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Abstract

The plasma membrane H™-ATPase from the yeast Saccharomyces cerevisiae is a proton pump
that plays an essential role in the yeast physiology. The activity of this enzyme is regulated at
both transcriptional and post-translational levels and a remarkable characteristic is the fact that it
is activated by glucose, low pH and depolarizing agents. The H*-ATPase activation pathway by
depolarizing agents is still unknown. In this work we suggest that a phosphatidylinositol type
signaling pathway is involved in the H'-ATPase activation by carbolnyl cyanide m-
chlorophenylhydrazone. In this pathway this compound would activate the enzyme
phospholipase C that would promote the hydrolysis of the phosphatidylinositol biphosphate in
two components, diacylglycerol and inositol tri-phosphate. The inositol triphosphate generated
would be promoting the calcium mobilization. The increase in the levels of cytosolic calcium
together with the diacylglycerol formation could be causing the activation of the protein kinase
C, that once activated would be phosphorylating the H"-ATPase in two amino acids residues

essentials for the conformational changes of the enzyme, turning it activated.



Resumo

A H-ATPase de membrana citoplasmadtica da levedura Saccharomyces cerevisiae é uma bomba
de prétons que possui um papel essencial na fisiologia da levedura. A atividade desta enzima é
regulada tanto a nivel transcricional quanto a nivel pés-transcricional e uma importante
caracteristica € o fato desta enzima ser ativada por glicose, baixo pH e por agentes
despolarizantes. A via de ativagio da H'-ATPase por agentes despolarizantes ainda ndo é
conhecida. Neste trabalho sugerimos uma via de transduc@o de sinal semelhante a do fosfatidil
inositol como parte do mecanismo de ativacdo ATPdsica pelo Cianeto carbonil m-
clorofenilhidrazona. Nesta via esta droga ativaria a enzima fosfolipase C que hidrolisaria o
fosfatidilinositol-bifosfato em dois componentes, diacilglicerol e inositol tri-fosfato. O inositol
trifosfato gerado estaria desencadeando a mobilizacdo de cdlcio extracelular e de estoques
intracelulares. O aumento dos niveis de cdlcio livre citosélico, juntamente com a formacdo de
diacilglicerol, poderia estar levando a ativagc@o da proteina quinase C, que uma vez ativa, estaria
fosforilando a H*-ATPase em dois residuos de aminodcidos essenciais para a mudanca

conformacional da enzima, tornando-a ativa.

XI



Lista de figuras

Figura 1: Modelo do fluxo de Ca™ intracelular em células de leveduras............... 11

Figura 2: Modelo topolégico da H-ATPase de membrana plasmética de fungos. 15
Figura 3: Modelo da regulacdo transcricional da H*-ATPase de membrana
citoplasmatica de S. cerevisiae POT ZliCOSE......cccerirmiireriirrertereeeee e 18
Figura 4: Modelo da regulagdo pés-transcricional da H'-ATPase de membrana
citoplasmatica, induzido POT GlICOSE......ccoueruiriiriiiiiiriie et 20
Figura 5: Mecanismo hipotético de ativa¢do induzida por glicose da H'- ATPase

de membrana citoplasmadtica da levedura S. cerevisiae, via Proteina quinase
dependente de AMPC (PKA).....c.ooociiiiiiieee ettt st e 22
Figura 6: Modelo hipotético da ativacdo, induzida por carboidrato, da H*-

ATPase de membrana citoplasmdtica mediada por fons calcio, via Pkcl p............. 25
Figura 7: Curva de tempo para atividade enzimdtica da H-ATPase de

membrana citoplasmadtica, antes e apds a adicao do agente despolarizante-CCCP
(0,5mM)/ Etanol 9% em cepas de S. cerevisiae selvagem (W303)........ccccevveuennee. 42
Figura 8: Curva de tempo para atividade enzimética da H*-ATPase de

membrana citoplasmatica, antes e ap0s a adicdo do agente despolarizante-CCCP
(0,5mM)/Etanol 9% em cepas pkclAde S. cerevisiae, tendo como background 43
2enético @ CEPA W03 ... ot
Figura 9: Curva de tempo para atividade enzimdtica da H-ATPase de

membrana citoplasmadtica, antes e apds a adicao do agente despolarizante-CCCP
(0,5mM)/Etanol 9% em cepas gpa2A de S. cerevisiae, tendo como background 44
2enético @ CePA W03 ... e
Figura 10: Curva de tempo para atividade enziméatica da H*-ATPase de

membrana citoplasmatica, antes e ap6s a adicdo do agente despolarizante-CCCP
(0,5mM)/Etanol 9% em cepas plcl Ade S. cerevisiae, tendo como background 47
2enético @ CePa WT 3700......cccuiiiiiiiieiiiieieteeee ettt st
Figura 11: Sinal de célcio induzido por CCCP em uma cepa selvagem

(WT3700) € MUtante (DICTA)....cc.ecueeeveereerieiieieetietieieeteeteeeesie vttt sre s sreessesseens 48
Figura 12: Atividade ATP4sica em fun¢é@o do tempo, antes e apds a adi¢do do

agente despolarizante-CCCP (0,5mM)/Etanol 9% em cepas selvagem WT3700.
Efeito do agente quelante (EGTA-12mM) e efeito do agente quelante + Ca™ ........ 49

XII



Figura 13: Curva de tempo para atividade enzimética da H*-ATPase de

membrana citoplasmadtica , antes e apds a adi¢do do agente despolarizante-CCCP
(0,5mM)/Etanol 9% em cepas midl A de S. cerevisiae, tendo como background
ZENEHICO @ CEPA SC252...ueieieiieiiieiiieee ettt ettt s et ettt s st s s 51
Figura 14: Curva de tempo para atividade enziméatica da H*-ATPase de

membrana citoplasmatica, antes e ap0s a adicdo do agente despolarizante-CCCP
(0,5mM)/Etanol 9% em cepas figl A de S. cerevisiae, tendo como background
2eNEHCO @ CEPA BYATA2 ... 52
Figura 15: Curva de tempo para atividade enzimética da H*-ATPase de

membrana citoplasmadtica, antes e apds a adicao do agente despolarizante-CCCP
(0,5mM)/Etanol 9% em cepas arg82A e arg82A/plclA de S. cerevisiae, tendo

como background genético a cepa PJ692a............c.cccceveveveveuevererereeeeeeeee e 55
Figura 16: Curva de tempo para atividade enzimética da H*-ATPase de

membrana citoplasmatica, antes e ap0s a adicdo do agente despolarizante-CCCP
(0,5mM)/Etanol 9% em cepas pmclAde S. cerevisiae, tendo como background
ZENEHCO 2 CEPA BYATA2 ...t 56
Figura 17: Curva de tempo para atividade enzimética da H*-ATPase de

membrana citoplasmatica, antes e ap0s a adicdo do agente despolarizante-CCCP
(0,5mM)/Etanol 9% em cepas pgm2Ade S. cerevisiae, tendo como background
2ENEHCO A CEPA BYATA2 ..ot 60
Figura 18: Curva de tempo para atividade enziméatica da H*-ATPase de

membrana plasmatica, antes e apds a adi¢do do agente despolarizante-CCCP
(0,5mM)/Etanol 9% em cepas snf34 de S. cerevisiae, tendo como background
ZENEHCO 2 CEPA BYATA2 ...t 61
Figura 19: Comparacio de diferentes agentes indutores da atividade H*-

ATPisica no mesmo background genético (BY4742).......cccccvvveiiincinvninincnnecne. 63
Figura 20: Perfil de ativacio da H™-ATPase na cepa selvagem BY4742

Painel A: Atividade enzimdtica inicialmente induzida por CCCP e em seguida

sob agdo de glicose (tempo 5 min);

Painel B: Atividade enzimdtica inicialmente induzida por glicose e em seguida

50b acdo de CCCP (1eMPO 5 MM )...c..cocuevueiiiiiiieieiesieeesi ettt 64
Figura 21: Mecanismo hipotético de ativagio da H™-ATPase de membrana

citoplasmadtica da levedura Saccharomyces cerevisiae - via PKCl...........cccccenne... 76

XIII



Lista de tabelas

Tabela 1: Cepas de Saccharomyces cerevisiae

31

X1V



Lista de abreviaturas

AMPc Adenosina monofosfato ciclico

Ansa 1 - Amino - 2 - hidroxi - 4 - dcido naftaleno-sulfonico

ATP Adenosina trifosfato

BAPTA Acido 1,2-bis (2-aminofenoxi)etano-N,N,N’,N’-tetracético

Bcekl p Proteina quinase envolvida na via de sintese da parede celular

BCY1 Gene que codifica para duas subunidades regulatdrias da proteina
quinase A

Ca* fon cilcio

[Caz+]cit Concentracdo de célcio livre citosdlico

CaCl, Cloreto de célcio

CATI1/SNF1 Conjunto de genes que codificam para a proteina quinase Snfl p

cccp Cianeto carbonil m-clorofenilhidrazona

CDC25 Gene que codifica proteinas que estimulam a mudanca de GDP para

GTP nas proteinas Ras

cels Células

Co™ fon cobalto

C-terminal Carboxi terminal

Da Daltons

DAG Diacilglicerol

DNP Dinitrofenol

EDTA Acido etilenodiaminotetracético

EGTA Acido etilenoglicol-bis-b-aminoetiléter-N’-N’-N"-N’-tetracético

Fks2 p Fator de transcri¢do que controla a subunidade do complexo glucano
sintase

Glc-1P Glicose-1 fosfato

Glc-6P Glicose-6 fosfato

GIkl p Glicoquinase I

GIn3 Fator de transcri¢ao possivelmente responsdvel pelo aumento da

expressdo da H*-ATPase sob condi¢des de jejum por nitrogénio.
GPA2 Gene que codifica para proteina de membrana citoplasmatica Gpa2 p

GPCR Sistema receptor (Gprl p) acoplado a proteina G (Gpa2 p)

XV



GPRI

HCl

HxKk1 p
HXK2

HXT3
Ins-(1,4,5) P3
1P,

IP;

1P

Ipkl p

IRA1

IRA2

Kda

Km

LACS

M

MAP quinases
MAPK
MAPKK
MAPKKK
MIDI1

Migl p

MKK1 p
MEKK2 p
mg
Mg
MgCl,

ml

Gene que codifica para um receptor para glicose de membrana
citoplasmadtica (Gprl p)

Acido cloridrico

Hexoquinase I

Gene que codifica para a enzima hexoquinase II

Gene que codifica para o transportador de glicose

Inositol-1, 4, 5-trifosfato

Inositol-tetra-fosfato

Inositol-penta-fosfato

Inositol-hexa-fosfato

Proteina quinase que fosforila IPs em IPg

Gene que codifica proteinas que estimulam a atividade GTPase
intrinsica das proteinas Ras

Gene que codifica proteinas que estimulam a atividade GTPase
intrinsica das proteinas Ras

Quilo Daltons

Constante de Michaelis-Menten

Sistema de influxo de cdlcio de baixa afinidade

Molar

Proteina quinase ativada por mitégeno

Proteina quinase ativada por mitégeno

Proteina quinase quinase ativada por mitégeno

Proteina quinase quinase quinase ativada por mitégeno

Gene que codifica para o receptor protéico de alta afinidade para célcio
Fator transcricional que em presenca de glicose, reprime a expressdo de
varios genes

Minuto

Proteina quinase envolvida na via de sintese da parede celular
Proteina quinase envolvida na via de sintese da parede celular
Miligrama

fon magnésio

Cloreto de magnésio

Mililitro

XVI



mM Milimolar

Mn?** fon manganés

Mpkl p Proteina quinase envolvida na via de sintese da parede celular

mRNA Acido ribonucléico mensageiro

MsnS p Exportina envolvida na translocagdo do fator Migl p

N Normal

NaN3; Azida sédica

N-terminal Amino-terminal

p/v Peso por volume

PGM1 Gene que codifica para a enzima fosfoglucomutase

PGM2 Gene que codifica para a enzima fosfoglucomutase

Pi Fosfato livre

Pkap Proteina quinase dependente de AMPc

Pkc p Proteina quinase dependente de célcio

PKC1 Gene que codifica para a proteina quinase C

Plcp Fosfolipase C

PMA1 Gene que codifica para H™-ATPase de membrana citoplasmdtica

PMA2 Gene da H'-ATPase de membrana citoplasmética

PtdIns-(4,5)-P, Fosfatidilinositol-4,5-bifosfato

Ras Proteina ativadora da adenilato ciclase

rpm Rotacdes por minuto

s Segundo

Ser Aminoécido serina

Snf3 p Proteina que atua com sensor de alta afinidade para glicose codificada
pelo gene SNF3

TECC Elevacio transitéria de célcio citosélico

Thr Aminoécido treonina

TPK1/2/3 Genes que codificam para as duas subunidades cataliticas da proteina
quinase A

UAS1py4; Seqiiéncia consenso que antecede o gene PMAI

UAS2pu4;1 Seqiiéncia consenso que antecede o gene PMA 1

UASrrc Seqiiéncia consenso que controla a expressio de varios genes que

codificam para proteinas ribosssomais

XVII



viv Volume por volume

Vmax Velocidade maxima
ul Microlitros
pmoles Micromoles

XVIII



Introducao




1.1 - Aspectos Gerais

Os fungos, em geral, sdo amplamente utilizados como modelo de estudos, ja que estes
organismos embora eucariotas apresentam uma maquinaria bioquimica mais simplificada que
aquelas encontradas em mamiferos. Além disto, a facilidade de manuseio, de crescimento e de
manuten¢do em laboratdrio sdo caracteristicas que ampliam as pesquisas com estes microrganismos.
Em particular, o fungo leveduriforme Saccharomyces cerevisiae € alvo de muitos estudos, uma vez
que seu genoma foi totalmente seqiienciado, sendo que este contém cerca de 6000 genes, entre 0s
quais 38% das proteinas codificadas por estes genes se assemelham as proteinas de mamiferos
(Goffeau et cols., 1997).

Para se conhecer o funcionamento bioquimico, fisiolégico e molecular dos fungos, em
particular S. cerevisiae, bem como de todas as células, se faz necessario conhecer como ocorre a
percepgdo das modificacdes no meio extracelular e como este sinal € transmitido para o interior da
célula levando a uma adaptacdo as condi¢des do meio em que vivem. Esta percepcio ocorre através
de receptores presentes na membrana citoplasmdtica ou receptores intracelulares e € transmitida e
amplificada pela célula até a etapa final de adaptagdo por mecanismos chamados de transdugdo de
sinais que culminam com a mudanga da expressdo génica na célula e/ou a mudanga na atividade de
diferentes enzimas.

A H*-ATPase da levedura S. cerevisiae é a protefna mais abundante da membrana
citoplasmadtica e € indispensdvel para a sobrevivéncia deste microrganismo (Kotyk, et cols., 2003).
Vdérios componentes presentes no meio ambiente parecem ativar esta enzima, entre estes se destaca a
glicose como um dos principais agentes indutores da atividade de H-ATPase. Vdrios estudos vem
sendo realizados com o intuito de elucidar o mecanismo de ativacdo ATP4sica por glicose (Brandao
et cols., 1994; Cocetti et cols., 1998; Souza et cols., 2001). Além da funcdo regulatéria importante
que a glicose exerce sobre as células de levedura, ela possui também um papel nutricional
importante, 0 que muitas vezes acarreta problemas na interpretacdo dos efeitos gerados pelo agucar,
deixando sempre duividas se o efeito observado é devido ao seu papel regulatério (Transdugdo de
sinais) ou ao seu papel nutricional (aumento das concentragdes de ATP, de metabdlitos, etc...). Em
paralelo, alguns agentes quimicos sintéticos como agentes despolarizantes (DNP, CCCP) também

promovem a ativacdo ATPésica, (Branddo et cols., 1992). O uso destes compostos para estudar o



processo de ativacdo da ATPase é muito importante ji que elimina os efeitos nutricionais da glicose,
sendo muito ttil para mapear componentes protéicos diretamente envolvidos no processo, contudo
este mecanismo ainda é muito pouco explorado. Com isso, este trabalho visa compreender o
mecanismo de ativagdo da H'- ATPase de membrana citoplasmatica de S. cerevisiae por agentes

despolarizantes, como o CCCP.

1.2- Transducao de Sinal

A transdu¢do de sinais consiste na transmissdo de um sinal externo para o interior da
célula visando uma adaptacdo ao seu ambiente. Este ramo da ciéncia é amplamente estudado,
uma vez que todos os fendmenos biolégicos envolvem uma sinalizacdo ou pelo menos sdo
afetados por ela. Os componentes dos processos de transduc@o de sinais presentes na maioria
das células sdo: molécula sinalizadora; receptores de membrana; enzimas e/ou proteinas
associadas aos receptores; componentes de amplificacdo do sinal; sinalizadores internos ou
mensageiros secunddrios; componentes de propagacido do sinal, como por exemplo, cascatas
de fosforilacdo intracelular e componentes-alvo sujeitos a regulacdo induzida pelo sinal
externo (Alberts et cols., 1999).

Uma das formas mais estudadas de transducdo de sinal é aquela que desencadeia
reacdes em cascata de fosforilagdes protéicas. Estas reagcdes sdo altamente reguladas e
culminam com a ativagdo e/ou inativacdo de enzimas, bem como com a modulagio de fatores
transcricionais alterando assim a expressdo génica da célula e, conseqiientemente, o seu
comportamento (Alberts et cols., 1999).

E importante salientar que a resposta celular a estimulos externos pode se dar através
da combinag@o de sinais e ndo por um unico sinal atuando sozinho. Assim, uma célula pode
integrar a informacdo proveniente de sinais isolados a fim de construir uma resposta
apropriada: viver ou morrer; proliferar ou permanecer em repouso. E essa integracido parece
depender das intera¢des entre as diversas cascatas de fosforilacdo protéicas, que como se sabe,
sdo ativadas por diferentes sinais extracelulares e/ou intracelulares (Alberts et cols.,1999).

Em organismos multicelulares, a maior parte das vias de sinalizacdo é usada para a
comunicacgdo entre as células. Os mensageiros extracelulares iniciam as vias de transducdo de sinal

modificando o metabolismo, proliferacdo e desenvolvimento em células alvo. J4& microrganismos



utilizam basicamente nutrientes como agentes extracelulares sinalizadores que também vao afetar o
metabolismo, proliferacdo e desenvolvimento (Thevelein, 1994).

Devido ao papel dos nutrientes como moléculas sinalizadoras em microrganismos, t€m sido
sugerido que estes recursos sdo as vias primdrias de sinalizagdo, e que posteriormente, essas vias
foram duplicadas e/ou modificadas para servir a propdsitos mais sofisticados, como a sinalizagdo na
presenca de feromonios, condicdes de estresses, dentre outras. Assim pode-se deduzir que, as vias
de transdugdo de sinal de células de mamiferos tém sua origem evoluciondria em vias de transdugdo
de sinal induzida por nutrientes (Thevelein, 1994).

As células de leveduras possuem vias de transdu¢do de sinal similares aquelas encontradas
em células de mamiferos. A maior diferenga parece ser que as vias de sinalizagdo sdo utilizadas com
outros propdsitos, isto é, o sinal primario e o(s) alvo(s) s@o diferentes (Thevelein, 1994). Como por
exemplo, a via do tipo fosfatidilinositol, que em células de mamiferos é desencadeada pela presenca
de feromonios e ja em células de leveduras é desencadeada pela presenca de glicose. No entanto,
existem muitas vias de sinalizacdo tipicas que sdo encontradas em todas as células eucariéticas,

como a via AMPc dentre outras.

" { Formatados: Marcadores e

1.2 - Transducao de Sinal em Leveduras numeragéo

A glicose é uma das moléculas que atua como mensageiro primdrio e estd envolvida em
diferentes vias de sinalizacdo em leveduras. A adi¢do de glicose, a nivel pds-transcricional leva a
ativacdo e/ou inativacdo de vdrias proteinas, enquanto a nivel transcricional, genes sdo reprimidos
ou induzidos. Um dos principais efeitos regulatérios da glicose ¢ a mudanca do metabolismo
gliconeogénico/respiratério para o metabolismo fermentativo (Thevelein, 1994).

Em leveduras varias vias de sinalizagdo ja foram demonstradas, sendo que as vias mais
intensamente estudadas sdo a via principal de repressdo por glicose e a via Ras-adenilato ciclase
(Thevelein, 1994). Além destas, vdrios componentes de uma via de sinalizacio do tipo
fosfatidilinositol induzida por glicose, similar aquela encontrada em mamiferos, foram descritos
(Kaibuchi et cols., 1986; Flick e Thorner, 1993; Cocetti et cols., 1998) e também vias de transdugdo
de sinais, que ativam proteinas quinases homoélogas aquelas ativadas por mitégenos em mamiferos
(MAP quinases). Uma das vias MAP quinases, tem a participacdo da proteina quinase C que é

codificada pelo gene PKCI em S. cerevisiae (Levin et cols., 1994).



1.3.1 — A via principal de repressdo por glicose

Uma das vias regulatérias mais bem estudadas em células de leveduras € a via principal
de repressao por glicose. A presenca de glicose durante o crescimento de células de leveduras
faz com que o metabolismo seja essencialmente fermentativo mesmo em condi¢des aerdbicas.
Este fendmeno ocorre devido a repressdo de genes envolvidos no ciclo de Krebs, na cadeia de
transporte de elétrons e também genes envolvidos na gliconeogénese, no ciclo do glioxilato,
bem como no transporte e no catabolismo de fontes de carbono alternativas, como galactose,
maltose, sacarose. Além disso, o metabolismo fermentativo € fortalecido pela inducdo de
genes envolvidos na fermentagdo (Holzer et cols., 1976).

Virios genes envolvidos na via principal de repressao por glicose ja foram
identificados. Eles podem ser divididos em dois tipos principais: genes que sido requeridos
para repressdo, dos quais HXK2 (que codifica para a hexoquinase II) é provavelmente o
exemplo mais proeminente, € genes necessdrios para a liberacdo da repressdo sendo
CATI/SNF1 o exemplo mais importante (Thevelein, 1994).

A enzima Hxk2 p parece possuir duas fungdes fisiologicas em células de leveduras,
sendo a primeira relacionada com a fosforilagdo do agicar internalizado para o inicio da
cascata de reacdes glicoliticas, e um segundo papel que se refere ao envolvimento na repressao
de diferentes genes por glicose. Esta udltima fungdo ndo é compartilhada pelas outras duas
enzimas, também presentes em leveduras, que fosforilam a glicose internalizada, a
hexoquinase I (Hxk1p) e a glicoquinase I (Glk1 p) (Gancedo, 1998).

Para a liberacdo da repressido tem-se um grupo de genes essenciais conhecidos como
CATI/SNFI. O produto desses genes é um complexo protéico com fungdo quinase (proteina
quinase Snfl) que tem como alvo principal inibir a a¢do de um repressor denominado Migl p.
Este fator transcricional € uma proteina que possui motivos dedos de zinco composta por 504
residuos de aminodcidos e que em presenga de glicose se liga a sitios especificos ricos em GC
na regido promotora de muitos genes como SUCI, GALI, GAL4 e FBPI reprimindo a
transcri¢do destes (Nehlin & Ronne, 1990). Evidéncias sugerem que a repressdo de genes por
glicose € regulada pela fosforilagdo da proteina Migl. A proteina Migl é rapidamente
transportada para o nicleo na presenca de glicose, e é removida do nicleo quando a glicose é
retirada do meio. O transporte de Migl p do nicleo para o citoplasma é regulado por sua

fosforilacdo, catalisada pela proteina quinase Snfl. Esta fosforilagdo promove uma interagdo



entre Migl p e a exportina Msn5 p favorecendo a sua exportacio para o citoplasma e desta

maneira, permitindo a transcri¢do de vérios genes (De Vit & Jonhston, 1997).

1.3.2 - A via Ras-adenilato ciclase induzida por glicose

A adicdo de glicose em células de S. cerevisiae elevam transitoriamente o nivel de
AMPc (Eraso e Gancedo, 1987). Trabalhos sugeriram que os mecanismos pelos quais a adi¢do
de glicose promove a elevagdo do nivel de AMPc eram a despolarizagdo da membrana
citoplasmadtica ou a acidificagdo intracelular. Estes indicios foram sustentados, uma vez que a
presenca de compostos despolarizantes/acidificantes como DNP, azida e CCCP, também
causam elevagdes nos niveis de AMPc em células de S. cerevisiae (Caspani et cols., 1985).

No entanto, posteriormente, foram obtidas evidéncias contra ambos os mecanismos,
demonstrando uma via de transduc@o de sinal especifica, com o envolvimento de outros
elementos, chamada de via Ras-adenilato ciclase, como sendo a desencadeadora do sinal de
AMPc induzido por glicose (Thevelein, 1991). As proteinas Ras sdo pertencentes a classe de
proteinas Gs, as quais sdo ativas na forma ligada a GTP e inativas na forma ligada a GDP,
estas proteinas se encontram na membrana citoplasmdtica das células de leveduras. A
atividade GTPase intrinsica das proteinas Ras s@o estimuladas pelos produtos dos genes IRA [
e IRA 2, os quais atuam como inibidores da via. O produto do gene CDC 25 estimula a
mudanga de GDP para GTP nas proteinas Ras e assim, atua como ativador da via. Ambos Ras
e Cdc 25 sdo requeridos para manter um nivel adequado de AMPc na célula (Camonis et cols.,
1988; Thevelein, 1994).

Outros componentes ja t€m sido propostos para a ativacdo da sintese de AMPc
induzido por glicose, como a presenga de um sistema receptor acoplado a proteina G (GPCR),
o qual consiste do receptor Gprl e da proteina G, Gpa2 (Kraakman et cols., 1999; Xue et cols.,
1998; Beullens et cols., 1988; Rolland et cols., 2000).

O alvo intracelular do AMPc assim produzido é uma proteina quinase AMPc
dependente (Proteina quinase A - Pka), a qual amplifica o sinal extracelular através da
ativagdo e/ou inativagdo de vdrias enzimas e fatores transcricionais. A Pka p é composta por
duas subunidades cataliticas, codificadas pelos genes TPK1, TPK2 e TPK3 e duas subunidades
regulatdrias, codificadas pelo gene BCYI. A delecdo dos trés genes TPK € letal, enquanto a

delecdo do gene BCYI causa um fenétipo muito severo associado com alta atividade da Pka p



(Thevelein, 1994). A Pka p estd envolvida ainda na regulagdo poés-transcricional de uma
variedade de proteinas como as enzimas chaves da gliconeogénese e da glic6lise, no controle
transcricional de genes para proteinas ribossomais e genes envolvidos na resposta geral ao
estresse (Neuman-Silberberg et cols.,1995; Ruis & Schiiller, 1995).

A importancia da via Ras-adenilato ciclase na fisiologia da levedura tem sido
amplamente demonstrada na literatura. Estudos em S. cerevisiae demonstram a necessidade
dessa via para o controle do ciclo celular e também na deteccdo de aguicares fermentdveis em
concentracdes apropriadas para fermentacdao (Thevelein & Beullens, 1985; Thevelein, 1991;
Thevelein, 1992).

Trabalhos desenvolvidos por Ulaszewski et cols., (1989), demonstraram uma possivel
relacdo da ativagio da via AMPc com a subseqiiente ativacio da enzima H'-ATPase de
membrana citoplasmatica de S. cerevisiae,. Entretanto, Becher dos Passos et cols., (1992)
trabalhando com inibidores e mutantes da via AMPc demonstraram que a ativagdo da ATPase

induzida por glicose ndo era mediada pela proteina quinase AMPc dependente.

1.3.3 - A via fosfatidilinostitol induzida por glicose

Em células de mamiferos, em presenca de feromonios, a fosfolipase C hidrolisa o
fosfatidilinositol (4,5) bifosfato (PtdInsP,) presente na membrana citoplasmatica em dois
componentes, diacilglicerol (1,2-DAG) e inositol (1,4,5) trifosfato (Ins P3). Diacilglicerol
permanece na membrana e serve como mensageiro secunddrio para ativagdo da proteina
quinase C e Ins P; também atua como mensageiro secunddrio para mobilizagdo de Ca™ a
partir de estoques intracelulares (Wera et cols., 2001; Kaibuchi et cols., 1986).

Embora todos estes componentes estejam presentes em células de leveduras, a via na
qual eles interagem ainda permanece obscura. A fosfolipase C de leveduras, em presenca de
glicose, hidrolisa PtdIns (4,5)P, em 1,2-DAG e Ins (1,4,5)Ps. J4 foi proposto que Plcl p
controla via 1,2-DAG a proteina quinase C de leveduras, no entanto, a possivel relacdo do Ins
(1,4,5)P; no controle dos niveis de Ca™ ndo estd bem estabelecida, j4 que o genoma de
leveduras ndo apresenta nenhum receptor homoélogo aos receptores para Ins-(1,4,5)P;
encontrados em mamiferos. Evidéncias que comprovam esta relagdo estdao limitadas a estudos

in vitro com vacuolos isolados de leveduras (Wera et cols., 2001; Belde et cols., 1993).



Contudo, ja foi demonstrado a geracdo e manutencdo de um gradiente de Ca®
intracelular em Neurospora crassa, através da liberagdo deste {on de vesiculas vacuolares pela
ligacdo de Ins(1,4,5)P; em um provével receptor na membrana desta organela (Lorelei, et
cols., 2002). Este achado sustenta a hipdtese da existéncia de um possivel receptor para
Ins(1,4,5)P; em fungos, muito embora nenhum registro da presenca destes receptores tenha
sido indicado em S. cerevisiae.

Desta maneira, o papel de IP; em S. cerevisiae, ainda é alvo de muitas especulagdes, o
conhecimento atual é que apds sua formagdo o IP; é rapidamente convertido em polifosfatos
de inositol (York et cols., 1999; Saiardi et cols., 2000). A formacdo de IP4 e IPs € realizada por
uma proteina quinase, denominada Arg82 p. Uma outra quinase, Ipklp, fosforila IPs em IPg
sendo que este produto parece estar envolvido na exportacio de RNAs mensageiros do nicleo
para o citoplasma (Wera et cols., 2001). Resultados recentes (Tisi et cols.,2003) demonstraram
que a delecdo do gene ARGS2 em leveduras acarreta um aumento dos niveis celulares de IP; e
também um aumento nos niveis citosélicos de cdlcio indicando uma relagdo entre estes dois

eventos.

1.3.4 - A via Pkc MAP Quinase

A existéncia de vias de transdug@o de sinais, que ativam proteinas quinases homoélogas as
proteinas quinases ativadas por mitdgenos em mamiferos (MAP quinases), sdo amplamente
encontradas em eucariotos superiores e também tem sido descritas em leveduras (Marshall, 1994).

Entre as vias homodlogas as MAP quinases ja descritas, uma tem a participacio da proteina
quinase C que € codificada pelo gene PKCI em S. cerevisiae. Nesta via existe uma ativagio
seqiiencial na qual Pkcl p fosforila a Bckl p (uma MAP quinase quinase quinase), que por
fosforilacdo ativa duas MAP quinases quinases, Mkk1 p e Mkk2 p, e estas também por processos de
fosforilacdo ativam a Mpkl p (uma MAP quinase). Um dos alvos desta via € o fator de transcricdo
que controla a sintese de Fks2 p que é uma subunidade do complexo glucano sintase, importante
componente para a sintese de parede celular em leveduras (Levin et cols., 1994).

Mutagdes em alguns dos componentes desta via resultam em lise das células, ja que ocorre
uma deficiéncia na construcdo da parede celular. A adig¢do de estabilizadores osmoéticos (sorbitol ou
NaCl) ao meio de cultura compensa este defeito permitindo a proliferacdo dos mutantes. Entretanto,

no mutante pkclA ocorre um maior comprometimento das células, sugerindo uma possivel



bifurcacido ao nivel de Pkcl p e que esta quinase provavelmente possui alguns outros alvos em

levedura (Levin et cols., 1994).

1.4- Mecanismo de acdo do Ca*™ em leveduras

Virios estudos t€ém demonstrado que a adicdo de glicose a uma cultura de leveduras esta
também diretamente ligada a homeostase de célcio, sendo importante para ativar vias que induzem a
captacdo, seqilestro e a liberacdo deste fon dos seus compartimentos intracelulares (Eilam &
Othman, 1990; Eilam et cols., 1990; Nakajima-Shimada et cols., 1991; Thevelein & Hohman, 1995
e Fu et cols., 2000). fons Ca™ presentes no interior de todas as células eucaridticas sdo importantes
mensageiros secunddrios na transdugdo de sinais bioldgicos. Em células de mamiferos, por
exemplo, a liberagdo de Ca™ a partir de estoques intracelulares através da abertura de canais
sensiveis a IP3 € requerida para a sinalizagdo de vdrios eventos celulares (Denis & Cyert, 2002).

Os mecanismos bdsicos presentes em células de mamiferos e em células de leveduras e
que estdo envolvidos na sinalizagdo de Ca™ sdo similares nos seguintes aspectos: a
concentragdo de Ca™ livre citosélico [Ca*]., é extremamente baixa, em torno de 50 - 200 nM
(Aiello et cols., 2002); glicose como indutor natural do influxo de Ca*™* (Eilam et cols., 1990);
expressao do mesmo repertério de moléculas sinalizadoras (calmodulina, proteinas quinases e
fosfatases dependentes de célcio e calmodulina) (Cunningham & Fink, 1994). No entanto, as
vias de sinalizagdo induzidas por este fon parecem ser diferenciadas nestes dois organismos.

Em leveduras, apesar da inexisténcia de receptores similares para IP; em seu genoma
(Goffeau et cols., 1996), varios componentes relacionados com a homeostase de Ca*™*
intracelular ja foram identificados, entre eles estao:

1) Vcexl p, um antiporter vacuolar H/ Ca™ de baixa afinidade que troca fons Ca™ presente no
citoplasma por fons H" presente no vactiolo;

2) Pmcl p, uma Ca™-ATPase de alta afinidade, requerida para a manutencdo de [Ca*"] através
do seqiiestro de fons Ca™ em excesso presente no citosol para dentro do vactolo;

3) Pmrl p, bomba de Ca™ localizada no Complexo de Golgi, apresenta a mesma fungio de

Pmclp;

4) Yvcl p, canal de Ca™ vacuolar que medeia a liberagdo de Ca™ para o citoplasma, mediante

estresse hiperosmético (Cunningham & Fink, 1994; Denis & Cyert, 2002) (Figura 1).



Além destes componentes acima, trabalhos recentes com células de S. cerevisiae
crescidas em glicose t€ém demonstrado uma relacio da resposta TECC — elevacao transitéria de
célcio citosélico, importante mensageiro secunddrio para diversas vias de transducio de sianis
- e o produto de hidrélise da fosfolipase C - Ins (1,4,5)P;, sendo que o cdlcio extracelular
parece ser o mediador da resposta TECC. Estes dados vem de encontro com a descoberta de
um transportador de Ca™" de alta afinidade (Cch1/Mid1), presente na membrana citoplasmdtica
de S. cerevisiae, que poderia ser o elo de ligacdo entre o influxo de cdlcio extracelular e a
resposta TECC em células de leveduras. O mecanismo de abertura deste canal de cédlcio em
células de leveduras parece ser voltagem-dependente (Tokes-Fusézi et cols., 2002). Além
disso, o complexo protéico Gpa2/Gprl/Plcl é essencial para a ocorréncia do evento TECC,
sendo também necessdria a fosforilacdo do agticar internalizado (Tisi et cols., 2002; Miseta et
cols., 2002).

Apesar de tais evidéncias, Kellermayer, et cols. (2004) demonstraram a importancia
das bombas e do canal de Ca™ presentes no vacuiolo € no Complexo de Golgi (Vex1, Pmcl e
Pmrl) para o controle da resposta TECC em células de S. cerevisiae submetidas a glicose,
sugerindo que além do célcio externo os estoques intracelulares deste fon sdo importantes
para o evento.

Desta maneira, ha muitas controvérsias sobre como ocorre o controle da homeostase do
Ca*™ em leveduras e, em particular, em células de S. cerevisiae, crescidas em glicose. De
acordo com os componentes jd estabelecidos para a homeostase de Ca™ e aqueles envolvidos
na ativacdo ATPdsica ja descritos na literatura, uma conexao pode ser sugerida ja que as vias

possuem muitos componentes em comum.
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Figura 1: Modelo do fluxo de Ca™" intracelular em células de leveduras. As setas inteiras indicam o
movimento de Ca** através das membranas catalisadas por bombas (Pmrl p e Pmc1 p) ou antiporter
H*/Ca** vacuolar (Vcx) e canais de Ca™ (Yvcl p) . As setas tracejadas representam o trafico de
proteinas mediadas por vesiculas secretérias. Vac, vactiolo; Mt, mitocdndria; Nuc, nicleo; CG,
Complexo de Golgi; VS, vesiculas secretdrias.

Fonte: Cunninghan, 1994.
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1.5 - H"-ATPase de membrana citoplasmatica da levedura Saccharomyces cerevisiae

1.5.1 - Estrutura da H"-ATPase.

A primeira purificagdo de uma ATPase de membrana citoplasmadtica de S. cerevisiae ativa

foi realizada ha quase 30 anos (Duffor & Goffeau, 1977). As principais informacdes descritas entdo

foram:

- pH 6timo em torno de 6,0 e totalmente especifica para ATP, com um Km préximo a ImM

para Mg-ATP;

.. .. 2 2 3 C .
- A atividade ATP4sica requer Mg * Mn~* ou Co”™* como cofatores enzimaticos, sendo o fon

2 . .
Mg~ 0 mais efetivo;

- Inibidores competitivos: antibidtico Dio-9, suloctidil ou miconazol, inibidores ndo

competitivos como vanadato ou diciclohexilcarbodiamida (DCCD), e inibidores irreversiveis

como p- hidroximercuriobenzoato;

- Apenas uma subunidade de aproximadamente 100 KDa ancorada na membrana

citoplasmatica.

Apés a descoberta de uma ATPase de membrana citoplasmdtica em S. cerevisiae, muitos
estudos foram intensificados com o objetivo de se elucidar a estrutura e funcdo desta enzima
crucial para o metabolismo da levedura.

Através de experimentos de reconstituicdo em lipossomos, demonstrou-se que a
ATPase é uma bomba de préton dependente de ATP; além disto, estudos paralelos com o
foésforo radioativo mostraram a formagdo de uma ligacdo intermedidria beta-aspartil-fosfato
como parte essencial do ciclo de reacdo. Estas duas caracteristicas, acompanhadas por
sensibilidade a concentra¢des micromolares de ortovanadato inorginico, classificaram a H*-
ATPase de membrana citoplasmdtica de fungos no grupo das ATPases-tipo P (Malpartida &

Serrano, 1980; Bowman et cols., 1981)

As ATPases tipo P sdo fosforiladas em um residuo de aspartato na posicdo 378 em uma

seqiiéncia invaridvel DKTGT. Estas enzimas tém sido identificadas em quase todos os organismos

estudados e possuem uma variedade de substratos como K*, H*, Na*, Mg*, Ca®, Cu®™*, Cd** e

fosfolipideos. Também apresentam dominios altamente conservados, sendo que estas regides estdao

envolvidas na comunicacio entre a hidrélise do ATP e mudanga conformacional da enzima, ligacdo

dos cofatores e ligacdo do ATP (Axelsen & Palmgren, 1998). Além disso, estudos da estrutura
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secunddria e de cristalizagdo protéica sugerem uma estrutura consenso com dois amplos dominios
hidrofilicos e 10 segmentos transmembranares em todas as ATPases tipo P. Os dominios N-teminal
e C-terminal estio localizados no lado citosélico da membrana citoplasmética (Scarborough, 2003)
(Figura 2).

Geneticamente bem caracterizadas, as H'-ATPases de S. cerevisiae e de
Schizosacharomyces pombe sdo codificadas pelo gene PMAI (Serrano et cols., 1986). Um segundo
gene, PMA2, codificando para a H*-ATPase € mostrando alta homologia com PMAI, estd presente
em ambos 0s microrganismos, no entanto, a Pma2 p € expressa em niveis muito baixos e sua funcdo

fisiolégica ainda ndo estd bem estabelecida (Portillo, 2000).

1.5.2 — Fungdo da H'-ATPase de membrana citoplasmdtica

A funcionalidade e as propriedades particulares desta enzima podem ser apresentadas da
seguinte maneira: uma bomba de prétons que tem como fun¢do bdsica criar um gradiente
eletroquimico; importante para a captacdo de nutrientes e regulagdo do pH intracelular (Dufour &
Goffeau, 1980).

Além disso, apresenta varios dominios funcionais: na regido N-terminal temos o dominio de
atividade fosfatdsica; o dominio de fosforilacdo, que a difere das ATPases presentes no vacuiolo
(ATPases-V) e nas mitocdndrias (ATPases-F), pois contém um residuo de aspartato presente na
posicdo 378 que é fosforilado durante a catilise; o dominio de ligagdo do ATP e de atividade
quinase e o dominio regulatério na regido C-terminal (Serrano & Portillo, 1990).

Um grande avanco no estudo desta enzima foi aferido quando genes PMAI que codificam
para as H*-ATPases de leveduras e de Neurospora crassa foram clonados e suas segiiéncias de
aminoacidos deduzidas foram comparadas com as Ca**-ATPases de reticulo sarcoplasmatico e com
as Na*, K*-ATPases de membrana citoplasmatica de células renais (Serrano et cols., 1986; Hager et
cols.,1986; Addison, 1986). Analisando estas seqiiéncias, observou-se que todas as enzimas
apresentavam um modelo topolégico comum. A regido central estende-se dentro do citoplasma e
contém motivos altamente conservados para a ligacio do ATP e para a fosforilagdo (Ambesi et
cols., 1999). Uma evidéncia incisiva destes dados veio de trabalhos desenvolvidos por Ogawa et
cols. (2000), que cristalizaram a Ca®*-ATPase de reticulo sarcoplasmédtico de coelho. As imagens

cristalograficas mostraram que a enzima possui um largo “capacete” citoplasmatico conectado a
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regido transmembranar por um curto segmento e que o ‘“‘capacete” parece dividir o dominio de
ligacdo do

célcio na membrana. Além disso, esta técnica mostrou a estrutura da bomba de célcio presente no
reticulo sarcoplasmadtico com dois fons célcio ligados aos sitios transmembranares com 2,6 A° de
resolucdo. A estrutura cristalina da Ca®*-ATPase de reticulo confirmou a topologia geral das

ATPases tipo P.
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Figura 2: Modelo topolégico da H-ATPase de membrana plasmética de fungos. Residuos marcados em
azul estdo presentes nas ATPases PMAI e PMA2 de S. cerevisiae. M1-M10: sdo as extensdes segmentares
ao longo da membrana; P: representa o sitio de fosforilagdo;ATP: mostra o sitio de ligacdio do ATP na

enzima.
Fonte: Ambesi, (1999).

_ { Excluido: 7
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A nivel transcricional, a ativacdo da H*-ATPase de membrana citoplasmatica de S.
cerevisiae ocorre através do aumento da sintese de mRNA de PMAI, através de um mecanismo
controlado por glicose (Rao et cols., 1993).

Capieaux et cols. (1989), demonstraram duas seqiiéncias que antecedem o gene PMAI,
denominadas UAS1pya; € UAS2py4;, 0s quais sdo requeridos para a expressdo de PMAI. Essas
duas regides compartilham nove pares de bases repetidas, a qual é homé6loga a UASgps, uma
seqiiéncia consenso que controla a expressdo de vdrios genes que codificam para proteinas
ribosssomais (Leer et cols., 1985; Huet et cols., 1985). A transcri¢do destes genes € regulada por um
fator de ligagdo ao DNA, chamado TUF/RAP1/GRF1, o qual ja foi demonstrado também se ligar as
regides UAS1 e UAS2 de PMAI (Capieaux et cols., 1989). O fator de ligacdo ao DNA (TUF) possui
um papel secundario relacionado ao controle de genes envolvidos no crescimento celular, incluindo
transcricdo, traducdo, glicdlise, transporte e diferenciag@o celular. O sinal desencadeador para ativar
este fator parece ser a glicose (Rao et cols., 1993).

A ativacdo transcricional induzida por glicose de vdrios genes para proteinas ribossomais
(Herruer et cols., 1987) e a enzima glicolitica enolase (Cohen et cols., 1987; Machida et cols.,
1988), sdo mediadas pela seqiiéncia consenso UASgps. Com isso, é possivel sustentar a hipdtese
que a regulagio da expressdo da H'-ATPase induzida por glicose é mediada pelo fator de ligagio ao
DNA, Tuf p, o qual é modulado positivamente pelo agucar internalizado e fosforilado (Rao et cols.,
1993). Este fator, uma vez ativado pela presenca da glicose internalizada e fosforilada, parece
adquirir a capacidade de se ligar a regido UAS, que entdo promove o aumento da transcricdo génica
e conseqiientemente o aumento da sintese protéica. A H-ATPase, assim produzida é direcionada a
membrana citoplasmética da levedura pelo Complexo de Golgi (Figura 3). Além disso, Garcia-
Arranz et cols., (1994), isolaram e caracterizaram um gene, APAI, que controla a expressdo de
PMAI, de maneira independente da regulacio ja4 descrita para o fator transcricional
TUF/RAP1/GRF1, possivelmente, atuando em uma via de sinalizag@o por glicose, ja que delecdes
nesse gene afetam drasticamente a expressdo de genes induzidos por glicose (PMAI), bem como
genes reprimidos por glicose (SNF3, HXT3). A funcdo detalhada do produto génico, APAI, ainda é
desconhecida, contudo, a regulacdo da expressio da H'-ATPase por glicose é mais uma vez
fortalecida com a descoberta desse gene. Goossens et cols., (2000) descreveram um fator de

transcrigdo - GIn3 - que seria responsavel pelo aumento da expressdo da H*-ATPase sob condi¢des
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de jejum por nitrogénio. Esta proteina, GIn3, pertence a familia de fatores com motivos dedos de

zinco e se liga a seqii€éncias GATAA tnicas.
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Figura 3: Modelo da regulagdo transcricional da H-ATPase de membrana citoplasmatica de
S. cerevisiae por glicose. HXTs — transportadores de glicose; Hxk1, Hxk2, GlkI - quinases
que fosforilam a glicose quando internalizada; MP-membrana citoplasmaética.

Fonte: Rao (1993).
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1.5.4- Regulagdo pds-transcricional da H -ATPase de membrana citoplasmdtica

A nivel pés-transcricional a ativagio da H-ATPase parece ocorrer através da eliminacio de
uma interagdo inibitdria da regido C-terminal da enzima com o seu sitio ativo. Em leveduras, a
atividade da H*-ATPase € regulada pelo estado fisioldgico da célula, aumentando sua atividade
durante o metabolismo em presenca de glicose e pH é4cido (Serrano, 1983), além de outros agentes
externos, como situagdes de estresse desencadeadas pela presenga de etanol (Sa-Correia &
Monteiro, 1997), presenca de 4cidos organicos (Viegas & Sa-Correia, 1991) e choque térmico
(Piper et cols., 1997) também sdo capazes de promover um aumento da atividade enzimadtica.

Dois mecanismos parecem estar envolvidos no processo de ativacdo pods-transcricional:
fosforilagdo direta da enzima (Chang & Slayman, 1991; Eraso & Portillo, 1994; Goossens et cols.,
2000) e/ou degradagdo proteolitica de uma proteina inibitdria hipotética do processo de ativacdo (de
la Fuente et cols., 1997).

Acredita-se que a ativag¢do por glicose poderia desencadear uma modificacdo da regido C-
terminal, liberando a inibi¢do, permitindo a enzima adotar uma conformagao ativa. Esta ativagdo é
mediada por fosforilagdo de residuos de serina e/ou treonina por intermédio de uma proteina quinase
cuja identidade € ainda desconhecida, embora diferentes sitios de fosforilagdo consenso para
diferentes quinases ja tenham sido descritos (Diffley, 1992; Portillo, 2000; Mason et cols., 1998).

Eraso & Portillo (1994) demonstraram que dois sitios de fosforilacdo envolvendo os residuos
de Serina 899 e Treonina 912, localizados na regido C-terminal, no dominio regulatério da enzima,
sdo essenciais para o decréscimo de Km e aumento de Vmax respectivamente, no processo de

ativagiio da H*-ATPase induzida por glicose (Figura 4).
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Figura 4: Modelo da regulagio pés-transcricional da H-ATPase de membrana citoplasmdtica, induzido por
glicose. A adi¢do de glicose desencadeia um processo de fosforilagdo dos residuos serina-899 e treonina-912
causando, respectivamente reducdo do K, por ATP e elevacdo do V., resultando em aumento da atividade
especifica da enzima.
Fonte: Portillo, 2000.
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1.6 - Possiveis vias envolvidas na ativacio da H'-ATPase de membrana citoplasmatica de S.

cerevisiae

1.6.1- Via Ras-adenilato ciclase

A via de sinalizacdo mediada pela Pka p parecia estar envolvida no processo de ativagdo da
H*-ATPase por glicose, uma vez que células submetidas a glicose mostram um aumento dos niveis
de AMPc, bem como uma elevagdo da atividade ATPésica. Nesse mecanismo, a adi¢do de glicose
promoveria a elevagdo dos niveis endégenos de AMPc, o que ativaria a proteina quinase A e esta
por fosforilagdo ativaria a H™-ATPase. Evidéncias favordveis a este mecanismo vieram de trabalhos
de Ulaszewski et cols. (1989) (Figura 5).

Entretanto, Becker dos Passos et cols., (1992) utilizando diversas cepas contendo mutagdes
na via Ras-Adenilato ciclase, demonstraram que a ativagdo da ATPase induzida por glicose ndo era
mediada pela proteina quinase AMPc dependente. Por outro lado, e baseado na existéncia na regido
C-terminal da ATPase de sitios consenso para fosforilacdo por caseina quinase I e proteina quinase
dependente de calcio e calmodulina, essas enzimas foram consideradas participantes no processo

regulatério (Kolarov et cols., 1988; Kemp & Pearson, 1990; Estrada et cols., 1996).
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Figura 5: Mecanismo hipotético de ativa¢do induzida por glicose da H'- ATPase de membrana
citoplasmdtica da levedura S. cerevisiae, via Proteina quinase dependente de AMPc (PKA).
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Considerando que glicose também estimula em células de leveduras o “turnover” do
fosfatidilinositol (Kaibuch et cols., 1986; Francescotti et cols., 1990 e Flick & Thorner, 1993),
Brandao et cols., (1994) decidiram estudar o possivel envolvimento deste processo na regulacio da
H*-ATPase. Assim, trabalhando com inibidores e ativadores da proteina quinase C, bem como
inibidores da proteina quinase dependente de Ca*™/ calmodulina e da fosfolipase C, foram
encontradas evidéncias sugerindo a existéncia de uma via de sinalizacdo semelhante a via
fosfatidilinositol de mamiferos com a provavel participacdo da Pkcl p na ativagdo induzida por
glicose da H'- ATPase de levedura. De fato, o envolvimento de fosfolipideos encontrados na
membrana citoplasmdtica controlando a atividade da ATPase foi descrito anteriormente por Patton
& Lester (1992).

Souza et cols. (2001) além de demonstrar a participagdo da proteina G Gpa2 p, do sensor de
alta afinidade de glicose Snf3 p e a necessidade da entrada e fosforilacdo da glicose no processo de
ativagdo da H'- ATPase, confirmaram ainda o envolvimento da proteina quinase C na via de
sinalizacdo que resulta na ativacdo da enzima, utilizando pela primeira vez cepas com mutacdes nos
genes da via PKC MAP quinase.

Curiosamente, a via que participa da homeostase do célcio apresenta muitas similaridades
com o mecanismo que regula a ativacio da H"-ATPase em células de leveduras. Embora nem todos
os componentes desta via tenham sido identificados, sabe-se que a presenca de glicose promove
uma elevacdo transitéria de célcio citos6lico (conhecido como resposta TECC), provavelmente
através da abertura de canais de Ca*™ presentes na membrana citoplasmatica (CCh1/Midl) e com o
subseqiiente influxo de Ca*™* extracelular. Para a ocorréncia deste evento também se faz necessdrio o
transporte e fosforilagdo da hexose, bem como a participagdo da fosfolipase C e da proteina G, Gpa2
p (Tisi et cols., 2001, Tokes-Fiizési et cols., 2002). Tudo isto sugere uma conexado entre estas duas
vias de sinalizacdo, e que, de alguma maneira, o metabolismo do célcio poderia ser o evento

integrativo envolvido na ativa¢io da H'-ATPase induzida por glicose.
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1.7 — Mecanismo proposto para a ativacio da H'-ATPase de membrana citoplasmatica

induzida por glicose

De acordo com todos os trabalhos relatados na literatura que procuram evidenciar o papel da
glicose no mecanismo de ativagio da H'-ATPase de membrana citoplasmética em células de S.
cerevisiae e baseando-se nos trabalhos desenvolvidos em nosso laboratério foi proposto o seguinte
modelo hipotético: Primeiramente a glicose seria internalizada e fosforilada o que geraria um sinal,
provavelmente relacionado a um balanco entre os niveis de glicose-1-P e glicose-6-P, que seria
detectado pelo dominio C-terminal do sensor de glicose Snf3 p. Esta proteina, uma vez estimulada
promoveria a inibi¢do da Ca*™-ATPase presente no vactiolo (Pmcl p) e conseqiientemente alteraria
os niveis de Ca’™ citosélico. Em paralelo, e atuando em uma via independente a Snf3 p, a protefna
Gpa2 p responderia a presenga do actcar fosforilado (glicose-6-P?) estimulando a ativacdo da
enzima Plcl. Esta enzima, uma vez ativada atuaria hidrolisando o Ptdn-4,5-P gerando DAG e IP;. O
inositol-1,4,5-trifosfato por sua vez atuaria sobre canais de cdlcio presentes na membrana
citoplasmadtica e/ou na membrana de organelas intracelulares, o que acarretaria uma elevacdo dos
niveis de cdlcio livre no citosol. Esta elevacdo seria resultado de dois mecanismos: um com o
envolvimento de Snf3 p e outro com o envolvimento de Gpa2 p. A presenga dos dois mensageiros
secunddrios, DAG e cdlcio, promoveria a ativagdo da proteina quinase C (Pkc1 p), culminando com

a ativagdo da H*-ATPase de membrana citoplasmética por glicose (Cardoso, 2006) (Figura 6).

24



GALKCTOSE

PG RZ l

PG aa

Figura 6: Modelo hipotético da ativacdo, induzida por carboidrato, da H*- ATPase de membrana
citoplasmética mediada por fons calcio, via Pkcl p.

Fonte: Trépia, 2006
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1.8 - Ativacdo da H"-ATPase por agentes despolarizantes

Trabalhos desenvolvidos por Ulaszewski et cols., (1989), demonstraram uma possivel
relagdo entre a ativagdo da via AMPc com a subseqiiente ativagio da H'-ATPase de membrana
citoplasmadtica de S. cerevisiae. Neste trabalho eles demonstraram que os mesmos indutores (glicose
ou acidificacdo intracelular) ativam tanto a via AMPc como a H'-ATPase de membrana
citoplasmatica.

Mais tarde, Becher dos Passos et cols. (1992) utilizando mutantes deficientes na via do
AMPc confirmaram que a adi¢do de agucares fermentdveis ou protonéforos em células de S.
cerevisiae causam uma elevacdo da atividade da H'-ATPase independente desta via. Os
protondforos apresentam a capacidade de despolarizar a membrana de uma célula quando sdo
submetidos a um meio 4cido tornando-se protonados. Neste estado, conseguem transitar liviemente
pela membrana citoplasmdtica da célula e uma vez internalizados e expostos a um meio mais
alcalino (interior da célula), liberam os fons H e acidificam o meio intracelular, acarretando assim a
despolariza¢do da membrana citoplasmadtica.

Em paralelo a estes achados, Brandao et cols. (1992) demonstraram que a adi¢do de glicose
ou agentes despolarizantes (DNP e/ou CCCP em pH 5,0) em células de Fusarium oxysporum var.
lini também promovem um aumento acentuado da atividade H'-ATP4sica, bem como um aumento
dos niveis intracelulares de AMPc. E neste caso, uma possivel relagdo do aumento dos niveis de
AMPc e o aumento da atividade ATPasica foi considerada, uma vez que, a presenca de um potente
inibidor (‘‘acridine orange’’) da sintese in vivo de AMPc levou a redug@o da atividade ATPésica.
Diante de tantas controvérsias e sabendo-se da dificuldade na produ¢do de mutantes para o fungo
Fusarium oxysporum var. lini e também aos intensos estudos que vem sendo realizados com o
processo de ativagdo da H'-ATPase induzida por glicose em S. cerevisiae, estamos trabalhando com
diferentes cepas mutantes de S. cerevisiae a fim de desvendar os mecanismos que levam a ativagdo
da H'-ATPase por agentes despolarizantes.

Além disso, Eilam et cols. (1990) demonstraram que a acidificacdo intracelular artificial
induzida pela exposi¢do a dcido isobutirico ou CCCP causa uma elevacdo no influxo de Ca*™ em
células de S. cerevisiae. Estes dados sdo coerentes com aqueles demonstrados com glicose, tornando
um importante ponto para a investigacdo do papel dos agentes despolarizantes no mecanismo de

ativagio da H*-ATPase e sua possivel conexdo com a via de sinalizagdo do Ca*™
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Por fim, o mecanismo de ativagio da H*-ATPase de membrana citoplasmatica por glicose é
mais complexo que aquele desencadeado por agentes despolarizantes, pois glicose é o principal
recurso energético dos seres vivos, e por isso afeta intimeras vias de sinalizacdo, dificultando assim,
a verdadeira compreensdo dos efeitos regulatérios do acticar sob uma via especifica. J4 os
compostos artificiais, como os agentes despolarizantes, apresentam um efeito mais direto, o que

possibilita uma grande vantagem no estudo de vias de sinalizag@o especificas.

27



Objetivos
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2.1 - Objetivo Geral

Examinar o processo de ativagio da H'- ATPase de membrana citoplasmatica por adi¢io de agentes

despolarizantes (CCCP), comparando-o com a ativa¢do induzida por glicose.

2.2 - Objetivos Especificos

a) Avaliar o envolvimento da Proteina Quinase C no mecanismo bioquimico de ativagio da H-

ATPase de membrana citoplasmatica de S. cerevisiae por agentes despolarizantes;

b) Verificar a participagdo do cdlcio extracelular e intracelular no processo de ativagio da H'-

ATPase induzida por agentes despolarizantes;

c) Estudar o processo de ativagio da H'-ATPase desencadeada por agentes despolarizantes

utilizando cepas mutantes em genes sabidamente envolvidos no processo de ativagdo por glicose.
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Materiais e Métodos
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3.1-Microrganismos utilizados nos experimentos

Em nossos experimentos foram utilizadas cepas com muta¢des em diferentes genes para a
determinacdo da atividade da enzima H'-ATPase desencadeada por agentes despolarizantes. A

tabela 1 mostra todas as cepas utilizadas nos experimentos

Tabela 1 - Cepas de Saccharomyces cerevisiae

Cepas Genotipo Procedéncia
W303 MATa leu2-3,112 ura3-1 trpl-1 his3-|Johan Thevelein, Laboratorium voor
11,15 ade2-1 canl-100|Moleculaire  Celbiologie, Katholieke
GAL mal SUC2 Universiteit Leuven, Belgium
LBCM 394 |W303-1A MATa gpa2::LEU Ieso de Miranda Castro, Laboratdrio de

Biologia Celular e Molecular,
Universidade Federal de Ouro Preto,

Brasil
YSH 850 W303-1A MATa pkc::HIS3 Stefan Hohmann, CMB/Microbiology,
Goteborg University, Sweden
3700 MATa ura 3-52 his 3-11,15 trp1 -A901 | Johan Thevelein, Laboratorium voor
ade2-101 Moleculaire Celbiologie, Katholieke
Universiteit Leuven, Belgium
3703 MATa ura 3-52 his 3-11,15 trpl -A901 |Johan Thevelein, Laboratorium voor
ade2-101 plcl::URA Moleculaire Celbiologie, Katholieke

Universiteit Leuven, Belgium

YM6217 MATa wura3-52 his3-200 ade2-101|Joab Trajano Silva, Laboratério de
lys2-801 trp1-903 leu2-3,112 tyrl-501 | Genética e Biologia Celular de
MET? Saccharomyces cerevisiae, Universidade
Federal do Rio de Janeiro, Brasil

YM6175 YM6217 MATa snf3::HIS3 Joab Trajano Silva, Laboratério de
Genética e Biologia Celular de
Saccharomyces cerevisiae, Universidade
Federal do Rio de Janeiro, Brasil

Sc252 MATa leu2-3,112 ura3-52 adel MEL | David Bedwel, Departament  of
(SJ21R) Microbiology, The  University of
Alabama at Birmingham, USA
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YDBO384 |Sc252 midl::LEU2

David Bedwel, Departament of
Microbiology, The  University of
Alabama at Birmingham, USA

PJ69-2a MATa trp-901 leu2-3, 112 ura3-52
his3-200 gal4A gal8OA LYS::GALI1-
HIS3 GAL2-ADE2 met2::GAL7-lacZ

Enzo Martegani, Dipartimento di
Biotecnologie e Bioscienze, Universita
degli Studi di Milano-Bicocca, Italy

PJ69-4a1 |PJ69-2a Arg82::KanMX2

Enzo Martegani, Dipartimento di
Biotecnologie e Bioscienze, Universita
degli Studi di Milano-Bicocca, Italy

LBCM 502 |PJ692aarg82: KanMX2plcl: :URA2

Fernanda Machado de  Carvalho,
Laboratério de Biologia Celular e
Molecular, Universidade Federal de
Ouro Preto, Brasil

BY4742 MATo his3A1 leu2A0 1is2A0 ura3A0

Colegdo de Cepas Euroscarf

YGLOO6w |BY4742 pmcl:: KanMX2

Coleg¢do de Cepas Euroscarf

YDL194w |BY4742 snf3::KanMX4

Colegao de Cepas Euroscarf

YMRI105¢ |BY4742 pgm?2::KanMX4

Coleg¢do de Cepas Euroscarf

YER020w |BY4742 gpa2::KanMX4

Coleg¢do de Cepas Euroscarf

YDR173¢ |BY4742 arg82::KanMX4

Colegdo de Cepas Euroscarf

YBR040w | BY4742 figl::Kan MX4

Colegdo de Cepas Euroscarf

3.2 - Meio de cultura e condicoes de crescimento

O meio de cultura utilizado foi o YP composto por extrato de levedura 1% (p/v), bacto-
peptona 2% (p/v), dgar 1,5% (meio s6lido — p/v), tanto no meio liquido como no meio sélido. Para a
cepa pkcl A, foi incluido ainda sorbitol 1M. As fontes de carbono utilizadas foram as seguintes:

glicose 2% (YPD), galactose 2% (YPGAL) ou glicerol 3% (YPGLY) que foram autoclavadas

separadamente e acrescentadas assepticamente ao meio em capela de fluxo laminar.

As células da levedura S. cerevisiae foram crescidas em dois tubos de ensaio contendo 4 ml

de meio de cultura YP glicose 2% com ou sem sorbitol 1M, durante 24 horas, a 28° C e sob agita¢do
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constante. Apds o intervalo de tempo necessario, o pré indculo foi transferido para um erlenmeyer
contendo 50 ml do mesmo meio por mais 24 horas e sob agitacdo, a 200 rpm em agitador New
Brunswick modelo G25. Em seguida, foram inoculadas em 1000 ml de meio de cultura YPGLY,
YPGAL ou YPD, a 28° C, sob agitacdo constante nas mesmas condi¢des ja descritas para o pré-

in6culo, por 24 ou 48 horas, dependendo da fonte de carbono utilizada.

3.3 - Atividade H*-ATP4sica

3.3.1 - Ativagdo “in vivo” e coleta de amostras

As células da levedura S. cerevisiae crescidas em meio YPGLY/YPD/YPGAL, foram
coletadas por centrifugacdo a 1000g, por cinco minutos e lavadas duas vezes em tampdo de
incubacdo (Mes 100mM pH 5,0 ajustado com Tris Base). Cerca de 3,0 g (peso uimido) dessas
células foram transferidas para erlenmeyers distintos, contendo 32 ml do tampao de incubagdo (um
para o experimento com CCCP e outro para o experimento controle com etanol). As células foram
incubadas em banho-maria a 30° C, sob agitacdo constante, por 10 minutos. Nos dois erlenmeyers
pré-incubados coletou-se em tempos diferentes uma primeira amostra de 5 ml da suspensdo de
células, sem a adi¢do de CCCP/Etanol (tempo 0). O etanol foi utilizado como controle, uma vez que,
serve como solvente para CCCP. As amostras foram filtradas a véacuo, sendo as células
acondicionadas em papel aluminio e imediatamente transferidas para nitrogénio liquido. Apds a
adi¢@o de 3 ml de CCCP (concentragdo final - 0,5 mM) no primeiro erlenmeyer e 3 ml de etanol no
segundo erlenmeyer, foram coletadas outras amostras correspondendo a 5ml da suspensdo, em
tempos pré-determinados (tempos 2, 5, 10 minutos). As massas celulares obtidas foram tratadas

como descrito acima.
3.3.2 — Coleta de amostras na presenga de agente quelante - EGTA

A uma suspensdo de células, preparadas como descrito no item anterior, adicionou-se EGTA
em uma concentra¢do final de 12 mM. Apds incubagdo por 5 minutos procedeu-se incubacdo com

0,5mM de CCCP (concentra¢do final) e a coleta das amostras a serem analisadas. Para os

experimentos com células incubadas com EGTA 12 mM e célcio 12 mM, preparou-se uma solugdo
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estoque de CaCl, 6 M, em tampao MES 100 mM, pH 5,0 ajustado com Tris Base e desta solug¢do

estoque foram retirados aliquotas correspondentes a uma concentragdo de 12mM de CaCl,

3.3.3 - Obtengdo das membranas citoplasmdticas

As amostras congeladas foram transferidas para tubos de ensaio (0,5 mm de diametro),
contendo 1,5 g de pérolas de vidro, 0,5 ml de tampdo de extragdo (Tris 0,1 M, EDTA 5 mM, B
mercaptoetanol 1mM, pH 8,0) e homogenizadas em vértex duas vezes por 90 segundos com
intervalos de resfriamento em gelo como descrito por Becher dos Passos et cols., (1992). Em
seguida, foi adicionado 1 ml de tamp@o de extracdo. E as amostras foram novamente homogenizadas
por 30 segundos. Desta forma uma boa parte das células foram rompidas, possibilitando assim o
isolamento de fracdes de membranas encontradas no organismo celular.

Para a separacdo das membranas citoplasmaticas de todo o restante de particulas
ressuspensas foi feito uma centrifuga¢do fracionada do homogenato: inicialmente, 1000g por 3
minutos, sendo o sobrenadante resultante centrifugado a 15000g por 30 minutos. O sedimento
obtido foi ressuspenso em Iml de tampéo glicerol (Glicerol 20 %, Tris 10 mM, EDTA 0,1 mM, B
mercaptoetanol 1 mM, pH 7,5).

Para a etapa seguinte fez-se um gradiente de sacarose em tubos de centrifuga apropriados
adicionando-se: 3 ml de sacarose 53,5% + 6 ml sacarose 43,5 %. O sedimento ressuspenso foi
colocado neste gradiente e centrifugado a 100000g por 2 horas. Sabe-se que a membrana
citoplasmatica da levedura fica retida na interface das duas fases de sacarose (Serrano, 1983). A
interface do gradiente foi coletada, sendo esta fracdo diluida em dgua Mili-Q a 4Ce homogenizada
em seguida. Esta nova suspensdo foi centrifugada a 100000g por 30 minutos. O sedimento final
obtido, contendo a membrana citoplasmadtica, foi ressuspenso em 300ul de tampdo glicerol, sendo

utilizado para determinacdo da atividade H*- ATP4sica (Becher dos Passos et cols., 1992).
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3.4 - Ensaio da atividade H*- ATP4sica

A determinacio da atividade H- ATPé4sica foi realizada da seguinte forma: as amostras
contendo fragcdes de membrana citoplasmatica relativas aos diferentes tempos de incubagdo foram
testadas com relagdo a atividade H'-ATP4sica, fazendo-se duplicatas para cada uma delas, um
controle correspondente a cada amostra, controle colorimétrico em triplicata para o substrato
(controle ATP) e um controle geral.

No controle geral foram adicionados todos os reagentes da reagdo, exceto as amostras € 0o
substrato da enzima (solucdo de ATP 25mM), nos controles correspondentes as amostras foram
adicionados todos os reagentes e as amostras relativas aos diferentes tempos de incubagdo, exceto o
substrato da reacdo — ATP, nos controles ATP foram adicionados todos os reagentes, exceto as
amostras e o ATP foi adicionado apés a interrup¢do da reacdo. Todos estes controles foram
necessdrios para otimizar a reacdo de atividade enzimdtica e também para evitar possiveis resultados
alterados por contaminagdo de Pi livre presente em produtos de limpeza utilizados para a lavagem
do material. Assim a reagdo iniciou pela pré incubacdo com o tampao de incubagdo (Hepes 50mM,
NaN; 10mM - que inibe a ATPase mitocondrial e molibidato de amo6nio SmM — que inibe fosfatases
dcidas , pH 6,5). Como ja foi descrito por Dufour & Goffeau, 1978, a atividade ATPasica requer
Mg?*, Mn** ou Co®* como cofatores enzimaticos, sendo o fon Mg** o mais efetivo, desta forma,
foram adicionados aos tubos, e em seguida finalmente foram adicionados 40 pl das amostras, nos
testes correspondentes e nos brancos das amostras.

Estas solugdes foram pré-incubadas a 30° C, em banho-maria por 5 minutos. Em seguida,
iniciou-se a reacdo pela adicdo de ATP 25 mM (concentragdo final 1 mM). Apés este periodo de
incubacdo a reacdo foi interrompida com 250 pl de 4cido tricloroacético 10% (TCA-p/v). E nos
tubos controles ATP foram adicionados 20ul de solu¢do ATP 25 mM. Cerca de 450 pl de
molibidato de amdénio 5 mM em HCI 0,8 N (Fixador do fosfato liberado durante a reacdo de
hidrélise de ATP e inibidor da atividade de fosfatases dcidas) foram adicionados em todos os tubos,
seguidos da adicdo de 50 pl de reativo de cor (preparado no momento de sua utilizacdo na reagdo
constituido de Ansa 2,5 mg, Na; S,0s 1,5g, Na, SO3; 50 mg, 10 ml de dgua milli-Q). As amostras
foram mantidas a temperatura ambiente por 30 minutos e, posteriormente realizada a leitura em
espectrofotometro (Beckman DU-68) a 710 nm (Becher dos Passos et al.,1992). Como padrio de
medida de PO, utilizou-se Naz;HPOQ,,
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A atividade especifica expressa em wmoles Pi/min./mg proteina foi calculada por meio da

seguinte equacio:

Abs. 710nm — a;| x4 X 6,25

Ativ.enz.especifica (umoles Pi min”' mg'l) = b, x 1000

Abs. 546nm — a,| x 20 x10

b,

Sendo que:

a)
b)
c)
d)

e)

g

h)

i)

)

Abs. 710nm = Valor da absorbancia relativa a hidrdlise de ATP.

a; = Intercepto da curva padrdo de fosfato.

b; = Inclinagdo da curva padrio de fosfato.

4 = Fator de correcdo (ug fosfato/ 250ul —» pg fosfato/ml) desde que proteina foi expressa
em mg/ml.

6,25 = Fator de diluicdo da amostra (40 pl da amostra diluidos para 250 pl final do tampao
de incubacio).

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

a, = Intercepto da curva padrao de proteinas.

b, = Inclinagdo da curva padrdo de proteinas.

20 =Fator de dilui¢do da amostra para dosagem de proteinas (20ul da amostra + 380 w1 de
agua).

10 = Tempo de reacdo.
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3.5 - Dosagem de proteina

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

cols., 1951), utilizando soro albumina bovina como padrao.

3.6- Medida de calcio citosoélico livre (sinal de calcio)

A concentragdo de célcio citosolico livre foi medida pelo uso do método Aequorina (Tisi et
cols., 2002). As cepas selvagem contendo o plasmideo pYX012-AEQ e plci A contendo o plasmideo
pYX012-kanMX4-AEQ, foram crescidas em meio rico (YP) suplementados com 2% de glicose
(YPD), até a fase exponencial (3-8 X 10° cels/ml). As células foram entdo coletadas, lavadas por
filtragdo e ressuspensas em tampdo Mes/Tris 0.1M pH 5,0. Apds incubacdo de duas horas, em
temperatura ambiente, as células foram tratadas com coelenterazina, um substrato do aequorina e
que compete com os fons célcio pelo sitio de ligacdo da aequorina como descrito por Tisi et cols.,
2002. Para medir a captagdo de célcio induzida por CCCP a luminescéncia da aequorina foi medida
no lumindmetro Berthold Lumat LB 9501/16 em intervalos de 10 s, por 1 min antes e por pelo
menos 6 min apds a adicdo de 0,5mM do agente despolarizante. Estes experimentos foram
realizados pelo Dr. Enzo Martegani e a Dra. Renata Tisi no Departamento de Biotecnologia e

Biociéncias da Universita degli Studi di Milano-Bicocca, em Milao, Italia.
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Resultados
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4.1 - Efeito dos agentes despolarizantes na ativacio da H'-ATPase de membrana

citoplasmatica de S. cerevisiae

As descobertas sobre o processo de ativagio da H'-ATPase induzida por glicose servem
como modelo para o estudo do processo de ativacdo desencadeado por agentes despolarizantes.
Assim, nosso trabalho visa compreender e comparar estes dois mecanismos de ativacdo da enzima
dando énfase aquele desencadeado pelos agentes despolarizantes.

O agente despolarizante utilizado nos experimentos é uma substancia solivel em etanol,
contudo ja foi demonstrado que o etanol pode agir como indutor da atividade ATP4sica. Sa-Correia
& Rosa (1990) demonstraram que células de S. cerevisiae cultivadas em etanol (3 a 10% v/v)
apresentam uma atividade ATPasica mais elevada que aquelas cultivadas na auséncia deste
composto. Este fendmeno também foi observado posteriormente por Sd-Correia & Monteiro (1997).
Em ambos os trabalhos as células foram crescidas na presenca de etanol, promovendo assim uma
ativacdo enzimdtica a nivel transcricional, ou seja, aumento da expressdo do gene PMAI. O etanol
utilizado em nossos experimentos foi adicionado pouco tempo antes da determinacdo da atividade
ATPésica, dessa maneira seu efeito a nivel transcricional pode ser ignorado. Mesmo assim,
experimentos controles foram realizados com o solvente etanol para demonstrar que este solvente
ndo t&m efeito sobre a atividade ATP4sica nas nossas condicdes de trabalho.

Para padronizar nossos experimentos, trabalhamos inicialmente com a cepa selvagem W303,
com a qual ja foi demonstrado uma acentuada ativagdo H™-ATP4sica induzida por glicose (Souza et
cols., 2001). A figura 7 demonstra uma ativagio de 130 % da enzima pelo agente despolarizante
utilizado (CCCP), ndo havendo alteragdo da atividade com a adicdo de etanol, sendo considerado o
tempo 0 (sem adi¢do do agente despolarizante ou etanol) como 100% de atividade enzimatica e os
tempos seguintes apds a adi¢do do indutor (2, 5, 10 min), relacionados ao aumento ou a permanéncia
da quantidade de fosfato livre na reagdo (indicativo da atividade enzimdtica). A partir desse ponto

iniciamos as andlises experimentais com cepas mutantes em diferentes genes.
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4.2 - Envolvimento da proteina quinase C na ativacio da H'-ATPase por agentes

despolarizantes

A atividade da H*-ATPase de leveduras é regulada por um grande nimero de fatores
ambientais, sendo a glicose o sinal externo mais intensamente investigado.

A necessidade de fosforilagdes em residuos de aminodcidos especificos (Ser/Thr) para a
atividade enzimdtica, ji estd bem consolidado na literatura, contudo, a identidade da proteina
quinase responsavel por este evento ainda € alvo de muitas controvérsias.

Em 1994, Brandao et cols. demonstraram um possivel envolvimento da proteina quinase C
na ativagio da H'-ATPase de membrana citoplasmdtica por glicose. Mais tarde, Souza et cols.
(2001) confirmaram o envolvimento de Pkc1p no processo de ativag@o desta enzima.

A fim de verificar se a Pkcl p também participa da ativacdo da H'-ATPase por agentes
despolarizantes, o processo de ativagdo ATPasica por CCCP foi estudado em cepas deletadas no
gene PKCI. Nossos resultados indicam uma participagio dessa quinase na ativagio da H-ATPase
por agentes despolarizantes e de uma maneira indireta reduz as possibilidades de uma possivel
conexdo entre a via de sinalizacdo AMPc e o processo de ativacdo ATP4sica por CCCP. Como pode
ser visto na figura 8 a adi¢do de CCCP ndo alterou a atividade enzimdtica na cepa pkcl4, enquanto

que a adi¢@o deste composto elevou em 130 % a atividade ATP4sica na cepa selvagem W303.

4.3 - Envolvimento da proteina Gpa2 na ativacio da H'-ATPase de membrana citoplasmatica

de S. cerevisiae por agentes despolarizantes

Como demonstrado por Kraahman et cols.,(1999) e Ansari et cols., (1999), a proteina
Gpa2 faz parte de um complexo protéico envolvendo o receptor Gprlp e a enzima Plcl p,
sendo que, possivelmente a Gpa2 p atua como proteina de integracdo do sinal intracelular
gerado pela glicose, estimulando a elevacdo dos niveis de AMPc através da adenilato ciclase.
Estudos prévios do nosso laboratério, demonstram a participacdo da proteina Gpa2 na
ativagio da H"-ATPase de S. cerevisiae por glicose (Souza et cols., 2001).

Sabendo-se que a proteina Gpa?2 esté relacionada com o aumento dos niveis de AMPc e
na ativagio da H'-ATPase por glicose, esta proteina se tornou primordial para estudos com
agentes despolarizantes, ji que Branddo et cols., (1992) demonstraram uma possivel relacdo

entre 0 aumento dos niveis de AMPc e a ativagdo da H'-ATPase induzida por agentes
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despolarizantes em células de Fusarium oxysporum var. lini. Na figura 9, estdo mostrados os
resultados obtidos nos experimentos com a cepa gpa2A. O resultado mostra, que
diferentemente do que ocorre com a ativacio por glicose, a proteina Gpa2 ndo estd envolvida
no processo de ativagdo desencadeado por agentes despolarizantes. Conforme pode ser visto a
adicdo de CCCP elevou em 170% (apds 5 minutos de adicdo do agente despolarizante) a
atividade enzimdtica no mutante gpa2A4, resultado similar aquele demonstrado para a cepa
selvagem. Os resultados obtidos, juntamente com aqueles demonstrados para o mutante pkcA
reforcam a inexisténcia de uma relacdo entre o aumento das niveis de AMPc e a ativacdo

ATPésica em células de S. cerevisiae por CCCP.
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Figura 7: Curva de tempo para atividade enzimatica da H"-ATPase de membrana
citoplasmadtica, antes e apds a adicdo do agente despolarizante-CCCP (0,5mM)/
Etanol 9% em cepas de S. cerevisiae selvagem (W 303). Neste experimento obteve-
se em média 0,084 umoles de PO4 /min/mg de proteina no nivel basal que foi
considerado 100% de atividade enzimatica (tempo 0).
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Figura 8: Curva de tempo para atividade enzimética da H*-ATPase de membrana
citoplasmadtica, antes e apds a adi¢do do agente despolarizante-CCCP (0,5mM)/Etanol
9% em cepas pkclA de S. cerevisiae, tendo como background genético a cepa W303.
Neste experimento obteve-se em média 0,054 umoles PO4” /min/mg de proteina como
nivel basal de atividade.
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Figura 9: Curva de tempo para atividade enzimdtica da H'-ATPase de membrana
citoplasmatica, antes e ap6s a adi¢do do agente despolarizante-CCCP (0,5mM)/Etanol 9%
em cepas gpa2A de S. cerevisiae, tendo como background genético a cepa W303. Neste
experimento obteve-se em média 0,044umoles PO4 ~ / min/mg (CCCP) e 0,042 umoles
PO4 /min/mg (Etanol) (gpa2A) de proteina como nivel basal de atividade.
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4.4 - Envolvimento da proteina Plcl na ativacio da H'-ATPase por agentes
despolarizantes

Como sugerido por Branddo et cols. (1994), a enzima Plcl p (fosfolipase C) presente na
membrana citoplasmdtica parece participar na ativagio da H-ATPase induzida por glicose, bem
como no “turnover” do fosfatidilinositol. Além disso, Cocetti et cols. (1998) demonstraram a
participacdo de Plcl p no mecanismo de ativacdo ATP4sica induzido por glicose.

A Plcl p encontra-se inserida na membrana citoplasmética ligada ao receptor protéico Gprl, que se
encontra acoplado a proteina Gpa2, formando um complexo protéico de membrana (Ansari et
cols.,1999). Para verificar se existe uma acdo conjunta desse complexo protéico
(Gpa2p/Gprlp/Plclp), testes experimentais com cepas mutantes no gene que codifica para a enzima
fosfolipase C (Plclp) foram realizados. Contrariamente ao que foi observado em relag@o a proteina
Gpa2, a protefna Plcl parece atuar na ativagdo da H'-ATPase por agentes despolarizantes, jd que no
mutante plcI4 ndo foi observado uma elevacdo da atividade enzimdtica pelo CCCP. A cepa
selvagem apresentou uma clara ativacdo da atividade ATPasica induzida pelo agente despolarizante
(Figura 10). Dessa forma, os resultados mostram que os componentes Gpa2 p e Plcl p do complexo
protéico de membrana ndo atuam de forma conjunta, mas que apenas Plcl p participa deste
processo. Experimentos com mutantes no gene que codifica para Gprl ndo foram realizados, uma
vez que, Souza et cols. (2001) nio observaram uma relagdo deste sensor e a atividade ATP4sica

induzida por glicose.

4.5 - O papel do Cilcio no processo de ativacio da H*-ATPase de membrana citoplasmatica

por agentes despolarizantes

Em 2002, Tisi et cols., demonstraram a participagdo da fosfolipase C (Plcl) no
aumento da concentragdo de cdlcio citosélico induzido por glicose em células de S. cerevisiae. Além
disso, evidenciaram a participa¢do do complexo protéico de membrana Gprl/Gpa2 e a necessidade
da glicose ser internalizada e fosforilada nesta via. Diferentemente das células de mamiferos, a
elevagdo transitoria de calcio em leveduras parece ser, principalmente, devido ao influxo de calcio
externo através de um canal de cdlcio presente na membrana citoplasmdtica denominado,
Cch1/Midl (Tokés-Fiizesi et cols, 2002). Contudo, muito pouco é conhecido sobre o mecanismo

que promove a sinalizac¢io do cdlcio em leveduras.
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De acordo com estes achados, foi colocada a possibilidade de uma conexdo entre a via que
ativa a H-ATPase e a via de sinaliza¢io do cdlcio, j4 que ambas as vias compartilham os mesmos
componentes até entdo estabelecidos. Para evidenciar esta possivel conexdo, investigamos se a
elevagdo transitéria de cdlcio citoplasmético é também induzida por CCCP em cepas selvagem e
plclA . Assim, trabalhando com o método aequorina-coelenterazina evidenciamos em nossos
resultados que de maneira similar aquela observada na medida da atividade especifica da H'-
ATPase, a sinalizagdo de Ca™ € induzida por CCCP na cepa selvagem WT-3700 e esta afetada na
cepa mutante plclA (Figura 11).

Além disso, buscando reforgar a hiptese que sugere a conexdo das vias de Ca™ com
a ativagdo ATP4sica, o efeito do agente quelante de Ca™ (EGTA) foi estudado. Os resultados
mostraram que a adi¢io de EGTA impediu o processo de ativagio por CCCP e que a adi¢do de Ca*"
restabeleceu o processo de ativagdo (figura 12). Estes dados sugerem uma provével relacdo entre a
disponibilidade de célcio extracelular € a ativagio da H'-ATPase de leveduras por agentes

despolarizantes.
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Figura 10: Curva de tempo para atividade enzimatica da H'-ATPase de membrana
citoplasmdtica, antes e apds a adicdo do agente despolarizante-CCCP
(0,5mM)/Etanol 9% em cepas plcl A de S. cerevisiae, tendo como background
genético a cepa WT 3700. Neste experimento obteve-se em média 0,061 pmoles
PO, ~ /min/mg (CCCP) e 0,055 pumoles PO, /min/mg (Etanol) (WT 3700) e 0,065
pmoles PO4 ~ / min/mg (CCCP) e 0,073 wmoles POs ~ /min/mg (Etanol) (plclA) de
proteina como nivel basal de atividade.
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Figura 11: Sinal de célcio induzido por CCCP em uma cepa selvagem (JT3700) e mutante (plclA).
DMSO - Solvente do agente despolarizante CCCP
RLU/s — Unidade Relativa de Luminescéncia por segundo
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Figura 12: Curva de tempo para atividade enzimética da H'-ATPase de membrana plasmética,

antes e ap6s a adicdo do agente despolarizante-CCCP (0,5mM)/Etanol 9% em cepas selvagem WT3700.
Efeito do agente quelante (EGTA-12mM). Neste experimento obteve-se em média 0,061 pmoles POy ~ /
CCCP e 0,055 pmoles PO, /Etanol (WT 3700) e 0,102 umoles PO, ~ /EGTA-CCCP e efeito do agente
quelante + Ca™. Neste experimento obteve-se em média 0,061 wmoles PO, ~/ CCCP e 0,055 umoles POy
/Efanol (WT 3700) e 0,087 umoles PO, /EGTA+ Ca™"-CCCP.
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4.6 — Envolvimento de canal de Calcio de alta afinidade Mid1 p na ativacio da H'-ATPase por

agentes despolarizantes

De acordo com os resultados obtidos utilizando o agente quelante EGTA, e baseando-se em
dados da literatura que relatam a necessidade da presenca de um canal de cdlcio de alta afinidade,
denominado Cch1/Midl, para a ocorréncia de uma elevagdo transitéria de calcio citosélico (TECC)
na presencga de glicose em células de S. cerevisiae (Tokés-Fiizesi et cols., 2002), o papel de Mid1 no
processo de ativagdo ATPésica por CCCP foi investigado. Além disso, hd evidéncias de que este
canal de célcio (Mid1/Cchl) é voltagem-dependente, o que refor¢ca a necessidade de investigagcdes
do papel deste componente no processo de ativacdo enzimdtica, pois o CCCP causa uma
despolariza¢do da membrana e possivelmente interfere no mecanismo de abertura e/ou fechamento
deste canal (lida et cols. 1990b; Locke et cols. 2000). Para tal, experimentos com o mutante mid/4
foram realizados. O resultado apresentado na figura 13 sugere que diferentemente do esperado o
canal de célcio de alta afinidade, Midl p, possui um papel apenas parcial no processo de ativacio
H-ATP4sica induzida por agentes despolarizantes, portanto a adi¢io de CCCP deve ocasionar
outros eventos de sinalizagio de Ca*™ em S. cerevisiae, provavelmente a mobilizacdo de Ca*™" a

partir de reservatdrios internos ou através de outros canais presentes na membrana da levedura .

4.7 - Envolvimento do canal de Calcio externo de baixa afinidade, Fig 1 p, na ativacio da H*-
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Figura 14: Curva de tempo para atividade enzimética da H'-ATPase de membrana
citoplasmadtica, antes e apds a adicdo do agente despolarizante-CCCP (0,5mM)/Etanol
9% em cepas figlA de S. cerevisiae, tendo como background genético a cepa BY4742.
Neste experimento obteve-se em média 0,035 umoles PO4 ™ /min/mg (CCCP) (BY4742)
de proteina como nivel basal de atividade e 0,155 umoles PO4 = / min/mg (CCCP)
(fig1 A) de proteina como nivel basal de atividade.

4.8 - Participacio do Inositol-3,4,5-Fosfato na ativacio da H'-ATPase por agentes

despolarizantes
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Ja que os resultados obtidos anteriormente, ndo permitiram eliminar totalmente a hipdtese do
envolvimento do Ca™ endégeno no mecanismo de ativacdo ATP4sica por agentes despolarizantes,
uma vez que, a participagio do Ca™ extracelular neste mecanismo mostrou-se controverso quando
analisamos os resultados obtidos com o EGTA (figura 12) e os obtidos com a cepa midiA e figl A
(figuras 13, 14), decidimos averiguar a possibilidade do célcio endégeno ser importante para a
ativagcdo ATPasica induzida por CCCP.

Em 2003, Tisi et cols. demonstraram a importancia do IP; no aumento de célcio citosélico
em células de leveduras expostas a glicose. Além disso, demonstraram que o IP; formado a partir da
hidrdlise do Ptd-4,5-P, sofre um processo de fosforilagdes sucessivas por uma quinase denominada
Arg82 p. Esta enzima converte IP; em IP4 e IPs uma outra quinase, Ipk1, fosforila IPs em IPs, que é
o produto final da metabolizacdo de IP;. Estes pesquisadores evidenciaram que no mutante arg824
hd acimulo de IP; e ainda um aumento da concentracio de cdlcio no citosol da célula.
Concomitantemente, observaram que o acimulo de IP; foi totalmente abolido em células plclA.

A partir desses dados, e na tentativa de elucidar um possivel papel de IP; na ativagio da H*-
ATPase por agentes despolarizantes, foram realizados experimentos com a cepa arg82 A e
arg82A/plcIA. Nossos resultados sugerem uma participagdo do IP; no processo de ativagdo da H-
ATPase, j4 que o acimulo deste composto na célula acentua a atividade enzimadtica quando
comparado com a cepa selvagem correspondente (arg82 A).e na auséncia da enzima capaz de formar

IP3 a atividade enzimatica foi drasticamente reduzida (Figura 15).

4.9 - Participacio da bomba de cilcio vacuolar, Pmcl p, na ativacio da H'-ATPase de

membrana citoplasmatica por agentes despolarizantes

Leveduras apresentam bombas e canais de Ca™, principalmente na membrana vacuolar, os
quais mantém os niveis de Ca™" citosélico em concentragdes adequadas para a manuten¢do da
homeostase celular. Entre essas bombas tem-se a Ca™-ATPase, denominada Pmc1p, que transporta
Cilcio excedente no citosol para dentro do vaciolo (Cunningham & Fink, 1994).

De acordo com nossos resultados anteriores, que denotam uma possivel relacdo entre o
aumento dos niveis de Ca*™ citosdlico e a atividade enzimatica, via Ca*" enddgeno e Ca*"

extracelular, também foram realizados experimentos com a cepa pmcl A, tendo sido verificado um
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aumento significativo na atividade ATPésica (Figura 16). Os resultados novamente sugerem uma

relacdo entre a homeostase de Ca™ e a ativacio ATP4sica por agentes despolarizantes.
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Figura 15: Curva de tempo para atividade enzimatica da H'-ATPase de membrana
citoplasmadtica, antes e apds a adi¢cdo do agente despolarizante-CCCP (0,5mM)/Etanol
9% em cepas arg824 e arg82A/plclA de S. cerevisiae, tendo como background
genético a cepa PJ692a. Neste experimento obteve-se em média 0,0 685 pmoles PO, "
/ min/mg (CCCP) e 0,106 umoles PO4 "/ min/mg (etanol) (PJ69-

2 a), 0,009 umoles PO, ~ / min/mg (CCCP) e 0,0094 umoles PO4 " / min/mg (etanol)
(arg824) e 0,069 umoles PO, ~ / min/mg (CCCP) (arg82A/plclA) de proteina como
nivel basal de atividade.
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Figura 16: Curva de tempo para atividade enzimatica da H'-ATPase de membrana
citoplasmadtica, antes e apds a adicdo do agente despolarizante-CCCP (0,5mM)/Etanol
9% em cepas pmclA de S. cerevisiae, tendo como background genético a cepa
BY4742. Neste experimento obteve-se em média 0,033 pmoles PO4 ~/ min/mg (CCCP)
(pmclA) de proteina como nivel basal de atividade.
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4.10 — Envolvimento da enzima fosfoglucomutase, Pem2 p, na ativacio da H*-ATPase por

agentes despolarizantes

Como os nossos resultados anteriores demonstram uma provavel participagdo do Ca™
intracelular na ativagio da H'-ATPase por CCCP, e baseando-se em trabalhos recentes da literatura
(Aiello et cols., 2004), experimentos com um mutante no gene que codifica para a enzima
fosfoglucomutase (Pgm p) foram realizados.

Saccharomyces cerevisae possui dois genes que codificam para a enzima fosfoglucomutase
(Pgm p), a qual interconverte Glc-1-P e Glc-6-P. O gene PGM?2 codifica a isoforma responsdvel por
aproximadamente 90% da atividade de fosfoglucomutase em células crescidas em galactose,
enquanto o produto do gene PGMI possui cerca de 10% da atividade. A dire¢do do fluxo
metabdlico, ou seja, a producdo de Glc-1-P ou Glc-6-P ¢ diretamente dependente da fonte de
carbono utilizada para o crescimento (Aiello et cols., 2004). Quando glicose € utilizada como fonte
de carbono, um baixo nivel de atividade de fosfoglucomutase é requerida para manter os niveis de
Glc-1-P utilizado como substrato na sintese de derivados nucleotideos como UDP-glicose. Esta
UDP-glicose é necessdria para reacdes anabdlicas como sintese de glicogénio e biossintese da
parede celular. No entanto, um alto nivel de atividade de fosfoglucomutase é requerida durante o
crescimento em meio contendo galactose como fonte de carbono para possibilitar a formacdo de
Glc-6-P e sua utilizagdo na vias glicolitica e pentose fosfato. Consistente com a idéia de uma grande
necessidade do fluxo metabdlico de Glc-1-P a Glc-6-P, um mutante pgm2A4 acumula altos niveis de
Glc-1-P quando crescida em meio contendo galactose como tnica fonte de carbono (Fu et cols.,
2000). Além disso tem sido demonstrado que este alto nivel de Glc-1-P é acompanhado por uma alta
taxa de entrada e acumulacdo de Ca™, sugerindo um possivel elo de ligagdo entre os metabélitos de
glicose e a homeostase de Ca*™" em leveduras.

Por outro lado, Aiello et cols., (2004) verificaram uma provavel conexa@o entre as alteracdes
na homeostase de Ca™ observadas em células pgm2A crescidas em galactose e a atividade da Ca*'-
ATPase de vactolo, Pmcl p. De acordo com esses autores, Glc-1-P de maneira indireta estaria
alterando a expressdo génica e a atividade de Pmc1 p. Dessa forma como observamos um aumento
da atividade ATP4sica no mutante pmclA (Figura 16) decidimos verificar a possivel relagdo de Glc-
1-P na atividade da H'-ATPase induzida por agentes despolarizantes. Para tanto, cepas mutantes no

gene que codifica para Pgm?2 p foram crescidas em meio contendo galactose como tnica fonte de
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carbono. Os resultados sugerem que os metabdlitos de glicose Glc-1-P ndo possuem relagdo com a
atividade ATPésica induzida por CCCP (Figura 17). Esses dados permitem a coloca¢do de uma
hipétese pela qual o mecanismo de ativacdo ATPdsica por agentes despolarizantes ocorra
principalmente por uma via Unica (via enzima fosfolipase C) e que, vias paralelas que também
promovem elevagio do Ca™ citoplasmatico e subsequente ativagdo ATPésica por glicose ndo sdo
estimuladas quando CCCP ¢ utilizado como indutor da atividade H'-ATPasica. Os resultados
sugerem ainda que o indutor utilizado (CCCP), sendo um produto ndo metabolizado pelas células de
leveduras, promoveria elevagdes nos niveis de IP3, que acentuam a concentracio de Ca** citosélico,
através do influxo de Ca™ extracelular e/ou de sua mobilizagdo de reservatérios endégenos. Assim,
o aumento na [Ca™"] promovido pelo agente despolarizante € suficiente para desencadear o

processo de ativacdo ATPasica.

4.11 - Envolvimento do sensor de glicose, Snf3 p, no mecanismo de ativacio da H'-ATPase por

agentes despolarizantes

De acordo com os resultados anteriores e baseando-se em dados da literatura que
demonstram a importincia da cauda C-terminal do sensor de glicose, Snf3 p, na detec¢@o dos niveis
de Glc-6-P (metabdlito de glicose) (Dlugai et cols., 2001), bem como a importancia de Snf3 no
mecanismo de ativacdo ATPdsica por glicose (Souza et cols., 2001), foi proposto em nosso
laboratério uma possivel relagdo de Snf3 p na deteccdo dos niveis de Glc-1-P/Glc-6-P nas células de
leveduras crescidas em fontes de carbono que possuem como produto do metabolismo Glc-1-P e/ou
Glc-6-P (galactose/glicose). Por outro lado, Aiello et cols., (2004) sugeriram que Glc-1-P de
maneira indireta altera a expressdo génica ou a atividade de Pmc1 p. De acordo com esses autores
uma proteina ou outro metabdlito parece ser necessdrio na geracdo da resposta promovida pelo
aumento dos niveis de Glc-1-P na célula. Assim, de acordo com resultados obtidos anteriormente
em nosso laboratdrio, experimentos com o mutante snf34 foram realizados. Os resultados obtidos
demonstram uma possivel interferéncia deste sensor no mecanismo de ativagdo da H*-ATPase por
agentes despolarizantes, j4 que o mutante apresentou uma elevacdo da atividade enzimdtica em
torno de 150% e o selvagem correspondente apresentou uma elevacio da atividade em torno de

250%.
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De acordo com esse resultado acreditamos que a auséncia do provével inibidor da bomba de
Ca™, Pmc1 p, promove uma alteracio profunda na homeostase de Ca™ e que mesmo a presenca de
um potente indutor da atividade ATPd4sica ndo foi capaz de promover uma sinalizagio de Ca*™

satisfatéria para desencadear a ativagdo completa da H-ATPase (Figura 18).
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Figura 17: Curva de tempo para atividade enzimética da H-ATPase de membrana
citoplasmadtica, antes e apds a adicdo do agente despolarizante-CCCP (0,5mM)/Etanol
9% em cepas pgm2A de S. cerevisiae, tendo como background genético a cepa
BY4742. Neste experimento obteve-se em média 0,025 pmoles PO, " /min/mg (CCCP)
(BY4742) de proteina como nivel basal de atividade, 0,017 pmoles PO4 ~ / min/mg
(CCCP) (pgm2A4) de proteina como nivel basal de atividade.
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Figura 18: Curva de tempo para atividade enzimdtica da H'-ATPase de membrana
plasmadtica, antes e apds a adicdo do agente despolarizante-CCCP (0,5mM)/Etanol 9%
em cepas snf34 de S. cerevisiae, tendo como background genético a cepa BY4742.
Neste experimento obteve-se em média 0,035 umoles PO, ~ / CCCP (BY4742), 0,061
wmoles PO4 ~/ CCCP (snf3A4).
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412 - A ativacio da H'-ATPase de membrana citoplasmatica induzida por agentes

despolarizantes ocorre através de uma via tnica

Delineando todas os componentes estudados no mecanismo de ativagio da H*-ATPase por
CCCP e comparando com os componentes ja estabelecidos no processo de ativagdo por glicose,
sugerimos uma via Unica, mais simplificada, quando o indutor utilizado é um agente despolarizante.
Esta hipdtese, vem de encontro, com as observacdes feitas sobre a capacidade de ativacdo ATPdsica
por CCCP. Em todos os experimentos realizados neste trabalho, verificamos uma atividade
enzimdtica sempre inferior aquela observada quando glicose € utilizada como indutor do
mecanismo. Para uma comparacdo dois graficos do mesmo background genético, sendo um
induzido por glicose e o outro induzido por CCCP é mostrado na figura 19.

Além disso, para verificar esta hipétese, realizamos experimentos com os dois indutores
(glicose/CCCP — CCCP/glicose), sendo que a figura 20 mostra no painel A, a atividade ATP4sica
induzida por CCCP ( tempos 2 € 5 minutos) e apds 5 minutos adicionamos glicose e medimos a
atividade nos tempos 7, 10 e 15 minutos. No painel B temos o mesmo experimento feito nas mesmas
condicdes s6 que adicionando primeiramente a glicose e apds 5 minutos o CCCP. Os resultados
mostram um aumento significativo da atividade ATPdasica quando glicose foi colocada depois do
agente despolarizante (Figura 20). Esse resultado refor¢a a proposta de uma via tnica na ativagdo
ATPasica por CCCP e uma via dupla para a ativagdo por glicose como sugerido por Trépia et cols.

2006.
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Figura 19: Comparag¢do de diferentes agentes indutores ( CCCP-0,5mM e Glicose-100mM) da
atividade H'-ATP4sica no mesmo background genético (BY4742).
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Figura 20: Perfil de ativagdo da H-ATPase na cepa selvagem BY4742

Painel A: Atividade enzimatica inicialmente induzida por CCCP e em seguida sob acdo de

Painel B: Atividade enzimadtica inicialmente induzida por glicose e em seguida sob acdo de CCCP
(tempo 5 min).
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Discussao
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Os resultados apresentados neste trabalho representam uma contribuicio para o
entendimento do mecanismo de ativacdo pos-transcricional da H'-ATPase de membrana
citoplasmadtica em células de S. cerevisiae expostas a presenca de agentes despolarizantes.

Trabalhando com cepas selvagens (W303), demonstramos uma clara ativagio da H*-ATPase
desencadeada pelo agente despolarizante (CCCP), bem como a neutralidade do solvente utilizado
(etanol) nesta ativacdo, pelo menos no periodo de tempo utilizado nos experimentos. S Correia &
Monteiro (1997) indicaram que o dominio regulatério C-terminal da H™-ATPase de membrana
citoplasmadtica de S. cerevisiae estaria envolvido na ativacido enzimdtica induzida por etanol. No
entanto, esta ativagdo foi observada em células cultivadas em presenca de etanol e sob condicdes
aonde a concentragdo de etanol chegava a 6% (v/v). Em nossos experimentos, o etanol foi utilizado
como solvente do agente despolarizante por um periodo de tempo consideravelmente pequeno (10
minutos); assim mesmo sendo o etanol uma substincia capaz de aumentar a atividade da H*-ATPase
a nivel transcricional, ndo foi observado um aumento da atividade ATPasica, provavelmente devido
ao curto periodo de exposi¢do das células ao etanol.

Como a H'-ATPase é uma das mais importantes e abundantes proteinas de membrana
citoplasmadtica da levedura S. cerevisiae, o seu funcionamento e o seu mecanismo de ativagdo t&€m
sido estudados por diversos grupos. O nosso grupo focaliza seus estudos sobre o mecanismo
regulatdrio desta enzima. Neste contexto trabalhos foram realizados (Brandao et cols. 1992, Becher
dos Passos et cols. 1992, Brandao et cols.1994, Coccetti et cols. 1998, Souza et cols. 2001) tentando
identificar ndo somente a via de sinalizacdo envolvida, como também identificar uma proteina
quinase direta ou indiretamente envolvida na regulacdo desta atividade.

A proteina quinase C (Pkcl p) tem como principal alvo de ativa¢do a cascata MAP quinase
que consiste de Bckl p (MAPKKK), Mkkl p e Mkk2 p, duas redundantes MAPKKs e a MAPK,
Mpkl p (Hohmann & Mager, 1997). No entanto, sabe-se que alguns eventos de sinalizacdo
requerem Pkcl p, incluindo repressdo da sintese de ribossomos (Nanduri et cols. 1999), realocacdo
transiente de muitas protefnas do citoplasma durante condi¢des de choque hipertonico (Nanduri &
Tartakoff, 2001) ou méaxima atividade da N-glicolisacdo (Park & Lennarz, 2000). Todos estes
eventos ndo requerem a via MAP quinase (Perez & Calonge, 2002). Além disso, o fenétipo mutante
do gene PKCI é mais severo que os mutantes da via MAP quinase. Assim, este evento € consistente
com a idéia da existéncia de uma bifurcacio depois de Pkcl p, sugerindo que esta proteina quinase

possui vérias fun¢des importantes em leveduras (Levin et cols., 1994).
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Em estudos prévios, Branddo et cols., (1994) demonstraram o envolvimento da Pkcl p na
ativacdo da ATPase induzida por glicose. Além disso, Souza et cols., (2001) confirmaram o
envolvimento da Pkcl p na ativagio da H'-ATPase induzida por glicose e ainda demonstraram que a
via MAP quinase nfo estd envolvida nessa ativacdo, sugerindo, desta forma, uma bifurcacdo depois
da Pkcl p, e que esta seria, possivelmente, a quinase envolvida na regulacdo da atividade ATP4sica.
Como efeito comparativo também estudamos a relagio da Pkcl p na ativagio da H'-ATPase
desencadeada por agentes despolarizantes; desta forma, os nossos dados permitem inferir uma
provavel participagdo da Pkcl p na ativagdo ATPdsica também desencadeada por agentes
despolarizantes, pois cepas pkcl A nao apresentaram uma ativacdo ATPasica induzida por este tipo
de substancia.

De acordo com esses resultados, e na tentativa de identificar outros componentes envolvidos
no mecanismo de ativagdo da H'-ATPase por agentes despolarizantes, foram realizados ensaios com
cepas apresentando mutacdo no gene que codifica para a proteina de membrana, Gpa2 p. Trabalho
anterior do nosso grupo demonstra que esta protefna estaria envolvida na ativacio da H'-ATPase
(Souza et cols., 2001), além do seu envolvimento no processo de ativagdo da sintese de AMPc
(Kraakman et cols., 1999). Neste contexto, Branddo et cols. (1992) demonstraram uma possivel
relacdo do aumento de AMPc nas células de Fusarium oxysporum var. lini com o aumento da
atividade ATPdsica, sendo ambos processos induzidos por agentes despolarizantes. Assim, a
proteina Gpa2 sendo comum a esses dois processos se tornou um importante alvo de estudo. No
entanto foi observado que a proteina G, Gpa2 p, ndo participa do processo de ativacdo da ATPase, ja
que a auséncia desta proteina ndo afetou a atividade enzimatica. Esse resultado foi diferente daquele
ja observado com glicose como indutor do mecanismo de ativagdo. Assim, podemos admitir que o
agente despolarizante age de maneira diferente da glicose para desencadear a ativacdo ATPdésica e
também sugerir que a via de ativagdo sintese do AMPc niio estd envolvida na via de ativagdo da H-
ATPase de S. cerevisiae induzida por CCCP.

Por sua vez, a fosfolipase C é uma proteina de membrana que faz parte de um complexo
protéico composto pela proteina Gpa2 e pelo receptor de membrana Gprl p (Ansari et cols., 1999;
Kraakman et cols., 1999). Esta proteina € uma fosfatildilinositol PI-especifica com alta homologia
com o isoforma & PLC de mamiferos (Flick & Thorner, 1993; Payne & Fitzgerald-Hayes, 1993). J4

foi demonstrado que a ativagdo da H'- ATPase induzida por glicose ocorre por um mecanismo
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semelhante a via do fosfatidilinositol, tendo nesta via a participagdo da fosfolipase C (Brandio et
cols., 1994; Coccetti et cols., 1998).

Utilizando-se cepas mutantes no gene que codifica para Plcl p verificamos que esta enzima é
importante no mecanismo de ativagio da H'- ATPase por agentes despolarizantes, sendo que sua
atuacdo na regulagdo da atividade ATP4sica é diferente daquela promovida pela Gpa2 p, ou seja, a
atividade ATP4sica é fortemente reduzida na auséncia de atividade da Plc1 p.

Por outro lado, Tisi et cols., 2002 relataram que a adi¢do de glicose em células de S.
cerevisiae promove um aumento da concentracdo de célcio livre intracelular. Neste trabalho, os
pesquisadores observaram que cepas mutantes nos genes que codificam para as proteinas Plcl p,
Gpa2 p e Gprl p apresentam uma clara alteracdo na sinaliza¢do de Célcio citosélico, sendo esta
profundamente reduzida em células de S. cerevisiae, submetidas a presenca de glicose. De acordo
com este trabalho, e com resultados obtidos previamente em nosso laboratério sobre o mecanismo
de ativagao ATPdsica por glicose, uma possivel conexdo entre a via de sinalizacdo de célcio e a via
de ativacdo ATPdésica por glicose comegou a ser considerada. Essa hipétese surgiu quando os
componentes recém descobertos de ambas as vias se mostraram idénticos. Assim, de acordo com
estes indicios e tendo referéncias que demonstram um aumento do influxo de Ca™ em células de S.
cerevisiae expostas ao dcido butirico ou CCCP (agentes despolarizantes) (Eilam et cols., 1990),
também averigiiamos a possivel conexdo entre a via de sinalizag@o de cdlcio e a ativagdo ATPdsica
por agentes despolarizantes. Nossos resultados indicam uma provavel participagdo do cédlcio no
mecanismo de ativagdo ATPasica por CCCP, uma vez que o agente despolarizante promove um
aumento significativo de célcio livre citosélico (cepa selvagem) e que na auséncia de Plcl p a
sinalizacdo de Ca™ praticamente desapareceu. Desta maneira, podemos propor que a Plcl p é
essencial no mecanismo de ativacdo ATPdsica por estar agindo direta e/ou indiretamente na
homeostase de cdlcio livre citos6lico em células de S. cerevisiae. A modificagdo da homeostase de
célcio estaria promovendo o aumento da atividade ATPésica e € devido a este fato que ndo
observamos um aumento de atividade, bem como um aumento de sinalizacdo de cdlcio em células
plclA.

Outra consideracdo importante que tem sido ressaltada é a provével participa¢do do cdlcio
extracelular no aumento da concentrag¢do de cdlcio livre citos6lico em células submetidas a glicose,
uma vez que células pré-incubadas com agentes quelantes de cdlcio, tais como BAPTA ou EGTA,

ndo apresentam elevagdes nos niveis de cdlcio citos6lico em presenca de glicose (Tisi et cols.,
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2001). Assim, considerando que tanto a proteina Gpa2 quanto a Plcl estdo envolvidas no controle
do influxo de cdlcio do meio extracelular apds a adi¢do de glicose, sendo ainda envolvidas na
ativagdo da H'-ATPase induzida por glicose, e ainda que pelo menos Plcl p mostrou-se necessdria
para a ativagio da H-ATPase € a sinalizacdo de cdlcio por agentes despolarizantes (este trabalho),
decidimos verificar a possivel relacdo do influxo de célcio com a ativacdo ATP4sica, (Tisi et cols.,
2002; Souza et cols., 2001; Trépia et cols., 2006).

Em nossos experimentos observamos uma provavel relacdo do influxo de célcio extracelular
e a atividade ATP4sica, pois cepas selvagens (WT-3700) pré-incubadas com um agente quelante de
célcio, EGTA, ndo apresentaram ativagio da H-ATPase induzida por CCCP.

No entanto, o agente quelante utilizado sendo um 4cido poderia estar desestabilizando a
estrutura celular e desta forma interferindo na atividade de protefnas/enzimas. A H'-ATPase é
essencial para a fisiologia celular, mas pode ser inibida por diversos fatores estressantes como:
calor, etanol e acidos fracos/fortes (Sa-Correia & Monteiro et cols., 1997). Para averiguar esta
possivel interferéncia do agente quelante na atividade ATP4sica, testes experimentais na presenca de
CaClL,+EGTA (ambos 12mM) foram feitos. Em nossos resultados podemos verificar o efeito
exclusivo de EGTA como quelante de célcio, uma vez que cepas selvagens (WT-3700) pré-
incubadas com esta solugdo CaCl,+EGTA apresentaram uma ativacdo ATPasica por CCCP
praticamente igual as cepas selvagens que ndo foram submetidas ao agente quelante ou a solucdo
CaClL+EGTA. Desta maneira, podemos inferir que o célcio livre presente no meio externo estaria
possivelmente, agindo na levedura S. cerevisiae ativando, entre outras vias, aquela responsdvel pelo
controle da atividade da H-ATPase de membrana citoplasmatica.

Essa proposicdo é reforcada pelo trabalho desenvolvido por Miseta et cols., 2002, que
demonstraram a necessidade de um canal de cdlcio de alta afinidade, Mid 1 p, presente na
membrana citoplasmatica, para um aumento significativo dos niveis de célcio citos6lico em células
de S. cerevisiae submetidas a hexoses (glicose/galactose). Outra consideracdo importante é a
necessidade da fosforilagdo do agucar internalizado (glicose/galactose) para a ocorréncia do influxo
de célcio extracelular (Miseta et cols., 2002). Esta tultima observa¢do vem de encontro com 0s
resultados demonstrados por Souza et cols., 2001, que verificaram a necessidade da internalizacdo e
fosforilagdo da glicose para a ativagdo ATPasica. Além disso, no que se refere a presenca de agentes
despolarizantes hd evidéncias de que este canal de cdlcio (Mid1/Cchl) é voltagem-dependente (lida

et cols., 1990b; Locke et cols., 2000).
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Assim, para confirmar a participacdo do célcio extracelular no mecanismo de ativagdo da H*-
ATPase por agentes despolarizantes, experimentos com o mutante no gene que codifica para o canal
de célcio, Mid1 p, foram realizados. Nossos resultados sugerem uma necessidade apenas parcial do
célcio extracelular no mecanismo de ativacdo enzimdtica. Ainda neste contexto Muller et cols.
(2003), demonstraram um importante componente ou regulador do sistema de influxo de célcio de
baixa afinidade (LACS), denominado Figl p. Assim, os resultados obtidos com a cepa mutante no
gene que codifica para Figl p sugerem que o Ca’™ extracelular que possibilita uma ativagdo
ATPa4sica parcial, provém ainda que parcialmente, via canal Midl p, uma vez que, o mutante fig/ A
mostrou nfio ser importante para o mecanismo de ativacdo da H-ATPase induzida por agentes
despolarizantes.

De fato, outros componentes parecem ser importantes para a homeostase de Ca™ em células
de leveduras. Tisi et cols. (2003) sugeriram um possivel envolvimento de IP; na gera¢do de um sinal
de Ca™ em células de S. cerevisiae expostas a glicose. Estes autores demonstraram que o nivel de
IP; é praticamente indetectdvel em cepas selvagens submetidas a glicose, possivelmente devido ao
aumento da atividade da proteina quinase, Arg82 p, que fosforila rapidamente IP; em IPs e IPs
Assim, verificaram que a delecdo do gene ARGS2, foi capaz de promover uma elevacdo dos niveis
de IP; e, ainda, um aumento significativo da sinalizacdo de Ca™ intracelular mediada por Plclp.
Esses dados, juntamente com os resultados obtidos com o mutante arg824 e arg82A/plciA nos
possibilita inferir sobre um provével papel de IP; na ativacdo da H"-ATPase por CCCP, j4 que um
aumento significativo da atividade enzimatica foi observada no mutante. arg824 e também a
reducdo da atividade enzimdtica no duplo mutante arg82A/plclA nos aponta a real necessidade de
Plcl p como a enzima capaz de produzir IP; e por isso necessdria a ativagdo da H-ATPase. A
proposicdo que pode ser aventada com os resultados obtidos € a seguinte: o IP3 gerado pela hidrélise
do fosfatidilinositol-4,5-bifosfato em células de S. cerevisiae submetidas a CCCP, mesmo em
concentragio mais baixa, estaria promovendo um aumento da sinalizagio de Ca'™, via canais
externos e/ou compartimentos intracelulares culminando com a ativacdo ATP4sica.

Contudo, a possibilidade do IP; estar atuando em compartimentos intracelulares e
promovendo a liberagdo de Ca™ para o citosol ainda € especulativa. Nenhum receptor homélogo
aquele encontrado em células de mamiferos para IP; foi evidenciado no genoma de leveduras (Wera
et cols., 2001). A importancia do Ca™ presente nos compartimentos intracelulares em células de

leveduras j4 foi evidenciado por diversos autores.
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A concentragdo de Ca*™ livre citos6lico em leveduras é mantida em niveis submicromolares
pela atividade de bombas e canais de Ca*™, que sdo responsdveis pela remogio do excesso de Ca™
citos6lico para compartimentos intracelulares, como vactiolo, Complexo de Golgi, Reticulo
Endoplasmaético (Cunningham & Fink, 1994).

Tropia et cols. (2006), demonstraram a importancia da bomba de Ca™, Pmcl1 p, presente na
membrana do vactolo, para o mecanismo de ativacdo ATPdsica por glicose. Além disto, verificaram
que o canal de Ca™", Vcx1 p, ndo apresenta influéncia neste mecanismo. Assim, experimentos com o
mutante pmclA nos permitem sugerir a importancia do Ca™ endégeno para o mecanismo de
ativacdo ATPé4sica também por agentes despolarizantes, uma vez que, uma maior atividade
enzimatica pode ser verificada neste mutante. No entanto, o processo pelo qual o Ca*™ intracelular
estaria sendo liberado para o citosol apds a exposicdo das células de S. cerevisiae a agentes
despolarizantes requer maiores estudos.

Por outro lado Fu et cols.,(2000), demonstraram a dependéncia do recurso de carbono em
mutantes pgm24, tanto na homeostase como na sinalizagdo de Ca™ em células de S. cerevisiae. De
acordo com estes autores a auséncia da maior isoforma da fosfoglucomutase, enzima capaz de
interconverter Glc-1-P e Glc-6-P, promove um actimulo exarcebado de Glc-1-P em células crescidas
em galactose como tunico recurso de carbono. Este actimulo de Glc-1-P estaria estimulando a
entrada e acumulagio de Ca™ em cepas pgm2A crescidas sob estas condigdes.

De fato, Aiello et cols. (2002) mostraram que a homeostase de Ca™ celular em leveduras é
dependente dos niveis relativos dos metabdlitos de glicose, Glc-1-P e Glc-6-P. Além disto, Aiello et
cols. (2004), evidenciaram que a entrada e acumulacdo excessiva de Ca™ em cepas pgm2A crescidas
em galactose é devido a um aumento da atividade da bomba de Ca*™* vacuolar, Pmc1 p. Assim, e de
acordo com os resultados obtidos anteriormente com o mutante pmclA, experimentos com a cepa
mutante pgm2A crescidas em galactose foram realizados e evidéncias destes resultados indicam que,
diferentemente do que ocorre com glicose, a mudanca da razdo dos metabdlitos Glc-1P/Glc-6P
parece ndo interferir no mecanismo de ativagdo ATP4sica induzida por CCCP.

Diante deste fato, vérias hip6teses podem ser consideradas:

- A incubacdo das células em galactose como recurso de carbono por um periodo de 24 horas
permite a modificagdo transcricional de varios genes que reestabelecem a homeostase de célcio;
- A exposi¢ao das células por um curto periodo de tempo (10 minutos) a um agente despolarizante,

substincia ndo metabolizada, ndo modificaria a homeostase reestabelecida durante a incubagdo em
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galactose € assim o agente agiria diretamente na fosfolipase C desencadeando a via pela qual a H'-
ATPase € ativada.

Ainda neste contexto, Dlugai et cols. (2001), demonstraram um provavel envolvimento do
sensor de glicose Snf3 p, na detec¢do dos niveis de Glc-6P em leveduras. Em paralelo a estes
achados, Tropia et cols. (2006), demonstraram a participacdo do sensor Snf3 p na sinalizacido de
Ca™ em células de leveduras expostas a glicose. Além disso, verificaram a importancia de Snf3 p,
principalmente do seu dominio C-terminal, para a ocorréncia da atividade ATP4sica induzida por
glicose. Assim, esta proteina passou a ser considerada um possivel elo de ligacdo entre os niveis de
Glc-1P e Glc-6P e a atividade da Ca**-ATPase, Pmc1 p em leveduras. Com isso, experimentos com
o mutante snf34 também foram realizados e os resultados obtidos denotam que a auséncia do
hipotético detector dos niveis de Glc-1P/Glc-6P que é também o hipotético inibidor da bomba de
Ca™, Pmclp, estaria alterando a homeostase de Ca*", e por isso afetando a atividade enzimdtica
induzida por CCCP.

Diante de todos os resultados obtidos neste trabalho, acreditamos que:

O CCCP desencadearia uma ativagdo da enzima Plcl, que uma vez, ativada hidrolisa PIP2
em dois componentes secundarios: DAG e IPs. O diacilglicerol ativaria a proteina quinase C e o
inositol trifosfato estaria relacionado com a captagdo de cdlcio extracelular e liberagdo de calcio
presente no vacuiolo para o citosol da célula. O aumento dos niveis intracelulares de cdlcio citos6lico

e o aumento da atividade da Pkcl p culminaria com a ativacdo da H-ATPase (Figura 21).
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Conclusoes
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Os resultados apresentados neste trabalho permitem concluir:

z

v O processo no qual a H'-ATPase é ativada por agentes despolarizantes € passivel de
comparagdes com aquele desencadeado por glicose, ocorrendo através de uma via de

sinalizacdo tnica e especifica;

v O agente despolarizante provavelmente age diretamente na enzima Plcl desencadeando o

“turnover” fosfatidilinositol e subseqiientemente induzindo o aumento da atividade ATP4sica;

v O influxo do célcio extracelular parece ter um papel apenas parcial no mecanismo de

ativagio da H*-ATPase desencadeada por agentes despolarizantes em células de S. cerevisiae;

v O 1P, possivelmente, promove o aumento do calcio citosélico, agindo no canal de Ca*"
externo (Midl) e/ou liberando o célcio presente nos compartimentos intracelulares, acarretando

o aumento da atividade da H*-ATPase;

v O Ca™ presente nos compartimentos intracelulares, principalmente no vacuolo, parece ser

importante para a ocorréncia do aumento da atividade ATP4sica por agentes despolarizantes;

v Os metabdlitos derivados de hexoses (glicose/galactose) ndo interferem na indugdo da
ativacdo ATPasica por CCCP, contudo a auséncia do sensor de alta afinidade de glicose (Snf3p)
parece alterar a homeostase de Ca™ em células de leveduras e, conseqiientemente, afetar a

ativacdo ATPasica induzida por agentes despolarizantes;

v A protefna quinase C estd envolvida na ativagdo da H'-ATPase induzida por agentes
despolarizantes;
v Um provavel mecanismo de ativagio da H'-ATPase induzida por agentes despolarizantes,

cuja representacdo esquematica estd exposta na figura 21. Neste mecanismo proposto: O CCCP
desencadearia uma ativacdo da enzima Plcl, que uma vez ativada hidrolisa PIP2 em dois
componentes secunddrios: DAG e IPs. O diacilglicerol ativaria a proteina quinase C e o inositol

trifosfato estaria relacionado com a captacdo de célcio extracelular e liberacdo de cdlcio
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presente no vacuolo para o citosol da célula. O aumento dos niveis intracelulares de célcio

citosélico e o aumento da atividade da Pkcl p culminaria com a ativagdo da H'-ATPase.
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Figura 21: Mecanismo hipotético de ativagdo da H'-ATPase de membrana citoplasmdtica da
levedura Saccharomyces cerevisiae - via PKCI - induzido por agentes despolarizantes.
Mecanismo: CCCP desencadearia uma ativacdo da enzima Plcl, que uma vez, ativada
hidrolisaria PIP2 em dois componentes secunddrios: DAG e IP;. O diacilglicerol ativaria a
proteina quinase C e o inositol trifosfato estaria relacionado com a captacdo de cdlcio
extracelular e liberacdo de cdlcio presente no vacuolo para o citosol da célula. O aumento dos
niveis intracelulares de cdlcio citosélico e o aumento da atividade da Pkcl p culminaria com a
ativacdo da H-ATPase
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Perspectivas
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Muitas duividas ainda devem ser sanadas para o perfeito entendimento do mecanismo de
ativacdo da enzima H'- ATPase de membrana citoplasmética da levedura S. cerevisiae por agentes

despolarizantes.

Neste sentido, julgamos necessarios os seguintes experimentos complementares:

v Experimentos com a cepa gpa2 A em presenga de EGTA, para comprovar a possivel
participacdo do cdlcio na atividade ATP4asica, j4 que esta proteina também é importante no
influxo de cdlcio e seus resultados foram contraditérios aqueles observados para a proteina

fosfolipase C;

v Determinar como a adi¢do de agentes despolarizantes afetam os parAmetros cinéticos (Km e
Vmix) da ATPase em relacdo a hidrélise de ATP para podermos elaborar uma hipétese sobre a

identidade do sitio de fosforilacdo envolvido neste tipo de ativagio;

v Verificar se a Pkcl p estd envolvida na fosforilagdo da Thr-912 encontrada na regido carboxi-
terminal, que aparentemente € o evento mais importante para um aumento da Vmax da enzima
induzida por glicose. Desta maneira, estudos comparativos devem ser feitos com agentes

despolarizantes;

v’ Purificagdes da enzima H*-ATPase em gel, em diferentes tempos, para posterior identificagio
dos sitios fosforilados (Serina 899/Treonina912), através de espectrofotometria de massa,

relacionando estes sitios com a atividade ATP4sica desencadeada por agentes despolarizantes;
v" Com a utilizagdo de outras cepas com mutagdes em genes que codificam para proteinas

integrantes da via de ativacdio da H'-ATPase induzida por glicose, pretendemos continuar

estudando o mecanismo pelo qual a enzima € ativada por agentes despolarizantes.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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