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“Que imensa falta vocé faz meu irmao”

"NOs vamos morrer, e isso nos torna afortunados. A
maioria das pessoas nunca vai morrer, porque
nunca vai nascer. As pessoas potenciais que
poderiam estar no meu lugar, mas que jamais verao
a luz do dia, sdo mais numerosas que 0s graos de
areia da Arabia. Certamente esses fantasmas nao
nascidos incluem poetas maiores que Keats,
cientistas maiores que Newton. Sabemos disso
porque 0 conjunto das pessoas possiveis permitidas
pelo nosso DNA excede em muito o conjunto de
pessoas reais. Apesar dessas probabilidades
assombrosas, somos eu e vocé, com toda a nossa

banalidade, que aqui estamos...”

Richard Dawkins
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RESUMO

Células de S. cerevisiae sao submetidas a diferentes tipos de estresse durante o
processo fermentativo para a producdo de alcool combustivel. No Brasil, este processo
ocorre com reciclos celulares intercalados por etapas de pré-fermentacdo que inclui,
entre outros procedimentos, o tratamento com acido sulfurico diluido para controle da
populacdo bacteriana. Este tratamento conduz a perda da viabilidade celular, com
conseqliéncias no rendimento fermentativo. Considerando estes fatos, o presente
trabalho tem o propdsito de identificar a resposta genética e metabdlica de S.
cerevisiae ao estresse acido, e revelar os mecanismos que conduzem a tolerancia e
adaptacgao celular. Foi realizada a triagem de mutantes com delegdes crescendo em
meio com pH neutro e acido, onde foram comparados com a linhagem selvagem,
assim como também foi avaliada a expressao génica global e especifica para genes
envolvidos em diferentes via metabdlicas. Os resultados mostraram que a via de
Integridade da Parede Celular é o principal mecanismo responsavel pela tolerancia
celular ao pH acido, onde este dano ativa a via da proteina quinase C (PKC)
principalmente pelo sensor de membrana Wsclp. Adicionalmente, danos a parede
celular podem mimetizar o efeito do choque hiperosmético e ativar a via HOG, a qual
amplifica o sinal da via PKC e induz a ativacdo dos canais de Ca®* pelo aumento da
expressdao do gene SLT2, promovendo o influxo de cdlcio que ativard a calcineurina.
Juntos, estes mecanismos conduzem a mudancas na expressao de genes envolvidos
com a regeneracdao da parede celular, metabolismo de carboidratos, resposta a
feromonios e regulacdo do ciclo celular.

Palavras-chave:fermentacédo alcodlica; acido sulfurico; estres$¥};GHOG.



ABSTRACT

S. cerevisiae cells are subjected to different sorts of stress during the fermentation
process for the fuel alcohol production. In Brazil, this process occurs using cell
recyclings interspersed with steps of pre-fermentation which includes, among other
procedures, treatment with dilute sulfuric acid to control of the bacterial population.
This treatment leads to loss of cell viability, with consequences on yield fermentation.
Considering these facts, the present study aims to identify the genetic and metabolic
response of S. cerevisiae during acid stress, and reveal the mechanisms leading to
tolerance and cellular adaptation. Screening was performed with deletion mutants
grown in media with neutral and acid pH, which were compared with the wild strain,
as well as also was evaluated the global and specififies gene expression to genes
involved in different metabolic pathway. The results showed that the Cell Wall
Integrity pathway is the main mechanism responsible for cellular tolerance to acid pH,
where the damage activates the protein kinase C (PKC) mainly by Wsclp membrane
sensor. In addition, cell wall injury might mimic the effects of high osmotic shock and
activates the HOG pathway, which amplifies the signal in the upper part of PKC
pathway and leads to the activation of Ca** channels by SLT2 overexpression and this
Ca? influx further activates calcineurin.Together, these mechanisms induce the
expression of genes involved in cell wall regeneration, mating, carbohydrate
metabolism and cell cycle regulation.

Key words: ethanol fermentation; sulfuric acid; stress; CWDQ@.



L1STA DE | LUSTRACOES

Figura 1. Modelo para regulagao da via PKA e alguns dos seus alvos .........cccccevevveeennnns 20
Figura 2. Regulagdo da resposta a estresse por PKA........cciiiiiiieeiiniieeceseee e 21
Figura 3. Tpks ativas podem fosforilar Msn2/4p € RIM15p ..ccccecveevreeeieevieeniecieeseeenenn 22
Figura 4. Nomenclatura das proteinas que compdem uma via MAPK ........cccceevviieeenns 24
Figura 5. Rede de interagdes em S. cerevisiae entre Cdc14p, Netlp € Sir2p....ccccveeennes 25
Figura 6. Sinal de transdugao em leveduras que contem o mdédulo de MAPK............... 26
Figura 7. Organizacdo molecular da parede celular de S. cerevisiae ...........c.ccccoecuveeeannn. 28
Figura 8. Via de sinalizagao CWI .......uiiiiiiiiiieiiiiiee sttt ssee e s e e e s siaaeeseaes 30
Figura 9. Programa transcricional da via CWI ......ccooouveiiiiiiiiiiniiiee e aee e 34

Figura 10. Ativacdo coordenada do sinal cwi, o sinal de Caz+, e Skn7p para
induzir a expressao do 8eNe FKS2 .....ccuuiiiiiiiieiiiiiieee et 36

Figura 11. Modelo de agdo da via HOG ......ccovuiiiiiiiiiieeiciieee et e e 37

Figura 12. Proposta de mecanismo de resposta a estresse osmodtico em S.
L= =4V ] [ L= PP PPPPPPPPPPPPRS 38

Figura 13. Modelo de como S. cerevisiae responde aos efeitos inibitérios dos
FToi e [o o] = [ a1 olo 1N OO PUUTRRRRPRTRPP 40

Figura 14. Proposta do mecanismo de resposta celular de S. cerevisiae a
condicOes de DAIX0 PR cccceuveeeeeiii e e 43

Figura 15. Genes diferencialmente expressos comuns e especificos para cada
um dos mutantes hoglA e slt2A, apds tratamento com acido
L U1 (Vo] TR PPRRRNS 55

Figura 16. Rede de interagdes entre a proteina quinase slt2p e componentes da
via da proteina quinase @ (PKa) ...cuveeeieeiiiieiiireeeee e 56

Figura 17. AssociacOes entre as proteina quinases hoglp, slt2p e kdx1p (ykl161c)
e os fotares de transcri¢do de resposta geral a estresse msn2/4.................. 56

Figura 18. Modelo de mecanismo de resposta ao estresse com acido sulfurico
€M S, CEIEVISIAE cvvvvviiiiiiiiiiiiiii 63



Tabela 1.

Tabela 2.

Tabela 3.

Tabela 4.

L1STA DE TABELAS

Macromoléculas da parede celular de S.cerevisige...........ccceeeeeecccvvvennannnn.

Genes testados nas linhagens mutantes derivadas de S. cerevisiae
by4741 submetidas a ensaios de crescimento em acido para analise
da expressao geNiCa PO MICIOAITAY ..vvvveeeiriieeeeeiireeeerireeeesireeeessreeeesnaeeeas

Genes diferencialmente expressos na linhagem mutante hog1A apds
estresse EM meio com acido SUIfUrCO.....ccovviiieeeiiiiie e,

Genes diferencialmente expressos na linhagem mutante s/t2A apds
estresse em meio com Acido SUIfUNICO .....ceevuiiieeeciiiie e,



L1STA DE ABREVIATURAS, SIGLASE SIMBOLOS

AMP

cAMP

CWiI

CWp

ESR

GAP

GEF

HOG

HSP

MAPK

MAPKK

MAPKKK

PKA

PKC

STRE

Adenosine Monophosphate (Adenosina Monofosfato)

Cyclic Adenosine Monophosphate (Adenosina Monofosfato Ciclica)
Cell Wall Integrity (Integridade da Parede Celular)

Cell Wall Proteins (Proteinas da Parede Celular)

Envirnmental Stress Response (Resposta a Estresse Ambiental)
GTPase-Activating Protein (Proteina Ativadora de GTPase)

Guanine Nucleotide Exchange Factor (Fator Trocador de Nucleotideo
Guanina)

Alta Osmolaridade Glicerol

Heat Shock Protein (Proteina de Choque Térmico)

Mitogen-Activated Protein Kinase (Proteina Quinase Mitogénica Ativada)
Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase

Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase

Protein Kinase A (Proteina Quinase A)

Protein kinase C (Proteina Quinase C)

Stress Response Element (Elemento de Resposta a Estresse)



SUMARIO

3 R 1o T [¥ T T 13
2. Revisao da [iteratura.......ccccciiiiiiiiieeneiiiiiiiiiiniiiiiinnninerssssessssssnsnssssssssssssssenes 14
2.1 Resposta da Levedura a Estimulos Ambientais........cccccevviveeiiniieeeiniiiee e 14
2.2 Como as Leveduras Combatem 0 EStresse........ccceevvueeeeiiieeee i 15
2.2.1 ReSpOSta GEral G ESLIESSE........cccvcveeeeeseiieeeesiiieeessieeeessiieeessiieaesssssaaesesniees 15
2.2.2 AVvia PKA e G ReSPOSta Q ESLIESSE .....cuuueeeeeeeeeeeeeeeeeceeeeeeeeeeeeettiteeeaaaaenenn 18
2.2.3 0 Sinal Via MQAP QUINGSES........ccccecuveeeeeesiieeeesciiieeessiieaessiiesesssiiesesssssesssesnsees 22
2.2.1 Avia da Integridade da Parede Celular............oouvvveveeeieieeseiviireeeieeeeeeeiinnnnn, 25
2.2.2 Avia de SiNAliZACAO HOG ........ueeeeeeeeeeeeecveeeieeeeeesiiiveeeeeeeeessiiseeeseseesssssisssees 36

2.3 Resposta A0 EStresse ACIHO.......civivivieeeieeeieeeteeeeeeeeteeeeeseses et es et sessseeeeseaeas 38
3. ODJEEIVOS ..eeunreenereeneeteeneetenereeneereaneeeasserenseeseasessessessasssssnsssssssessnssessnsesenasessnnnnns 44
I 1= o | PR 44
I Y o =Yl [ole LI P URRR PP 44

L B 0 T o 11 ¥ | o N 45

Participation of CWI, HOG and Calcineurin pathways in the tolerance of

Saccharomyces Cerevisiae to low pH by inorganic acid .......cccoccvevevviiieeiniiieeeenieenn. 45
I 0T« 11 41 [ XN | ISRt 46

A fungdo das map quinases Hoglp e Slt2p no controle da expressao génica de

Saccharomyces cerevisiae em resposta ao estresse causado pelo acido sulfurico ... 46

LS00 N 1 4 o o 11 - o 1N 46
5.2 Material @ IMBTOTOS .. cceveneiieiiee ettt et e ettt re e s ettt ee s e etteseeetaaeseeneesesaanarees 49
LIRS 3 2 T U1 =T T L TP 51
Lo B 1Yol 8 £XY- T 57
ST 0 TRl L3 Lo T = = | 61
7. CONCIUSOES GOIAIS ceuveureerereerereereereseereeraseesssresssssssessessssasssssssasssssssssssssssassssassassssas 64

8. Referéncias BibliografiCas.....ccceeeireuierenirrenierenniereeeeteeeerenereaneeeenscrensserenseesensesens 65



1. INTRODUCAO

O processo fermentativo para a producdo de alcool combustivel é caracterizado
por uma série de condicdes que induzem a estresse celular em Saccharomyces
cerevisiae. Inicialmente as células sdo submetidas ao estresse osmético quando sdo
misturadas ao caldo de cana contendo de 120 a 140 g de sacarose por litro. Ao longo
da fermentacao, a concentracdo de sacarose cai e a de etanol é aumentada. Ao final da
fermentacdo, as células sdo coletadas para serem reutilizadas. No entanto, antes de
serem reutilizadas, em varias destilarias as células sdo transferidas para um pré-
fermentador que recebe 3agua e acido sulfurico para o controle da populacdo
bacteriana. Isto faz com que o pH do meio fique entre 2 e 2,5, o que causa perda de
viabilidade celular e consegiientemente queda no rendimento fermentativo. Portanto,
compreender os processos celulares e genéticos envolvidos na resposta ao estresse
acido deve auxiliar na elaboracdo de estratégias que conduzam a adaptacdo celular,

contribuindo assim, para aumento no rendimento industrial.

As células de levedura geralmente respondem ao estresse ambiental em trés
fases: inicialmente, mudancas imediatas na célula ocorrem como conseqliéncia direta
da exposicdo ao estresse; em seguida, processos de defesa sdo disparados; e por fim,
as células se adaptam e tornam a crescer. Algumas das respostas fisiolégicas e
genéticas ao estresse acido incluem a reducao do crescimento, inducdo da transcricao
dos genes de resposta geral a estresse, inducdo de genes de trealose e glicerol,
expressao de genes para HSPs, além da indugao de genes de reparo e biossintese da
parede celular. Embora a lavagem com 4cido sulfurico utilizada nas destilarias seja um
conhecido fator de estresse, ainda ndo esta claro como esse acido age e compromete a
viabilidade das células de leveduras. Diante deste cenario, nés avaliamos os
componentes de diferentes vias metabdlicas quanto a resposta e tolerdncia de células
de S. cerevisiae ao acido sulfurico. Os resultados mostraram que apds o tratamento
acido, ocorrem danos na parede celular da levedura, e que é necessaria a cooperac¢ao
entre diferentes vias metabdlicas para modulacdo da expressao génica que conduzira

ao reparo dos danos, adaptacdo e sobrevivéncia celular.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 RESPOSTA DA LEVEDURA A ESTIMULOS AMBIENTAIS

Todos os tipos de células, mesmo células individuais em organismos
multicelulares, possuem a habilidade de responder a variacdes nas condigOes
ambientais. Tal resposta demanda uma complexa rede de percepcao e transducao de
sinal que conduz a um ajuste do programa de expressao génica e metabolismo, para
promover adaptacdo e proliferacdo celular. Quando as condi¢Ges ambientais ameacam
a sobrevivéncia da célula, ou ao menos impedem a adequada sobrevivéncia, sao

comumente chamadas de estresse celular (Hohmann e Mager, 2003).

Células de leveduras evoluiram com excepcional habilidade para sobreviver a
mudancas subitas e severas em seu ambiente externo. No meio selvagem, as leveduras
freqlientemente lidam com flutua¢cdes na temperatura, osmolaridade, pH, presenca de
radiacdo e compostos toxicos, além de longos periodos de caréncia nutritiva. O
crescimento sob esta variedade de condi¢des requer uma manutencdo do sistema
interno, entretanto, o programa celular necessario para sua manutencao difere para
cada desafio do meio externo. Desta forma, quando as condi¢cbes ambientais mudam
abruptamente, a célula deve rapidamente ajustar seu ambiente intracelular para

conseguir crescer nas novas condi¢cdes (Hohmann e Mager, 2003).

Entre as leveduras, linhagens de Saccharomyces cerevisiae destacam-se por
serem utilizadas em diversos processos industriais de fermentag¢do, como na producdo
de vinhos, cerveja e a producdo de bioetanol (Carrasco et al., 2001; Cot et al., 2007;
Gibson et al., 2007). Neste contexto, as linhagens sdo expostas a diversos tipos de
alteragbes ambientais que caracterizam estresse, como mudangas de temperatura,
acumulo de etanol ao longo do processo, mudangas nas concentragdes dos solutos,
espécies reativas de oxigénio e acidos organicos (Cot et al., 2007; Garay-Arroyo et al.,

2004; Silva Filho et al., 2005b).

O Brasil € um dos grandes produtores mundiais de bioetanol combustivel. Ele é

produzido a partir da utilizagao de células de S. cerevisiae na fermentagao do caldo de
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cana de agucar ou melaco (Wheals et al., 1999; Basso et al., 2008). No Brasil, e em
outros paises, o processo de fermentacdo envolve o reciclo da populacdo de leveduras
a fim de reduzir o tempo e o custo de producdo. No entanto, uma importante tarefa é
manter as células de levedura com viabilidade e alta capacidade fermentativa. Como
um processo aberto, a fermentacdo do mosto é frequentemente contaminada com
leveduras selvagens e bactérias (Skinner and Leathers, 2004; Silva-Filho et al., 20053;
Liberal et al., 2007; Schell et al., 2007; Basso et al., 2008; Basilio et al., 2008; Lucena et
al. 2010). Contaminac¢Ges por leveduras sdao raramente tratadas, apesar de alguns

biocidas terem sido propostos (Elsztein et al., 2008).

Entretanto, para manter a populacdo bacteriana sob controle, algumas
destilarias utilizam grandes quantidades de antibidticos ou tratam a biomassa de
levedura com 4cido. Este tratamento é realizado ao final da fermentacdo, onde o
mosto é centrifugado e as células sdo coletadas para serem reutilizadas em nova
fermentagdo. No entanto, antes de se iniciar a nova fermentagdo, as células de
leveduras sdo transferidas para um pré-fermentador onde s3do submetidas a uma
lavagem com solucdo de acido sulfdrico em agua, pH 2,0-2,5 por 1-2 h, promovendo a
reducdo da contaminacdo bacteriana (Whealset al, 1999; Silva Filhoet al, 2005b;
Bassoet al, 2008). Este procedimento pode comprometer a viabilidade celular e
consequentemente provocar uma queda no rendimento fermentativo (Carmeloet al,
1998; Melo et al, 2010) especialmente quando usado em sinergia com outras
condicdes de estresse como altas temperaturas e altas concentra¢des de etanol (Silva

Filho et al., 2005b; Melo et al., 2010; Stanley et al., 2010).

2.2 ComMmoO AS LEVEDURAS COMBATEM O ESTRESSE

2.2.1 RESPOSTA GERAL A ESTRESSE

Os fungos vivem em ambientes que variam muito, que vao desde o solo a
superficie de plantas, animais ou hospedeiros humanos. Eles também podem habitar
ambientes extremos como fontes hidrotermais, excrementos de passaros, o artico,

ambientes aquaticos, minas de sal ou no caso de liquens, rocha exposta. Cada
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ambiente apresenta desafios que devem ser superados para que o fungo sobreviva e
cresca, incluindo mudancgas osmaticas, estresse oxidativo, choque térmico, mudancas

de pH e limitacdo nutricioanal. (Fuchs e Mylonakis, 2009).

Entre os fungos, a levedura S. cerevisiae também tem se tornado um organismo
modelo para o estudo de como as células eucaridticas respondem ao estresse. Além
disso, o elevado grau de conservacdo evolutiva das vias de resposta a estresse entre
leveduras e eucariontes mais complexos, indica que as leveduras podem servir como
um modelo apropriado para a caracterizagdo da resposta a estresse também em
organismos mais complexos. Estas informacdes sobre resposta a estresse, geradas a
partir de organismos modelo, também podem ser utilizadas para desenhar novas
estratégias com o objetivo de aumentar a tolerancia a estresse em organismos de

interesse industrial (Estruch, 2000).

As células geralmente respondem ao estresse em trés fases: inicialmente, as
mudancas imediatas na célula ocorrem como conseqliéncia direta da exposi¢cdo ao
estresse e dano; em seguida, processos de defesa sdo disparados; e por fim, as células
se adaptam e tornam a crescer. A resposta a estresse frequentemente é estudada
aplicando-se uma rdpida mudanca de condicdo de crescimento das células de
levedura, por exemplo, de 25 °C para 42 °C ou meio com baixa concentragao de sal
para 1M NaCl, seguida da andlise de aspectos do comportamento celular como a

expressao de genes (Hohmann e Mager, 2003).

Detalhes com relacdo aos mecanismos que a levedura S. cerevisiae usa para se
adaptar a novos ambientes tem sido revelados. Células de levedura expostas a
moderado estresse desenvolvem tolerdncia ndo apenas a altas doses do mesmo
estresse, mas também a estresse causado por outros agentes. Este fendomeno,
chamado de cross-protection (protecdo cruzada), sugere que existe um mecanismo
comum de integracdo que sente e responde a diferentes formas de estresse (Lewis et
al., 1995; Estruch, 2000; Giannattasio et al., 2005; Yamamoto et al., 2008; Rangel,
2010). Estas observacOes despertaram para a idéia de que as células de levedura
utilizavam um mecanismo geral de protegao celular que é acionado quando as células
sdo expostas ao estimulo estressante. De acordo com este modelo, estudos mostraram

gue muitos genes chamados “heat shock” (que codificam para proteinas chaperonas —
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HSP) foram induzidos ndo apenas pelo choque térmico, mas também por outras
mudangas estressantes no ambiente, sugerindo que estes genes possuiam um papel
mais geral na célula em resposta a estresse (Sanchez et al.,1992; Lewis et al., 1995;
Yamamoto et al., 2007; Stanley et al., 2010). Neste contexto, a idéia de uma resposta
geral a estresse surge como um sistema que regula a inducdo coordenada de muitos
genes de estresse por meio de um elemento cis comum em seus promotores,
conhecidos como elementos de resposta a estresse (STRE - estresse response element)

(Estruch, 2000).

Dois fatores de transcricdao codificados pelos genes MSN2 e MSN4, regulam a
resposta geral a estresse em S. cerevisiae (Martinez-Pastor et al., 1996; Schmitt et al.,
1996). Msn2p e Msndp regulam a expressdao de aproximadamente 200 genes em
resposta a varios estresses, incluindo choque térmico, choque osmético, estresse
oxidativo, baixo pH, falta de glicose, acido sérbico e altas concentracdes de etanol.
Estes fatores de transcrigdo atuam ligando-se nos elementos STRE, 5" — CCCCT - 3/,
localizados nos promotores destes genes (Martinez-Pastor et al., 1996; Gasch et al.,
2000; Causton et al., 2001). Uma simples cdpia deste elemento é suficiente na inducdo
de um gene repodrter por diferentes tipos de estresse, e duas ou mais copias desta
sequencia promove um aumento da indug¢ao dos genes. O STRE é funcional em ambas
as dire¢Oes (CCCCT ou AGGGG) e a expressdo induzida por estresse conferida por STRE
é negativamente regulada pela via cAMP-PKA (Kobayashi et al., 1993; Marchler et al.,
1993).

Varios genes possuem a sequencia de STRE em seus promotores,
provavelmente sendo regulados pela via de resposta geral a estresse (Treger et al.,
1998a; Moskvina et al., 1998). Fazem parte dessa lista genes envolvidos no
metabolismo de carbono, transportadores, proteases e genes com funcbes de
protecdo a diferentes tipos de estresse, incluindo HSP104 (choque térmico e etanol),
CTT1 (estresse oxidativo) e os genes do metabolismo de trealose TPS1, TPS2, TPS3 e
TSL1 (Treger et al., 1998b, Moskvina et al., 1998, Boy-Marcotte et al., 1998)

Msn2p e Msndp s3ao em grande parte, mas ndao completamente,
funcionalmente redundantes e existem evidéncias de que a contribuicdo regulatdria

individual destes fatores de transcricao difere para especificos genes e sob especificas
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condicGes de estresse (Estruch et al., 1993). As duas proteinas compartilham 41% de
identidade e possuem tamanhos e composi¢cdo de aminoacidos semelhantes (Estruch,
2000). Enquanto uma Unica delecdo de MSN2 ou MSN4 na levedura ndo apresenta
fendtipo ébvio, o duplo mutante msn2Amsn4A é hipersensivel a falta de fonte de
carbono, choque térmico, choque osmodtico e estresse oxidativo. Por outro lado, a
super expressdo dos genes MSN2 e MSN4 diminui a sensibilidade a falta de carbono e
estresse térmico (Estruch et al., 1993; Estruch, 2000). Em sua parte N-terminal,
Msn2/4p possuem um dominio ativador de transcricdo e uma sequéncia de exportacao
nuclear (Gorner et al.,2002; Boy-Marcotte et al., 2006). Na porcao C-terminal, ambas
as proteinas possuem um dominio de ligacdo zinc-finger que reconhece o elemento

STRE (Martinez-Pastor et al., 1996; Schmitt et al., 1996).

Sob condi¢des ndo estressantes, Msn2p e Msn4p se localizam no citoplasma
(Gorner et al.,, 1998), enquanto diante do estresse, Msn2/4p sdo hiperfosforiladas,
deslocando-se para o nucleo (Goérner et al., 1998; Garreau et al., 2000; Jacquet et al.,
2003). A exportacdo de Msn2p do nucleo parece ser dependente da exportina Msn5p
e a localizagdo nuclear tanto na importagao quanto na exportagao é regulada por PKA

(Gorner et al., 1998; Gorner et al., 2002; Jacquet et al., 2003).

2.2.2 AviA PKA E A RESPOSTA A ESTRESSE

A idéia de que poderia existir um grupo de genes ativados por uma via comum
em resposta a diferentes condicGes de estresse, foi reforcado pela descoberta de que
muitos genes induzidos nessas condi¢cdes sdo negativamente regulados pela via da
proteina quinase A (PKA) (Estruch, 2000). A via PKA estd envolvida em muitos
processos celulares em leveduras, incluindo percepg¢ao de nutrientes, regulagao da
propagacao celular, estoque de carbono e resposta a estresse (Ruis e Schiiller, 1995;

Thevelein, 1994; Santangelo, 2006).

Os componentes da via PKA tém sido estudados amplamente (Figura 1). A via é
ativada pelo aumento nos niveis de cAMP (AMP ciclico) intracelular.A enzima adenilato
ciclase, codificada pelo gene CYR1/CDC35, é responsavel pela conversdao de ATP em

cAMP. Ela pode ser ativada por Raslp e Ras2p ou pelo sistema receptor acoplado a

18



proteina G, Gprlp-Gpa2p apds estimulo com glicose (Thevelein e de Winde, 1999;
Santangelo, 2006; Zaman et al., 2008). A adenilato ciclase em atividade produzira
cAMP, que ativara a proteina quinase A (PKA). Esta ativagdo ocorre com a liga¢do do
cAMP na subunidade regulatéria da PKA, que é codificada pelo gene BCY1. Apds
ligacdo do cAMP em Bcylp, ocorre a dissociagao da subunidade catalitica codificada
pelos genes TPK1, TPK2 e TPK3 (Thevelein e de Winde, 1999; Santangelo, 2006), onde
cada produto destes genes podera fosforilar diferentes proteinas alvo, ou em alguns
casos, fosforilam as mesmas proteinas (Ptacek et al., 2005). Uma vez ativada, a via PKA
promove mudangas em muitos sistemas, incluindo metabolismo de trealose,
glicogénio, glicdlise e gliconeogénese, os quais possuem componentes controlados

pela via PKA por meio de fosforilagdo (Thevelein, 1994).

As proteinas Ras sao GTPases monoméricas que funcionam como uma chave.
Elas também sdo chamadas proteinas G, e permanecem na forma inativa quando
ligadas a GDP e na forma ativa quando ligadas a GTP. A chave da forma ativa para a
inativa envolve a hidrélise da ligacdo GTP pela atividade intrinseca GTPase da proteina
Ras, que é estimulada pelas proteinas ativadoras de GTPase (GTPase-activating
proteins - GAPs). A chave reversa, inativa para ativa, requer a substituicdo da ligacdo
GDP por GTP, a qual é normalmente efetuada com o auxilio de uma proteina trocadora
de nucleotideo guanina (guanine nucleotide exchange factors - GEFs) (Santangelo,

2006). Mutacdes que ativam proteinas Ras (como em humanos ras”™ ou em

"a'19) aumentam a associagao de GTP independente de uma GEF, sendo

leveduras ras
este tipo de mutacdo responsavel por muitos tipos de canceres em humanos (Wilson
et al., 1993; Dalley e Cannon, 1996). Os polipepitideos codificados pelos dois genes
RAS em S. cerevisiae, RAS1 (309 residuos) e RAS2 (322 residuos), possuem mais de 70%
de similaridade em toda sequéncia, principalmente nos 180 residuos da parte N-
terminal (Powers et al., 1984). Adicionalmente, as proteinas Ras de S. cerevisiae
também possuem homologia com o oncogene RAS de mamiferos (Kataoka et al.,
1984). O crescimento em glicose ndo é alterado na auséncia de RASI ou RAS2,

entretanto, perda de ambos causa suspensdo do ciclo celular em G1 (Tatchell et

al.,1984; Toda et al., 1985).
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Figura 1. Modelo para regulacdo da via PKA e alguns dos seus alvos. Um sistema receptor acoplado a
proteina G esta envolvido na ativacdo da sintese de cAMP por glicose. O aumento na concentragdo de
proteinas desnaturadas em resposta a condi¢Ges de estresse convoca Hsps, reduzindo a interagdo com
Cdc25p, e portanto, diminuindo a producdo de cAMP. Regulagdo negativa de PKA por estresse ou por
falta de glicose ativa a quinase Rim15p e induz a localizagdo de Msn2/4p no nucleo resultando em
suspensdo do crescimento, acumulacdo de trealose e ativacdo de mecanismos de protecdo. As
interacbes ndo sdo necessariamente diretas. A proteina quinase A (PKA) é representada pelas
subunidades Tpk1p, Tpk2p e Tpk3p. (Adaptado de Estruch, 2000).

As proteinas Rasl/2p sdo ativadas pelas proteinas GEFs Cdc25p e Sdc25p.
Ras1/2p ativas induzem a ativagdo da enzima adenilato ciclase, codificada pelo gene
CYR1, promovendo a conversio de ATP em cAMP (Matsumoto et al., 1982). A
Inativacdo de Rasl/2p é realizada pelas GAPs Iralp e Ira2p, e isso resulta em na
diminuicdo dos niveis celulares de cAMP (Tanaka et al., 1990). Presumivelmente,
devido a seus efeitos competidores na ativacdo de Rasl/2p, delecdo do gene IRA1
restaura a letalidade causada pela delecio do gene CDC25 (Tanaka et al., 1989).
Fosfodiesterases de baixa e alta afinidade por cAMP em S. cerevisiae (Pdelp e Pde2p
respectivamente) também antagonizam o sinal de Rasl/2p por meio da conversdo
enzimatica de cAMP em AMP. Na presenca de cAMP exdgeno, delecdo de PDE2,
restaura o crescimento do duplo mutante ras1Aras2A (Nikawa et al., 1987; Wilson e

Tatchell, 1988).

Em células privadas de fontes de carbono, quando sdo suplementadas com

glicose, um pico nos niveis intracelular de cAMP disparam a atividade da PKA (Mazon
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et al., 1982; Francois et al., 1988; Jiang et al., 1998), promovendo o retorno do
crescimento celular com o aumento na expressdo de genes envolvidos na sintese
protéica e a diminuicdo na expressdo de genes alvo dos fotores de transcricdo
Msn2/4p (Figura 2) (Marchler et al., 1993; Klein e Struhl, 1994; Goérner et al., 1998;
Thevelein e de Winde, 1999; Norbeck e Blomberg, 2000). Estas observacdes sugerem
gue a atividade da PKA reprime a resposta a estresse diante de abundancia de
nutrientes, estimulando o crescimento celular. O efeito negativo do sinal da PKA na
resposta a estresse é evidenciado pelo fato de que altos niveis intracelulares de cAMP
artificial podem reprimir a resposta a estresse, mesmo na presenca do estresse
ambiental (Klein e Struhl, 1994; Neuman-Silberberg et al., 1995; Goérner et al., 1998;
Garreau et al., 2000).

AMP
Pde1
Cyr1
Bj:_y1 cAMP Bcy1 cAMP Indugdo de
TPK1
Tpk1 - Tpk2 NN Tpk1 - Tpk2 TrK2
Inativo Ativo ;B:g;;
/ \ MSN4

Supressdaode ESR  outros genes ESR

SN

Indugdo d
nducgdo de genes Msn2

ara proteinas
parap . Msn4
ribossomais

Figura 2. Regulacdo da resposta a estresse por PKA. Em resposta ao aumento nos niveis de cAMP, o
repressor do sinal da via PKA (Bcylp) se liga ao cAMP liberando o complexo ativo, que é composto por
duas das trés subunidades de PKA (Tpklp, Tpk2p e Tpk3p). A atividade de PKA reprime a resposta ao
estresse ambiental (Envirnmental Stress Response - ESR) pela indugdo de genes de sintese protéica,
conduzindo a localizagdo citoplasmatica de Msn2/4p e diminuindo a expressdo de outros alvos. Em
contraste, apds mudancgas estressantes no ambiente, a iniciacdo da ESR conduz a localizagdo nuclear de
Msn2/4p e também a indugdo de seus genes alvos, incluindo genes que interferem no sinal da via PKA
(Adaptado de Hohmann e Mager, 2003).

Interessantemente, a atividade da PKA é dispensdvel em linhagem deficiente na
atividade de Msn2p e Msn4dp. Desta maneira, Msn2p e Msn4p sdo antagbnicos ao
crescimento dependente de PKA e estimulam a expressao de genes que inibem o

crescimento (Smith et al., 1998). De acordo com estas observacOes, a funcdo de
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Msn2/4p é requerida para a expressao do gene YAK1, que codifica para uma quinase, e
€ antagonista do crescimento dependente de PKA (Smith et al., 1998; Lee et al., 2008;
Zaman et al., 2008; Livas et al., 2011) (Figura 3). A expressdo génica dependente de
Msn2/4p também pode influenciar na maioria dos efeitos pleiotrépicos da PKA em
leveduras, incluindo regulacdo do crescimento, resposta a estresse e acumulo de

carboidratos de reserva (Smith et al., 1998).

Linhagem selvagem LinhagemtpkiA tpk2A tpk3A

/’

i
9
\
)

Figura 3. Tpks ativas podem fosforilar Msn2/4p e Rim15p resultando em suas exportacdes para o
citoplasma, assim como reduzindo a transcricdo do gene YAKI1, permitindo o crescimento celular. Na
auséncia de Tpks, Rim15p e Msn2/4p ndo sdo fosforilados e permanecem no nucleo, em uma forma
ativa ou potencialmente ativa. Rim15 ativa Msn2/4, que por sua vez ativa a transcricdo de YAK1, e Yaklp
blogueia o crescimento celular (Adaptado de Livas et al., 2011).

2.2.3 O SINAL VIA MAP QUINASES

Uma questao chave na biologia do desenvolvimento é como as células
percebem e respondem apropriadamente a estimulos em seu ambiente. As células ndo
devem apenas sentir e distinguir entre os estimulos, mas também realizar a
transducdo precisa do sinal para responder apropriadamente (Schwartz e Madhani,
2004). Um dispositivo molecular freqliientemente utilizado para conducdo destas
respostas é a sequéncia de trés proteinas quinases conhecida como mdédulo: mitogen-

activated protein kinase (MAPK) (Chen e Thorner, 2007).

O eixo de cada via MAP quinase é uma série de trés proteinas quinases, uma

MAP quinase (MAPK), uma MAP quinase quinase (MAPKK ou MEK), e uma MAP
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guinase quinase quinase (MAPKKK ou MEKK) (Figura 4). A MAPKKK ativa a MAPKK
transferindo um grupo fosfato nos residuos de serina e treonina dentro da regido N-
terminal conservada do dominio quinase. Em seguida, a MAPKK fosforila a MAPK nos
residuos de treonina (as vezes serina) e tirosina, qual estdo localizados adjacentes e
separados por um outro aminoacido (Thr/Ser-X-Tyr) (Gustin et al., 1998; Hohmann,
2002; Saito, 2010). Este sitio de fosforilacdo esta localizado no laco de ativagdo do
dominio catalitico, sendo necessaria dupla fosforilagdo na treonina e tirosina para
ativacdo da MAP quinase. Tipicamente, a fosforilacdo estimula a transferéncia da MAP
quinase do citoplasma para o nucleo, onde ela ira fosforilar seus alvos nos residuos
serina/treonina seguidos por uma prolina. Entretanto uma porcdo de MAP quinases
ativas permanecera presente no citoplasma para mediar efeitos pds traducionais

(Hohmann, 2002).

As MAPKKKs consistem de um dominio regulatério N-terminal e um dominio
catalitico C-terminal. No estado inativo, o dominio regulatdrio bloqueia o dominio
guinase C-terminal. A Ativacdo pode ocorrer pela fosforilagdo por meio de uma
proteina quinase acima da cascata ou através da interagdo com outras proteinas, um
processo que frequentemente envolve uma pequena proteina G. Os mecanismos de
ativacao e sistema de sensores acima da via MAP quinase sdo diversos: incluindo
receptor tirosina-quinase (em sistemas animais), receptores acoplados a proteinas G,
sistema dois componentes de transducdo de sinal, entre outros (Hohmann, 2002). As
MAP quinases sdo reguladas negativamente por proteinas fosfatases atuando em
ambas as MAPKK e MAPK (serina-treonina fosfatases) ou apenas na MAPK (tyrosina

fosfatases) (Keyse 2000).

Diferentes vias MAP quinases podem formar um sistema de interacbes de
sinais. Uma MAPKK pode controlar diferentes MAP quinases, como é observado

mesmo em sistemas relativamente simples como em leveduras.

Diferentes vias dentro do mesmo organismo frequentemente dividem
guinases, especialmente em eucariontes mais complexos. No entanto, mesmo em S.
cerevisiae, esta situacdo resulta em um sistema de redes altamente complexo de vias
de sinalizacdo (Hohmann, 2002; Schwartz e Madhani, 2004). Essa complexidade é

mostrada no trabalho de Breitkreutz et al., (2010), onde eles identificaram 1844
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interacGes entre 887 proteinas quinases e fosfatases (KPI) em S. cerevisiae, utilizando

espectrometria de massa de complexos protéicos (Figura 5).

Sensor/Receptor
(geralmente na membrana plasmatica)

Sistema de controleacima
(proteina G; fosforilagao)

Quinase acima
(geralmente uma quinase PAK)

MAP quinase quinase quinase
(MAPKKK)

MAP quinase quinase
(MAPKK)

MAP quinase
(MAPK)

Fator de transcricdo

O0-0-0-0-0-@-)

Figura 4. Nomenclatura das proteinas que compdem uma via MAPK. Setas indicam o fluxo da
informacdo (Adaptado de Hohmann, 2002).

As cascatas de MAPK foram encontradas em animais (Cooper, 1994; Marshall,
1994), plantas (Hirt, 1997) e fungos (Errede et al., 1995; Herskowitz, 1995). A levedura
S. cerevisiae possui pelo menos cinco vias contendo cascatas de MAPKs: a via da
integridade da parede celular, a via de formacdo de esporos, via de crescimento
filamentoso/invasivo, via de resposta a feroménio e a via de alta osmolaridade glicerol

— HOG (Figura 6) (Saito e Tatebayashi, 2004).
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Figura 5. Rede de interagdes em S. cerevisiae entre Cdcl4p (fosfatase essencial para saida da mitose e
progressdo da meiose), Netlp (nlucleo do complexo envolvido no silenciamento nucleolar) e Sir2p
(envolvida no silenciamento da cromatina e envelhecimento celular). Estas proteinas formam o
complexo RENT (regulator of nucleolar silencing and telophase) importante no silenciamento do rDNA
(Kasulke et al., 2002). Quinases estdo em laranja, fosfatases em azul, proteinas associadas a quinases em
amarelo, e outras proteinas em cinza. Linhas de conexdo vermelhas indicam interacdes KPI
(quinases/fosfatases), linhas cinza sdo intera¢Bes LTP (low-throughput), e linhas cinza tracejadas
correspondem a interagdes HTP-HC (high-throughput — high-confidence). A espessura da linha indica o
numero de peptideos interagindo. O Tamanho do né é proporcional ao nimero total de interagdes KPI
do conjunto de dados. Circulos tracejados em negrito correspondem ao complexo RENT e a proteinas
associadas conhecidas (adaptado de Breitkreutz et al., 2010).

2.2.1 A viA DA INTEGRIDADE DA PAREDE CELULAR

A exposicao de células de fungos a varios tipos de condi¢des de estresse resulta
em altera¢glGes na expressdo génica que habilitam a célula a resistir a ambientes
adversos. Mudangas na expressdao génica requerem um coordenado esfor¢o de

multiplas vias em sequéncia para permitir que uma quantidade adequada de proteinas
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realize a tarefa de manter a célula sobrevivendo em condi¢des nao favoraveis. A chave
da defesa para se impor a ambientes adversos é a parede celular. Devido a danos
causados pelos fatores de estresse, a parede celular é reparada ou mesmo reforcada
por meio da biossintese e da integracdo de componentes da parede celular (Fuchs e

Mylonakis, 2009).
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Figura 6. Sinal de transdugdo em leveduras que contem o mddulo de MAPK. A levedura S. cerevisiae
possui pelo menos cinco vias contendo cascatas de MAPK. Muitas vias dividem os mesmos
componentes. A via Spcl da levedura de fissdo S. pombe, possui muitas similaridades com a via HOG de
S. cerevisiae (adaptado de Saito e Tatebayashi, 2004).

A parede celular de leveduras possui quatro principais fungdes: estabiliza as
condicGes osmaticas internas; protege contra danos fisicos; mantem a forma da célula,
precondicdo para a morfogénese durante crescimento por pseudohifa ou
acasalamento; e atua como estrutura de suporte para proteinas, limitando a
permeabilidade da parede (Klis et al., 2006). Saccharomyces cerevisiae gasta uma
guantidade consideravel de energia metabdlica na construcdo da parede celular.

Dependendo das condi¢des de crescimento, sua massa em termos de peso seco pode
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somar em torno de 10 — 25% da massa total da célula (Aguilar-Uscanga e Frangois,

2003).

A parede celular de S. cerevisiae é composta de B1,3-glucano, B1,6-glucano,
guitina e manoproteinas. A Tabela 1 mostra a composicdo da parede celular e a Figura
7 mostra a organizagdo molecular dos componentes. As cadeias de [1,3-glucano
constituem uma estrutura tridimensional eldstica que, junto com a quitina, contribuem
para a forma da célula e sua resisténcia fisica. As moléculas de f1,3-glucano possuem
multiplos ramos laterais, os quais podem funcionar como locais de fixacdo para quitina
e cadeias B1,6-glucano. As moléculas de B1,6-glucano interligam uma grande classe de
proteinas ligadas covalentemente a parede celular (Cell wall Proteins - CWPs), as
glicosilfosfatidilinositol (GPI)-CWPs, a estrutura de B1,3-glucano (Kollar et al., 1997,
Kapteyn et al., 1999a). Outro grupo menos abundante de CWPs covalentemente
ligadas, conhecidas como Pir-CWPs, estdo ligadas a f1,3-glucano sem uma interligacdo
com a cadeia de B1,6-glucano (Kapteyn et al., 1999b), e podem ser liberadas da parede

por extracdo alcalina moderada (Mrsa et al., 1997).

Tabela 1. Macromoléculas da parede celular
de S.cerevisiae.

Macromolecula Massa da parede %
Manoproteinas 30-50
B1,6-glucano 5-10
B1,3-glucano 30-45
Quitina 1,5-6

Os componentes da parede celular estdo representados
na ordem em que eles se encontram na parede de fora
para dentro. Estresse na parede celular pode levar a um
aumento consideravel nos niveis de quitina (Adaptado
de Klis et al., 2006).

Durante o crescimento e morfogénese e em face de mudangas externas que
causam estresse na parede celular, S. cerevisiae utiliza vias de manutengdo para a
parede celular. Muitas vias de sinalizagdo contribuem para a manutenc¢do da parede
celular, e uma das principais responsaveis por orquestrar mudangas em sua estrutura,

€ conhecida como via da integridade da parede celular ou CWI (cell wall integrity). A
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via de sinalizagdo CWI inclui uma familia de sensores de superficie acoplados a
pequenas proteinas G chamadas Rhol, as quais ativam um conjunto de efetores.
Coletivamente estes efetores regulam uma diversidade de processos, incluindo sintese
de glucanos no local de remodelagem da parede, expressdo de genes relacionados
com a biogénese da parede celular, e organizacdo do citoesqueleto de actina (Levin,
2011). A via CWI utiliza proteinas indutoras da atividade GTPase (GAPs) e proteinas
trocadoras de nucleotidio guanil (GEFs) para regular a ativacdo da cascata de quinases

gue induz a ativacdo de fatores de transcricdo (Fuchs e Mylonakis, 2009).

CWP CWP
GPI; CWP GPI,
\l/ Fora
B1,6-glucano ASL f1,6-glucano

Uma rede tridimensional, elastica e continua, qunsiste de ramos
moderados de moléculasfle3-glucano estabilizada por pontesde¢
hidrogénio entre cadeias de glucanos associadas

/ !

Quitina Quitina Dentro

Figura 7. Organizacdo molecular da parede celular de S. cerevisiae. As GPI — CWPs formam a maioria das
proteinas ligadas covalentemente a parede celular. As ASL — CWPs incluem as Pir — CWPs (Pirlp, Hsp150,
Pir3p e Cis3p). GPIr, residuo de uma ancora de GPI. ASL, ligacdo alcalina sensivel (Adaptado de Klis et al.,
2006).

Em S. cerevisiae a cascata se inicia pelos sensores associados a membrana tais
como Wsclp e Mid2p (Verna et al., 1997; Ketela et al., 1999) (Figura 8) Estas proteinas
interagem com Rom2p, a qual é GEF para Rholp (Ozaki et al., 1996; Philip e Levin,
2001). Rholp induz a mudangas na composicdo da parede celular através da ativacdo
da glucano sintase Fks1p (Drgonova et al., 1996; Mazur e Baginsky, 1996; Qadota et al.,
1996), qual facilita a producdo do componente que representa maior quantidade na
parede celular, o B1,3-glucano (Douglaset al., 1994). Rholp também interage e ativa a

quinase Pkclp que regula a cascata (Nonaka et al.,, 1995; Kamada et al., 1996). Em
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seguida, Pkcl fosforila a quinase Bkclp (MAPKKK) (Costigan et al., 1992; Lee e Levin,
1992), que por sua vez, transmite o sinal fosforilando um par de quinases redundantes
Mkk1p e Mkk2p (MAPKk) (Irie et al., 1993). Estas duas quinases finalmente fosforilam a
MAPK Slt2p/Mpklp (Lee et al., 1993). A ativacdo de Slt2p induz a fosforilagdo de
fatores de transcricdo, incluindo RImlp e o complexo formado pelos fatores de
trancricao Swidp e Swibp, chamado SBF (Swi4-Swi6 cell cycle box binding factor).
Ambos os fatores de transcricdo irdo iniciar a expressao de diversos genes incluindo
genes para a sintese da parede celular e regulacdo do ciclo celular (Watanabe et al.,,
1995; Dodou e Treisman, 1997; Madden et al., 1997; Jung et al., 2002; Gong e Siede,
2009).

Sensores de Estresse

Os sensores de superficie detectam e transmitem o estado da parede celular
para Rholp. Eles incluem Wsclp (também chamado de Slglp) (Gray et al., 1997; Verna
et al., 1997; Jacoby et al., 1998), Wsc2p e Wsc3p (Verna et al., 1997), e Mid2p e Mtllp
(Ketela et al., 1999; Rajavel et al., 1999). Eles sdo proteinas transmembranas que
residem na membrana celular (Philip e Levin, 2001). Suas estruturas sdo similares,
possuindo um pequeno dominio C-terminal citoplasmatico, um dominio
transmembrana, e um ectodominio periplasmatico rico em residuos Ser/Thr. Entre
todos os sensores, Wsclp e Mid2p parecem ser os mais importantes, pois o duplo
mutante wsc1Amid2A requer suporte osmético para sobreviver (Rajavel et al., 1999).
Delecdo de WSCI resulta em lise celular a elevadas temperaturas (de 37 para 39 °C),
um fendtipo que é intensificado pela perda de WSC2 e WS(C3, e suprimido pela super
expressao de RHO1, ROM2 ou PKC1 (Gray et al., 1997; Verna et al., 1997; Jacoby et al.,
1998). O gene MID2 foi isolado inicialmente como supressor do defeito de crescimento
associado com a super expressdo da proteina quinase dependente de cAMP, TPK1
(Daniel, 1993). Super expressao de WSC1 elimina o fendtipo de morte induzida por
feromonio associado com mid2A e super expressao de MID2 suprime o fendtipo de
sensibilidade do mutante wsclA, indicando uma sobreposicdo nos papeis destes

sensores no sinal CWI (Ketela et al., 1999; Rajavel et al., 1999).
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Figura 8. Via de sinalizagdo CWI. Os sinais se iniciam na membrana plasmatica (PM) através dos sensores
de superficie Wsclp, Wsc2p e Wsc3p, Mid2 e Mtll. O dominio extracelular destas proteinas sdo
altamente manosilados. Juntos com PI4,5P2, no qual recruta Rom1/2p GEFs para a membrana
plasmatica, os sensores induzem a troca de GDP por GTP em Rholp. A Participacdo relativa a entrada do
sinal para cada sensor, é indicada pela espessura das setas. Rholp ativa cinco efetores, incluindo a MAP
quinase Pkcl, a B1,3-glucano sintase (GS), a Bnilp envolvida na formacgdo de filamentos de actina, o
componente da exocitose Sec3p, e o fator de transcrigdo Skn7p. Também é indicada a GEF (Tuslp) e as
GAPs (Bag7, Sac7, Bem2 e Lrgl) de Rholp. Pkh1l/2p estdo envolvidas com o sinal de controle de
endocitose e sdo ativas por fitosfingosina (PHS). A cascata MAP quinase, é compreendida por Bcklp,
Mkk1/2p e Slt2/Mpklp. Os fatores de transcricdo RImlp e o complexo SBF (Swidp e Swi6p), sdo alvos da
MAPK Slt2/Mpklp (Adaptado de Levin, 2005).

As GEFs Rom1/2 da via CWI

O dominio N-terminal de Rom2p (e presumivelmente de Romlp) é que é
responsavel pela associacdo com os sensores Wsclp e Mid2p assim como outros
sensores de superficie (Philip e Levin, 2001). Rholp é estimulado primariamente pela
acdo de Romlp e Rom2p (Ozaki et al., 1996). Estes GEFs possuem uma funcdo
redundante na ativagcdo de Rholp (e igualmente em Rho2p). Perda de ROM2 resulta

em crescimento sensivel a temperatura, onde perda de ROM1 e ROM2 é letal. Assim
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como Rholp, Rom2p (e provavelmente Romlp) residem em locais de crescimento
polarizado (Manning et al., 1997). Romlp e Rom2p possuem um dominio Dbl
homodlogo (DH), qual interage com a ligagdo GDP de Rhol e possui a atividade de troca
de nucleotideo destas proteinas (Ozaki et al., 1996) Elas também possuem um dominio
homologo (pleckstrin — PH), qual se liga a fosfatidilinositol — 4,5 — bifosfato (P14,5P2) e
sdo responsaveis por promover a localizacdo de Rom1/2p na membrana plasmatica

(Audhya e Emr, 2002).

A Proteina G Rho1l

Rholp é considerada o principal regulador do sinal CWI, ndo apenas porque ela
recebe a maior entrada de sinal da superficie da célula, mas também por que ela
regula uma variedade de respostas envolvidas na biogénese da parede celular,
organizacdo da actina, e secrecdo polarizada. Ela estd localizada em sitios de
crescimento polarizado de maneira dependente do citoesqueleto de actina (Qadota et
al., 1996; Ayscough et al., 1999; Yan e Lennarz, 2002). Como outras proteinas G, Rholp
apresenta ciclos entre o estado ativo, ligada a GTP, e inativo quando ligada a GDP. Os
ciclos de Rholp sdo regulados por proteinas trocadoras de nucleotideo guanosina
(GEFs) e por proteinas ativadores de GTPases (GAPs). As GEFs que ativam Rholp sdo
Rom1p e Rom2p (Ozaki et al., 1996). Entre as 11 GAPs identificadas de Rholp, as mais
estudadas foram Bem2p, Sac7p, Bag7p, e Lrglp (Peterson et al., 1994; Lorberg et al.,
2001; Schmidt et al., 2002). Cinco alvos de Rholp tém sido descritos: a proteina
quinase Pkclp; a B1,3-glucano sintase (GS) codificada pelos genes FKS1 e FKS2/GSC2;
Bnilp e Bnrlp que estdo envolvidos com a formacdo de filamento de actina,
brotamento e formacdo do fuso; o fator de transcricdo Skn7; e o componente exécrino

Sec3 (Finger e Novick, 998; Raitt et al., 2000; Pruyne et al., 2004; Levin, 2011).

A proteina quinase C

Células de mamiferos possuem pelo menos 10 isoformas da proteina quinase C
(PKC) e duas quinases relacionadas a PKC (Mellor e Parker, 1998). Em contraste, o
genoma de S. cerevisiae codifica apenas um homodlogo da proteina quinase C de
mamiferos, chamada de Pkcl (Levin et al., 1990). Ela foi o primeiro componente da via
de sinalizagdo CWI a ser descoberto. Apesar desta proteina quinase provavelmente ter
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outros substratos intracelulares, apenas a regulacdo da cascata Bck1l-Mkk1/2-Mpk1
MAP quinase foi bem estudada. Delecdo de PKC1 é letal sob condicGes normais de
crescimento, mas a viabilidade do mutante pkclA pode ser restaurada por suporte
osmotico (Levin et al., 1990; Levin e Bartlett-Heubusch, 1992; Paravicini et al., 1992).
Perda do gene PKC1 resulta no mais severo defeito de crescimento do que a perda de
gualquer outro membro da cascata de MAP quinase sobre o controle de Pkclp,

sugerindo que Pkclp regula muitas vias (Lee e Levin, 1992).

Imagens de microscopia eletronica do mutante pkclA crescendo com suporte
osmotico sugerem um conjunto de defeitos pleiotrépicos na parede celular (Levin et
al., 1994; Roemer et al., 1994). Tanto a camada interna de glucanos quanto a externa
de manoproteinas sao mais finas no mutante pkclA. Estas alteragdes sao evidenciadas
pela reducdo de aproximadamente 30% na composicdo de B1,3-glucano e B1,6-
glucano, e de aproximadamente 20% das manoproteinas (Roemer et al., 1994; Shimizu
et al., 1994). Adicionalmente, a membrana plasmatica de mutantes pkclA parece
separada da parede celular em alguns pontos (Paravicini et al., 1992; Levin et al.,

1994).

Todas as Pkcs possuem um sitio pseudosubstrato, tipicamente posicionado na
porcdo N-terminal (Newton, 1995). Quando Pkclp ndo estd ativa, o sitio
pseudosubstrato inibe a atividade da proteina quinase através de uma interagdo
intramolecular com o sitio ativo. Incapacitagdo mutacional no sitio pseudosubstrato
resulta em atividade quinase independente de cofator. Quando o sitio
pseudosubstrato esta mutado, surge uma forma constitutiva (Watanabe et al., 1994)
que suprime o defeito apresentado no mutante rholA (Nonaka et al., 1995). Um
estudo de localizagdo intracelular de PKC1 revelou que ela reside em locais de
crescimento polarizado (Andrews e Stark, 2000). No inicio do ciclo celular, Pkcl foi
detectada em um sitio de pré-brotamento e na ponta do broto, um padrdo que é

muito similar ao de Rholp (Qadota et al., 1996; Yan e Lennarz, 2002).

Mddulo MAP quinase

Pkclp fosforila Bcklp in vitro em muitos sitios (Ser939, Thr1119, e Ser1134) em

uma regido de articulacdo entre seu suposto dominio regulatério e seu dominio
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catalitico (Levin et al., 1994). De particular importancia é o sitio de fosforilacdo
Thr1119, que quando mutado para prolina resulta no alelo constitutivo BCK1-19 (Lee e
Levin, 1992). Mutagdo no residuo Thr1119 para Ala, Cys ou Tyr também resulta em
sinal constitutivo, sugerindo que o rompimento da interacao envolvendo Thr1119 (ou

por fosforilagdo ou mutacdo) é a chave para a ativacdo desta MAPKKK (Levin, 2005).

De acordo com estudos de epistasia e interacdo duplo-hibrido, Bck1p fosforila e
ativa Mkk1/2p (Irie et al., 1993; Kamada et al., 1996; Paravicini e Friedli, 1996).
Seguindo a cascata, Mkk1/2p fosforila Slt2p nos residuos visinhos de tirosina e
treonina no motivo T-X-Y que é caracteristico para MAP quinases. Esta MAP quinase
também ¢é encontrada em Candida albicans e também realiza a mesma funcdo na
manutenc¢do da integridade da parede celular (Navarro-Garcia et al., 1998). A perda de
funcdo de qualquer proteina quinase abaixo de Pkclp (ou ambas Mkk1/2p) resulta em
lise da célula quando crescendo em elevadas temperaturas. O defeito de crescimento
destes mutantes pode ser remediado com suporte osmético (1M de sorbitol) (Levin,
2005). Interessantemente, Bcklp ndo foi localizada em sitios de crescimento
polarizado. J& Mkk1/2p sdo proteinas citoplasmaticas, mas assim como SIt2p, elas
podem ser detectadas em sitios de polarizacdo de crescimento (van Drogen e Peter,

2002).

A proteina quinase Slt2p reside predominantemente no nucleo sob condi¢des
ndo estressantes, mas rapidamente vai para o citoplasma em resposta a estresse na
parede celular (Kamada et al., 1995). Esta proteina também é encontrada em sitios de
crescimento polarizado e deslocam-se frequentemente entre estes sitios e o nucleo
(van Drogen e Peter 2002). Os fatores de transcricdo RImlp e SBF sdo alvos de Slt2p
(Watanabe et al., 1995; . Madden et al.,, 1997; Igual et al., 1996). Muitos genes
regulados por Rlmlp codificam proteinas de parede ou enzimas envolvidas na
biossintese da parede (Jung e Levin et al., 1999). SBF é um complexo heterodimero
composto de Swidp e Swibp, qual regulam a expressdo génica durante a transi¢cdo G1/S
do ciclo celular (Koch e Nasmyth, 1994). Os genes ativados por SBF estdo envolvidos
com o brotamento e a biossintese da membrana e parede celulares (lyer et al., 2001).

Foi demonstrado que Slt2p é regulada negativamente pelas fosfatases Ptp2p, Ptp3p,
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Msg5p e também Sdplp que regula Slt2p em condicdes de estresse (Hahn e Thiele,
2002).

Adicionalmente as proteinas quinases citadas, S. cerevisiae possui uma
pseudoquinase paraloga a Slt2p, chamada Mlplp (Kdx1p) (Watanabe et al., 1997), a
qual divide com Slt2p uma funcdo especializada e ndo catalitica na transcricdo (Levin,
2011). Kdx1p possui apenas um residuo de tirosina em seu motivo, o qual pode ser
fosforilado por Mkk1/2p (Kim et al., 2008). O gene KDX1 é induzido por RImlp em
resposta a atividade de Slt2p, causando uma retroalimentacdo, na qual aumenta
especificamente a porcdo ndo catalitica do programa transcricional (Figura 9). Slt2p ou
Kdx1 quando ativadas, podem formar um complexo com Swidp e Swibp independente
da funcdo catalitica, que se ligard em promotores de diversos genes associados com

estresse da parede celular e com o ciclo celular (Levin, 2011).
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Genes envolvidos com a FKS2 e outros

biogénese da parede celular
(ex. PIR1-4, MPL1)

Figura 9. Programa transcricional da via CWI. A maioria dos genes regulados pelo sinal estdo sobre o
controle do fator de transcricdo RIm1p, que é fosforilado e ativado por Mpk1p (Slt2p). Entre estes genes
esta MlIplp (Kdx1p), qual codifica para uma pseudoquinase paraloga de Mpklp (SIt2p). Usando um
mecanismo indepenndente da atividade catalitica, MIp1p (Kdx1p), conduz a expressdo de um subgrupo
de genes induzidos sob estresse através dos fatores de transcrigdo Swi4p/Swibp, incluindo o gene FKS2
(adaptado de Levin, 2011).
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Outro alvo de Slt2p, sé que desta vez citoplasmatico, é o canal de Ca®'

Cchlp/Mid1p. Em S. cerevisiae, as duas proteinas formam um sistema comum de
influxo de Ca*' (Locke et al. 2000; Muller et al., 2001; Bonilla et al., 2002). Ativacdo do
canal Cchlp-Midlp resulta em acumulacdo intracelular de Ca’* e ativacio da
calcineurina, uma proteina calmodulina fosfatase (serina/treonina) dependente de
Ca®* (Figura 10). Os estimulos que causam ativacdo de Cchlp-Midlp e calcineurina
incluem o tratamento com feromonio (Cyert e Thorner, 1992; lida et al., 1994; Moser
et al., 1996; Flynn et al., 1998), choque térmico brando (Zhao et al., 1998), choque
hiposmético (Batiza et al., 1996), estresse no reticulo endoplasmatico (Bonilla et al.
2002), e um aumento de cations extracelulares como o Li* e Na* (Nakamura et al.

1993; Mendoza et al., 1994; Aramburu et al., 2000; Rusnak e Mertz, 2000).

A calcineurina defosforila muitos alvos, incluindo os fatores de transcricao
Crzlp/Tcnlp (Matheos et al., 1997; Stathopoulos e Cyert, 1997), o qual permite a
entrada deste fator no nucleo (Stathopoulos-Gerontides et al., 1999). A calcineurina
também inibe o canal Cchlp/Mid1p no que parece ser uma retroalimentacdo negativa
(Locke et al., 2000; Muller et al., 2001; Bonilla et al. 2002). Evidéncias indicam que um
alvo da calcineurina é uma subunidade de Cchlp (Bonilla e Cunningham, 2003). Além
disso, uma triagem de mutantes com delec¢des para proteinas quinases revelou que
Slt2p é requerida para a ativacdo do canal Cchlp/Midlp em resposta a estresse no
reticulo endoplasmatico (qual pode causar estresse de parede celular indiretamente),
sugerindo que a calcineurina antagoniza o sinal CWI nesta ocasido (Bonilla e
Cunningham, 2003). Portanto, podem ocorrer trés pontos de interacdo entre o sinal
CWI e o sinal de Ca*": ativagao do canal Cchlp-Mid1p por Slt2p, ativagdo de Crzlp por
Rholp-Skn7p (Alberts et al., 1993; Tsuchiya et al., 1998), e colaboracdo entre Slt2p e
Crzlp para ativar a expressdao de FKS2 em resposta a estresse na parede celular (Zhao
et al., 1998) (Figura 10).0 gene FKS2, assim como FKS1, codifica para a subunidade
catalitica da B1,3-glucano sintase, no entanto, a sua expressao torna-se mais evidente
diante da privacdo de nutrientes, esporulacdo e resposta a feromonio (Mazur et al.,

1995).
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Figura 10. Ativagdo coordenada entre CWI, o sinal de ca” e Skn7p para induzir a expressdo do gene
FKS2. Ativagdo de Slt2p resulta na ativacdo dos fatores de transcricdo RImlp e Swidp para dirigir a
transcricdo de FKS2 (entre outros genes relacionados com a parede celular) e os genes para canal de
ca** Cchlp-Mid1p. A ativacdo do canal promove a entrada de Ca”'e conseguente ativacdo da proteina
dependente de Ca2+, calcineurina. Defosforilagdo do fator de transcricdo Crzlp pela calcineurina,
permitindo sua entrada no nucleo. Rholp pode ativar o fator de transcricdo Skn7p (linha tracejada), o
qual induz a estabilizagdo do fator de transcrigdo Crz1p, que por sua vez induz a para expressao do gene
FKS2 (retirado de Levin, 2005).

2.2.2 A VIA DE SINALIZACAO HOG

Em S. cerevisiae, mudancas osméticas externas induzem a resposta pelas duas
vias: CWI e a via de alta osmolaridade glicerol (HOG). Em geral, a via CWI pode
responder a condicGes de estresse hipoosmodticas, mas a via HOG responde a
condicOes hiperosmoticas. A resposta celular a condi¢des hipoosméticas é manifestada
através da via CWI como indicado pela ativacdo da MAPK Slt2p. A fosforilagdo de Slt2p
ocorre sem especificidade para com solutos osmodticos e é observada em solucdes
hipotonicas de sorbitol, NaCl ou glicose (Davenport et al., 1995). A via CWI responde a
condi¢des hipoosmoéticas baseando-se nos componentes do moédulo MAPK e delegao
de componentes do mdédulo MAPK, previne a fosforilacdo de Slt2p sob condicGes

hipoosméticas (Davenport et al., 1995). Adicionalmente, as células mutantes pkclA,
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bck1A, e mkk1A mkk2A lisam na auséncia de estabilizador osmético (Levin et al., 1992;

Irie et al., 1993; Kamada et al., 1995).

Em contraste a resposta descrita para condi¢cdes hipoosméticas, condicdes
hiperosmaticas disparam uma resposta da via HOG, na qual a inativacdo da quinase
SInlp conduz a defosforilacdo de Ssklp. Ssklp ndo fosforilada, ativa as MAPKKKs
Ssk22p e Ssk2p (Hohmann et al., 2007). Ssk2p entdo ativa Pbs2p. Pbs2p fosforila a
MAPK Hoglp, que por sua vez, migra para o nucleo onde ativara fatores de
transcricdo. Uma via alternativa para ativar Hoglp, conhecida como via dependente de
Shol, também existe em S. cerevisiae. Nesta via Sholp ativa Ste20p em resposta a
estresse osmoético via GTPase Cdc42p, na qual entdo estimula a MAPKKK Stellp.
Stellp juntamente com Ste50, ativardo Pbs2p que por sua vez, fosforila Hoglp (Bahn,

2008) (Figura 11).

Osmosensor

Osmosensor
l= @ @ Plasmatica
Eoos2 /

Figura 11. Modelo de acdo da via HOG. Existem duas possibilidades de sinais que ativam Hoglp: uma
pelo sensor SInlp e a outra através do sensor Sholp. Ambas as possibilidades conduzem a atividade de
Pbs2p que ira ativar Hoglp, que entrard no nucleo para ativar varios fatores de transcri¢cdo (Adaptado
de Hohmann, 2002).
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Deste modo, condicdes osméticas opostas ativam a via CWI e HOG. No entanto,
percebe-se que ocorre algum tipo de interagdo para coordenar e regular as duas vias.
O evento de interagdo de fato ocorre entre CWI e HOG, envolvendo Slt2p. Enquanto
solugdes hipotonicas induzem a fosforilacdo de Slt2p de maneira dependente da
proteina quinase C (PKC), solucdes hiperosmoticas induzem transcricdo de Slt2p que é

dependente de Hoglp e RIm1p (Hahn e Thiele, 2002) (Figura 12).

Hipotonico

Hipertdnico

bz

SLT2IMPK1 *+ RIm1

Figura 12. Proposta de mecanismo de resposta a estresse osmatico em S. cerevisiae. A via CWI é ativada
em resposta a estresse hipoosmatico, conduzindo a dupla fosforilagdo em Slt2p. No entanto, Avia HOG é
ativada em resposta a condicdes de estresse hiperosmotico e leva a ativacdo do fator de transcricao
RIm1p, que entdo induz a transcricdo de do gene SLT2 (Adaptado de Fuchs e Mylonakis, 2009).

2.3 RESPOSTA AO ESTRESSE AcCIDO

Saccharomyces cerevisiae é utilizada no meio biotecnoldgico industrial, onde

naturalmente acidifica o ambiente enquanto mantém seu pH intracelular préximo da
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neutralidade. No entanto, foi observado resposta a estresse quando as leveduras
foram expostas artificialmente a acidos organicos como acético, lactico, succinico ou
acido citrico (Causton et al., 2001; Kapteyn et al., 2001; Lawrence et al., 2004;
Kawahata et al., 2006), conserva de alimentos como 4acido soérbico (Schuller et
al.,2004), quando o pH foi ajustado com acido cloridrico (Claret et al., 2005; Kawahata
et al., 2006) ou acido sulfurico (Chen et al., 2009; Melo et al., 2010). Diversas respostas
ao estresse acido foram destacadas por estes autores, incluindo a reducdo do
crescimento, inducdo da transcricdo dos genes de resposta geral a estresse MSN2/4,
inducao de genes envolvidos no metabolismo de trealose e glicerol, redugao da
producdo de etanol, inducdo de genes para HSPs e PDR12 (codifica para proteina que
auxilia na extrusdo de anions), além da inducdo de genes de reparo e biossintese da

parede celular.

Os mecanismos de resposta a estresse a acidos organicos em leveduras tém
sido caracterizados como descrito no trabalho de Piper e colaboradores (2001). Em
baixo pH, o acido acético (pKa 4,75), acido sérbico (pKa 4,76) ou acido benzodico (pKa
4,19) irdo existir na forma ndo dissociada (XCOOH), forma na qual eles sdo potentes
inibidores do crescimento (Figura 13). A Figura 13a mostra uma visao geral de como o
acido organico inibe o crescimento microbiano. O acido ndo dissociado, ndo estando
carregado, prontamente passa através da membrana celular, e se dissocia quando
entra em contato com o citoplasma que possui um ambiente com pH mais elevado. Tal
dissociacdo gera protons e o anion acido (XCOO'). O anion acido tenderd a se acumular
em altos niveis no interior da célula, pois sendo carregado, ndo saira da célula
facilmente. Esta alta concentragao de anions poderd gerar uma pressao de turgor
anormal. Isto também poderd influenciar na producdo de radicais livres, conduzindo a
um severo estresse oxidativo em condigdes de crescimento aerdbico. O préton
liberado resultara em abaixamento do pH do citoplasma, inibindo muitas funcdes
metabdlicas. Apds estes eventos, a célula responde com o aumento da atividade da
enzima H® ATPase (codificada pelo gene PMA1), qual catalisa a extrusdo dos prétons
H*, e induz a expressdo da proteina Pdrl2p, que atua na membrana plasmatica
catalisando a extrusdo do anion intracelular, tudo com gasto de ATP (Figura 13b) (Piper

etal. 2001).
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No entanto, as células adaptadas devem de alguma maneira restringir a
entrada do 4acido organico através do envelope celular. Isto é uma parte muito
importante do mecanismo de resposta, pois a célula deve evitar a ocorréncia de um
ciclo trivial de difusdo do acido na célula. Este mecanismo pode ser realizado, pela
diminui¢ao da porosidade da parede celular da levedura por meio de manoproteinas
(De Nobel e Barnett, 1991) ou possivelmente pela reestruturagcdo dos componentes da

parede celular, que ocorre apds estresse acido (Kapteyn et al., 2001).

(a)

XCoo~ XCO0O-
H+ Ht
XCOOH XCOOH
ATP
Ht : Ht
\J
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Figura 13. Modelo de como S. cerevisiae responde aos efeitos inibitdrios dos acidos organicos em células
nao adaptadas (a) e em células adaptadas ao crescimento em acido organico (b). A forma nao carregada
do acido (XCOOH) apresenta-se como permeavel a membrana celular, passando para o interior da
célula. O alto pH no citoplasma ira causar a dissociagdo deste acido em um préton (H') e em seu anion
(XCOO0-), uma forma relativamente impermeavel e que ira se acumular no interior da célula. Em células
adaptadas (b), ocorre a expressdo de Pdr12p na membrana plasmatica, onde ira realizar a extrusdo do
anion intracelular. A diferenca de potencial eletroquimico (ZApH) através da membrana é mantida pela
H* ATPase, codificada pelo gene PMA1, que catalisa a extrusdo de H* (Adaptado de Piper et al., 2001).

Estudos em populagdes de leveduras submetidas a exposicdo ao acido sérbico,
utilizando analises do perfil de indugao de RNA mensageiro e microarray, conduziram a
identificacdo do envolvimento do fator de transcricdo Warlp na inducdo do gene
PDR12, assim como a regulacdo de outros genes por Msn2/4p (Schiller et al., 2004).
Em outro trabalho, Fernandes et al., (2005) identificaram que o envolvimento do fator

de transcricdo Haalp também é responsavel pela adaptacdo de S. cerevisiae aos acidos
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organicos utilizados na preservacdao de alimentos como acido acético e propibnico. O
fator de transcricdo Haalp estd envolvido com a transcricdo de genes TPO2 e YRO2,
que codificam para transportadores multi-drogas na membrana, e também estd
envolvido na transcricdo de YGPI1, que codifica para uma glicoproteina da parede

celular (Fernandes et al., 2005).

Ambientes com baixo pH induzem ao estresse que interfere no metabolismo
celular, levando a perda de viabilidade celular e capacidade fermentativa (Carmelo et
al., 1998). Parametros fisiolégicos como o pH intracelular (pHi) interfere diretamente
em todos os processo celulares. O pHi também interfere diretamente no estado redox
da célula influenciando o equilibrio NAD*/NADH (Veine et al., 1998). Ele determina os
gradientes para transporte por membranas (Goffeau e Slayman, 1981; Wohlrab e
Flowers, 1982), além de ser muito relevante na cinética das enzimas. O pH também
interfere no estado de ionizagdo das cadeias laterais de aminoacidos basicos ou acidos,

alterando estrutura, solubilidade e atividade protéica (Orij et al., 2009).

As diferentes organelas em todas as células mantém seu proprio pH especifico,
o qual é usado para definir e manter os processos associados com aquela organela.
Vacuolos de leveduras, por exemplo, sdo descritos como tendo um pH acido (Preston
et al., 1989; Brett et al., 2005; Martinez-Muinoz e Kane, 2008; Li e Kane, 2009). O
gradiente de prdtons através das membranas vacuolares foi demonstrado ser essencial
para o transporte de varios compostos (Ohsumi e Anraku, 1981; Nishimura et al., 1998;
Li e Kane, 2009), e perda da ATPase vacuolar causa sensibilidade celular a baixo pH
ajustado com 4cido cloridrico (Kawahata et al., 2006). O pH da matriz mitocondrial por
outro lado, é descrito como alcalino, com pH 8.0 (Llopis et al., 1998). Este é o resultado
da atividade da cadeia transportadora de elétrons, qual bombeia protons de dentro da
matriz mitocondrial, para gerar um gradiente de prétons (ApH) e um gradiente
eletroquimico (AW) constituindo a forca préton-motriz usada para a sintese de ATP. O
pH do lumem do peroxissomo é relatado como 8,2; isto coincide com o pH 6timo para
a maioria das enzimas dos peroxissomos (van Roermund et al.,, 2004). Ja a via
secretdria, apresenta uma variagao no pH de 7,2 no reticulo endoplasmatico, para 5,2
em granulos secretoérios. Esta acidificacdo é necessaria para promover o arranjo e a

modificacdo de proteinas (Paroutis et al., 2004).
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Kawahata e colaboradores (2006) realizaram estudo de triagem de mutantes
deficientes para genes de diversas vias e encontraram que genes importantes
envolvidos com as vias de integridade da parede celular (CWI) e sinalizagdo HOG,
foram sensiveis a crescimento em meio ajustado com acido cloridrico e acido lactico.
De fato, baixo pH induz a alteragdes na arquitetura da parede celular de leveduras
(Kapteyn et al., 2001). Condi¢cdes de baixo pH também induzem a fosforilacdo de
SLT2p. Adicionalmente, ambos os genes SLT2 e BCK1 da via CWI, foram descritos
serem necessarios para crescimento em condicGes de baixo pH (Claret et al., 2005).
Sob condicdes de estresse acido, o mutante para o sensor membrana, mid2A exibe
diminuicdo na transcricdo de PST1, um gene regulado pelo fator de transcricdo RIm1p
(que é ativado por Slt2p) e faz parte da resposta CWI. Transcricio de PST1 sob
condicOes dacidas, particularmente nao depende do sensor Wsclp, mais sim de Mid2p
gue media a resposta a estresse acido, e que induz a ativacao do fator de transcricdo

RIm1p (Claret et al., 2005).

A via CWI recebe também a influencia lateral de Rgd1p sob condi¢Ges acidas
(Figura 14). O gene RGD1 codifica para uma proteina ativadora de GTPase (GAP) que
atua em Rho3p e Rho4p. Ela realiza papel importante na tolerdncia a condi¢des acidas,
o qual é evidenciado pela sensibilidade do mutante rgd1A em meio com baixo pH. O
defeito observado no mutante rgd1A é intensificado no duplo mutante rgd1A mid2A,
sugerindo que o gene RGD1 é importante para a resposta CWI (Claret et al., 2005). O
fendtipo do mutante rgd1A é abolido pelo aumento na atividade da Pkclp, e um
defeito em RGD1 induz a problemas na atividade da Pklcp (de Bettignies et al., 2001).
Isto indica que a via PKC funciona abaixo de Rgd1p. Além disso, a expressao do gene

RGD1 sob condicBes acidas foi dependente de Hoglp (Gatti et al., 2005).

Recentemente, evidéncias tém mostrado que as células de levedura respondem
ao estresse imposto pelo acido sulfurico, induzindo genes da via de resposta geral ao
estresse (GSR) (Melo et al., 2010). Adicionalmente, foi mostrado que as células de
levedura que falham em ativar eficientemente a via da proteina quinase A (PKA), sdo

mais tolerantes ao baixo pH imposto pelo acido sulfurico (Melo et al., 2010).
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Baixo pH

Figura 14. Proposta do mecanismo de resposta celular de S. cerevisiae a condigdes de baixo pH. Baixo pH
extracelular ativa a via CWI por meio do sensor de estresse Mid2p. A ativacdo da cascata de transdugdo
induz a estimulagdo do médulo MAPK. Uma potencial interagdo lateral com Rgdlp é sugerida. Existe
também um mecanismo alternativo pelo qual o sinal é mediado de Mid2p para Slt2p, qual é
independente de PKC. Linhas tracejadas indicam potenciais eventos de sinal de transdugdo (retirado de
Fuchs e Mylonakis, 2009).
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3. OBJETIVOS

3.1 GERAL

v Identificar os principais mecanismos genéticos e celulares envolvidos na
tolerancia e adaptagdao ao estresse com acido inorganico em Saccharomyces

cerevisiae.

3.2 ESPECIFICOS

v Identificar as principais proteinas essenciais para a tolerancia e resisténcia

celular em Saccharomyces cerevisiae a baixo pH ajustado com acido sulfurico.

v Identificar os genes de Saccharomyces cerevisiae que respondem a acidificacdo

do meio com acido sulfurico.

v Identificar as principais redes de conexdo entre os mecanismos regulatdrios em
Saccharomyces cerevisiae que respondem a acidificacdo do meio com acido

sulfurico.
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4. CAPITULO

PARTICIPATION OF CWI, HOG AND CALCINEURIN PATHWAYS IN THE
TOLERANCE OF SACCHAROMYCES CEREVISIAE TO LOW PH BY INORGANIC

ACID

Lucena RM, Elsztein C, SimGes DA, de Morais MA Jr. J Appl Microbiol. 2012
Sep;113(3):629-40. doi: 10.1111/j.1365-2672.2012.05362.x.

45



5. CAPiTULO I

A FUNCAO DAS MAP QUINASES HOG1P E SLT2P NO CONTROLE DA
EXPRESSAO GENICA DE SACCHAROMYCES CEREVISIAE EM RESPOSTA AO

ESTRESSE CAUSADO PELO ACIDO SULFURICO

5.1 INTRODUCAO

O Brasil € um dos grandes produtores mundiais de etanol combustivel que é
uma importante fonte renovavel de energia. Ele é produzido a partir da utilizagao de
células de Saccharomyces cerevisiae na fermentacdo do caldo de cana de acucar ou
melaco (Wheals et al., 1999; Basso et al., 2008). Em muitas destilarias de bioetenol, ao
final da fermentacdo, o mosto é centrifugado e as células sdo coletadas para serem
reutilizadas em nova fermentacdo. No entanto, como o processo é aberto, a
fermentacdo é frequentemente contaminada com leveduras selvagens e bactérias
(Skinner e Leathers, 2004; Silva-Filho et al., 2005a; Liberal et al., 2007; Schell et al.,
2007; Basilio et al., 2008; Basso et al., 2008; Schaber et al., 2010).

ContaminagGes por leveduras raramente sdo tratadas com o uso de alguns
biocidas (Elsztein et al., 2008). No entanto, para manter a populacdo bacteriana sob
controle, podem ser utilizadas grandes quantidades de antibidticos, ou tratar a
biomassa, entre as fermentacdes, com uma solucdo de acido sulfurico em agua: pH
2,0-2,5 por 1-2h (Wheals et al., 1999; Silva Filho et al., 2005b; Basso et al., 2008). Este
procedimento conduz a alteracdes do metabolismo podendo resultar em perda da
viabilidade celular (Carmelo et al., 1998; Melo et al., 2010; Lucena et al., 2012),
especialmente quando em sinergia com outras condi¢des de estresse, tais como altas
temperaturas e altas concentracdes de etanol (Silva Filho et al., 2005b; Melo et al.,

2010).

No entanto, foi observado resposta a estresse quando as leveduras foram

expostas artificialmente a acidos organicos como acético, lactico, succinico ou acido
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citrico (Causton et al., 2001; Kapteyn et al., 2001; Lawrence et al., 2004; Kawahata et
al., 2006), conserva de alimentos como acido sorbico (Schuller et al., 2004), quando o
pH foi ajustado com acido cloridrico (Claret et al., 2005; Kawahata et al., 2006) ou

acido sulfurico (Chen et al., 2009; Melo et al., 2010; Lucena et al., 2012).

As células ndao apenas devem sentir e distinguir entre os estimulos, mas
também realizar a transducdo precisa do sinal para responder apropriadamente
(Schwartz e Madhani, 2004). Um dispositivo molecular freqiientemente utilizado para
conducdo destas respostas € a sequéncia de trés proteinas quinases conhecida como
modulo de proteina quinase mitégena (MAPK) (Chen e Thorner, 2007). A levedura S.
cerevisige possui pelo menos cinco vias contendo cascata de MAPK: a via da
integridade da parede celular (CWI), a via de formacdo de esporos, via de crescimento
filamentoso/invasivo, via de resposta a feroménio e a via de alta osmolaridade glicerol
(HOG) (Saito e Tatebayashi, 2004). Durante o crescimento e morfogénese e em face de
mudangas externas que causam estresse na parede celular, S. cerevisiae utiliza vias de
manuteng¢do para a parede celular. Uma das principais vias responsavel por orquestrar
mudancas em sua estrutura é a via da manutencdo da parede celular ou CWI (Fuchs et

al., 2009; Levin, 2011).

Em S. cerevisiae a cascata de sinal CWI se inicia pelos sensores associados a
membrana Wscl,2,3p, Mid2p e Mtl1. Estas proteinas interagem com Rom2p, a qual é
uma trocadora de nucleotideo guanil (GEF) de Rholp. Rholp induz a mudancas na
composi¢ao da parede celular através da ativagao da glucano sintase Fkslp, qual
facilita a producdo do componente que representa maior quantidade na parede
celular, o B1,3-glucano. Rholp também interage e ativa a quinase Pkclp que regula a
cascata CWI. Em seguida, Pkcl fosforila a quinase quinase quinase Bkclp (MAPKKK),
que por sua vez, transmite o sinal fosforilando um par de redundantes quinase
guinases Mkkl1lp e Mkk2p (MAPkk). Estas duas quinases finalmente fosforilam a MAPK
Slt2p/Mpk1lp. A ativagdo de Slt2p induz a ativagdo dos fatores de transcri¢do incluindo
RIm1p e SBF (complexo formado pelos fatores de trancricdo Swi4p e Swi6p), e ambos
irdo iniciar a inducdo de diversos genes incluindo genes para a sintese da parede

celular e regulacdo do ciclo celular (Levin, 2011).
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A via CWI ndo é apenas ativada sob condicOes de estresse na parede celular,
mas também sob outras condicdes, incluindo choque hipoosmatico (Davenport et al.,
1995), tratamento com feroménio (Buehrer e Errede, 1997), depolarizacdo da actina
(Krause e Gray, 2002), estresse alcalino (Serrano et al., 2006), estresse oxidativo (Alic
et al., 2003), baixo pH (Claret et al., 2005; Lucena et al., 2012), em resposta a proteinas
desnaturadas (UPR) (Scrimale et al., 2009), luz UV (Bryan et al., 2004) ou tratamento
com cafeina, vanadato (Martin et al., 2000) ou rampamicina (de la Torre-Ruiz et al.,

2002) e o antiseptico PHMB (Elsztein et al., 2011).

Outra via também importante é a via HOG que comanda a resposta adaptativa
das células de levedura ao estresse hiperosmotico (Hohmann, 2002; Hohmann, 2009).
Esta via tem como principal componente a proteina Hoglp que quando ativada, vai ao
nucleo e ativa fatores de transcricdio (Hohmann, 2002). A via HOG também esta
envolvida em resposta a outros estresses, incluindo estresse oxidativo (Bilsland et al.,
2004), estresse acido (Lawrence et al., 2004; Mollapour e Piper, 2006; Claret et al.,
2005; Lucena et al.,, 2012), metilglioxal (Aguilera et al., 2005), baixa temperatura
(Panadero et al., 2006), arsenite (Thorsen et al., 2006), CsCl (Del Vescovo et al., 2008),

alta temperatura (Winkler et al., 2002), zimoliase (Bermejo et al., 2008).

Varios autores tém relatado a existéncia de participagdao cooperativa entre as
vias da integridade da parede celular (CWI) e a via de alta osmolaridade glicerol (HOG)
diante de situacdes de estresse celular (Bermejo et al., 2008; Fuchs et al., 2009; Garcia
et al., 2009; Petkova et al., 2010; Rodriguez-Pena et al., 2010; Saito, 2010; Lucena et
al., 2012). Em nosso estudo, avaliamos a resposta transcricional global nas linhagens
de S. cerevisiae mutantes hoglA e slt2/A apds choque em meio ajustado para pH 2,5
com 4dcido sulfurico. A falta das MAP quinases Hoglp e Slt2p promove alteracdes
importantes no programa de expressao génica, revelando o papel de cada proteina em

resposta ao baixo pH.
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5.2 MATERIAL E METODOS

Linhagens de leveduras e crescimento celular

Foi utilizada a linhagem de laboratério BY4741 (MATa his3A leu2A met15A
ura3A) e seus mutantes isogénicos portando dele¢Ges, provenientes da colegdo
EUROSCARF (European Saccharomyces Cerevisiae Archive for Functional Analysis) da
Universidade de Frankfurt. As funcoes bioldgicas dos genes deletados estdo descritas
na Tabela 2. As células foram mantidas em meio YPD sdélido, e os estoques foram

preparados em 30% de glicerol e armazenados a -80 °C.

Tabela 2. Genes testados nas linhagens mutantes derivadas de S. cerevisiae BY4741 submetidas a
ensaios de crescimento em acido para analise da expressdo génica por microarray.

Gene Fungao Bioldgica do Gene
HOG1 Proteina quinase envolvida na osmoregulacdao
SLT2 Proteina quinase (MAPK) Ser-Thr envolvida com a integridade da parede celular

Extracdao de RNA e quantificacdo

O pré-indculo contendo as células da linhagem BY4741 e dos mutantes hoglA e
slt2A foram transferidos para YPD pH 7,0 estéril com concentragdo em densidade
optica (DOgoonm) de 0,1, e cultivadas até DOggonm de 0,5. As células foram centrifugadas,
e em seguida re-suspendidas em YPD ajustado para pH 2,5 com acido sulfurico. Apos,
as células foram incubadas por 1 h a 30 °C e com agitacdo de 120 rpm. Em seguida, as
culturas foram centrifugadas e imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e
armazenadas a -80 °C até o uso. Os experimentos foram conduzidos em duplicatas
bioldgicas

Para a extracdo total de RNA, as células foram re-suspendidas em 200 uL de
tamp3o AE (Acetato de sédio 50 m mol L' e EDTA 10 m mol L'*pH 5,3) e 50 pL de SDS
10%. Apds homogeneizagdo, as células foram lisadas por incubagdo a 65 °C por 5 min.
Os lisados foram centrifugados a 13 000 g por 5 min a 4 °C, e o sobrenadante foi
transferido para um novo tubo. O RNA foi purificado com kit NucleoSpin® RNA Il

(Macherey-Nagel, Diiren, Germany), seguindo as instru¢des do fabricante. O RNA
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purificado foi armazenado a -20 °C até o uso. A quantificacdo do RNA foi determinada

com o spectrofotometro NanoDrop ND-2000 UV-Vis.

Analise da expressao génica por Microarray

O cRNA marcado com cianina 3 (Cy3) ou cianina 5 (Cy5), foi preparado de
acordo com o protocolo Two-Color v 6.5 Agilent Technologies. O cRNA proveniente da
linhagem BY4741 foi marcado com Cy3 e usado como referéncia para os cRNAs das
linhagens hoglA e slt2A.A purificacdo do cRNA marcado foi realizada com o kit Qiagen
RNeasy mini spin e a quantificacdo e Incorporacdo da marcagdo foi verificada com o
spectrofotometro NanoDrop ND-2000 UV-Vis. A amostra marcada foi dispersa em
[amina (Agilent) com formato de 8 microarrays em alta definicdo. Em seguida a lamina
foi acoplada a camera de hibridizagao Agilent, onde foi mantida em forno de
hibridizacdo com rotor, a 65 °C e 10 rpm por 17 h. Logo apds, a lamina foi lavada com

solugao GE wash buffer e em seguida foi lida em scanner Agilent de alta resolugao.

A andlise computacional, normalizacdo e estatistica dos dados de saida do
scanner foram realizadas com o auxilio do software Bioconductor
(http://www.bioconductor.org). Foram considerados diferencialmente expressos,
apenas os genes com p value < 0,05 e logFC >1 ou <-1 (maior que duas vezes mais
expresso ou menor que duas vezes menos expresso). A funcdo dos genes foi citada de
acordo com o Saccharomyces Genome Database —SGD (http://www.yeastgenome.org)
e os agrupamentos funcionais foram realizados com a ferramenta do SGD Gene

Ontology Slim Mapper (http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/GO/goSlimMapper.pl).

Analise da rede de interagdes entre as proteinas

Para a analise de associa¢Oes entre as proteinas envolvidas neste trabalho,
utilizamos a ferramenta String 9.0 que faz parte do banco de dados sobre interagdes
conhecidas e provaveis entre proteinas (http://string-db.org/). As interacGes incluem
associacOes diretas (fisicas) e indiretas (funcionais). Ele integra informacgdes a partir de
numerosas fontes, incluindo dados experimentais, métodos de previsdo
computacionais e colecoes de textos publicados que juntos sdo utilizados na contrucdo

de mapas de intera¢Oes entre genomas e proteinas (Jensen et al., 2009).
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5.3 RESULTADOS

A expressao génica no mutante hoglA diante do estresse acido

Apds o tratamento com acido sulfurico pH 2,5 foram identificados 103 genes
com alteragdao no padrao de expressao no mutante hogl4 em relagao a linhagem
parental, dos quais 59 apresentaram inducdo e 44 apresentaram repressao (Tabela 3).
Estes genes diferencialmente expressos estdao envolvidos em diferentes processos
bioldgicos, incluindo biossintese da parede celular, transporte de ions, estresse
osmoético e oxidativo, resposta a feromonio (acasalamento), mitose e brotamento
celular, reparo de DNA, organizacdo do citoesqueleto e metabolismo de lipideos e

aminodacidos (Tabela 3).

Dentre os genes induzidos apds o estresse acido, os maiores grupos funcionais
foram formados pelos genes relacionados com a resposta a feromonio, incluindo FUS3
gue codifica para proteina MAP quinase desta via, FIG1 e FIG2 (Tabela 3). Outros genes
induzidos estdo relacionados com a biossintese e manutencao da parede celular, tais
como, TIP1 que codifica para manoproteina da parede celular e KRE1 que estd
envolvida com a sintese de B-glucanos. Outro grupo de genes que também foram
induzidos sdo os envolvidos com o transporte de ions, como ATO3 que codifica uma
proteina da membrana e ZRT1 que codifica para um transportador de membrana de
alta afinidade por zinco. Também encontramos genes relacionados com o
metabolismo de lipideos, tais como, SCS2 que estd envolvido com a producdo de

fosfolipideos na membrana plasmatica.

Dentre os genes que foram reprimidos no mutante hogld, destacaram-se
aqueles envolvidos com a biossintese e manutencdo da parede celular PST1, CWPI,
PIR3, EXG1 e FLC1 (Tabela 3). O gene PST1 codifica para uma proteina de parede
celular importante na resposta a danos na parede. J& CWP1 codifica para
manoproteina que é encontrada em cicatrizes da célula filha apds o nascimento.
Outros genes reprimidos estdo envolvidos com resposta a estresse (HSP12 e DDR2),
estresse oxidativo (CTT1), resposta a estresse com acido organico (SPI1), biossintese de
glicerol (HOR2) e trealose (TPS2), além do gene KDX1 que codifica uma proteina

guinase relacionada com o sinal da MAP quinase Slt2p.

51



Tabela 3. Genes diferencialmente expressos na linhagem mutante hog1A apds estresse
em meio com acido sulfurico (GO: grupo de ontologia génica).

GO ID Processo Genes Induzidos

42221 Resposta a estimulo quimico FUS3 FIG1 FUS1 KAR4 FIG2 MFA1
HAC1 AGA2 FET3 PRM1 AGA1

746 Conjugacgao FUS3 FIG1 FUS1 KAR4 FIG2 MFA1
AGA2 ASG7 PRM1 AGA1

8150 Processos bioldgicos desconhecidos YCRO51W GTT3 YER152C WWM1
YGR210C TIR3 YLLO53C YLR179C

71554 Biogénese e organizac¢do da parede TIP1SIM1 UTH1 CSR1 KRE1

celular

55085 Transporte transmembrana ATO3 SCS2 ZRT1 SEC61 FET3

6811 Transporte de ion ATO3 ZRT1 FET3 FIT3

6520 Metabolismo de aminodcido CYS3 ILV6 THR1 MAE1

7010 Organizagdo do citoesqueleto ATS1 ABP1 DSK2

6629 Metabolismo de lipidios SCS2 NCP1 CSR1

GOID Processo Genes Reprimidos

8150 Processos bioldgicos desconhecidos OM14 YDR0O34WB FMP16 NQM1
PRM10 KDX1 TMA10 CSI2 PNS1

5975 Metabolismo de aminoacidos TPS2MNN1 HOR2 SOL4 EXG1 DAK1
PGM?2

71554 Biogénese e organizacdo da parede PST1 CWP1 PIR3 EXG1 FLC1

cellular

42221 Resposta a estimulo quimico HBT1 SPI1 HSP12 CTT1

6970 Resposta a estresse osmoético GPD1 HOR2 HSP12

9311 Metabolismo de oligossacarideos TPS2 MINN1 PGM?2

6629 Metabolismo de Lipideos CSH1 GRE2 SUR1

278; 6281 Ciclo celular mitético; reparo de DNA POL30 MCD1
6979 Resposta a estresse oxidativo HSP12 CTT1
6811; 6873 Transporte de ions e homeostase PHO84 PGM2
7114 Brotamento celular AXL2
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A expressao génica no mutante s/t2A diante do estresse acido

O mutante s/t2A4 apresentou variacdo na expressao de 63 genes apds estresse
com acido sulfurico, 51 genes induzidos e 12 genes reprimidos (Tabela 4). Estes genes
formaram varios agrupamentos funcionais de acordo com o processo em que
participam (Tabela 4). Em relacdo aos genes induzidos, muitos fazem parte do
metabolismo de carboidratos como o da citrato sintase (CIT2), resposta a altas
concentragdes de cobre (CUP1-1 e CUP1-2), metabolismo de aminoacidos como (CYS3)
envolvido com a biossintese de cisteina, biossintese e organizacdo da parede celular
(HSP150) e transporte de ions (PMA1) que codifica subunidade da H'ATPase da
membrana plasmatica. Também apresentaram indugdo, genes envolvidos na
biossintese de ergosterol (NCP1), proteina ligadora de actina (ABP1) e o gene SSA1

onde seu produto tem func¢do importante no dobramento de proteinas.

Os principais genes reprimidos, assim como no caso do mutante hogl4,
estavam envolvidos com a biossintese e manutengao da parede celular PST1, CWP1,
PIR3 e também o gene KTR2 que codifica para uma manosiltransferase que participa
da glicosilacdo de proteinas (Tabela 4). Interessantemente, o gene SSK22 que codifica a
MAP quinase quinase quinase (MAPKKK) da via HOG foi reprimido. Adicionalmente, o

gene da quinase KDX1 também foi reprimido no mutante s/t24 apds choque acido.

Tabela 4. Genes diferencialmente expressos na linhagem mutante s/t2A apds estresse
em meio com dacido sulfurico.

GOID Processo Genes Induzidos

5975 Metabolismo de carboidratos CIT2 SOL4 ENO2 RHR2 IMP2' HSP104 GCY1
GPH1

42221 Resposta a estimulo quimico GAT1 CTT1 SOD2 CUP1-1 CUP1-2 HSP104
YNL190W GCY1

6457 Dobramento de proteinas SSA1HSP26 PDI1 SSC1 SSA2 HSP104
55085 Transporte transmembrana SSA1YBR241C PMA1 SSC1 SSA2 SEC61
6520 Metabolismo de aminoacidos  CYS3 ILV6 CIT2 MET6 THR1 MAE1

6979 Resposta a estresse oxidativo CTT1 SOD2 CUP1-1 CUP1-2 HSP104 GCY1

8150  Processo bioldgico MRH1 YER152C WWM1 TIR3 PRY1 GRE1
desconhecido
71554  Biogénese e organizagao da TIP1 HSP150 CSR1

parede cellular
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GOID Processo Genes Induzidos

6629 Metabolismo de lipideos NCP1 OPI3 CSR1
7010 Organizacao do citoesqueleto ABP1 DSK2

6091 Metabolismo energético ENO2 GPH1

7005 Organiza¢dao mitocondrial SSA1 S5C1

51603 Processo catabdlico de SEC61 DSK2
proteinas

6811 Transporte de ions PMA1 FIT3

6970 Resposta a estresse osmético RHR2 ALD6

GOID Processo Genes Reprimidos

71554  Biogénese e organizacdo da PST1 CWP1 PIR3 KTR2
parede cellular

6468 Fosforilagao protéica SSK22

23052  Sinalizagdo celular SSK22

8150 Processo bioldgico PRM5 KDX1

desconhecido
6486 Glicosilagao de proteinas KTR2
5975 Metabolismo de Carboidratos  KTR2
43934 Esporulacao CWP1

6970 Resposta a estresse osmoético SSK22

A expressao génica comum aos mutantes hoglA e slt2AA apds estresse acido

Apesar da expressdo diferencial de muitos genes ter apresentado
particularidades para cada mutante, se levarmos em consideragdo 0s processos
biolégicos nos quais os genes diferencialmente expressos estavam incluidos, os
mutantes hoglA e slt2A apresentaram alteracdes semelhantes no programa de
expressao génica. Ambos mostraram a inducdo de alguns dos mesmos genes
envolvidos em processos biolédgicos, incluindo metabolismo de cisteina (CYS3),
biossintese e manutencdo da parede celular (TIP1), transporte de ions (FIT3) e também
a inducdo do gene CSR1 que estad envolvido com o metabolismo de acidos graxos
(Figura 15). No entanto, os mutantes hoglA e s/t2/A apresentaram apenas 0s genes
CWP1, PST1, PIR3 e KDX1 reprimidos em comum, nos quais os trés primeiros estao

relacionados com a biossintese e manutengdo da parede celular, e o gene KDX1 que
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codifica uma proteina quinase relacionada com o sinal da MAP quinase Slt2p, e

possivelmente também estd envolvida com o sinal da integridade da parede celular.

Genes
Induzidos
hogiA sit2A
FIG2 FUS1 AAH1 ENO2 ALD6 GRE1l
ASG7 FET3 ZRT1 PMA1 SOD2 HSP104
FIG1 FUS3 SHR5 11-_?511 I\I/IIIXEGI CTTl1 RHR2 GPH1
AGA1 ATO3 PAB1 ovs3  WWMI CUP1-2 NCE102 TFS1
AQY2 ANB1 SCS2 ABP1 TIR3 CUP1-1 HOR7 SSA2
SIM1 DPH2 ERV46 IMP2* NCP1 OPI3 HSP150
MFA1 GTT3 LPX1 DSK2 PDI1 RTN2 SSC1
KRE1 SFG1 NAR1 FIT3 SSA1 GAT1
UTH1 BNA1l SEC61 PRY1 GCY1
AGA2 ATS1 CSR1 HSP26 MSC1
HAC1 KAR4 CIT2 MRH1
YHB1 PRM1 SOL4 MET6
Genes
Reprimidos
hogliA

ALD3 PNC1 POL30 SItZA

HXT1 CTT1 MCD1

NQM1 GRE2 PGM2

HSP12 EXG1 RIB4 PRM5

GPD1 MNN1 TPS2 CWP1 KTR2

MSC1 SOL4 SUR1 PST1 SRL3

DDR2 HBT1 OM14 PIR3 SSK22

HOR2 PHO84 HSP42 KDX1 CRG1

RTC3 NCA3 CSH1 SA2

TMA10 CSI2 FLC1

DAK1 AXL2 TFS1

SPI1 PRM10

PNS1 FMP16

Figura 15. Genes diferencialmente expressos comuns e especificos para cada um dos mutantes hoglA e
slt2/\, apos tratamento com acido sulfurico.
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InteragOes relevantes entre as MAP quinases Hoglp e Slt2p e outras vias

Com os resultados obtidos a partir da expressdo génica global dos mutantes
hoglA e slt2/\A apds terem sido submetidos ao estresse acido, realizamos uma busca
por evidéncias que fornecessem suporte aos nossos dados experimentais.
Encontramos interessantes associacoes diretas entre a MAPK Slt2p e a subunidade
regulatoria de PKA assim como a interacdo com proteina Ira2p que regula
negativamente a atividade das proteinas Ras1/2 (Figura 16). Também encontramos
gue a proteina pseudoquinase Kdx1p, forma um elo entre as quinases Hoglp e Slt2p

por meio do fator de transcricdo Mn2p (Figura 17).

Figura 16. Rede de interagcdes entre a proteina quinase Slt2p e componentes da via da proteina quinase
A (PKA). Associagdes fortes sdo representadas por linhas mais espessas. Busca realizada com a
ferramenta String 9.0.

SLT2

YKL161C @
HOG1
o MSN2

Figura 17. Associagdes entre as proteinas quinases Hoglp, Slt2p e Kdx1p (YKL161C) e os fatores de
transcricdo de resposta geral a estresse Msn2/4. AssociacGes fortes sdo representadas por linhas mais
espessas. Busca realizada com a ferramenta String 9.0.
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5.4 DISCUSSAO

Varios autores tém relatado a resposta transcricional global de S. cerevisiae
apos ter sido submetida a diversos tipos de estresse, incluindo choque térmico,
osmotico, oxidativo, alcalino e estresse acido (Causton et al.,, 2001; Schiller et al.,
2004; Kawahata et al., 2006; Chen et al., 2009; Melo et al., 2010). Chen e
colaboradores (2009) investigaram mudangas na expressdo génica global de S.
cerevisiae ap6s diminuicao do pH do meio de 6,0 para 3,0 usando acido sulfurico. Eles
encontraram alteracdes na expressdo de genes relacionados com a biogénese e
organizacdo da parede celular, assim como genes do metabolismo de carbono. No
entanto, em outro trabalho com experimentos de fermenta¢cdo com pH 2 ajustado
com acido sulfurico, foi observada a indugao de varios genes, incluindo principalmente

0s que participam da resposta geral a estresse (GSR) (Melo et al., 2010).

Adicionalmente aos estudos anteriores citados, neste trabalho analisamos a
expressao génica global nas linhagens de S. cerevisiae mutantes hogl1A e slt2A apds
estresse em meio ajustado para pH 2,5 com &acido sulfurico. Nés mostramos que a
auséncia destas duas MAP quinases promove alteragdes importantes na expressao
génica e sugerimos possiveis fungdes para estas proteinas quinases apds exposicao da

levedura ao acido sulfurico.

A via HOG é necessdria para resposta das células de levedura a condicdes
ambientais hiperosmaticos, sendo Hoglp a MAP quinase chave dessa via (Hohmann et
al., 2007). Entre os principais genes induzidos no mutante hoglA ap6s o choque acido,
se destacaram aqueles envolvidos com a via de resposta a feromonio e acasalamento,
incluindo o gene FUS3 que codifica para importante MAP quinase da via (Tabela 3). A
proteina Fus3p ativada, ativa o fator de transcricdo Stel2p, o qual se liga ao elemento
de resposta a feromonio nos promotores de genes especificos de acasalamento, e
induz suas expressdes. Os produtos destes genes especificos de acasalamento sdo
necessarios para fusdo das células de levedura com suas parceiras na formacdo de

células dipldides a/a (Bardwell, 2004).

Na literatura encontramos que a via HOG pode suprimir a atividade da via de

resposta a feromonio diante de estresse osmético (Hall et al., 1996). Hoglp pode
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impedir a inducdo da osmoregulacdo pela inibicdo do sensor Sholp, talvez por um
mecanismo de retroalimentacdo, e este mecanismo de inibicdo do sensor Sholp,
resultard também na inibicdo da resposta a feromoénio (O'Rourke e Herskowitz, 1998).
Rep e colaboradores (2000) também encontraram inducdo de genes relacionados com
a via de resposta a feromoénio, quando a linhagem mutante hoglA foi submetida a
estresse osmoético com 0,7 M de NaCl ou 0,95 M de sorbitol. Também relatamos no
presente trabalho a inducdo dos principais genes envolvidos na via de resposta a
feromonio quando o mutante hoglA foi submetido ao estresse com acido sulfurico
(pH 2,5) (Tabela 3). Desta maneira, os resultados encontrados neste trabalho,
reforcam uma de nossas hipdteses formuladas em estudo anterior (Lucena et al.
2012). Naquele trabalho, sugerimos que o dano causado pelo acido sulfurico a parede
celular, também poderia expor a membrana celular (como na formacdo de
protoplastos), resultando na diminuicdo da pressdo de turgor, o que mimetizaria um

choque hiperosmético e ativaria a via HOG.

Um dos principais grupos de genes que apresentaram diminuicdo da expressao
génica no mutante hoglA estava relacionado com a biossintese e manutengdo da
parede celular, incluindo PST1, CWP1 e PIR3 (Tabela 3). Este resultado também conduz
a idéia de que as vias HOG e CWI devem cooperar para a resposta ao estresse acido. O
gene PST1 codifica para uma proteina que é secretada com o objetivo de regenerar
protoplastos (Pardo et al., 1999), sendo bastante induzido quando ocorre danos na

parede celular apds a ativagao da via CWI (Jung e Levin, 1999; Terashima et al.,2000).

A via CWI tem a funcdo de detectar e responder a danos que surgem na parede
celular durante as condigdes normais de crescimento ou quando ocorrem mudangas
no ambiente (Levin, 2011). Em nosso trabalho também investigamos a resposta
transcricional global da linhagem mutante com delegdo para o gene SLT2 que codifica
para a principal proteina quinase da via CWI. Encontramos que 0s principais grupos de
genes induzidos no mutante s/t2A foram aqueles envolvidos com o metabolismo de

carboidratos e relacionados com o estresse oxidativo (Tabela 4).

Uma das principais vias reguladoras do metabolismo de carboidratos é a PKA.

Esta via é responsdvel pelo controle do metabolismo, resisténcia a estresse e
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proliferacdo celular (Thevelein e Winde, 1999; Estruch, 2000; Santangelo, 2006; Zaman
etal., 2008). Livas et al., (2011) realizaram experimento onde foi verificada a repressao
de diversos genes envolvidos com o metabolismo de carboidratos no triplo mutante
tpk1,2,3A, apos adigao de glicose ao meio. Em nosso estudo, encontramos que um dos
principais grupos de genes induzidos no mutante s/t2A apds estresse acido, estava
relacionado com o metabolismo de carboidratos (Tabela 4). Este resultado talvez possa
ser explicado através da inibicdo da via PKA apds estresse com acido sulfurico. A MAP
quinase Slt2p é fosforilada e ativada apds danos na parede celular (Levin, 2011), e ela é
essencial para o crescimento de S. cerevisiae em meio com pH 2,5 ajustado com acido
sulfdrico (Lucena et al., 2012). A subunidade regulatdria da proteina quinase A, Bcylp,
pode ser ativada quando fosforilada no residuo T129 por Slt2p apds danos na parede
celular (Soulard et al., 2010). Uma vez Bcylp ativada, ela pode formar um
heterodimero com as subunidades cataliticas da PKA Tpklp, Tpk2p e Tpk3p, impedido
sua atividade (Thevelein e de Winde 1999; Santangelo 2006). Desta forma, quando S.
cerevisiae se encontra diante de um choque com &acido sulfurico, ocorre ativacdo de
SIt2p que ird fosforilar e ativar Bcylp, e Becylp ativa podera se ligar as subunidades
Tpklp, Tpk2p e Tpk3p impedindo sua dissociacdo, e consequentemente diminuindo a

atividade da via PKA.

Uma alternativa a hipdtese citada acima seria a inibicdo da via PKA apds
estresse acido, por meio da interagdo de Slt2p com a GAP Ira2p. A proteina Ira2p
estimula a atividade GTPase da proteina G Ras, inativando-a. E Ras inativada, ndo induz
a adenilato ciclase a produzir cAMP a partir de AMP, resultando na inativagdo da via
PKA (Thevelein e de Winde 1999; Santangelo 2006; Zaman et al., 2008). Esta hipotese
é bastante provavel, porque existem evidéncias da interagao entre Slt2p e Ira2p (Tong

et al., 2004; Costanzo et al., 2010) (Figura 16).

Outro resultado interessante foi a diminuicdo na expressao do gene SSK22 no
mutante s/t2A apds choque acido. O gene SSK22 codifica para uma MAPKKK envolvida
na via de sinalizacdo a estresse hiperosmético HOG. Ssk22p fosforila Pbs2p, que por
sua vez fosforila e ativa Hoglp (Tatebayashi et al., 2003; Hohmann, 2009). Em nossos
trabalhos anteriores sugerimos a cooperacgdo entre as vias CWI| e HOG apéds danos a

parede celular de S. cerevisiae causados pelo polihexametil bisguanida PHMB, um
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anticéptico bastante utilizado para limpeza de hospitais e tratamento de parasitoses
(Elsztein et al., 2011), e causados pelo crescimento em meio com 4cido sulfurico
(Lucena et al., 2012). No entanto, ainda nao tinhamos descoberto qual era a ligagdo
entre estas duas vias. Sugerimos que esta ligacao se faca pela proteina quinase Ssk22p,
da seguinte forma: apds danos na parede celular causados pelo acido sulfurico, Slt2p é
fosforilada, onde em seguida ativara fatores de transcricdo responsaveis pela inducdo
de varios genes, incluindo SSK22. Um dos principais fatores de transcricao ativados por
Slt2p é RIm1p, que se liga na sequéncia TA(W)4TAG nos promotores de seus genes
alvo (Boorsma et al., 2004), sendo responsavel pela inducdo de grande parte dos genes
envolvidos com o sinal CWI (Levin, 2011). A MAPKKK Ssk22p também possui a
sequéncia de ligagdo TA(W)4TAG para RImlp em seu promotor, evidenciando ser

possivel sua regulagdo via SIt2p-RIm1p.

Em relacdo aos genes que foram reprimidos em ambos os mutantes hog1A e slt2A,
encontramos genes relacionados com a biossintese e manutenc¢do da parede celular
(CWP1, PST1, PIR3) e o gene KDX1 que codifica uma proteina pseudoquinase, que
divide com SIt2p uma fungdo especializada e nado catalitica na transcricao de genes
associados com estresse da parede celular e com o ciclo celular (Levin, 2011). Estes
resultados revelam mais uma ligacao entre as vias CWI e HOG em resposta ao estresse
com 4cido sulfurico, tendo Kdx1p como elo. Slt2p ou Kdx1p quando ativadas, podem
formar um complexo com Swidp e Swibp independente da fungdo catalitica, que se
ligara em promotores de diversos genes associados com estresse da parede celular e
com o ciclo celular (Levin, 2011). Por outro lado existem evidéncias da interacdo da
pseudoquinase Kdxlp com o fator de transcricdo envolvido na resposta geral a
estresse Msn2p (Hruby et al., 2011) (Figura 17). Desta forma, umas vez que Hoglp
pode interagir com Msn2p (Rep et al., 2000; Capaldi et al., 2008), seria possivel uma
conexao destas duas proteinas com Kdx1lp para regulacdo dos genes de resposta a
estresse osmoético e de danos a parede celular. Diante destas observagdes, estaria
Kdx1lp envolvida com a expressdo génica de SSK22? Ainda precisamos de mais

investigacao para resolver esta questao.
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6. DISCUSSAO GERAL

Diante de nossos resultados da triagem de mutantes e expressdo génica sob
condi¢des acidas, nds elaboramos um modelo com os principais mecanismos
envolvidos na resposta a estresse com acido sulfurico em Saccharomyces cerevisiae
(Figura 18). O contato com um ambiente contendo acido sulfurico provoca danos a
parede celular da levedura. Estes danos sdo percebidos pelos sensores de membrana,
principalmente por Wsclp. O sinal é conduzido pela via da integridade da parede
celular (CWI) até ativar a proteina quinase C. Em seguida, Pkcp transmite o sinal para a
cascata de MAPks Bck1p-Mkk1/2p-Slt2p. Slt2p ativada podera ativar Rim1p e Swi4/6p.
RIm1lp é responsavel pela a expressao da maior parte dos genes relacionados com
danos a parede celular e Swi4/6p estdo relacionadas principalmente com a regulacdo

do ciclo celular (Levin, 2011).

Por outro lado, sugerimos que o dano causado pelo acido sulfurico a parede
celular, também poderia expor a membrana celular (como na formacdo de
protoplastos), resultando na diminuicdo da pressdo de turgor, o que mimetizaria um
choque hiperosmético e ativaria a via HOG. A principal quinase da via HOG, Hoglp
também induz a expressdo do gene SLT2 por meio da ativacao de RImlp, que por sua
vez, comanda a expressdao do proprio SLT2 (Hahn e Thiele 2002) promovendo a
amplificagao do sinal. Adicionalmente, Slt2p pode ativar as proteinas Cchlp e Midlp
gue formam canais de Ca2+, conduzindo a um influxo de Ca®' ativando assim, a

caucineurina.

Também analisamos a expressdao génica global nas linhagens de S. cerevisiae
mutantes hoglA e slt2AA apds estresse em meio ajustado para pH 2,5 com acido
sulfdrico. Nés mostramos que a falta destas duas MAP quinases promove alteracfes
importantes no programa de expressdo génica. E possivel que genes que estdo
envolvidos com a via de sinalizacdo HOG sejam induzidos pela via CWI e vice e versa.
Talvez o gene para a MAPKKK Ssk22p tenha sua expressao aumentada via Slt2p-RIm1p
uma vez que este gene possui a seqliéncia de ligagdo TA(W)4TAG para RIm1lp em seu

promotor (Boorsma et al., 2004).
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Além da hipotese citada acima, pode ocorrer mais uma ligacdo entre as vias
CWI e HOG em resposta ao estresse com acido sulfurico, tendo Kdx1p como elo. Slt2p
ou Kdxlp quando ativadas, podem formar um complexo com Swidp e Swibp
independente da funcdo catalitica, que se ligard em promotores de diversos genes
associados com estresse da parede celular e com o ciclo celular (Levin, 2011). Por
outro lado, existem evidéncias da interacdo da pseudoquinase Kdxlp com o fator de
transcricdo envolvido na resposta geral a estresse Msn2p (Hruby et al., 2011). Desta
forma, umas vez que Hoglp pode interagir com Msn2p (Rep et al., 2000; Capaldi et al.,
2008), seria possivel uma conexdo destas duas proteinas com Kdx1lp para regulacdo

dos genes de resposta a estresse osmadtico e de danos a parede celular (Figura 18).
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Figura 18. Modelo de mecanismo de resposta ao estresse com acido sulfurico em S. cerevisiae. As proteinas essenciais para o crescimento de S. cerevisiae em baixo pH
estdo em negrito. As setas mais espessas indicam maior importancia para o estimulo da resposta, e as setas tracejadas sdo especulagées funcionais.
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7. CONCLUSOES GERAIS

Em nosso estudo encontramos que os mecanismos celulares e genéticos de resposta ao
estresse causado pelo acido sulfurico em S. cerevisiae surgem principalmente da cooperacdo entre
as vias de integridade da parede celular (CWI) e resposta a alta osmolaridade (HOG). Utilizando os
experimentos de crescimento celular e expressao génica global e especifica, encontramos que os
principais genes envolvidos com as vias CWI, HOG e a via sinalizada por Ca** calcineurina, sdo
essenciais na tolerancia da levedura ao ambiente acido. Sugerimos também que o dano causado
pelo acido sulfurico a parede celular, pode resultar na diminuicdo da pressao de turgor, o que
mimetizaria um choque hiperosmatico e ativaria a via HOG. Adicionalmente a falta das proteinas
guinases Hoglp e Slt2p promovem alteracGes importantes na expressao génica principalmente
relacionada com a biossintese da parede celular, metabolismo de carboidratos e resposta a
feromonios. Finalmente, esta cooperagdo entre as vias conduzem a um programa de expressao
génica que auxilia e amplifica o sinal de resposta a danos na parede celular, permitindo a

sobrevivéncia e adaptacdo das células a ambientes de baixo pH com acido sulfurico.
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