMX4
BY4741; bckl:: kanMX4
BY4741; tell:: KanMX4
BY4741; ssk2:: kanMX4
BY4741; pkpl:: KanMX4
BY4741; ssk22:: kanMX4
BY4741; ydr109c:: KanMX4
BY4741; ylr061w:: KanMX4
BY4741; ylr063w:: KanMX4
BY4741; ntel:: KanMX4
BY4741; gyll:: KanMX4
BY4741; pkp2:: KanMX4
BY4741; vid30:: KanMX4
BY4741; tpkl:: KanMX4
BY4741; tpk2:: KanMX4

BY4741; skyl:: kanMX4
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YKL126W

YMR104C

YCRO091W

YNRO47W

YGR092W

YPR111W

YPL140C

YDR490C

YDR466W

YNL298W

YBR028C

YFR014C

YOLO016C

YLR248W

YLR0O96W

YOR233W

YPL141C

YPL150W

YCLO024W

YDL159W

YHRO30C

YKL161C

YJL128C

YNL307C

YOR231W

YDLO79C

YLLO19C

BY4741; ypkl:: kanMX4
BY4741; ypk2:: kanMX4
BY4741; kin82:: kanhMX4
BY4741; fpkl:: kanMX4
BY4741; dbf2:: kanMX4
BY4741; dbf20:: kanMX4
BY4741; mkk2:: kanMX4
BY4741; pkhl:: kanMX4
BY4741; pkh3:: kanMX4
BY4741; clad:: kanMX4
BY4741; ypk3:: kanMX4
BY4741; cmkl:: kanMX4
BY4741; cmk2:: kanMX4
BY4741; rck2:: kanMX4
BY4741; kin2:: kanMX4
BY4741; kin4:: kanMX4
BY4741; ypll4dlc:: kanMX4
BY4741; ypl150w:: kanMX4

BY4741; kecd:: kanMX4
BY4741; ste7:: kanMX4
BY4741; slt2:: kanMX4
BY4741; mipl:: kanMX4
BY4741; pbs2:: kanMX4
BY4741; mckl:: kanMX4
BY4741; mkkl:: kanhMX4
BY4741; mrkl:: kanMX4

BY4741; knsl:: kanMX4
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YJL141C

YILO95W

YILO35C

YLR240W

YFRO19W

YDL107W

YOL100W

YFLO33C

YKL116C

YBR274W

YKL166C

YHLO007C

YOL128C

YPRO54W

YKL101W

YPL268W

BY4741; yakl::
BY4741; prki::

BY4741; ckal::

BY4741; vps34::

BY4741; fabl::

BY4741; mss2::

BY4741; pkh2::

BY4741; riml5:;

BY4741; prrl::
BY4741; chkl::

BY4741; tpk3::

BY4741; ste20::

BY4741; ygk3::

BY4741; smkl::

BY4741; hsl1::

BY4741; plcl::

kanMX4

KanMX4

KanMX4

KanMX4

KanMX4

KanMX4

kanMX4

kanMX4

KanMX4

KanMX4

kanMX4

kanMX4

kanMX4

kanMX4

kanMX4

kanMX4

ANexXos

Colecéo de cepas Euroscarf.
Colecéo de cepas Euroscarf.
Colecéo de cepas Euroscarf.
Colecdo de cepas Euroscarf.
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Tabela 6. Cepas invidveis de Saccharomyces cerevisiae.

ANEXO B

ANexXos

Nome

Gendtipo

Origem

YPL204W
YDLO17W
YMRO001C
YPL209C
YPL153C
YDL028C
YKL203C
YNL267W
YLR305C
YBR136W
YDR208C
YDR454C
YIL147C
YOR287C
YBL105C
YDRATTW
YBR160W
YDL108W

YPR161C

YDR523C
YAR019C
YHR099W

BY4743; hrr25:: kanMX4
BY4743; sasl:: KanMX4
BY4743; cdc51:: KanMX4
BY4743; ipll:: kanMX4
BY4743; rad531:: KanMX4
BY4743; mpsl:: KanMX4
BY4743; tor2:: kanMX4
BY4743; pikl:: KanMX4
BY4743; stt4:: KanMX4
BY4743; mecl:: KanMX4
BY4743; mss4:: KanMX4
BY4743; gukl:: KanMX4
BY4743; sInl:: KanMX4
BY4743; yor287c:: KanMX4
BY4743; pkcl:: KanMX4
BY4743; snfl:: KanMX4
BY4743; cdc28:: KanMX4
BY4743; kin28:: KanMX4

BY4743; sgvl:: KanMX4

BY4743; spsl:: KanMX4
BY4743; cdc15:: kanMX4

BY4741; tral:: KanMX4

Colecéo de cepas Euroscarf.
Colecéo de cepas Euroscarf.
Colecéo de cepas Euroscarf.
Colecéo de cepas Euroscarf.
Colecdo de cepas Euroscarf.
Colecdo de cepas Euroscarf.
Colecdo de cepas Euroscarf.
Colecdo de cepas Euroscarf.
Colecdo de cepas Euroscarf.
Colecdo de cepas Euroscarf.
Colecdo de cepas Euroscarf.
Colecdo de cepas Euroscarf.
Colecéo de cepas Euroscarf.
Colecdo de cepas Euroscarf.
Colecdo de cepas Euroscarf.
Colecdo de cepas Euroscarf.
Colecéo de cepas Euroscarf.

Colecdo de cepas Euroscarf.
Colecdo de cepas Euroscarf.

Colecdo de cepas Euroscarf.

Colecdo de cepas Euroscarf.

* Cepa ausente na colecdo Euroscarf.
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ANEXO C

ANexXos

Tabela 7. Cepas de Saccharomyces cerevisiae construidas e utilizadas nos experimentos de
sinal de célcio citosdlico livre.

Nome Genotipo Origem

LBCM602 BY4741; ptk2:: KanMX4 + pVTU AEQ1 Obtida durante o desenvolvimento do
trabalho

LBCM603 BY4741; hrkl:: KanMX4 + pVTU AEQ1 Obtida durante o desenvolvimento do
trabalho

LBCM604 BY4741; pkpl:: KanMX4 + pVTU AEQ1 Obtida durante o desenvolvimento do
trabalho

LBCM 605 BY4741; pkh2:: kanMX4 + pVTU AEQ1 Obtida durante o desenvolvimento do
trabalho

LBCM 606 BY4741; hal5:: KanMX4 + pVTU AEQ1 Obtida durante o desenvolvimento do
trabalho

LBCM 607 BY4741; ygk3:: kanMX4 + pVTU AEQ1 Obtida durante o desenvolvimento do
trabalho

LBCM 608 BY4741; yck2:: KanMX4 + pVTU AEQ1 Obtida durante o desenvolvimento do
trabalho

LBCM 609 BY4741; ylr063w:: KanMX4 + pVTU AEQ1  Obtida durante o desenvolvimento do
trabalho

LBCM 610 BY4741; plcl:: KanMX4 + pVTU AEQ1 Obtida durante o desenvolvimento do
trabalho

LBCM 611 BY4741; cka2:: KanMX4 + pVTU AEQ1 Obtida durante o desenvolvimento do
trabalho

LBCM 612 BY4741; irel:: KanMX4 + pVTU AEQ1 Obtida durante o desenvolvimento do
trabalho

LBCM 613 BY4741; ckal:: KanMX4 + pVTU AEQ1 Obtida durante o desenvolvimento do
trabalho

LBCM 614  BYA4741; yckl:: KanMX4 + pVTU AEQL  Obtida durante o desenvolvimento do
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LBCM 615

LBCM 616

LBCM 617

LBCM 618

LBCM 619

LBCM 620

LBCM 621

LBCM 622

LBCM 623

BY4741; plcl::

BY4741; sakl::

BY4741; rim15::

BY4741; clad::

BY4741, stell::

BY4741; ssk22::

BY4741; kkq8::

BY4741; elml::

BY4741; akl1::

KanMX4 + pVTU AEQ1

KanMX4 + pVTU AEQ1

kanMX4 + pVTU AEQ1

kanMX4 + pVTU AEQ1

kanMX4 + pVTU AEQ1

kanMX4 + pVTU AEQ1

kanMX4 + pVTU AEQ1

kanMX4 + pVTU AEQ1

kanMX4 + pVTU AEQ1

ANexXos

trabalho

Obtida durante o desenvolvimento do

trabalho

Obtida durante o desenvolvimento do

trabalho

Obtida durante o desenvolvimento do

trabalho

Obtida durante o desenvolvimento do

trabalho

Obtida durante o desenvolvimento do

trabalho

Obtida durante o desenvolvimento do

trabalho

Obtida durante o desenvolvimento do

trabalho

Obtida durante o desenvolvimento do

trabalho

Obtida durante o desenvolvimento do

trabalho
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Calculo da taxa de extrusdo de protons induzida por glicose

APENDICE A

Apéndice

Tabela 8. Variagédo de pH em funcéo do tempo na acidificacdo extracelular da cepa X.

Tempo Pgul:(s:(())stle Peso seco Tempo Puﬁ&de Peso seco
00:00:30 5,614 0,0034¢g 00:00:30 5,529 0,0034g
00:01:00 5,597 00:01:00 5,528

00:01:30 5,582 00:01:30 5,518

00:02:00 5,568 00:02:00 5,510

00:00:00 5,556 00:00:00 5,509

00:00:30 5,548 00:00:30 5,244

00:01:00 5,478 00:01:00 5.235

00:01:30 5,386 00:01:30 5,234

00:02:00 5,278 00:02:00 5,232

00:02:30 5,097 00:02:30 5,229

00:03:00 4,901 00:03:00 5,227

00:03:30 4,659 00:03:30 5,225

00:04:00 4,409 00:04:00 5,223

00:04:30 4,152

00:05:00 3,969

00:05:30 3,714

00:06:00 3,685
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Apéndice
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Figura 15. Representacdo gréafica de acidificacdo extracelular para o calculo da taxa
de extrusao de prétons da cepa X (valores de pH anotados na Tabela 6).

Painel A: Controle com HCI 10 mM.

Painel B: Acidificacdo por glicose 100 mM.
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Apéndice

Célculo da taxa de bombeamento de H*. h™. (g de células)™:

Onde:

9)
h)

)
K)

4.1 Aycm+AHClcm x 60
1 H+h 1 1:
HImOTEs 9 = Axmin xP.S(g) x (50)

Ay cm = variacdo de pH em centimetros ap6s um pulso de glicose (100 mM);
AHCI cm = variacdo de pH em centimetros ap6s a adi¢do de 1 umol H* (controle);

Ax min = tempo referente a 1 minuto, convertido em escala;

x=1,7 min

Multiplica-se por 60 para converter para hora;

P. S = Peso seco em gramas correspondente a 0,1mL da suspensao de células;

50 = Fator de corregéo para 0 peso seco (o volume final dos experimentos foi de 5
mL.

Exemplo da aplicagdo do calculo (de acordo com a figura 16):

-1

1 2,0+10 x 60

oles H'h
Hm 17

g

pmoles H* h™ g™ = 415,2 pmol de H* h™ (g de células)™ ou
0,415 mmol de H* h™* (g de células)™.
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