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Nada e impossivel de mudar

“Desconfiai do mais trivial, na aparéncia singelo.

E examinai, sobretudo, o que parece habitual.

Suplicamos expressamente: ndo aceiteis o que € de

habito como coisa natural, pois em tempo de desordem
sangrenta, de confusdo organizada, de arbitrariedade consciente,
de humanidade desumanizada, nada deve parecer natural

nada deve parecer impossivel de mudar”.

Bertold Brecht (1898-1956)
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RESUMO

A interconexdo entre as homeostasias de cobre (Cu) e ferro (Fe), influenciada por
alteracdes 4&cido-base, é descrita em diversos organismos, incluindo Saccharomyces
cerevisiae. Um dos elementos chave desta interconexdo é Ccc2, a Cu(l)-ATPase de leveduras
que, transferindo Cu(l) a apo-Fet3 no Golgi, ativa o complexo transportador de Fe e seu
enderecamento para a membrana plasmatica (MP). Esta ATPase apresenta uma longa regido
N-terminal com dois dominios de ligacéo de Cu(l): MBD1 (*CSA'®C) e MBD2 (**CGS*C).
O objetivo desta tese foi investigar o papel da regido N-terminal no manuseio de Cu(l) em
combinacgOes extremas de Cu e Fe (tragos; concentracdes saturantes) em pH acido e alcalino.
Foi empregada uma cepa de levedura sem o gene CCC2 (ACCC2) transformada para
superexpressar o gene selvagem (wt) ou os mutantes D627A (inativo), AN-ter (truncado em
toda a regido N-terminal), AMBD1 (sem MBD1) e M1 (sem MBD2). Ccc2 wt apresenta um
fen6tipo de resisténcia a pH alcalino com Cu** 0,3 pM e Fe** 1,6 uM, enquanto AMBD1 >
M1 requerem a adicdo de Cu®* 2 puM para crescimento parcial. Os residuos **C e °C sdo
essenciais para a viabilidade de Ccc2 a pH alcalino (substitui¢cGes por serinas tornam inviavel
a cepa a pH 8,0, a qual cresce de forma ténue a pH 7,2 com Cu®* 10 uM). AN-ter nao fosforila
e, ao contrario dos demais mutantes, ndo se direciona para o Golgi, 0 que revela uma enzima
duplamente inativa. Em nivel molecular, a adaptacdo de Ccc2 a pH alcalino correlaciona-se
com acentuado aumento da atividade ATPasica. Finalmente, o crescimento das cepas é
afetado de maneira diferenciada (Ccc2 < M1 = AN-ter = M1(ss)) por DIDS (inibidor da
permuta CI":HCO3) e por acetazolamida (inibidor da anidrase carbonica). Conclui-se: a) Ccc2
participa nas respostas celulares a alteragdes acido-base; b) os MBDs participam com
seletividade diferente; c) a resposta de Ccc2 depende da disponibilidade de CI" no Iimen do

Golgi, revelando um acoplamento entre fluxos de Cu(l) (no Golgi) e &nions (na MP).
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SUMMARY

A link between copper (Cu) and iron (Fe) homeostasis that is influenced by acid-base
alterations has been described in different organisms, including Saccharomyces cerevisiae. A
key element in this link is Ccc2, the Cu(l)-ATPase that transfers Cu(l) to apo-Fet3 in the
Golgi apparatus, thereby activating the Fe-transporting complex and directing it to the plasma
membrane (PM). This ATPase has a long N-terminal region with two Cu(l)-binding domains:
MBD1 (**CSA™C) and MBD2 (**CCGS®C). The aim of this thesis was to investigate the role
of the N-terminal region in Cu(l) handling in combinations of extreme Cu®* and Fe*'
concentrations (traces; saturating concentrations) at acid and alkaline pH. Yeast strains
lacking the CCC2 gene (ACCC?2) were transformed to overexpress the wild-type gene (wt) or
the mutants D627A (inactive control without ATPase activity), AN-ter (lacking the entire N-
terminal region), AMBD1 (without MBD1) and M1 (without MBD2). Ccc2 wt exhibits an
alkaline pH resistance phenotype with 0.3 pM Cu?* and 1.6 uM Fe®*, while AMBD1 > M1
require the addition of 2 uM Cu?* for limited growth. The *3C and ‘°C residues are essential
for yeast survival at alkaline pH (there is no growth when serines replace for both cysteines at
pH 8.0; slight growth is seen in the presence of 10 uM Cu®"). AN-ter does not phosphorylate
and, in contrast with the other mutants, it is not found in the Golgi, thus revealing a twofold
inactive enzyme. At a molecular level, the adaptive response of Ccc2 to alkaline pH is
associated with a huge increase in ATPase activity. Finally, growth of yeast strains is reduced
to different extents (Ccc2 < M1 = AN-ter = M1(ss)) by DIDS (an inhibitor of the CI:HCOg3
exchanger) and by acetazolamide (a carbonic anhydrase inhibitor that decreases HCOjs
supply). It is concluded: a) Ccc2 participates in the cellular response to acid-base alterations;
b) the MBDs participate with different selectivity; and c) the response of Ccc2 depends on CI

availability in the Golgi lumen, which is coupled to CI":HCO3 exchange at the PM level.
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RESUME

La communication entre les homéostasies du cuivre (Cu) et du fer (Fe), sous les
altérations acido-basiques, est décrite en plusieurs organismes, inclus Saccharomyces
cerevisiae. Un élément important de cette communication est Ccc2, la Cu(l)-ATPase qui
transfere le Cu(l) a apo-Fet3 dans le Golgi et active le complexe transporteur de Fe et son
adressage a la membrane plasmique (MP). Cette ATPase posséde une grande région N-
terminal avec deux domaines de liaison du Cu(l) : MBD1 (*CSAC) e MBD2 (**CGS™C).
L’objective de cette these a été I’étude du rble de la région N-terminal dans le transport de
Cu(l) dans les conditions extrémes de Cu et Fe (traces; concentrations saturants) en pH acide
et basique. Une souche de levure sans le gene CCC2 (ACCC2) a été utilisé pour sur exprimer
le géne sauvage (wt) ou les mutants D627A (inactive), AN-ter (sans la région N-terminal),
AMBD1 (sans MBD1) et M1 (sans MBDZ2). Ccc2 wt présente un phénotype de résistance a
pH basique avec Cu** 0,3 UM et Fe®* 1,6 pM, pendant que AMBD1> M1 a besoin de
I’addition de 2 uM Cu®* pour une croissance partiel. Les résidus **C et *°C sont essentiels
pour la viabilité de Ccc2 a pH basique (avec les substitutions par serines, la souche devient
non-viable & pH 8,0 et pousse doucement & pH 7,2 avec Cu?* 10 uM). AN-ter ne phosphoryle
pas et differemment des autres mutants ne vas pas au Golgi, ce qui caractérise une enzyme
inactive. Au niveau moléculaire, I’adaptation de Ccc2 a pH basique a un rapport avec la
grande élévation d’une activité ATPase. Finalement, la croissance des différentes souches est
affectée de facon distinguée (Ccc2< M1 = AN-ter = M1(ss)) par DIDS (inhibiteur du transport
Cl":HCQO3) et par acétozolamide (inhibiteur de I’anhydrase carbonique). On peut conclure : a)
Ccc2 fait partie des réponses cellulaires au changement de pH; b) les MBDs possédent
différent sélectivité par rapport au stress alcaline; c) la réponse de Ccc2 est dépendent de la
disponibilité de CI" dans le lumen du Golgi, ce qui montre une liaison parmi les fluxes de

Cu(l) (dans le Golgi) et les anions (dans la MP).
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LISTA DE ABREVIATURAS

ACTZ - acetazolamida

AE - anion exchanger (canal trocador de anions)

ATP - trifosfato de adenosina

BCA - 4cido bicinconinico

BCS - acido batocuproino dissulfonico

CA - carbonic anhydrase (anidrase carbénica)

CSM - complete supplement mixture

D.O. - densidade Optica

DAPI - 4’,6’-diamidino-2-fenilindol

DIDS - acido 4,4’-diisotiocianatoestilbeno-2-2’-disulfénico
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Pi — fon fosfato (PO,>) liberado com a hidrélise do ATP
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YD - yeast dextrose (designa o meio rico em nutrientes)

YNB — meio de cultura yeast nitrogen base
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NOMENCLATURAS ESPECIAIS

Cu(l) — nomenclatura usada para referir-se ao cobre em estado de oxidacdo (I); empregada
guando se trata de cobre intracelular ou a forma em que se encontra na ATPase ou nas
metalochaperonas.

Cu - forma genérica de referir-se ao cobre, sem detalhamento de carga ou estado de oxidacéo.
Cu?" - nomenclatura para destacar a forma ionica; empregada para referir-se ao cobre em
solucdo (nos meios).

Ccc2 - Ca-sensitive Cross-Complementer (designa a enzima Cu(l)-ATPase de leveduras)
CCC2 - designa o gene da Cu(l)-ATPase de leveduras.

Esta diferenca entre mailsculas e minusculas ao referir-se ao gene e a proteina,

respectivamente, foi usada para todas as moléculas.
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l. INTRODUCAO

1. Importéancia dos metais de transicdo para a célula — o papel do cobre

“Metal de transi¢ao” ¢ quimicamente definido como todo elemento que forma pelo
menos um ion com o subnivel “d” de elétrons parcialmente preenchido. Os metais de
transi¢do mais importantes fisiologicamente sdao ferro (Fe), zinco (Zn), cobalto (Co),
manganés (Mn) e cobre (Cu) (Van Ho et al., 2002). Estes metais atuam como cofatores
essenciais em diversas reagdes, sendo importantes inclusive para a defini¢do da correta
estrutura terciaria de varias proteinas. As proteinas que dependem de metais de transi¢ao para
suas atividades podem ser encontradas em praticamente qualquer compartimento celular,
desde a superficie da membrana plasmatica, passando pelo citoplasma, até chegar ao nucleo e
as diferentes organelas, como o Golgi e a mitocondria. Isso gera algumas importantes
questdoes. Em primeiro lugar, quais e como sao modulados os fatores celulares envolvidos na
captacdo e distribuicdo desses metais para que as enzimas os recebam no compartimento e
momento certos, sabendo-se que as células passam por alteragdes metabolicas a todo instante,
que podem modificar a expressdao e a atividade desses fatores? Tais alteragdes metabodlicas
podem derivar de situagdes fisiologicas e habitos normais, como, no caso do homem,
alimentar-se, fazer a digestdo, praticar exercicios e dormir, até situagdes menos comuns como
mudancas climaticas, acidentes e doengas. Segundo, uma vez que os metais de transi¢cao sao
avidamente captados pelas células, de que forma elas sdo capazes de evitar que esses metais,
quando em concentragdes exageradas, tornem-se potencialmente toxicos?

Estas questdes tém sido pouco a pouco respondidas nos ultimos anos através dos
estudos realizados em Saccharomyces cerevisiae. Hoje sabemos como os metais de transigdo

sdo capazes de atravessar a membrana plasmatica de S. cerevisiae mais do que em qualquer



outro organismo. A caracterizagdo dos genes envolvidos na captagdo e no transporte destes
metais em S. cerevisiae permitiu a identificagdo dos genes correlatos em eucariotos superiores
como plantas e homens (Van Ho et al., 2002). Os metais de transicdo sao normalmente
referidos como elementos tracos, mas do ponto de vista da célula esse termo ndo ¢ bem
aplicado. Estudos realizados em Escherichia coli, por exemplo, revelam que uma tunica
bactéria concentra (principalmente na forma complexada ou ligada, ndo “livre”), para
utilizagdo em diferentes vias metabolicas, Zn e Fe na ordem de 2 x 10° atomos por célula, o
que significa uma concentragao de cerca de 0,1 mM; Cu e Mn em concentragdes de 10 a 100
uM (Finney e O’Halloran, 2003).

O Cu ¢ um elemento necessario para a atividade de diversas cuproenzimas essenciais
para a respiracdo celular, oxidacdo do Fe, formacdo de pigmentos, biossintese de
neurotransmissores, defesa contra antioxidantes, amidagdo de peptideos e formagao de tecido
conectivo (Tabela 1). Dentre as enzimas mais importantes que utilizam o Cu como cofator
pode-se citar a citocromo c oxidase (componente da cadeia de transporte de elétrons na
mitocondria), superoxido dismutase (envolvida na protegdo contra espécies reativas de
oxigénio) e lisil oxidase (que ¢ necessdria para a interagdo entre coldgeno e elastina). A
necessidade metabdlica de Cu torna-se mais evidente na infancia, que representa um dos mais
criticos periodos em termos de requerimento de Cu porque o rapido crescimento gera um
aumento na demanda pelo metal (Arredondo e Nufiez, 2005). No entanto, enquanto este metal
¢ necessario em quantidades limitadas, o seu excesso ¢ altamente toxico, o que explica a
existéncia de mecanismos de controle de suas quantidade e localizacdo no interior das células.
Esta toxicidade do Cu pode ser explicada analisando-se a sua posi¢do na Tabela Periddica dos
Elementos (Figura 1) e a sua distribuicao eletronica (K=2, L=8, M=18, N=1): este metal pode
apresentar dois principais estados de oxidacdo, Cu(Il) e Cu(I). A capacidade de transitar entre
estes dois estados de oxidag@o o torna um potencial gerador de radicais livres através da sua

participagdo em reagdes de oxi-reducdo que ocorrem no meio intracelular.



Tabela 1. Proteinas

ligadoras de Cu,

com suas respectivas funcdes e

consequéncias de sua deficiéncia ou defeito (extraida de Pena et al, 1999).

Nome comum

Funcao Bioldgica

Consequéncias da deficiéncia ou
defeito

Cu/Zn superoxido
dismutase

Citocromo c oxidase

Lisil oxidase

Dopamina B-hidroxilase

Tirosinase

Peptidilglicina
monooxigenase

Ceruloplasmina

Fatores de coagulacéo
V, VII

Angiogenina

Metalotioneina

Proteina prion

Proteina precursora f-
amiloide

Hephaestina

Detoxificag@o de radicais livres

Transporte de elétrons na
mitocondria

Interagdo entre colageno e
elastina

Producdo de catecolamina

Producdo de melanina

Bioativagao de horménios
peptidicos

Ferroxidase, transporte de Cu

Coagulacdo do sangue

Inducao da formagao de vasos
sangiiineos

Quelante de Cu

Fungdo normal ainda
desconhecida; propriedades de
ligagdo de Cu sugerem um
potencial papel na captacao de
Cu

Funcdo normal ainda
desconhecida

Saida de Fe do intestino

Danos oxidativos a componentes
celulares

Sintomas de deficiéncia de ATP:
miopatia, ataxia, ataques epiléticos

Sintomas relacionados ao tecido
conjuntivo: ruptura vascular e tor¢ao

Pele e juntas frouxas; enfisema
Desbalango hipotalamico: hipotermia,
hipotensdo, desidratagdo, sonoléncia,

despigmentagao

Efeitos variados devido ao mal-
funcionamento de hormonios peptidicos

Anemia

Sangramentos

Desenvolvimento defeituoso dos vasos
sangiiineos

Intoxicagdo por Cu

Padrées alterados de sono e ciclo
circadiano em camundongos; doengas
de Creutzfeld Jacob, Kuru, e
Gerstmann-Straussler-Scheinker;
Ins6nia hereditaria fatal

Mal de Alzheimer hereditario

Anemia ligada ao sexo
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Figura 1. A sua posicdo na Tabela Periddica dos Elementos fornece subsidios
para compreender por que o Cu (em destaque na Tabela) pode apresentar diferentes
estados de oxidacdo e, desta forma, atuar como um potencial gerador de espécies

reativas de oxigénio (modificada de http://www.pensalab.com.br).



2. As vias celulares de captacéo e transporte de cobre

Como foi citado anteriormente, a internalizac¢ao celular e a regulagdo homeostatica de
elementos essenciais, embora altamente téxicos, como o Cu, requerem a a¢do coordenada de
varias proteinas, presentes em diferentes compartimentos celulares (Finney e O’Halloran,
2003). Até hoje, apenas algumas proteinas envolvidas na homeostasia do Cu foram
identificadas e ainda ha muito a se desvendar acerca dos mecanismos que regulam a sua ag¢ao
e distribui¢do. Os estudos realizados com leveduras e organismos procarioticos, baseados na
inser¢ao de cDNAs de mamiferos em cepas de microrganismos deficientes ou mutados em
diferentes genes, vém contribuindo enormemente para a descoberta de proteinas homoélogas e
a identificacdo do seu papel em outros organismos

No inicio da década passada, estudos pioneiros desenvolvidos em Enterococcus hirae
levaram as primeiras descri¢des dos processos € componentes envolvidos na regulagdo da
entrada e distribui¢do celular do Cu, bem como na sua detoxificagdo e elimina¢do (Odermatt
et al., 1992; Odermatt et al., 1993; Solioz et al., 1994). Nesta bactéria, a homeostasia do Cu é
controlada por um operon composto por cinco genes: COPX, Y, Z, A e B. CopX, Y ¢ Z sao
proteinas envolvidas na regulacdo do operon ¢ CopA e CopB sdo duas proteinas integrais de
membrana pertencentes a familia das ATPases do tipo P, sendo necessarias para o transporte
de Cu para dentro das células e para a extrusdo do Cu em excesso, respectivamente. A
remocdo do gene COPA impede a bactéria de crescer em ambientes com escassez de Cu,
enquanto a bactéria deficiente no gene COPB torna-se hipersensivel ao metal.

A facilidade de manipula¢do genética e o conhecimento do genoma de S. cerevisiae
contribuiram fortemente para a conducdo, nestes organismos, de estudos que auxiliassem a
compreensdo do transporte e distribuicao intracelular de Cu em eucariotos. Dado o elevado

indice de conservagdo de estrutura e funcao entre leveduras e humanos, nio ¢ de espantar que



as proteinas e as vias de transporte de Cu observadas nestes microrganismos sejam muito
conservadas em células de mamiferos (Figura 2). Em condi¢des fisioldgicas, a entrada de Cu
nas células ocorre na forma de Cu(l) via transportadores de alta afinidade (K, 1-4 uM),
topologicamente conservados em todas as células eucaridticas (Puig e Thiele, 2002),
denominados Ctrl e Ctr3 (Dancis et al., 1994; Knight et al., 1996). Antes ou concomitante a
entrada por alta afinidade, Cu(Il) ¢ reduzido a Cu(I) por uma ou mais Fe(III)/Cu(II) redutases
presentes na membrana plasmatica, codificadas pelos genes FRE1 a FRE7 (Figura 2).

Em humanos, Ctrl é o provavel responsavel pelo transporte de Cu para o interior das
células do epitélio intestinal através da membrana apical, mesmo em baixas concentragdes do
metal (Kuo et al., 2001; Lee et al., 2001). Outro candidato a transportador de Cu nesta face
das células ¢ DMTI, ja descrito como transportador de Fe, cddmio (Cd), Mn e Cu (Arredondo
e Nuafiez, 2005). E possivel que Ctrl esteja igualmente presente na membrana basolateral, uma
vez que o Cu pode entrar nos enterdcitos a partir do sangue. E interessante notar que niveis de
Cu que excedam o valor do K, de Ctrl desencadeiam uma rapida e especifica degradagdo do
transportador na membrana plasmatica ou uma endocitose mediada por Cu (Ooi et al., 1996),
0 que pode ser mecanismos de defesa da célula para reduzir o nimero de cépias de Ctrl na
membrana em presenca de altas concentracdes do metal. Esta caracteristica serd explorada
mais adiante.

Em paralelo ao sistema de transporte por alta afinidade, todos os organismos
apresentam, em presen¢a do metal em concentragdes elevadas, embora nao-toxicas, no meio
extracelular, um mecanismo alternativo de transporte de Cu por baixa afinidade (K, = 35
uM), que em geral ndo ¢ especifico para Cu, como € o caso dos transportadores Ctr2, Fet4 e
Smf1/2 em S. cerevisiae (Pena et al., 1999; Portnoy et al., 2001; Luk et al., 2003). Em
situagdes fisiologicas, embora a concentracdo estimada de Cu intracelular seja 70 uM, a

disponibilidade de ions Cu(I) livres ¢ muito restrita (segundo Rae et al.,
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Figura 2. Esquema geral do transporte e distribuicdo de cobre em S. cerevisiae.

Cu(Il) ¢ reduzido a Cu(I) no meio extracelular pelas redutases presentes na membrana
plasmatica (Fre’s), podendo entdo ser transportado para dentro da levedura por
transportadores presentes na membrana plasmatica, de alta (Ctrl e Ctr3) ou baixa afinidade
(Fet4, que também pode transportar outros metais, como o Fe). Uma vez dentro da célula, o
Cu(I) ¢ rapidamente seqiiestrado pelas metalochaperonas de Cu, Cox17, Ccs e Atxl,
responsaveis, respectivamente, pela sua entrega para Scol (importante para a fungdo da
citocromo c oxidase na mitocondria), Cu/Zn superoxido dismutase (no citoplasma) e Ccc2 (no
trans-Golgi). Uma vez transportado para o limen do Golgi por Ccc2, o Cu(l) se liga a Fet3
(num processo que depende da captagao de CI por Gefl; ver item 2.1.1 adiante) e o complexo
Fet3/Ftrl ativado migra para a membrana, onde ¢ responsavel pela internalizacao de Fe por
alta afinidade. Macl, Atfl e Acel, que regulam a transcri¢do de genes de diferentes proteinas
envolvidas na homeostasia de Cu e Fe, serdo descritos mais adiante (modificado de

http://www.bioinformatics.med.uu.nl/courses/blast/).



1999, praticamente nao ha Cu livre no citoplasma), ja que o meio intracelular apresenta uma
capacidade extraordinaria de quelar Cu. Uma vez no interior da célula, uma fragcdo substancial
¢ submetida a detoxificagdo por fatores tais como glutationa ou metalotioneinas, que
efetivamente previnem que o Cu seja acumulado na forma toxica e ionica. Inicialmente
acreditava-se que as enzimas que necessitavam do Cu para suas atividades obtinham este
cofator através de processos de colisio com os ions livres ou com complexos de Cu
envolvendo ligantes de baixo peso molecular, como a glutationa. No entanto, hoje se sabe que
um outro pool de Cu(l) ultrapassa o sistema de detoxificagdo e ¢é rapidamente ligado as
“chaperonas de Cu”. Este termo foi utilizado pela primeira vez por Pufahl et al. (1997) para
designar aquelas proteinas soluveis que tém a fungdo de atuar como receptores intracelulares,
direcionando uma parte dos ions Cu(I) que seriam destinados ao sistema de detoxificacdo para
entrega-los a vias intracelulares especificas dentro da célula: complexo de Golgi, mitocondria
ou citoplasma.

O mecanismo pelo qual o Cu que entra na célula através dos transportadores presentes
na membrana plasmatica ¢ entregue as metalochaperonas sem liberar ions livres no
citoplasma ainda permanece obscuro. E possivel que haja um receptor central de Cu que
incorpore estes ions e os disponibilize para as metalochaperonas ou que os transportadores da
membrana interajam diretamente com elas. Tampouco se sabe da existéncia de competicao

das diferentes metalochaperonas pelo Cu ou de uma hierarquia entre elas.

2.1 Disponibilizacao de ions cobre para o complexo de Golgi e as vias secretdrias

A disponibilizagdo de Cu para as cuproproteinas que transitam na via secretdria com

destino a membrana plasmatica (p. ex. fatores de coagulacdo V e VII, tirosinase, lisil oxidase

e cerulopasmina em mamiferos, além de Fet3 em Ileveduras) ¢ mediada pelas



metalochaperonas de Cu (Atoxl em mamiferos e Atxl em leveduras). Atxl, que foi
originalmente isolada como uma proteina antioxidante (antioxidante) em S. cerevisiae (Lin e
Culotta, 1995), ¢ uma proteina de 72 aminodcidos tida como o protdtipo das
metalochaperonas, por ser mais conhecida e estudada. A funcdo de Atox1 e Atx1 ¢ entregar o
Cu(I) as proteinas transmembrana transportadoras de Cu(I) no complexo de Golgi,
pertencentes a familia das ATPases do tipo P: Ccc2' em leveduras; ATPases de Menkes
(ATP7A) e Wilson (ATP7B) em humanos, assim chamadas porque mutacdes nestas enzimas
dao origem as doengas genéticas homonimas.

Cabe aqui tragar um breve paralelo entre os papéis exercidos pelas Cu(I)-ATPases,
bem como sua localizagdo intracelular em leveduras e em humanos. Em 1997, Yuan et al.
detectaram, por microscopia de fluorescéncia, que Ccc2 esta restrita a compartimentos tardios
de Golgi ou pos-Golgi na via secretoria em leveduras (Figura 3). O trafego intracelular de
ATP7A e ATP7B ¢ dependente de Cu (Petris et al., 1996; Nagano et al., 1998; Mercer et al.,
2003), sendo que em baixas concentragdes desse metal, ambas estdo predominantemente
localizadas na rede do trans-Golgi. Na presenca de elevados niveis de Cu, ATP7A, que ¢
expressa em tecidos extra-hepaticos, ¢ redistribuida em dire¢do a membrana plasmatica, onde
realiza o efluxo de Cu para a corrente sanguinea. Este mecanismo ¢ fundamental nas células
intestinais, onde o Cu absorvido pela alimentagdo ¢ transportado para a veia cava, através da
qual chega até o figado, de onde sera distribuido para os diferentes tecidos. No figado ¢
expressa ATP7B que, em situacdes de elevada concentracdo intracelular de Cu, é transportada
do trans-Golgi para vesiculas secretdrias que irdo se fundir @ membrana plasmatica, onde atua
na excrecdo do Cu através da bile. Mutagdes na proteina de Menkes sdo geralmente fatais,
resultando em deficiéncia de Cu no organismo e, portanto, em falha na incorporacdo deste

metal as proteinas que dele necessitam para suas atividades.

' Ccc2 e Cu(I)-ATPase de levedura sdo denominagdes intercambidveis e ambas serdo utilizadas nesta tese.
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Figura 3. Microscopia confocal de Ccc2 fusionada com um epitopo de
hemaglutinina (HA), mostrando a localizagdo da enzima em vesiculas do trans-Golgi.
Células deficientes no gene CCC2 foram transformadas com plasmideo contendo o gene
CCC2.HA (A) ou com o plasmideo sem o gene (D), incubadas com anticorpo anti-HA e
examinadas por microscopia confocal. Em (C) estas mesmas células foram marcadas com
4’,6’-diamidino-2-fenilindol (DAPI), corante especifico de ntcleo. (B) Imagem de fase das

células em (A) (extraido e modificado de Yuan et al., 1997).
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Mutacdes na proteina de Wilson causam acumulo de Cu em concentragdes toxicas no
cérebro e figado, o que leva a disturbios hepaticos e neurolégicos. O figado desempenha um
importante papel no metabolismo do Cu, sendo tanto o local de armazenamento deste metal,
como também o sitio responsavel pela regulagdo de sua excreg¢do através da bile (Figura 4).
Os hepatocitos sdo, desta forma, responsaveis pela normalizacdo da homeostase de Cu e, em
situacdes de deficiéncia deste metal, o estoque intracelular de Cu ¢é reduzido, assim como
diminui também o contetido biliar de Cu e a concentracdo de ceruloplasmina sangiiinea (a
ferroxidase responsavel por carrear cerca de 95% do Cu encontrado no plasma).

As metalochaperonas de Cu apresentam um dominio conservado de ligagdo de metal
(MBD — Metal Binding Domain) — MTCXXC (onde X representa um aminoacido qualquer).
Os elementos importantes desta seqiiéncia sdo os dois residuos de cisteina, que mudam de
conformagdo com a transferéncia e liberagdo de Cu(l) (Arnesano et al., 2001a; Arnesano et
al., 2001b; Huffman e O’Halloran, 2001; Banci et al., 2001; Banci et al., 2006) (Figura 5).
Ao se observar a sobreposi¢do das estruturas apo-Atxl (sem Cu ligado) e Cu(l).Atxl,
verifica-se que, embora as folhas 3 fiquem alinhadas, existem diferencas nos loops e nas o.-
hélices (Arnesano et al., 2001a; Huffman e O’Halloran, 2001). A medida que o Cu ¢ liberado,
o loop 1 se distancia do loop 5, a hélice 1 perde a conformagdo enovelada (Figura 5) ¢ o loop
de ligagdo do metal torna-se mais desordenado (Arnesano et al., 2001a). Estes aspectos serdo
retomados mais adiante nesta tese na discussdo de resultados obtidos com mutantes na regiao
N-terminal de Ccc2 que interagem com Cu(I).Atx1.

A transferéncia de Cu(l) entre Atx1 e Ccc2 ocorre através de um mecanismo ainda nao
completamente elucidado. Foi demonstrado que esta transferéncia nio se baseia numa suposta
maior afinidade da proteina-alvo pelo Cu (Huffman e O’Halloran, 2000). A especificidade
seria, portanto, decorrente de uma propriedade cinética e ndo termodinamica, garantida por

uma interagdo proteina:proteina (doadora:aceptora) mediada por Cu(l) (ver também Figura
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Figura 4. Trafego intracelular de vesiculas secretdrias, contendo a Cu(l)-ATPase,
induzido pelo Cu em humanos. (A) A ATPase de Menkes, localizada em tecidos extra-
hepaticos, ¢ transportada para a membrana plasmética em presenca de concentragdes elevadas
de Cu. A perda de atividade desta enzima causa uma deficiéncia na disponibilizagdo de Cu no
organismo. (B) O mesmo mecanismo ocorre em hepatdcitos, sendo que em presenca de Cu
em excesso a ATPase de Wilson € preferencialmente transportada para endossomos tardios,
onde serd responsavel por transportar o ion para dentro dos canaliculos biliares. Mutagdes
nesta enzima podem causar a intoxica¢do por Cu, uma vez que ele ndo ¢ eliminado pelo

organismo (adaptado de Mercer, 2001).
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Figura 5: Sobreposicao das estruturas de Cu(l).Atx1 (verde) e apo-Atx1 (azul),
mostrando o Cu (circulo azul), o enxofre dos residuos de cisteina 15 e 18 (circulo
amarelo) e a amina do residuo K65 (circulo vermelho). Este ultimo ¢ um dos aminoacidos
carregados positivamente que parece ser essencial para a complementaridade de cargas entre a
doadora Cu(I).Atx1 e a receptora Ccc2 (ver mais adiante Figura 48). al e a2 indicam as a-
hélices da estrutura da proteina modificadas no processo de ligagao/transferéncia de Cu(I)

(extraido de Huffman e O’Halloran, 2001).
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48) e favorecida pela complementaridade de cargas entre elas. Atx1 possui diversos residuos
carregados positivamente em sua superficie (Rosenzweig et al., 1999; Arnesano et al., 2001a),
enquanto Ccc2 apresenta multiplos residuos carregados negativamente (Banci et al., 2001).
Os residuos de lisina K24, K28, K62 ¢ K65 de Atxl e os residuos de aspartato D65 e D61,
bem como o residuo de glutamato E60 de Ccc2 parecem mediar interagdes eletrostaticas
importantes para a orientacdo correta das duas moléculas, conforme demonstrado em
aproximacgodes a partir de experimentos com ressonancia magnética nuclear (NMR) (Figura 6,
Arnesano et al., 2004). Em Ccc2, a coordenagdao pelo Cu(l) envolve os dois residuos de
cisteina presentes no MBD1 (C13 e C16) (Figura 6). A partir deste momento, Cu(I) passa a
sofrer uma série de rapidas reagdes de troca envolvendo os atomos de enxofre (S) dos
residuos de cisteina em intermedidrios bi e tri-coordenados (Figura 7), deslocando-se de Atx1
para Ccc2, com base em pequenas diferencas nas constantes de ligagdo de Cu de cada um dos
sitios (Pufahl et al., 1997; Huffman e O’Halloran, 2001).

Embora a complementaridade de cargas possa ser importante para atrair e posicionar a
metalochaperona junto a ATPase, estas interagdes ndo parecem ser fortes o bastante para
garantir a transferéncia de Cu(I), uma vez que resultados recentes com a ATPase de Menkes
(Walker et al.,, 2004), que possui 6 dominios de ligagdo de metal, mostram que a
complementariedade de cargas nao ¢ suficiente para explicar qual destes dominios interage
com Atox1 (neste trabalho os autores apresentam o MBD2 como o sitio de interagdo com
Atox1). Além disso, Morin et al. (2005) demonstraram, utilizando uma cepa de S. cerevisiae
deficiente em Atxl (AATXI), que varias proteinas com um dominio similar de ligacao de
metal, de origem procaridtica ou eucaridtica, tendo cargas superficiais predominantemente

positivas ou negativas, podem substituir Atx1 na entrega de Cu(I) a Cec2.
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Figura 6. Aminoacidos de Atxl e Ccc2 possivelmente envolvidos nas atracGes
eletrostaticas entre as duas proteinas. (A) Complexo formado entre Atx1 (azul) e Ccc2
(laranja). O ion Cu(I) ¢ mostrado como um circulo verde e os residuos importantes,
determinados por célculos de modelagem molecular, sdo indicados. (B) Representagao dos
residuos carregados na superficie: azul (positivos), vermelho (negativos) e branco (neutros).
Em menor escala estdo representadas as estruturas de Atx1 (azul) e Ccc2 (laranja) em forma
de fita. Na figura inferior, foi realizada uma rotacdo em 90° das moléculas para mostrar as

superficies de interagao (extraido de Arnesano et al., 2004).
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Figura 7. Mecanismo proposto para a transferéncia de Cu(l) de Atx1 para Ccc2,
envolvendo pontes intermediarias de Cu(l) bi e tri-coordenadas. Ver também Figura 48
(extraido de Pufahl et al., 1997).
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2.1.1. Conexdo das homeostasias de cobre e ferro

A interagdo entre as homeostasias de Cu e Fe em mamiferos foi primeiramente
descrita por Lahey et al. na década de 1950. Sabe-se que a maioria das manifestagdes da
deficiéncia de Fe (p. ex. ataxia locomotora, baixa concentracdo de hematdcritos e funcao
mitocondrial reduzida) pode ser reproduzida em animais com nutri¢do limitada de Cu. Lee et
al. (1968) descreveram, em suinos com deficiéncia em Cu, o desenvolvimento de uma anemia
capaz de ser corrigida com a suplementacdo de Cu na dieta, mas ndo com Fe. Esta
suplementagdo reduzia o acimulo de Fe e aumentava a sua absor¢ao nos tecidos, sugerindo
que o Cu seria essencial para a internalizagdo e distribuigdo eficientes de Fe. Em S. cerevisiae
esta conexao também foi demonstrada, onde Ccc2, a Cu(I)-ATPase de leveduras, desempenha
um papel fundamental devido ao fato de ser responsavel por transportar o Cu para dentro das
vesiculas do trans-Golgi, onde estdo localizadas as cuproproteinas recém-sintetizadas (Figura
8). Uma destas proteinas é a multicobre oxidase Fet3 (uma proteina com significativa
homologia com a ceruloplasmina humana), que ¢ requerida para a internalizagdo de Fe por
alta afinidade (Yuan et al., 1995; Stearman et al., 1996) (Figura 8). Os ions Fe(Il) ainda
podem entrar nas células através do transportador Fet4, de baixa afinidade (Dix et al., 1994),
ou por sider6foros (do grego “carregadores de ferro”), que sdo compostos organicos de baixo
peso molecular capazes de quelar especificamente Fe. S. cerevisiae ndo sintetiza seus proprios
sideroforos, mas € capaz de utilizar aqueles produzidos por outros microrganismos (Philpott et
al., 2002).

A descoberta de que um componente essencial do complexo transportador de Fe por
alta afinidade em leveduras deve ser suplementado com Cu foi fundamental para explicar a
importancia deste metal na internalizagdo de Fe. Uma vez transportados para dentro do limen

do trans-Golgi por Ccc2, os ions Cu(l) ativam apoFet3 (a forma inativa de Fet3) que, em
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Figura 8. Modelo ilustrando o papel de Ccc2 na interconexdo entre as
homeostasias de Cu e Fe em S. cerevisiae. Apds reducdo do ion Cu(Il) no meio extracelular,
este ¢ internalizado via transportadores presentes na membrana plasmatica (representados por
CTR) e rapidamente seqiiestrado por fatores presentes no meio intracelular. A figura mostra a
ligacdo de Cu(l) a Atxl, que por sua vez o entrega a Ccc2, presente na membrana dos
compartimentos tardios do Golgi ou pds-Golgi. O ion € entdo transportado pela Cu(I)-ATPase
para o limen do Golgi, onde ¢ incorporado a apoFet3, ativando-a. A maturacdo de Fet3P
através da via secretoria requer Ftrl (permease de Fe) e ambas atuam no transporte por alta
afinidade de Fe na membrana plasmatica, para onde o complexo ¢ deslocado. Na membrana
plasmatica, as metaloredutases sdo responsaveis por reduzir os ions Cu(Il) e Fe(IIl) para que
se liguem as proteinas envolvidas no seu transporte para o meio intracelular (modificado de

de Taylor et al., 2005).
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associacdo com Ftrl (permease de Fe de alta afinidade), migra através de vesiculas em
dire¢do a membrana plasmatica (Figura 8). Os ions Fe(III) presentes no meio extracelular sao
reduzidos a Fe(Il) pela metaloredutase Fre(1-7) presente na membrana plasmatica e
posteriormente oxidados a Fe(Ill). Este complexo Fe(Ill).Fet3 é o substrato para a
permeabilizacdo facilitada de Fe mediada por Ftrl (Figura 8). Quando o sistema de captagdo
de Cu por alta afinidade em leveduras ¢ inibido ou eliminado, Fet3 passa existir como uma
apoproteina inativa (Stearman et al., 1996). Como conseqiiéncia, a permease de Fe Ftrl ndo
estd corretamente inserida e acoplada na membrana plasmatica, o que resulta em uma
deficiéncia de Fe na levedura, demonstrando a importincia do Cu para a captagdo e
mobilizagdo de Fe neste organismo. Este modelo parece se aplicar a essencialidade do Cu
para a internalizacdo de Fe em mamiferos, pelo menos em termos das proteinas fundamentais
envolvidas no processo (Pefa et al., 1999).

Além de Ccc2, alguns estudos vém demonstrando que a eficiente entrega de Cu a Fet3
requer Gefl, uma proteina homdloga ao canal de cloreto (CI) regulado por voltagem CIC em
mamiferos, que também se encontra na rede trans-Golgi (Greene et al., 1993; Huang et al.,
1994; Davis-Kaplan et al., 1998; Gaxiola et al., 1998; Schwappach et al., 1998; Flis et al.,
2002 ). Os canais de Cl s3o largamente distribuidos em procariotos e eucariotos e pertencem
a diversas familias. Nos tltimos anos, os estudos publicados apontam para a importancia desta
nova familia dos canais de CI" regulados por voltagem (CLCs). Nove genes da familia de
CICs foram descritos em mamiferos, que apresentam localizagdo tecido-especifica e estdo
presentes na membrana plasmatica (CIC-1), em organelas intracelulares (p. ex. CIC-5, CIC-7)
ou apresentam mais de uma localizagdo (p. ex. CIC-2 ; Jentsch et al., 1999; Lipecka et al.,
2002; Nascimento et al., 2003). O papel de Gefl na homeostasia vesicular de cations vem
sendo sugerida, j4 que cepas deficientes no gene GEF1 (AGEF1) exibem um defeito no

metabolismo de Fe: elas necessitam de suplementacio com Fe para crescerem em meio
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contendo fontes de carbono ndo fermentaveis (Greene et al., 1993). Estas mesmas cepas,
assim como as cepas ACCC2, apresentam um defeito na atividade de Fet3 e ndo sdo capazes
de crescer em meio sintético (suplementado com glicose) a pH 7,0 (Gaxiola et al., 1998).

Ha algumas evidéncias de que, juntamente com a entrada de Cu nas vesiculas do trans-
Golgi para ativagdo de Fet3, ¢ necessario o movimento paralelo de ions Cl para a
compensac¢do de cargas; assim, em algumas organelas como Golgi e endossomas, a entrada de
CI" favorece o transporte de H por uma H'-ATPase presente nas suas membranas (Xie et al.
1989; Al-Awqati, 1995; Kane, 2006). De fato, a principal fun¢do dos canais de Cl no trans-
Golgi seria auxiliar na regulagdo de pH (Glickman et al., 1983), uma vez que o pH baixo do
limen do Golgi tem sido implicado numa série de fung¢des, tais como sialilagao e sulfatacao,
bem como na saida de vesiculas do trans-Golgi (Al-Awqati, 1995). Mais ainda, através da
ligacdo eletrovalente do CI" com Cu(I) (Cu"), seria possivel manter uma alta concentragio de
Cu(I) livre, ndo quelado por proteinas. Desta forma, o transporte compensatorio de CI” via
Gefl favoreceria tanto a acidificacdo do limen quanto a entrega de Cu(l) a Fet3 (Figura 9).

A interconexdo entre os metabolismos de Cu e Fe também pode ser evidenciada na
adaptacdo de S. cerevisiae a ambientes alcalinos. Estes organismos crescem com maior
facilidade em ambientes acidicos do que em ambientes neutros ou alcalinos e a manutencao
da acidez no meio extracelular depende basicamente da atividade da H'-ATPase da
membrana plasmatica de leveduras (Pmal), que ¢ a proteina majoritiria da membrana e
bombeia protons para o meio extracelular (van der Rest et al., 1995). Esta atividade, além de
ser capaz de manter o pH intracelular em ~ 6,6 quando o pH extracelular esta em 3,5 (Eraso e
Gancedo, 1987), gera um gradiente de prétons que possibilita a entrada de muitos nutrientes e
cations (van der Rest et al., 1995; Serrano, 1996).

Diferentes estudos demonstraram um conjunto de genes que sdo induzidos durante a

resposta transcricional ao estresse alcalino (Causton et al., 2001; Lamb et al., 2001; Serrano
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Figura 9. Modelo proposto para explicar o papel de Gefl na regulagdo do pH nas
vesiculas trans-Golgi e a incorporacdo de Cu(l) (Cu®) a Fet3 em leveduras. (A) H e
Cu(T) (Cu") sdo ativamente transportados para o limen do Golgi tardio pela H-ATPase e
Ccc2, respectivamente. (B) Quando uma certa voltagem ¢ atingida, Gefl permite a entrada de
jons CI” que a reduzirdo, facilitando o transporte posterior de H' (eletrogénico) e Cu(I) (ainda
se desconhece se é eletrogénico). (C) e (D) O transporte de H e Cu(I) para o interior do Golgi

tardio ¢ deficitario nos mutantes deficientes em Gefl (modificado de Gaxiola et al., 1998).
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et al., 2002; Serrano et al., 2004). Utilizando cepas deficientes em varios destes genes,
Serrano et al. (2004) verificaram que algumas mutagdes estavam relacionadas a genes
envolvidos no metabolismo de Cu e¢ Fe e que, pelo menos em parte, a dificuldade ou
impossibilidade de crescimento em pHs alcalinos se devia a atividade reduzida do sistema de
transporte de Fe por alta afinidade.

Os metabolismos de Cu e Fe estdo também interligados em nivel transcricional. Em S.
cerevisiae, o nimero de estudos acerca da regulagdo da expressdo de muitos genes envolvidos
na captura, distribui¢do, seqiiestro e detoxificacdo do Cu, bem como no transporte de Fe, vem
crescendo a cada ano, embora nem todos os fatores de transcricdo sensiveis as variagoes de
concentragdo destes metais tenham sido bem caracterizados. Nestes organismos a regulacao
génica dependente de Fe ¢ mediada por dois fatores de transcrigdo responsivos a ferro, Aftl e
Aft2 (do inglés “activator of ferrous transport), enquanto o Cu regula a expressdo dos
fatores transcricionais Acel, Macl, Amtl, Crfl, Cufl e GRISEA (De Freitas et al, 2003;
Rutherford e Bird, 2004). Macl e Acel sdo os fatores responsivos a Cu mais bem estudados;
Macl ¢ induzido em baixas concentracdes de Cu e ativa os genes envolvidos no transporte
deste metal para dentro da célula (CTR1 e CTR3) (Jungmann et al., 1993; Yamaguchi-Iwai et
al., 1997; Zhu et al., 1998), enquanto altos niveis de Cu ativam Acel, que por sua vez induz a
expressdo de genes envolvidos no seqiiestro do metal - os genes das metalotioneinas Cupl
(Thiele, 1988) e Crs5 (Culotta et al. 1994) — além do gene da Cu/Zn superdxido dismutase
(SODI1, Gralla et al., 1991). Cinco dos genes que codificam para a Fe(III)/Cu(Il) redutase
presente na membrana plasmatica, FRE2 a FREG6, sdo regulados por Aftl, enquanto FREI e
FRE7 sao regulados por Macl (Martins et al, 1998; Pena et al., 1999; Rutherford e Bird,
2004). Sabe-se que Aftl regula ainda a expressdo de Ccc2 e Atx1 e que Aft2 parece atuar de
forma parecida, embora nenhum fenétipo tenha sido atribuido a uma cepa deficiente neste

fator (Rutherford e Bird, 2004).
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2.2. Disponibilizacéo de ions cobre para a mitocondria

Das trés vias de distribui¢do intracelular do Cu por metalochaperonas atualmente
conhecidas, a via mitocondrial talvez seja a mais complexa e com maior nimero de detalhes a
serem desvendados. A metalochaperona que tem o papel de disponibilizar o Cu para as
mitocondrias para as fungdes respiratorias foi caracterizada em 1996 por Glerum et al. e ¢é
denominada Cox17. Cox 17 ¢ um polipeptideo de 69 aminoacidos (8 kDa) que esta presente
tanto no citoplasma (40%) quanto no espago intermembranar da mitocondria (60%). A
inativacdo do gene COX17 leva a perda da atividade da citocromo c oxidase, devido a falha
na correta interagcdo de suas subunidades. Ainda ¢ limitado o conhecimento acerca dos
mecanismos envolvidos no transporte de Cu através da membrana externa para o espago
intermembranar por Cox17: a populagdo de unidades de Cox17 presente no citoplasma
poderia “langar” o Cu para dentro da mitocondria, onde seria capturado pelas unidades
presentes no espago intramembranar (Beers et al., 1997) ou entdo as Cox17 citoplasmaticas
seriam proteinas recém-sintetizadas que estariam sendo direcionadas para a mitocondria.

Em procariotos, uma proteina periplasmatica denominada CopB localiza-se na
membrana externa e parece estar envolvida na ligacdo do Cu (Figura 10), enquanto CopC
disponibiliza Cu para CopD na membrana interna, que por sua vez ¢ responsavel por
transporta-lo para o citoplasma (Cha e Cooksey, 1991). E possivel, entdo, que o espago
intermembranar em mitocondrias de leveduras seja analogo ao periplasma bacteriano e Cox17
funcione similarmente a CopC no direcionamento do Cu neste espaco. De fato, Cox17
disponibiliza Cu para Scol, uma proteina receptora localizada na membrana interna da
mitocondria, importante para a correta estabilidade estrutural e para a catalise redox pela
citocromo ¢ oxidase. Scol interage com Cox2, a subunidade polipeptidica da citocromo ¢

oxidase, que contém o sitio Cus (Lode et al., 2000). Uma outra proteina presente na
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Figura 10. Mecanismo de distribuicdo de Cu para a mitocondria em S. cerevisiae
e comparacdo com o processo de internalizacdo de Cu no espacgo periplasmatico em
Pseudomonas syringae. Em S. cerevisiae, a metalochaperona Cox17 entrega o Cu para Scol,
presente no espago intramembranar da mitocondria, provavelmente de uma forma similar a
interagdo de CopC e CopD em P. syringae. Scol transfere entdo o Cu para a citocromo

oxidase (modificado de Rees e Thiele, 2004).
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membrana interna mitocondrial, Cox11, pode funcionar de maneira similar a Scol, mas
entregando o Cu para o sitio Cug da subunidade Cox1 da citocromo ¢ oxidase (Carr et al.,
2002). No entanto, ainda se desconhece qual a metalochaperona responsavel por entregar o

Cu para Cox11.

2.3. Disponibilizacdo de ions cobre para o citosol

A segunda chaperona de Cu a ser descrita, Ccs, € uma proteina de 70 kDa necessaria
para entregar o Cu para a superoxido dismutase (Sodl), que é responsavel por catalisar a
formagédo de peroxido de hidrogénio (H,0») a partir do radical superdxido (O, ), protegendo
desta forma as células contra os danos oxidativos (Culotta et al, 1997). A interagdo direta de
Ccs com Sod]1 resulta na transferéncia de Cu da metalochaperona para o sitio ativo de Sod1
(Casareno et al., 1998; Lamb et al., 2000). Sodl esta localizada majoritariamente no
citoplasma, embora 1-5 % das moléculas estejam presentes no espago intramembranar das
mitocondrias (Weisiger e Fridovich., 1973; Sturtz et al., 2001). Os resultados obtidos até hoje
e descritos na literatura sugerem um modelo em que o motivo CXXC no dominio I de Ccs
estaria envolvido na ligacdo e aquisi¢do de Cu (Rae et al., 2001), enquanto o motivo CXC do
dominio III iria transferir o metal do dominio I para o sitio ativo da proteina-alvo, Sodl

(Torres et al., 2001; Lamb et al., 2001)

3. Ccc2: uma ATPase do tipo P

O gene CCC2 foi isolado pela primeira vez durante um estudo que visava identificar
os genes envolvidos na homeostasia de calcio (Ca) em S. cerevisiae (Fu et al., 1995). A
expressdo de diferentes genes foi usada na tentativa de se recuperar o fenotipo de

sensibilidade ao Ca, caracteristico das cepas deficientes nos genes CSG1 e CSG2 (do inglés
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Calcium-Sensitive Growth). Um dos genes capazes de restaurar este fenotipo foi denominado
CCC2 pelos autores (do inglés Ca-sensitive Cross-Complementer). Este gene foi
posteriormente seqiienciado (3015 pb), mapeado (era localizado no cromossomo IV) e
verificou-se que a proteina por ele codificada apresentava seqiiéncias caracteristicas das
ATPases, mais especificamente das ATPases do tipo P. Portanto, Ccc2, a enzima central dos
estudos desenvolvidos nesta tese, ¢ classificada como uma P-ATPase. Mas o que exatamente

isso significa?

3.1. ATPases

As ATPases transportadoras sdo proteinas integrais de membrana (tanto de membrana
plasmatica quanto de membranas de diferentes organelas) que acoplam diversos processos
bioldgicos a ciclos de sintese ou hidrolise de ATP, que devem ser finamente regulados de
modo a responder a demanda das células, sejam elas eucaridticas ou procaridticas. As
ATPases sdo classificadas em cinco familias distintas (Pedersen e Carafoli, 1987), separadas
de acordo com sua funcdo bioldgica, com as espécies que transportam e com a estrutura de
seus constituintes:

—  FoFi-ATPases, que compreendem o complexo enzimatico localizado na membrana
interna de mitocondrias, na membrana tilacoide de cloroplastos e na membrana citoplasmadtica
de células procarioticas, sendo responsaveis pela sintese de ATP utilizando a energia liberada
durante o fluxo de H".

- V-ATPases, localizadas nas membranas de organelas intracelulares, que transportam
H' para o seu interior, acidificando-as e ativando diversas enzimas hidroliticas.

- ApA-ATPases, encontradas em arquea, que apresentam caracteristicas de V-

ATPases e FoF-ATPases, sendo também responsaveis pela sintese de ATP.
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—  Transportadores ABC (ATP Binding Cassete), proteinas de transporte presentes em
diferentes tipos de membrana que apresentam dois dominios de ligacdo para nucleotideos.
Dentro desta grande familia encontram-se os transportadores de moléculas hidrofobicas
(Ferreira-Pereira et al., 2003).

—  P-ATPases, que sdo assim denominadas por formarem um intermedidrio fosforilado

durante o ciclo catalitico. Esta familia sera melhor descrita ao longo da Introdugao.

3.1.1. ATPases do tipo P

As ATPases do tipo P sdo proteinas integrais de membrana ubiqiiamente distribuidas,
responsaveis pelo transporte ativo de diversos ions contra um gradiente de potencial
eletroquimico. Em geral, os genes das P-ATPases sao mais variados em eucariotos, uma vez
que em Escherichia coli apenas 4 destas ATPases foram identificadas, a arquea termofilica
Methanococcus jannaschii tem apenas uma e algumas bactérias parasitarias parecem nao
apresenta-las (Kiihlbrandt, 2004). Por outro lado, S. cerevisiae tem 16 P-ATPases (Goffeau,
1998). As ATPases pertencentes a esta familia apresentam as seguintes caracteristicas em
comum (Figura 11) (Lutsenko e Kaplan, 1995):

I) Um dominio catalitico comum, que compreende a grande alga citoplasmatica,
contendo o sitio de ligacdo do ATP (dominio N) e o sitio de fosforilagdo (dominio P). O
dominio catalitico contém 3 seqiiéncias de aminoacidos conservados ao longo da evolucao,
que permitem identificar uma ATPase do tipo P: a) DKTGTL, que contém o residuo de acido
aspartico que ¢ fosforilado durante o ciclo catalitico; b) MXTGD (onde X é um aminoacido
qualquer), localizado ap6s a seqiiéncia DKTGTL, sendo importante para a fosforilagdo por

interagir com o residuo de lisina desta seqiiéncia durante a catalise (Toyoshima el al, 2000; c)
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GDGXNDXP (onde X ¢ um aminoacido qualquer), também necessario para a fosforilagao e
para a ligacdo de ATP.

IT) Uma seqiiéncia TGES, situada na pequena alga citoplasmatica (dominio A), cuja
funcdo aparentemente ¢ a de interagir com a seqiiéncia MXTGD no dominio N, sendo
considerada importante nas etapas de catalise que se seguem a fosforilagdo (ver Figura 14
mais adiante).

Esta familia de ATPases pode ser dividida em trés sub-grupos, segundo Lutsenko e
Kaplan (1995), com base essencialmente na topologia das proteinas (Figura 11), embora
também se diferenciem pelos conjuntos de espécies que transportam:

1) ATPases do tipo P1. Estdo envolvidas no transporte de metais pesados essenciais,
como o Cu e o Zn, assim como de metais pesados tdxicos, como o Cd e o chumbo (Pb).
CadA, a ATPase de Listeria monocytogenes transportadora de Cd (Bal et al., 2002), Ccc2, a
Cu(I)-ATPase de leveduras (Ccc2) e ATP7A e ATP7B, as Cu(I)-ATPases envolvidas
respectivamente nas doengas de Menkes ¢ Wilson, estdo inseridas neste grupo.

2) ATPases do tipo P2. Esta classe compreende as ATPases mais conhecidas e
estudadas, como a Ca*"-ATPase e a Na' K -ATPase. Este grupo pode ser ainda subdividido
de acordo com o niimero de subunidades constituintes. De um lado estdo a Na",K'-ATPase e
a H" K'-ATPase, compostas de, respectivamente, trés e duas subunidades (o.-B-y e o-B, sendo
a a subunidade catalitica e 3 e y as subunidades regulatérias). Do outro, as ATPases formadas
por apenas uma subunidade, como a Ca>’-ATPase, ¢ a H-ATPase de leveduras. Sdo estas
ATPases que contribuem para o potencial de membrana nas células eucaridticas e geram
gradientes i0nicos fundamentais em processos como a contracdo muscular, a transmissao de
impulsos nervosos, o transporte ativo secundario de nutrientes, a modula¢ao de redes de

sinalizacdo, a regulagdo do pH, entre outros.
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Figura 11. Esquema da topologia na membrana apresentando as caracteristicas
estruturais das ATPases. Sao mostradas as ATPases de metais pesados (P1-ATPases,
representadas pela Cu(I)-ATPase humana), metais ndo-pesados (P2-ATPases) e as Kdp-
ATPases de procariotos (P3-ATPases). A regido marcada em amarelo agrupa os seguintes
dominios conservados nas P-ATPases: os sitios de atividade “fosfatasica”, de fosforilagao e
ligagdo de ATP, respectivamente em verde, rosa e laranja. Em azul, roxo e branco estdo
representados os dominios caracteristicos das ATPases de metais pesados, correspondendo
aos sitios de ligacdo do metal, o dipeptideo HP e a sequéncia CPX altamente conservada no

sexto segmento transmembrana (modificado de Lutsenko e Kaplan, 1995).
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3) ATPases do tipo P3. Sdo as ATPases Kdp, sistemas enzimaticos complexos capazes
de transportar ativamente K™ para o interior das células em procariotos.

Com base na homologia de seqiiéncias, a familia das P-ATPases pode também ser
dividida em 5 subfamilias (Figura 12), classificadas de I a V (Kiihlbrandt, 2004). Neste caso,
as P-ATPases tipo I englobariam as ATPases transportadoras de metais pesados e as ATPases
Kdp; as P-ATPases tipo II seriam aquelas ATPases mais bem estudadas, conforme descrito
acima; as P-ATPases tipo III sio as H-ATPases de membrana plasmatica ¢ as Mg” -ATPases
bacterianas; as P-ATPases tipo IV sdo aquelas envolvidas respectivamente no transporte de
lipidios e as P-ATPases tipo V, que ainda ndo tém descrita uma especificidade de substrato.

Dentro deste vasto conjunto, a Ca**-ATPase de reticulo sarcoplasmatico (Sercala)
serve de modelo para o estudo das ATPases do tipo P, uma vez que seu ciclo catalitico ¢ bem
conhecido e ¢ a unica ATPase do tipo P cuja estrutura cristalina ja foi resolvida por difragao
de raio X (Figura 13; Toyoshima et al., 2000). A obtencdo desta estrutura, no estado chamado
El (ligada a fons Ca®") e no estado E2 (livre de fons Ca”") (Toyoshima et al., 2002), foi
crucial para a compreensao, pelo menos em parte, dos mecanismos moleculares de catalise e
das mudangas conformacionais em curso durante o ciclo catalitico. A revelacdo mais
surpreendente destas estruturas foi a existéncia de uma longa distdncia entre os sitios de
ligacdo de ATP e os sitios de fosforilagao (ZSA) e uma distancia ainda maior entre o sitio de
fosforilacdo ¢ o dominio de ligacdo do metal (Figura 13). Isso indica que durante o ciclo
catalitico as mudangas conformacionais que ocorrem podem alterar de forma drastica a
estrutura da ATPase, gerando comunicagdes intramoleculares de relativamente longo alcance
que parecem ser cruciais para o acoplamento dos eventos de transporte i6nico e hidrélise de

ATP.
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Figura 12. Arvore filogenética das P-ATPases. A figura mostra as subfamilias e os
grupos em que elas se dividem, de acordo com a especificidade do substrato, conforme
proposto por Axelsen e Palmgreen (1998) (ver também Kiihlbrandt, 2004). Os genes
representativos de cada subfamilia estdo coloridos de acordo com a espécie: Arabidopsis
thaliana (verde); Caenorhabditis elegans (laranja); Escherichia coli (cinza); Homo sapiens
(azul escuro); Methanobacterium thermoautotrophicum (azul claro);

Methanococcus
jannaschii (amarelo); Synechocystis PCC6803 (roxo) ¢ Saccharomyces cerevisiae (vermelho).
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Figura 13. Estruturas cristalizadas da Ca®*-ATPase de reticulo sarcoplasmatico
(a) no estado E1 (ligada a Ca®*"; Toyoshima et al., 2000) e (b) no estado E2 (inibida
especificamente por thapsigargina; Toyoshima et al., 2002). Sao mostrados em vermelho o
sitio de fosforilacdo (P), em verde o sitio de ligacdo do nucleotideo (N), em amarelo o sitio
considerado como o responsavel por acionar os movimentos de N e P durante o ciclo de
catalise (A) e em cinza os dominios transmembrana (M). As linhas pretas sugerem que
mudancas conformacionais induzidas pela ligagdo do metal, do nucleotideo ou de um inibidor
podem fazer com que dominios espacialmente separados venham a interagir, como resultado

de comunicagdes intramoleculares de longo alcance (modificado de Kiihlbrandt, 2004).
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O mecanismo de catalise de Sercala, descrito em termos de movimentos de dominios
e subdominios na auséncia e na presenga do cation ligado, tem contribuido significativamente
para a compreensao da catalise por outras ATPases desta grande familia, incluindo a Cu(I)-
ATPase. Por isso, as transi¢gdes entre as duas estruturas mostradas na Figura 13 serdo descritas
brevemente a seguir.

A comparagao das duas estruturas permitiu identificar as mudangas de conformacao
provocadas pela dissociagdo dos fons Ca*", acompanhando a transi¢io do estado Ca,E; a Ey:

a) Uma rotacdo de 90° do dominio N e uma inclinagdo de 30° do dominio P, em
relagdo a membrana; nesta configuragdo “fechada”, a fosforila y do ATP se aproxima mas nao
chega a alcancar o residuo de fosforilacdo D351;

b) Uma rotacdo horizontal de 110° do dominio A, que se aproxima do dominio P;

¢) Um rearranjo de seis das dez hélices (M1 a M6).

As ligacdes entre as hélices e o dominio P permitem compreender como as mudancgas
de conformacdo devidas a dissociagio do Ca®" ocorrem entre os sitios membranares e os
dominios citoplasmaticos. A inclinacio de 30° do dominio P esta diretamente ligada ao
movimento das hélices transmembranares. As hélices M1 e M2 parecem estar, dessa forma,
governadas pelo dominio P. Através de estudos utilizando-se um analogo nao-hidrolizavel de
ATP, o TNP-AMP, verificou-se que a aproximacao dos dominios N e P parece ser importante
ndo apenas para a apresentagdo do ATP, mas também para possibilitar a fosforilacdo pelo
nucleotideo (Hua et al., 2002).

Recentemente, Toyoshima e Mizutani (2004) obtiveram a estrutura cristalizada de
Sercala ligada a um analogo de ATP, um ion Mg*" e dois ions Ca>". Neste estado, a ligagdo
do anélogo de ATP reorganiza os trés dominios citoplasmaticos A, N e P, antes bastante
separados, aproximando os dominios N e P. O dominio A sofre uma inclinag¢do de forma que

uma das hélices transmembrana se move para fechar a entrada citoplasmatica dos sitios de
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. ~ ’ + ~ . ’
ligagdo dos ions Ca*", promovendo a sua oclusdo antes de serem liberados dentro do reticulo
sarcoplasmatico. Provavelmente, um mecanismo de transporte semelhante — com as
especificidades conferidas pelos diferentes aminoacidos e pela espécie transportada — possa

existir em outras ATPases, como Ccc2.

3.1.2. ATPases do tipo P1

Como ja mencionado anteriormente, as ATPases do tipo P1, subfamilia a qual
pertence Ccc2, sdo responsaveis pelo transporte de metais pesados e encontradas nos mais
diversos organismos, desde bactérias at¢ o homem. Elas possuem um papel essencial na
homeostasia destes metais, pelo seu transporte para dentro e fora da célula, assim como pela
sua dispersdo entre os diferentes compartimentos intracelulares. Além de possuirem regides
em comum com as outras ATPases do tipo P, as Pl-ATPases apresentam quatro
caracteristicas que as distinguem das demais:

a) Uma regido N-terminal com um a seis motivos CXXC, onde X ¢ um aminodcido
qualquer. A presenca destes dominios torna a extremidade N-terminal destas ATPases mais
longa do que as demais. Gragas a grande concentracdo de residuos de cisteina, cada um deles
pode servir para a ligagdo a metais pesados, sendo por isso denominados Metal Binding
Domains (MBDs) (ver Figura 11);

b) Uma seqiiéncia CPC no sexto segmento transmembranar, importante para a
atividade ATPésica, provavelmente porque o residuo de prolina estd envolvido na geometria
de coordenacdo do sitio de ligacdo do metal e porque cada uma destas cisteinas desempenha
um papel especifico na catalise (Lowe et al., 2004; ver Figura 14);

c) uma seqiiéncia HP situada na grande al¢a citoplasmatica, igualmente importante

para a atividade ATPésica, provavelmente por contribuir para o correto enovelamento da
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proteina. A mutagdo mais comum encontrada nos pacientes com a doenga de Wilson ¢ a
modificagdo do residuo de histidina por um residuo de glutamato (Thomas et al., 1995);

d) uma topologia de 8 segmentos transmembranares, sendo quatro localizados andas
da pequena alga, dois entre a pequena e a grande alcas e dois apds a grande alga
citoplasmatica (ver Figura 11).

O mecanismo catalitico das Cu(I)-ATPases, incluindo a formagdo do intermediario
fosforilado, ainda é pouco conhecido. A maioria dos trabalhos na literatura refere-se ao estudo
conformacional da regido N-terminal destas ATPases e interagdo desta com as
metalochaperonas de Cu. Em outros trabalhos, foram construidas e clonadas Cu(I)-ATPases
com mutagdes sitio-dirigidas para se investigar a importancia catalitica de residuos que se
encontram alterados em pacientes afetados pelas doencas de Menkes ou Wilson (Forbes e
Cox, 1998; Voskoboinik et al., 2001). O primeiro trabalho a propor um ciclo catalitico para a
Cu(I)-ATPase foi realizado pelo nosso grupo (Figura 14; Lowe et al., 2004), com base no
estudo de residuos estruturalmente conservados, localizados principalmente nos segmentos
transmembrana de Ccc2, como ¢ o caso do dominio CPC (ver Figura 11), envolvido no
transporte de Cu(I). Poucos estudos foram publicados acerca da regulagdo da atividade das
Cu(I)-ATPases por mecanismos pos-traducionais, como por exemplo, a fosforilagdo Cu(I)-
dependente de residuos (Vanderwerf et al., 2001; Voskoboinik et al., 2003). Nestes estudos,
foi sugerida a participacao de diferentes proteinas kinases, cujas atividades podem ou nao ser
reguladas por Cu, assim como a relagio entre a localizagdo da Cu'-ATPase e a fosforilagao
em presenga deste metal.

O estudo realizado nesta tese destinado a abordar um papel até agora nao descrito de
Ccc2 e de seus dominios especificos a alteragdes acido-base, encontra-se inserido num amplo
projeto do qual participam ndo apenas integrantes do nosso laboratério € o grupo formado

pelos colegas franceses do Laboratorio de Biophysique Moléculaire et Cellulaire (CEA —
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Grenoble, Franga), com o qual mantemos colaboracao desde 1998. A crescente facilidade de
manipulacdo genética de S. cerevisiae e o conhecimento cada vez mais ampliado de sua
biologia e genética contribuiram para que esta levedura se tornasse um bom modelo para o
estudo da homeostasia de cobre em mamiferos e, conseqiientemente, das doengas de Menkes
e Wilson. Além disso, S. cerevisiae apresenta um complexo e ainda ndo completamente
elucidado conjunto de mecanismos que permitem sua adaptagdo a elevagdes discretas de pH
acima da neutralidade (Calahorra et al., 1998; Causton et al., 2001; Lamb et al., 2001;
Serrano et al, 2002; Giaver et al., 2002). Embora existam algumas poucas evidéncias do papel
de transportadores passivos de Cu e Fe na adaptagdo de S. cerevisiae a pHs alcalinos nio
existem informagdes sobre o papel de dominios especificos da molécula de Ccc2 neste
processo. No fungo patogénico Candida albicans, mudangas no pH do meio ambiente servem
como um potente sinal para diferenciagdes morfologicas entre as formas de levedura e de hifa,
essenciais para o desenvolvimento da viruléncia (Davis, 2003). Neste organismo, a via do
gene RIM101, ativada em resposta a mudangas de pH, regula a expressdo de diversos genes
envolvidos na homeostasia de Fe (Bensen et al., 2004). Portanto, a compreensdao dos
mecanismos envolvidos nas respostas celulares dos microrganismos (patogénicos ou nio) a
essas mudangas de pH torna-se interessante para desvendar como e quais processos surgiram

ao longo da evolucdo para confronté-las.
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Figura 14. Modelo proposto para o ciclo catalitico de Ccc2. Em (1) ocorre a ligagdo
de Cu(I) na regido citoplasmatica da enzima (transferido por Atxl, ver Figuras 6, 7 e¢ 48),
ocasionando uma mudanga conformacional que permite a ligagdo de ATP. O metal € ocluido
quando ocorre a transferéncia da fosforila do ATP para o residuo D do dominio DKTGT (2).
Apbs a formagdo do intermedidrio fosforilado de alta energia em D627, a sua energia
potencial quimica decai na transicdo para E-P e, simultaneamente, ocorre o transporte do
Cu(I) para o lumen do Golgi (3). A enzima ¢ finalmente desfosforilada (liberagdo de Pi) e o

ciclo recomega (modificado de Lowe et al., 2004).
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[I. OBJETIVOS

A primeira hipotese de trabalho formulada no inicio desta tese foi a de que a
superexpressdo de Ccc2 (Cu(I)-ATPase) no seu habitat natural, bem como de mutantes na
regido N-terminal (onde se localizam conservados dominios de ligagdo de Cu(I), permitiria
obter células apropriadas para estudos fisiologicos de crescimento e para correlacionar estes
eventos com a catalise por Ccc2 in vitro. Estes estudos poderiam, por sua vez, contribuir para
a compreensao do papel de dominios moleculares especificos da Cu(I)-ATPase em processos
metabolicos e de transporte em Saccharomyces cerevisiae, modelo implantado em nosso
laboratério para o estudo estrutural, funcional e regulatério de ATPases transportadoras de
Cu(I) em eucariotos.

A segunda hipdtese de trabalho, de que a Cu(I)-ATPase poderia contribuir em
processos adaptativos frente a alteracdes acido-base, surgiu da observa¢do de que o o
crescimento de S. cerevisiae em meios de pH crescente, dependia das caracteristicas
estruturais de sua regido N-terminal.

Estas duas hipdteses iniciais levaram entdo a formulagdo dos seguintes objetivos
especificos:

1. Demonstrar e caracterizar a atividade Cu(I)-ATPasica em leveduras transformadas com o
gene CCC2 de forma a superexpressar a enzima.

2. Determinar o comportamento cinético da Cu(I)-ATPase em fungdo de valores crescentes de
pH, mimetizando in vitro as condi¢des de estresse alcalino para as células de leveduras.

3. Investigar o papel na catalise pela Cu(I)-ATPase in vitro da regido N-terminal da enzima.

4. Investigar o papel da regido N-terminal no enderecamento intracelular da Cu(I)-ATPase em

células de leveduras.
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. Investigar se os genes que codificam para Cu(I)-ATPases mutadas em dominios especificos
da regido N-terminal complementam o mutante ACCC2 em condi¢des limitantes ou nao de
cobre (Cu) e ferro (Fe).

. Investigar a resposta ao estresse alcalino de cepas de leveduras ACCC2 transformadas com

os genes de Cu(I)-ATPases mutadas em diferentes dominios funcionais da regido N-

terminal.

. Estudar o papel de dominios funcionais especificos na interconexao entre a homeostasia de

Cu ¢ Fe em situacoes de estresse alcalino.

. Investigar a associa¢do entre processos de transporte mediados pela Cu(I)-ATPase e o

metabolismo acido-base.

. Propor um modelo de interagdo entre fluxos de Cu, Fe, CI', HCOs e H'.
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ll. MATERIAIS E METODOS

1. Materiais

1.1. Gene CCC2

A obtengdo do gene CCC2 (ver seqliéncia na Figura 15) foi realizada por Martine
Cuillel e colaboradores no Laboratorio de Biophysique Moléculaire et Cellulaire (Comissariat
a I’Energie Atomique — CEA, Grenoble, Franga), conforme descrito por Lowe e col. (2004),
de forma a possibilitar a posterior superexpressao da proteina Ccc2 ou de seus mutantes em
leveduras. O gene CCC2 foi recuperado a partir do DNA gendmico da cepa S288C de
Saccharomyces cerevisiae através da técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction),
utilizando-se os primers direcionados a seqiiéncias do genoma da levedura contendo os

codons de iniciacdo (ATG) e término (TAA) da transcri¢ao (Figura 15):

)5’ GGAGTTGAE}G’CCTTTAATACTTAAAACGAAATG 3

d

2) 5> CAAT’CTAGACTTACCTGTTATTTA 3’ (fita complementar)

As seqiiéncias grifadas em cinza sdo os sitios de restri¢ao reconhecidos pelas enzimas
Stul (seqiliéncia 1) e Xbal (seqiiéncia 2), que foram utilizadas para clonagem do gene CCC2
no plasmideo bacteriano pSP72 (Promega, Charbonniéres, Franca). O vetor pSP72 contém os
promotores SP6 ¢ T7 da RNA polimerase, presentes nas extremidades da unica regido de
clonagem (MCS, do inglés “Multi Cloning Sites”), que inclui os sitios Xhol, Pvull, HindIII,
Sphl, Pstl, Sall, Accl, Xbal, BamHI, Smal, Kpnl, Sacl, EcoRI, Clal, EcoRV e Bglll. A
presenca do gene de resisténcia a ampicilina contribuiu para a escolha deste vetor, pois os

clones obtidos apds a transformagdao podem ser facilmente selecionados através da adigdo
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deste antibiotico ao meio de cultura. O plasmideo pSP72, contendo o gene CCC2
(pSP72.CCC2) foi utilizado para a obtencdo dos mutantes da Cu(I)-ATPase de leveduras
indicados na Figura 16. Todos os plasmideos utilizados nesta tese, contendo os genes CCC2,
bem como seus mutantes, também foram construidos no Laboratério de Biophysique
Moléculaire et Cellulaire, com o qual, como mencionado na Introducdo, nosso laboratorio
mantém uma colaboragao cientifica desde 1998. Todos as constru¢des foram confirmadas por
seqiienciamentos de DNA efetuados pela empresa Genome Express (Meylan, Francga).

As técnicas de digestdo e de modificagdo enzimaticas pelas enzimas de restri¢do, de
precipitagdo de DNA, de separagdo eletroforética em gel de agarose e¢ de ligacdo de
fragmentos de DNA foram efetuadas segundo os protocolos padrdao (Current Protocols in
Molecular Biology, Wiley). As extracdes de DNA de géis de agarose foram realizadas com o
kit Gene-Clean® (Q-BIOgene, Illkirch, Franca). Todas as demais técnicas e metodologias

empregando os materiais descritos nesta se¢do estdo descritas em detalhes no item Métodos.

1.2. Cepa de levedura deficiente no gene CCC2 (ACCC2)

A obteng@o de uma cepa de leveduras deficiente no gene CCC2 fez-se necessaria para
expressdo de um grande nimero de copias da enzima nativa (procedimento essencial para
estudos bioquimicos e caracterizacdo funcional) e para a andlise funcional dos diferentes
mutantes mostrados na Figura 16. A estratégia utilizada para a obtengdo desta cepa foi a
inser¢ao do gene URA3 no gene CCC2.

As cepas selvagens de S. cerevisiae ndo possuem o gene URA3, responsavel pela
sintese de uracila e, portanto, ndo sdo capazes de crescer em meio de cultura que ndo contém

esta base nitrogenada. A disrup¢do do gene CCC2 na cepa W3031la (cujos marcadores
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Figura 15. SequUiéncia de nucleotideos do gene CCC2 e aminoacidos de Ccc2.

Estdo realgados os aminoacidos do dominio de ligacdo de nucleotideo (Dominio N) (' ), do

dominio de fosforilagdo (Dominio P) () e dos segmentos transmembrana (. ), além dos

codons de inicio e fim da transcri¢do (.). Estdo coloridos e sublinhados os aminoacidos dos

sitios caracteristicos de todas as ATPases do tipo P (em rosa), aqueles caracteristicos das

ATPases do tipo P1 (em azul escuro) e os correspondentes destes em Ccc2 (em vermelho).

GAGAAGTGATACTTGCTGTACATGGAATGACATGCAGCGCCTGTACTAATACAATCAATACGCAGTTACGAGCT
R EV I L AVHGMTZ CSACTNTTINTQL R A

TTAAAGGGTGTAACAAAATGTGATATTAGTTTAGTGACTAATGAGTGCCAGGTGACATACGATAACGAGGTTACCGCC
L K 6GVvTI KO CD1 SLVTNZETCOQVTYDNEWVTA

GATTCTATTAAGGAAATTATAGAGGATTGTGGATTTGACTGTGAGATACTAAGAGATTCTGAAATTACAGCCATAAGT
b s 1»r kKK Ee11 EDTCSGZFTDTCETI LRIDSETITATIL S

ACGAAGGAAGGACTACTGAGTGTACAAGGTATGACCTGTGGGTCTTGTGTTTCTACAGTCACCAAACAAGTGGAAGGC
T K EGLULSVQGMTT CGSCVSTVTIKQV E G

ATTGAGGGTGTTGAATCGGTAGTCGTTTCCTTGGTAACGGAAGAGTGCCATGTTATTTATGAACCGTCCAAGACAACG
Il E GV E SV VYV S LV TEET CHV 1LY EWPSKTT

CTAGAAACCGCCAGAGAAATGATTGAAGACTGTGGATTTGACTCAAATATTATTATGGATGGCAACGGGAATGCAGAC
L ETAREMI EDTCSGZ FDSNII1TMDGNGNAD

ATGACCGAAAAAACGGTGATCTTGAAAGTAACTAAGGCTTTCGAGGACGAATCCCCACTCATACTTTCTTCAGTAAGC
M TE KTV 1 L KV TKAFEDES®PLI1 L S S VS

GAAAGGTTTCAATTTTTGTTAGACCTAGGTGTAAAATCGATAGAAATTTCTGATGATATGCACACACTCACCATAAAA
ERFQFULLDULGVIKSI1TEI SDIDMMHTTLT 1K

TACTGTTGTAACGAACTCGGCATTAGAGATTTATTGAGGCACCTTGAGAGGACCGGATATAAATTCACTGTATTTTCC
y ¢ NEL GI1 RDULILRHLERTSGYKFTV F S

AATTTAGATAATACTACCCAGTTAAGGCTTCTCTCTAAAGAGGACGAGATAAGATTCTGGAAAAAAAACAGCATAAAA
NLDNTTOQULWRULULSKEDETI RFWKIKNS I K

TCCACCCTTTTGGCTATAATATGTATGCTATTGTATATGATTGTCCCTATGATGTGGCCAACAATTGTTCAGGACCGC
s TL?LAI I CMLLYMIVPMMWPTTI1TV Q DR

ATATTCCCTTACAAAGAAACCTCCTTTGTTAGAGGTCTGTTCTACAGAGATATTTTGGGTGTAATATTGGCAAGCTAT
Il FPYKETSFVRGLUFYRUDI LGV I L A S Y

ATTCAGTTCAGCGTTGGTTTTTACTTTTACAAGGCAGCATGGGCATCTTTAAAGCACGGTTCAGGAACCATGGATACA
Il Q F SVGFY FY KAAWASILIKHSGSGTMD T

CTAGTTTGTGTTTCCACTACTTGTGCATACACATTTTCTGTGTTTTCTTTAGTTCACAATATGTTCCATCCCTCAAGT
L vccvsTTC CAYTZEFSVFSLVHNMMFUHPS S

ACTGGCAAACTCCCAAGGATCGTTTTCGACACATCAATCATGATCATTTCATATATTTCCATCGGGAAATATTTGGAA
T 6GKLPRI1TV FDTS I M1 I S Y I S I G K Y L E

ACTTTAGCTAAATCACAAACATCAACCGCACTTTCTAAATTAATTCAGCTCACTCCATCGGTGTGTTCAATTATATCT
rL A K SQTSTALSKLI QL TWPSV CS 1T 1 S

GACGTGGAGCGGAATGAAACCAAGGAAATTCCCATAGAATTATTGCAAGTGAACGATATAGTGGAGATTAAACCAGGG
b VERNET KT ETI P11 ELL QVNDIVETLKPG

ATGAAAATTCCTGCTGATGGCATCATAACAAGAGGTGAATCTGAAATTGACGAGTCGTTAATGACAGGCGAATCCATT
M K 1 P ADGI1 1 TRGESETII DESLMTGE S 1

78
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312
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156

546
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624
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702
234

780
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858
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936
312
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1092
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1248
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TTGGTGCCCAAGAAAACTGGTTTTCCGGTTATTGCTGGTTCTGTTAATGGACCTGGACATTTCTACTTCAGAACTACT
L vpPKKTSGFWPVI AGSVNSG®PGHZFYFRTT

ACCGTTGGGGAGGAAACTAAATTAGCAAATATTATCAAGGTAATGAAAGAAGCACAATTGAGTAAAGCTCCCATTCAG
T vV G EETIKULANI T KV MIKEAQQL S KAUP 1T Q

GGGTATGCAGATTATTTAGCCTCTATTTTTGTTCCGGGGATCCTAATTTTGGCAGTATTGACTTTCTTTATTTGGTGT
G YADYLASI FVPGI1 LI L AV LTEFUEF1WC

TTTATTTTAAACATCTCGGCTAATCCTCCCGTCGCTTTCACCGCAAATACTAAGGCTGATAATTTTTTTATTTGCTTA
F 1 L NIT S ANPWPVAFTANTI KA ADNI FT F1 CL

CAAACTGCTACTTCTGTTGTCATCGTCGCATGCCCATGTGCATTGGGACTTGCCACGCCGACTGCTATAATGGTGGGT
QT ATSVVIVACPTCALGLATUZPTAIMYVSG

ACAGGGGTTGGAGCTCAGAATGGTGTCTTAATAAAGGGCGGAGAAGTATTGGAAAAATTCAATAGTATTACTACTTTT
T 6V G AQNGV L1 KGGEVLEIKFNS 1T TTF

GTTTTTGATAAAACAGGTACCTTAACTACAGGTTTTATGGTTGTGAAAAAGTTCCTTAAAGATTCAAATTGGGTTGGA
vV F DK T GGTLTTSGFMVV KI KT FULIKUDSNWYV

AACGTGGATGAAGACGAAGTTCTCGCCTGTATAAAAGCAACGGAATCCATTAGTGACCATCCAGTTTCGAAAGCAATT
NV DEDEVLACI KATESI SDHPV S K AI

ATACGTTATTGTGATGGTTTGAACTGTAATAAGGCTTTAAATGCCGTTGTTTTAGAAAGCGAATACGTGCTTGGAAAG
Il R Y cbGLNZ CNIKALNAVVLESEY VL GK

GGAATAGTCTCAAAGTGTCAAGTTAATGGAAATACTTATGATATTTGTATTGGGAACGAGGCGCTGATTTTGGAGGAT
G 1 vs KCQVNGNTYD11 C1 GNZEALILETD

GCATTAAAAAAATCCGGATTTATTAACAGTAATGTCGACCAAGGAAACACTGTATCATACGTATCAGTAAACGGGCAT
AL KKSGFI NSNVDI QGNTVSY VS VNGH

GTGTTTGGCTTGTTCGAGATTAATGATGAAGTTAAACATGATTCTTACGCAACAGTTCAGTATCTACAAAGAAATGGA
V F G L FEI1T NDEV KHUDSYATVOQY L QRNG

TATGAAACGTATATGATTACTGGCGATAATAACTCAGCAGCAAAAAGAGTCGCTAGAGAAGTAGGTATAAGCTTCGAA
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MBDI1 MBD2
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258
1.Ccc2 —CSAD—€EEE®»—Y —| K [K | N | S |1
2. D627TA—CSAD—qEED»—Y —| K [ K [N [S |1 Ldmen
3. S258A —CSAD>—@eRE®»—VY—| K | K | N |
4. Y228A —CSAD>—€EEP»—A—| K [K | N | S| C
5. AMBD1 — @ —Y—|K | K |N[S]I Citosol
6. M1 —@CSAD>—Y—| K | K [N [S]1
7. M1(s9) —GSAD>—Y—| K | K [N |S]I
8. AN-ter -K N |S |1
D [K |T|G]|T
K [T |G|T
D [K |T|G]|T
D [K |T|G]|T
D|K [T |G]|T
D|K [T |G|T
D|K [T |[G]|T
D|K [T |G]|T

Figura 16. Esquema representativo de uma molécula de Ccc2 e dos mutantes
construidos. A regidao N-terminal da enzima selvagem (contendo as elipses azuis que
representam os MBDs com os dominios CXXC), o residuo de tirosina Y228, os cinco ultimos
aminodcidos da regido N-terminal imediatamente anteriores ao primeiro segmento
transmembrana e a seqiiéncia DKTGT de fosforilagao estdo ampliadas em relagdo a figura dos
segmentos transmembrana dispostos na membrana do Golgi (ver Figura 11). Os aminoacidos
alterados nos mutantes D627A, S258A e Y228A estdo em negrito. O mutante AMBDI ¢
aquele que teve o MBDI1 (elipse em azul claro) removido. O mutante M1 ¢ aquele em que o
MBD?2 (elipse em azul escuro) foi removido e substituido por MBD1. O mutante M1(ss) ¢
idéntico a molécula M1, embora com as mutagdes C13S e C16S (indicadas em vermelho). O
mutante AN-ter ¢ aquele que teve a regido N-terminal completamente removida, com excec¢ao
da seqiiéncia KNSI antes do primeiro segmento transmembrana. A seqiiéncia completa de
aminoacidos da regido N-terminal dos constructos 1, 5 e 6 encontra-se na Figura 17. A
seqiiéncia do painel da direita mostra o dominio de fosforilagdo das diferentes moléculas na

grande alga citoplasmatica.
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Ccc2
MREVILAVHGMTCSACTNTI NTQLRALKGVTKCDISLVTNECQVTYDNEVTADSIKEIIE
DCGFDCEILRDSEITAI STKEGLLSVQGMTCGSCVSTVTKQVEG IEGVESVVVSLVTEEC

HVIYEPSKTTLETAREMIEDCGFDSN I IMDGNGNADMTEKTVILKVTKAFEDESPLILSSVS
ERFQFLLDLGVKSIEISDDMHTLTIKYCCNELGIRDLLRHLERTGYKFTVFSNLDNTTQLRL
LSKEDE IRFWKKNS

AMBD1

MSTKEGLLSVQGMTCGSCVSTVTKQVEG IEGVESVVVSLVTEECHV I YEPSKTTLETARE

MIEDCGFDSN I IMDGNGNADMTEKTV I LKVTKAFEDESPLILSSVSERFQFLLDLGVKSIEI
SDDMHTLTIKYCCNELGIRDLLRHLERTGYKFTVFSNLDNTTQLRLLSKEDE IRFWKKNS

M1

MREVILAVHGMTCSACTNTI NTQLRALKGVTKCDISLVTNECQVTYDNEVTADSIKEI IE
DCGFDCEILRDSEITAISTKNGNADMTEKTVILKVTKAFEDESPLILSSVSERFQFLLDLGV

KSTEISDDMHTLTIKYCCNELGIRDLLRHLERTGYKFTVFSNLDNTTQLRLLSKEDE IRFWK
KNS

Figura 17. Sequéncia de aminoacidos da regido N-terminal das construcdes 1
(Ccc2), 5 (AMBD1) e 6 (M1) esquematizadas na Figura 16. Em AMBDI, a seqiiéncia M1 a
A76 (contendo o MBDI1) foi removida e foi inserida a mutacdo I77M. Em M1, a seqiiéncia
M1 a K80 segue diretamente para N152 (tendo sido removido o MBD2). As seqiiéncias em
evidéncia referem-se ao dominio CXXC do MBD1 (CSAC) e do MBD2 (CGSC).
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gendmicos sdo: ade2-1 canl-100 his3-11,15 leu2-3112 trpl-1 ura3-1) de S. cerevisiae foi
realizada conforme descrito por Lowe e colaboradores (2004). A quebra do gene ¢ bastante
estavel, pois ha uma recombinacdo na regido correspondente no genoma da levedura (Figura
18), o que permite que as células sejam utilizadas durante varias geragdes sem risco de o
fenotipo ser revertido. As células obtidas possuem o gene CCC2 interrompido e sao
precursoras, portanto, de uma populagdo de células que ndo s3o capazes de produzir a
proteina Ccc2, mas capazes de crescerem em meio de cultura carente de uracila.

Para obtengao da disrupgdo do gene CCC2, primeiramente este gene foi interrompido
modificando-se o plasmideo pSP72.CCC2 com uma inser¢do do gene URA3. Isto foi feito
pela excisdo do gene URA3 do plasmideo doador YDpU com a enzima BamHI e inser¢do
deste fragmento de 1154 pb no tnico sitio para BamHI presente no gene CCC2 (Figura 19). O
novo fragmento de 2549 pb contendo o gene URA3, compreendido entre os sitios Spel e
HindIIl (Figura 19), foi utilizado para transformar a cepa W303 de S. cerevisiae. A
transformagao da levedura foi realizada pelo método de transformagao utilizando-se o acetato
de litio (Kuo e Campbell, 1983), como sera descrito mais adiante. A identificacdo de clones
positivos foi realizada apos plaqueamento das cepas transformadas em meio seletivo sem

adi¢ao de uracila (ver composi¢do dos meios de cultura mais adiante).

1.3. Plasmideos de expressdo em leveduras

Para expressdo de Ccc2 e seus mutantes em leveduras durante a realizagdo desta tese
foram utilizados os plasmideos YEplacl181 (YEp) e pCEN. O plasmideo de expressao YEp
(plasmideo epissomal de leveduras) ¢ um plasmideo derivado do circulo de 2u, que tem um
comprimento de cerca de 6 Kb e existe nas células das leveduras em niimero elevado, o que o

torna um bom vetor de expressao.
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BamHI
X

CCC2

URA3

URA3 CCC2

®

ACCC2

Figura 18. Esquema da disrupc¢ao do gene CCC2 na cepa W303 de leveduras. O
gene URA3 foi obtido do plasmideo doador YDpU utilizando-se a enzima de restricao
BamHI, cujos sitios foram utilizados para insercao do gene no genoma (em verde) da levedura
selvagem (WT). A cepa resultante deste procedimento, contendo a inser¢do URA3 (linha

preta) foi denominada ACCC2.
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O plasmideo YEp utilizado nesta tese (Figura 19) possui a regido promotora do gene
PMAI (que codifica para a H'-ATPase de leveduras), a regidio terminadora ADC1, origem, o
gene de resisténcia a ampicilina (AMP R, o que permite a sele¢ao de clones apds amplificagao
em Escherichia coli — ver adiante), além do marcador de selecdo LEU2 (que codifica para a
B-isopropil malato desidrogenase, uma das enzimas envolvidas na conversdo do &cido
pirivico em leucina), o que permite as células que expressam este plasmideo a sintese de
leucina em meio de cultura carente deste aminoéacido. Os plasmideos YEp contendo o gene
CCC2 ou os seus mutantes (Figura 16) foram utilizados nos experimentos de viabilidade
celular e também para a obtencdo de fragdes microssomais de membrana de leveduras
contendo um grande nimero de copias de Ccc2 e do mutante D627A.

O plasmideo pCEN ou plasmideo centromérico (Figura 20) ¢ um vetor que tem a
particularidade de ter uma zona CEN, que foi retirada de um centrdmero dos cromossomos de
levedura. Portanto, este vetor comporta-se como um cromossomo durante a divisdo celular e
cada célula filha herda uma tinica copia do plasmideo. Estes plasmideos foram utilizados para
expressdao de Ccc2 ou de alguns de seus mutantes (S258A, Y228A, MIl(ss) e AN-ter)
fusionados ao epitopo GFP (ver se¢do Resultados e Discussdo), tendo sido empregados tanto
nos experimentos de viabilidade celular quanto nos experimentos de microscopia confocal.

Tanto os plasmideos YEp quanto os plasmideos pCEN contendo os mutantes
mencionados foram obtidos a partir do plasmideo de expressdo bacteriana pSP72, conforme

mencionado anteriormente.

1.4. Frac6es de membrana de células Sf9 contendo Ccc2 e seus mutantes

A expressao de Ccc2 e de seus mutantes (D627A e AN-ter) foi realizada em células

Sf9 (células do inseto Spodoptera frugiperda) de modo a se obter uma grande quantidade de
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Spel - 1014 - A'CTAG_T

o
BamHI - 1598 - G'GATC_C

YEp.CCC2 HindlII - 2409 - A'AGCT_T
10234 bp

Figura 19. Mapa de restricdo do plasmideo YEp contendo o gene CCC2 (criado

com auxilio do software pDraw32 v.1.1.88 — http://www.acaclone.com). A figura mostra o

gene CCC2 (em verde) contendo o sitio de restri¢do para a enzima BamHI, utilizado para a
inser¢do do gene URA3, além dos sitios para as enzimas Spel e HindlIll, utilizados para a
clonagem e obten¢do da cepa ACCC2, conforme descrito no texto. S@o indicados ainda o
promotor PMA1 e a a regido terminadora (em azul), os genes LEU2 e de resisténcia a

ampicilina (em vermelho) e a origem de replicagdo (em branco).
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pCEN.CCC2.GFP
11114 bp

&

Figura 20. Mapa de restricdo do plasmideo pCEN contendo o gene CCC2
fusionado a GFP (criado com auxilio do software pDraw32 v.1.1.88 -

http://www.acaclone.com). A figura mostra o gene CCC2 fusionado ao gene GFP (em

verde), o promotor PMAL1, o gene LEU2 e uma seqiiéncia do plasmideo centromérico pRS315

(Sikorski e Hieter, 1989).
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proteina, com a vantagem de ser um tipo celular com baixa expressdo de ATPases (o que
favorece os estudos de fosforilagdo e de hidrolise de ATP). Para esta expressao, foi utilizado o
sistema baculovirus/células Sf9 (Gibco Bac-toBac'™ Baculovirus Expression System),
amplamente utilizado para a expressdo de proteinas heterdlogas (Smith et al., 1983). Neste
sistema, os genes de interesse foram clonados em plasmideo pFastBac (planejado
especificamente para este tipo de expressdo) a partir do plasmideo pSP72. O plasmideo obtido
foi entdo inserido em cepas DH10Bac de E. coli, que possuem o DNA viral do baculovirus
(bacmideo). Uma vez dentro da célula bacteriana, ocorre a integracdo do gene de interesse ao
DNA viral (bacmideo recombinante). Foi realizada entdo a extracdo do DNA viral (de alto
peso molecular) das células bacterianas e este foi entdo transfectado para as células Sf9, onde
passou a ser sintetizada a proteina de interesse (no caso, a Cu(I)-ATPase de leveduras ou os
mutantes mencionados acima), juntamente com as proteinas necessarias para a replicagdo do
virus. Este sistema ja foi utilizado para o estudo de outras proteinas transmembrana no
laboratorio de Biophysique Molléculaire et Cellulaire, como a Cd**-ATPase de Listeria
monocytogenes (Bal et al., 2001) e a Ca**-ATPase de reticulo sarcoplasmatico (Miras et al.,
2001), bem como para o estudo da ATPase de Wilson (Tsikovskii et al, 2002; Vanderwerf e
Lutsenko, 2002).

Uma vez obtidas as células Sf9 que expressam Ccc2 ou os mutantes D627A e AN-ter,
passou-se entdo a preparacdo de fracdes de membrana destas células, onde estariam presentes
as enzimas. Estas fragoes foram preparadas essencialmente como descrito em Miras et al.
(2001), exceto pela eliminacdo de CaCl, e pela adi¢do de ditiotreitol (DTT) 5 mM (Lowe et
al., 2004). Culturas de 120 mL (contendo 2 x 10° células/mL) foram infectadas com os
baculovirus recombinates contendo os genes das proteinas acima mencionadas. Trés dias
depois as células foram centrifugadas a 500 x g por 20 min. O precipitado foi entio

ressuspenso em tampao de extragdo contendo TES-KOH 100 mM (pH 7,5), MgCl, 100 mM,
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KCI 200 mM, glicerol 40% (v/v), fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF) 1 mM, DTT 5 mM e
coquetel de inibidores de proteases (1 pL/mL — Calbiochem, San Diego, CA, USA). As
células foram entdo centrifugadas por 40 min a 110000 x g, suspensas em 2 mL de tampao de
extracdo e homogeneizadas num Potter-Elvehjem. O precipitado final foi suspenso em
solugdo contendo tampao MOPS-KOH 100 mM (pH 7,0), glicerol 40% (v/v) e DTT 5 mM e
estocado a -80° C.

As fragdes de membrana de células Sf9 foram utilizadas no experimento em que se
avaliou o efeito de variacdes de pH sobre a atividade Cu(I)-ATPésica (Figura 35) e nos
experimentos de fosforilacdo por ATP (Figura 37), devido a impossibilidade de realiza-los
com fragdes de membranas de leveduras pelas razdes que serdo descritas mais adiante. Todos
estes experimentos com membranas derivadas de células Sf9 foram realizados durante as

missdes de trabalho no laboratorio francés em diferentes periodos entre 2003 e 2005.

1.5. Meios de Cultura

Durante o desenvolvimento desta tese, foram utilizados diferentes meios de cultura
para o crescimento das cepas selvagem (W303) ¢ as células ACCC2 de S. cerevisiae
transformadas para expressar as proteinas esquematizadas na Figura 16. Estes meios tém
composi¢do apropriada para o fornecimento de nutrientes e para expor as células a
concentragdes extracelulares diferentes de Cu®* e Fe?’, com ou sem uracila, em funcdo da

transformagao realizada (ver item 2.1 e Tabelas 2 —5).

1.5.1. Meio Rico (YD). Preparado com extrato de levedura 1% (p/v) (Q. Biogene) e

glicose 2%.
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1.5.2. Meio Drop out base (DOB, Q. Biogene — também denominado meio
minimo). Contendo o meio YNB (Yeast Nitrogen Base) 1,7 g/L, (NH4),SO4 5 g/L ¢ glicose
20 g/L. A formulagdo do meio YNB estd mostrada na Tabela 2. O meio DOB era ainda
suplementado com uma mistura (Complement Supplement Mixture — CSM 0,067 g/L, Q.
Biogene) contendo diferentes aminodcidos e bases nitrogenadas (sem leucina e uracila, os
quais eram adicionados segundo a necessidade; ver legendas das figuras em Resultados e

Discussdo). A formulagdo do CSM ¢ mostrada na Tabela 3.

1.5.3. Meios para os testes de complementacdo em presenca de ferrozina.
Preparados com meio YNB (sem adi¢do de Cu e Fe, Biol0Ol, Inc) com as concentragdes de
ferrozina (um quelante de ferro), CuSO4 e FeSO4.(NH4),SO,4 indicados na Tabela 4 (ver item

2.7). Para as concentragdes de Cu”" e Fe”" livres, ver Tabela 5.
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Tabela 2. Formulacdo do meio YNB (fonte: Q. Biogene). As concentragdes de
CuSOy4 e FeCl, em destaque estdo mostradas também na forma pM e serdo exploradas mais

adiante durante a discussao dos resultados (ver também Tabela 5).

Componentes mg/L
Sais

Fosfato de potassio monobasico 1000
Sulfato de magnésio 500
Cloreto de sodio 100
Cloreto de célcio 100
Vitaminas

Biotina 0,002
Pantotenato de calcio 0,4
Acido félico 0,002
Inositol 2
Niacina 0,4
PABA 0,2
Piridoxina, HCI 0,4
Riboflavina 0,2
Tiamina, HCI 0,4
Elementos tragos

Acido boérico 0,5
Sulfato de cobre (CuSOy) 0,04 (0,3 uM)
Iodeto de potassio 0,1
Cloreto férrico (FeCl,) 0,2 (1,6 uM)
Sulfato de manganés 0,4
Molibdato de so6dio 0,2
Sulfato de zinco 0,4
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Tabela 3. Composicdo do meio CSM. Leucina (100 mg/L) e/ou uracila (20 mg/L)

foram adicionados ao meio conforme a necessidade (ver legendas das figuras em Resultados e

Discussao).

Componentes mg/L
Adenina 10
Arginina 50
Acido aspartico 80
Histidina 20
Isoleucina 50
Lisina 50
Metionina 20
Fenilalanina 50
Treonina 100
Triptofano 50
Tirosina 50
Valina 140
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Tabela 4. Composi¢do quimica dos meios de cultura utilizados nos ensaios de
complementacdo em presenca de ferrozina. Os meios sdo constituidos de meio sintético
YNB (Yeast Nitrogen Base) sem adigdo de Cu e Fe (Biol101, Inc.), ao qual foram adicionados
bases nitrogenadas e aminodcidos, com excegdo de leucina. As concentragdes dos sais de Cu
(CuSO4) e Fe (FeSO4.(NH4)2SO4) estao indicadas. As setas indicam baixa () ou alta (1)

~ ~ + + 1-
concentragio do metal. Para as concentragdes de Cu?" e Fe*" livres ver Tabela 5.

Meio 1 (Ferrozina) Meio 2 (Cobre) Meio 3 (Ferro)
(¥Cu e {Fe) (TCu e Fe) (¥Cu e TFe)
Ferrozina I mM I mM 1 mM
CuSOq4 1 uM 500 uM 1 uM
FGSO4.(NH4)2SO4 50 MM 50 ],lM 350 ],lM
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Tabela 5. Concentracdes dos fons Cu®* e Fe?* livres nos diferentes meios de

cultura descritos na Tabela 4 e no item 1.5

cu?"? Fe?"P
Meio

HM MM pM
N° 1 (Ferrozina) ~0,1¢ ~54
N° 2 (Cobre) 50° ~54
N° 3 (Ferro) ~0,1° 30¢
Meio rico ~10° > 10°
Meio Drop out 0,3 1,6'

* O Cu em solugdo aquosa de CuSO, ¢ divalente e, na auséncia de redutores, encontra-se no
estado de oxidagdo Cu(Il). Quando este Cu(Il) ¢ misturado com Na,SO; em solu¢do (condigdo das
determinagdes de atividade Cu(I)-ATPasica in vitro), rapidamente transita para o estado Cu(I), o que
permite sua ligagdo a Ccc2 sem a mediagdo de redutases (Silvester et al., 1991).

® Parte do ion Fe encontra-se na forma Fe®" em solugdo aquosa (de Souza-Barros et al., 2006).

¢ Ndo ha valores de constante de formagio K, para o complexo Cu’’.Ferrozina, As
determinagdes titimétricas ou espectrofotométricas desta constante na presenca de Fe sdo incertas
(Kundra et al., 1974; Anusien e Ojo, 1977). Com base na reatividade seletiva para Cu de outros
compostos que contém o grupamento ferroina -N=C—C=N-, as concentra¢des de Cu’" livre foram
estimadas através de calculo numérico por aproximagdes sucessivas empregando constantes 10° < K,
<10

¢ Concentragdes calculadas como em ©, empregando-se uma K, = 1,57 x 10'® (Garza-Ulloa et
al., 1980).

¢ Valores estimados com base nas concentragdes de Cu e Fe, a partir de uma suspensdo de
extrato de levedura granulado 1% (p/v).

(¢

f . . ~ . ~ .
Calculados com base nas indica¢des do fabricante. Em © ¢ ® ndo foram considerados os

acréscimos decorrentes da presenca dos metais na agua.
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2. Métodos

2.1. Amplificacdo em E. coli dos plasmideos de expressdo em leveduras

Quando necessario, foi realizada a amplificagdo (para a obtengdo de um maior nimero
de copias) dos plasmideos YEp e pCEN contendo os genes CCC2 ou os seus mutantes,

utilizando-se a cepa DH10B de E. coli.

2.1.1. Transformacé&o das células de E. coli

Antes da transformacao, os plasmideos a serem amplificados foram dialisados contra
agua deionizada ultrapura e as células de E. coli foram submetidas a sucessivas lavagens com
a mesma agua para remog¢ao de sal, que poderia interferir no processo de eletroporagao.
Células de E. coli eletrocompetentes (aliquotas de 40 a 50 uL em glicerol 10% v/v congeladas
a -70° C) foram cedidas pelo laboratério de Biologia Molecular do Instituto de Bioquimica
Médica da UFRJ. Estas células foram aplicadas em cubeta de 0,1 cm de espessura entre os
eletrodos e submetidas a uma descarga elétrica de cerca de 5 ms com voltagem de 1,80 kV,
capacitancia de 25 pF e resisténcia de 200 Q em eletroporador Gene Pulser® II (Bio-Rad) em
presenca de uma aliquota dos plasmideos a serem amplificados. Imediatamente apds o
choque, as células foram ressuspensas em meio SOC estéril (triptona 2% p/v, extrato de
levedura 0,5% p/v, NaCl 10 mM, KCl 2,5 mM, MgCl, 10 mM, Glicose 20 mM, pH 7,0) por 1
h a 37° C sob agitagdo de 200 rpm e plaqueadas em meio LB (meio Luria Bertani — triptona
1% p/v, extrato de levedura 0,5% p/v e NaCl 170 mM) sélido (com 1,5% p/v de agar),
contendo ampicilina 100 ug/mL (Sambrook et al., 1989) para sele¢do dos clones positivos. As

placas da transformagdo foram incubadas em estufa a 37° C, por cerca de 20 h.
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2.1.2. Selecao dos clones

Como mencionado anteriormente, a selecdo dos clones que receberam plasmideo no
processo de transformacao foi feita pelo uso de antibidtico no meio. Somente as bactérias
transformadas foram capazes de crescer em pressdo seletiva, uma vez que apresentam
resisténcia ao antibidtico conferida pelo plasmideo recebido. Foram adicionados ao meio de
cultura LB soélido 100 pg/mL de ampicilina, de acordo com Sambrook et al. (1989). Algumas
colonias (das dezenas obtidas) foram replaqueadas em meio LB sdlido contendo o mesmo
antibidtico, uma vez que na placa de transformacdo poderia haver crescido alguma colonia
satélite apos a degradacdo do antibidtico. As placas de selecdo foram incubadas por cerca de
20 h em estufa a 37° C. Apos esta purificagdo em meio solido, as colonias foram incubadas
em meio LB liquido com antibidtico e cultivadas a 37° C por 18 h e 200 rpm para propagagao
dos plasmideos. As coldnias selecionadas de cada um dos plasmideos foram submetidas a

confirmagao por digestdo com enzimas de restricao, conforme descrito a seguir.

2.1.3. Extracéo de DNA plasmidial de E. coli (Mini-preparagéo)

Conforme mencionado no ultimo pardgrafo, a extragdo dos plasmideos das células de
E. coli transformadas foi feita segundo o protocolo de lise alcalina (Sambrook et al., 1989) a
partir de 3 a 5 mL de cultivo celular a 37° C e 200 rpm, por cerca de 20 h, em meio contendo
antibiotico (100 ug/mL de ampicilina). Apods centrifugacdo (12000 x g por 1 min), as células
foram ressuspensas em 100 pL de solugdo contendo glicose 50 mM, TRIS-HCI 25 mM (pH
8,0) e acido etilenodiamino tetraacético (EDTA) 10 mM e tratadas com 50 pug de RNAse A.
Em seguida, foram lisadas com 200 pL de solugao contendo NaOH 0,2 M e dodecilsulfato de

sodio (SDS) 1% m/v e, ap6s breve agitacdo em vortex, foram neutralizadas com 150 pL da
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solucao contendo acetato de potassio 1,32 M (pH 4,8). Nestas condigdes ocorre a precipitacao
de restos celulares, proteinas e de DNA de alto peso molecular, permitindo que os DNAs
plasmidiais permanegam em solugdo. Apos centrifugagdo (12000 x g por 1 min), o
sobrenadante foi recolhido e submetido a uma coluna comercial GFX Micro Plasmid Prep Kit
(Amersham Biosciences), especifica para ligacio de DNA. Os DNAs plasmidiais com
elevado grau de purificagdo foram lavados com solu¢ao TRIS-EDTA e 80% v/v de etanol e

eluido em 50 pL de dgua ultrapura autoclavada.

2.1.4. Confirmacao dos clones obtidos por digestdo com enzima de restri¢ao

Para confirmacdo da obten¢do de plasmideos contendo corretamente os genes de
interesse, foi selecionada uma enzima de restricdo que reconhece (pelo menos) um sitio no
gene inserido e outro no plasmideo, de modo a obter duas bandas facilmente identificadas em
gel de agarose. A enzima que se ajustou a este protocolo foi Kpnl (Invitrogen) 1 U/uL, sendo
utilizado o tampao fornecido pela empresa. Em cada reagdo foi empregado cerca de 200-250
ng de DNA plasmidial. As digestdes foram feitas a 37° C durante a noite. Os produtos da
digestao foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1% (p/v) em tampao TAE (TRIS-
acetato 40 mM — pH 8,0 — EDTA 10 mM) contendo brometo de etideo 0,5 % (p/v) e

visualizados e fotografados sob irradiacdo de luz ultravioleta (ver exemplo na Figura 21).

2.2. Transformacao de leveduras

A transformacao de leveduras com os plasmideos descritos foi realizada utilizando-se

acetato de litio (Kuo e Campbell, 1983). Inicialmente foi estabelecida uma pré-cultura durante
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Figura 21. Eletroforese em gel de agarose de DNA plasmidial extraido de cepas
de E. coli transformadas com o plasmideo YEp vazio ou o mesmo plasmideo contendo
cada um dos genes indicados no topo do gel. O DNA plasmidial extraido das células de E.
coli transformadas foi digerido com a enzima Kpnl, gerando os fragmentos visualizados no
gel sob irradiagdo de luz ultravioleta, conforme indicado no texto. A esquerda da figura estdo
indicados o tamanho de dois fragmentos do padrao de DNA A. O pogo 1 mostra um plasmideo

de ~ 6000 pb que ndo contém o sitio Kpnl.
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a noite em meio minimo liquido (Drop out — ver composi¢ao adiante), com adi¢ao de leucina
100 mg/L (para as cepas ACCC2) ou leucina 100 mg/L e uracila 20 mg/L (para as cepas
W303), a 30° C e agitagdo constante de 200 rpm. Apds este periodo, as pré-culturas foram
diluidas nos meios correspondentes para se obter uma densidade 6ptica (D.O.) inicial de 0,1,
medida em espectrofotometro (Hitachi, modelo U-2001) a 600 nm. Esta nova cultura foi entao
crescida a crescimento nas mesmas condi¢des descritas até se atingir a D.O. de 0,6. Foram
utilizados 5 mL da cultura para cada transformagado, que foram transferidos para tubo Falcon
estéril e depois centrifugados a 2500 x g por 10 min (em centrifuga Fanem modelo 206-BL).
O precipitado de células foi lavado com &4gua deionizada ultrapura estéril (obtida por
deionizador Barnstead, modelo Nanopure II) e centrifugado mais uma vez nas mesmas
condi¢des. O precipitado resultante foi entdo ressuspenso em 1 mL de acetato de litio 100 mM
estéril e transferido para tubo eppendorf estéril. Esta suspensdo foi centrifugada a 13000 x g
por 18 s (em centrifuga Incibras, modelo Spin III) e o precipitado foi ressuspenso em 50 pL
de acetato de litio 100 mM. A esta suspensdo foram adicionados (nesta ordem) 240 pL de
polietilenoglicol 50% p/v (3000-4000, Sigma - preparado na hora, em agua estéril), 36 pL de
acetato de litio 1 M estéril, 1 pL do DNA plasmidial a ser inserido nas leveduras e 80 pL de
agua estéril. Esta suspensdo foi vortexada e submetida ao choque térmico (incubagdo por 30
min a 30° C seguida de incubagdo por 45 min a 42° C). Apds o choque térmico, as células
foram centrifugadas por 13000 x g por 18 s, ressuspensas em 200 pL. de agua estéril e
plaqueadas no meio minimo de origem (contendo agar 1%), embora sem adi¢ao de leucina,
para sele¢do dos clones (uma vez que apenas as células que foram transformadas com os
plasmideos seriam capazes de crescer neste meio). As placas foram incubadas a 30° C por 72
h até aparecimento dos clones positivos (aqueles que cresceram em placas com antibidtico).
Pelo menos quatro clones eram selecionados e repicados para nova placa. Apos o crescimento

das células, as placas eram mantidas em geladeira por até 1 a 2 meses.
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2.3. Curvas de crescimento de cepas ACCC2 transformadas com os genes CCC2 e

seus mutantes

As curvas de crescimento foram obtidas a partir pré-culturas de células de leveduras
recém-transformadas (periodo méaximo de 1 a 2 meses) e mantidas em geladeira em placas de
Petri contendo meio solido. Um indculo das células foi retirado e transferido para o meio de
cultura (20 a 30 mL em erlenmeyers de 150 mL) até torna-lo turvo (o que era indicativo de
uma densidade inicial de células suficiente para iniciar o crescimento). Esta pré-cultura foi
mantida durante a noite a 30° C sob agitacdo constante de 200 rpm. Decorrido este tempo, as
pré-culturas foram diluidas nos meios correspondentes (YD, meio minimo ou Meio 1, ver
composi¢do mais adiante) para um volume final de 50 mL de forma a obter-se a densidade
optica (D.O.) inicial de 0,1, medida em espectrofotdometro a 600 nm. As curvas foram
realizadas nestas mesmas condigdes, aliquotas foram retiradas em intervalos periodicos
durante 24 h (ou por periodos diferentes, conforme indicado nas legendas das figuras) e
dilui¢des foram realizadas quando necessario, de modo que a leitura da D.O. flutuasse entre
0,1 e 0,6. O numero de células vidveis foi obtido através de contagem em camara de Neubauer
(0,0025 mm?) ao microscopio optico. A determinago das células vidveis foi realizada apos
incubagao das células com igual volume do corante Azul de Tripan 0,5% por tempo maximo

de 5 min, para evitar que o corante entrasse também nas células vidveis (células ndo coradas).

2.4. Preparac0es de fragbes de membrana de leveduras

As fragdes microssomais de leveduras ACCC2 transformadas com os plasmideos YEp
contendo os genes CCC2 ou D627A foram obtidas essencialmente como descrito por Fischl et
al. (2000). As células foram crescidas conforme descrito anteriormente, sendo que em

volumes maiores (1,5 a 2 L), com o objetivo de se obter uma quantidade suficiente de
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preparagdo para uso nos estudos bioquimicos. A D.O. da cultura foi monitorada
periodicamente até se atingir a D.O. de aproximadamente 1,0 (cerca de 6 a 7 h de crescimento
— ver Resultados e Discussdo), quando entdo o crescimento foi paralisado pela adicdo de
NaNj; (concentragdo final de 10 mM). A suspensdo de células foi incubada em presenga de
azida por 10 min a 4° C, com agitagdes periddicas. Decorrido este tempo, as células foram
utilizadas para preparacao das fragdes microssomais de membrana como descrito no esquema

da Figura 22.

2.5. Dosagem de proteina

A concentracdo de proteinas totais nas fragdes de membrana de leveduras ou de
células Sf9 foi realizada como descrito por Lowry et al. (1951), utilizando-se albumina bovina

como padrio.

2.6. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) e western blotting

As proteinas das fragdes de membrana foram visualizadas pelo método SDS-PAGE,
utilizando-se géis de poliacrilamida 10% em presenca de SDS (Laemmli, 1970) e a corrida
eletroforética foi realizada a 60 mA. Os géis foram corados por 30 min em solu¢do de
Coomassie Blue 0,25% (p/v) contendo (em v/v) metanol 30%, etanol 20% e acido acético
10%. O descoloramento do gel para realgar as bandas foi realizado em solugdo contendo (em
v/v) acido acético 10% e metanol 40%. A presenga de Ccc2 e D627A (ver Figura 16) em
fragdes de membranas de leveduras ACCC2 (transformadas com o plasmideo YEp contendo
os genes correspondentes) ou de células Sf9 foi verificada por western blotting apods

transferéncia para uma membrana de nitrocelulose, utilizando-se anticorpo policlonal anti-
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1. Centrifugagdo a 1500 x g por 10 min (em centrifuga Sorvall, modelo RC-5B), a 4° C.

N

Precipitado Sobrenadante
(descartado)

2. Ressuspensao em 50 mL
de azida s6dica 10 mM
contendo PMSF 1 mM

v

3. Centrifugagdo como em (1)

4. Ressuspensao
em tampao de

lisez(l a2mL)

Sobrenadante Precipitado > 6. Lise celular”

(descartado) 5. Adigao de
pérolas de vidro®

7. Sucessivas
lavagens das pérolas
com tampao de lise

9. Centrifugagdo a 100000 x g por

1h a 4° C (em ultracentrifuga =~ <+——— | Sobrenadante VL
Beckman L3-50)
8. Centrifugagao
l como em (1)°
Fracao — 10. Ressuspensdo’e «——| Debris
microssomal estocagem em N liquido
(membranas) por até um més

Figura 22. Esquema da preparacdo de fracdes microssomais de membrana de

leveduras ACCC2 transformadas com os plasmideos YEp.CCC2 ou YEp. D627A.

2 Tampdo MOPS-KOH 50 mM (pH 7,4) contendo sacarose 250 mM, PMSF 1 mM, DTT 5 mM, além dos
inibidores de proteases pepstatina (0,7 pg/mL ), leupeptina (0,5 pg/mL) e aprotinina (2 pg/ml).

3425 - 600 pm (Sigma). As pérolas de vidro foram adicionadas até o menisco da suspensdo de células.

* As células foram rompidas em homogeneizador de células MSK (B. Braun Biotech, Inc., Allentown, PA,
USA), durante 10 ciclos de 1 min, intercalados por intervalos de 1 min no gelo.

5 . ~ . .. . , ~ . . , .
Esta centrifugagdo serviu para eliminar debris celulares, células ndo rompidas e eventuais pérolas de vidro
presentes na preparagio.

o) tampdo de ressuspensdo utilizado dependeu do objetivo final: para os ensaios de atividade, as fragdes foram
ressuspensas em tampdo MOPS-KOH 100 mM (pH 7,4) contendo glicerol 40% (p/v) e DTT 5 mM; para
aplica¢do em SDS-PAGE as fragdes e os debris foram ressuspensos em tampiao MOPS-KOH 100 mM (pH 7,4).
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Ccc2GB gerado contra o peptideo *°CIKATESISDHPVSKAIIRY (Lowe e col., 2004; ver a
seqiiéncia completa de aminoacidos de Ccc2 na Figura 15) e anticorpo secundario conjugado
a peroxidase (Amersham Biosciences) (ambos diluidos 1:5000 em TBS — Tris Buffer Saline
contendo o detergente Tween 0,1% v/v). A presenga de Ccc2 ou dos mutantes D627A, M1(ss)
e AN-ter conjugados a GFP, transformados em cepas de leveduras ACCC2 com os plasmideos
pCEN, foi detectada nas respectivas fragdes de membrana com o anticorpo policlonal anti-
GFP (1:500, Santa Cruz Biotechnology) e o anticorpo secundario conjugado a peroxidase
(1:2000) diluidos nas mesmas condigdes descritas acima. A membrana de nitrocelulose
transferida foi corada com Rouge ponceau 0,1 % (p/v) em solug¢do de acido tricloroacético
(TCA) 3% (v/v). Em todos os casos a atividade da peroxidase foi detectada por

quimioluminescéncia utilizando-se o kit ECL (Amersham Biosciences).

2.7. Dosagem de atividade Cu(l)-ATPasica em fracdes de membrana de leveduras

e de células Sf9

A atividade ATPasica foi determinada nas fracoes de membrana de acordo com o
método descrito por Grubmeyer e Penefsky (1981) com pequenas modificacdes (Caruso-
Neves et al., 2000). As fragdes (0,25 mg/mL) foram incubadas em presenca de redutores
(acido ascorbico 100 pM e Na,SO; 1 mM) ou dos quelantes de cobre BCA (4cido
bicinconinico dissddico) e BCS (4cido batocuproino dissulfonico) nas concentragdes
indicadas nas legendas das figuras, além de thapsigargina 20 pM, por 30 min a 4 °C. Em
seguida, a reagdo foi iniciada pela adi¢do de [y-""PJATP 5 mM num meio contendo (volume
final de 0,25 mL) tampao MOPS-KOH 20 mM (pH 8,0), K,SO4 50 mM, MgSO4 10 mM, NaF
10 mM, NaN3; 10 mM, SDS-a-D-maltosideo 0,2% (p/v), Glicerol 4% (v/v) e realizada a 37 °C

por 10 min. A reacdo foi interrompida com 2 vol de carvao ativado e os tubos centrifugados
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por 30 min a 19000 x g. Aliquotas do sobrenadante foram contadas em contador de cintilagao
liquida para determinar a quantidade de **Pi liberado. Eventuais alteragdes na dosagem se

encontram descritas nas correspondentes legendas das figuras.

2.8. Experimentos de fosforilagdo de Ccc2

Fracdes de membrana (50 pg) de células Sf9 foram suspensas em 200 pL de meio
contendo KCI 200 mM, MgCl, 5 mM e BIS-TRIS Propano 20 mM (pH 6,0). Apos a adigao
de [y-*P]JATP (5 uM final) as misturas foram incubadas no gelo por 45 s e a reagio
paralisada apos este periodo pela adicdo de 50 puL de solugdo acida composta por NaH,PO, 1
mM e TCA 50% (v/v). As amostras foram centrifugadas por 20 min a 19000 x ga 4 °C e o
precipitado resultante foi lavado uma vez com agua e ressuspenso em 40 uL de tampao de
amostra (TRIS-PO4 5 mM, uréia 6,7 M, DTT 0,4 M e SDS 5% p/v, pH 5,8). Esta suspensao
foi aplicada num gel 4acido de poliacrilamida 10% e, apds a corrida eletroforética, o gel foi
exposto durante a noite a uma tela de Phospho-screen (BioRad) para medir a intensidade das
bandas fosforiladas em aparelho especifico (Storm 860, GE Biosciences). Controles foram
realizados para: a) confirmar a sensibilidade a hidroxilamina da fosforilagdo e, portanto, sua
associacdo ao residuo D627 (Figura 14); b) confirmar a sua co-localizacdo com as bandas
reconhecidas pelo anticorpo anti-Ccc2. Parte destes experimentos foi realizada no laboratorio

francés.

2.9. Testes de complementacéo

Como ja mencionado anteriormente, os plasmideos onde foram inseridos os genes de

Ccc2 e de seus mutantes contém o marcador de selecio LEU2, de forma que os meios de
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cultura utilizados nao poderiam conter leucina, com o objetivo de selecionar apenas os clones
que foram transformados com os plasmideos.

Para os ensaios de complementacdo em meio s6lido (com agar 2%) contendo
ferrozina, foram utilizados trés meios de cultura diferentes em pH 6,1 (acertado com tampao
MOPS-KOH antes da autoclavacdo). Estes meios contém 1 mM de um quelante de ions Fe, a
ferrozina. A composi¢ao quimica dos trés meios (ver Tabela 4) é idéntica, com excecdo das
concentracdes de Cu®" e Fe* (Forbes et al., 1999). As concentragdes de Cu”" e Fe" livres
nestes meios, bem como para os demais utilizados nesta teses estdo descritas na Tabela 5.
Estas concentragoes serdo discutidas mais adiante.

Os demais ensaios de complementacdo apresentados em Resultados e Discussdo
foram realizados com meio Drop out (ver composi¢do no item 1.5) e os componentes
suplementares foram adicionados conforme indicado nas legendas das figuras. Para os testes
em que se variou o pH, este foi acertado antes da autoclavagdo com tampao MOPS-KOH 50

mM e confirmado posteriormente em meio controle, posteriormente descartado.
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V. RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Anélise do crescimento de células de Saccharomyces cerevisiae transformadas

com o gene CCC2 e os mutantes utilizados nesta tese

Nos estudos com microrganismos transformados, um dos problemas cruciais é a
instabilidade dos plasmideos (Zhang et al., 1996). A instabilidade € a tendéncia das células
transformadas em perderem suas propriedades devido a mudanca ou perda dos plasmideos.
Durante a cultura, células que ndo possuem o plasmideo podem surgir, coexistir e até mesmo
competir com a populacdo que o contém. Em geral, plasmideos que apresentam um alto
numero de copias por célula possuem maior estabilidade, ja que existe grande probabilidade
de uma célula-filha adquirir uma das copias. Além disso, em experimentos onde foi estudada
a complementacdo de cepas de leveduras deficientes no gene CCC2 (ACCC2) com o gene de
uma Cu(l)-ATPase humana (ATP7B), demonstrou-se que a expressdo através de plasmideo
muticopia era capaz de produzir 30 vezes mais cépias da enzima do que a expressdo com um
plasmideo de Unica cépia (Forbes et al., 1999). A estabilidade também é favorecida quando
uma pressao de selecdo é imposta sobre a populagdo de células transformadas com plasmideos
contendo genes marcadores, como LEU2. Esta Ultima caracteristica estava presente nos
plasmideos utilizados nesta tese para inser¢do do gene CCC2 e dos seus mutantes em
leveduras, nas quais o curso temporal de crescimento foi inicialmente analisado.

Dentre 0os métodos de analise funcional de leveduras, as curvas de crescimento séo
talvez os mais utilizados, sendo muito Uteis para se avaliar a proliferacdo celular em diferentes
condi¢Bes e podem ser realizadas tanto em meios complexos quanto em meios sintéticos
(quimicamente definidos) e minimos, contendo apenas 0s nutrientes essenciais ao crescimento

do fungo.
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A primeira abordagem metodoldgica para analisar possiveis diferencas entre as cepas
transformadas com diferentes mutantes da Cu(l)-ATPase de leveduras, Ccc2, foi estudar o
crescimento destas em meio rico em nutrientes, pH = 4,5 (meio YD, ver composi¢do em
Materiais € Métodos). Novas curvas de crescimento eram construidas a medida que se
realizavam novas transformacdes da cepa ACCC2, em funcdo da possibilidade de
variabilidade nas transformagdes, empregando diferentes clones. A Figura 23 mostra o perfil
tipico de crescimento das cepas transformadas Ccc2, D627A, AN-ter, ACCC2, M1 e AMBD1
em tempos diferentes. Os resultados mostram que a D.O. atingida pelas diferentes cepas apds
24 h de crescimento em meio rico era praticamente igual e esta similaridade ndo era afetada
mesmo com as pequenas variagles apresentadas decorrentes da utilizacdo de clones diferentes
em diferentes experimentos. O nimero de células viaveis (praticamente 100% da populacéo
celular em todas as cepas) ap6s 24 h oscilou entre 1 x 10% e 3 x 108 células/mL. Isso indica
que, nestas condi¢cdes de crescimento, ndo ha alteracdes significativas entre as diferentes
cepas e que 0 gene CCC2 ndo é absolutamente requerido para crescimento das células em
meio rico a pH = 4,5, portanto ndo submetidas a estresse alcalino. Em geral, deficiéncias de
crescimento em meio rico devem-se a defeitos ou remoc¢des dos genes que codificam para
categorias funcionais (enzimas ou cofatores protéicos) envolvidas na sintese protéica e na
organizacdo celular, para proteinas ribossomais e para aquelas que desempenham funcdes
mitocondriais e respiratorias (Giaver et al., 2002). A deficiéncia de alguns genes (ex.:
componentes da via Bckl — Slt2, requeridos para a integridade da parede celular) leva a
hipersensibilidade a pH alcalino, mas nenhuma das poucas remoc@es descritas estd associada
a modificacdes em dominios especificos da Cu(l)-ATPase (Serrano et al., 2004).

Quando foram realizadas as curvas em meio minimo (meio Drop out, contendo apenas
0S nutrientes essenciais ao crescimento das leveduras — ver composi¢cdo em Materiais e

Métodos), que, ao contrario do meio rico, contém concentracfes definidas de nutrientes (em
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Figura 23. Crescimento em meio rico (YD) de células ACCC2 e das mesmas
células quando transformadas com diferentes plasmideos YEp, contendo cada um dos
genes indicados na legenda. As culturas de cepas ACCC2 e das mesmas cepas transformadas
com plasmideos YEp contendo os genes indicados na legenda foram iniciadas a partir de pré-
culturas realizadas durante a noite em meio YD a 30 °C e 200 rpm e normalizadas a uma D.O.
0,1 para inicio da curva de crescimento (tempo zero). As aliquotas foram retiradas nos tempos
indicados durante um periodo de 24 h para medida da D.O. a 600 nm, conforme descrito em

Materiais e Métodos.
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ambos 0s casos concentracdes micromolares de Cu®* e Fe®"), pode-se observar pequenas
mudancas no perfil de crescimento dos diferentes mutantes. Estas diferencas se observam
principalmente depois do inicio da fase exponencial (Figura 24), mas a analise do grafico
permite concluir que as diferencas de crescimento observadas neste meio seletivo (pH = 4,5)
sdo aleatorias, derivando provavelmente de alteracdes durante o processo de transformacéo
das células e ndo da expressdo de um gene especifico. Esta conclusao se apdia no fato de que
a auséncia do gene CCC2 (cepa ACCC2) ou a presenca do gene D627A, que codifica para
uma proteina ndo-funcional (ndo fosforila) ndo provocam mudangas no perfil de crescimento
guando estas cepas sdo comparadas com a cepa Ccc2 (cepa ACCC2 transformada com o
plasmideo YEp.CCC2 — ver Materiais e Métodos).

Como descrito na Introducdo, o residuo de acido aspartico (D) da sequéncia DKTGT
encontrada em todas as ATPases do tipo P (Figura 11) é fundamental para a atividade destas
enzimas, sendo o aminoacido que é fosforilado durante o ciclo catalitico. Desta forma, o
mutante D627A codifica para uma Cu(l)-ATPase ndo-funcional, ou seja, incapaz de realizar o
transporte de Cu(l). Em paralelo, o gene AN-ter codifica para uma copia de Ccc2 em que a
regido N-terminal esta ausente (ver Figura 16 em Materiais e Métodos). A regido N-terminal
das ATPases do tipo P1 € importante para a interacdo com as metalochaperonas Atx1 (em
leveduras) e Atox1 (em mamiferos), embora é possivel que haja uma via independente destas
chaperonas para a entrega de Cu(l) para as Cu(l)-ATPases (Lin et al., 1997; Pufahl et al.,
1997). Estudos mais recentes vém demonstrando que ndo é necessaria a presenca dos seis
dominios de ligacdo de metal (ver Figura 11) para a atividade catalitica das ATPases de
Menkes e Wilson (Lutsenko e Petris, 2002) e a baixa similaridade entre alguns MBDs sugere
que eles possuam propriedades distintas. Coerentemente com esta afirmagdo, os MBDs da
ATPase de Wilson ndo sdo funcionalmente equivalentes, ou seja, os dominios que estdo mais

préximos ao primeiro segmento transmembrana ndo podem ser substituidos por outros MBDs
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Figura 24. Crescimento em meio minimo sem leucina e uracila (Drop out base —

ver composi¢do em Materiais e Métodos). Culturas de células ACCC2 e das mesmas células

quando transformadas com diferentes plasmideos YEp, contendo cada um dos genes

indicados na legenda ou entédo o plasmideo vazio (YEp vazio), foram iniciadas a partir de pré-

culturas realizadas em meio Drop out a 30 °C e 200 rpm durante a noite e normalizadas a uma

D.O. 0,1 para inicio da curva de crescimento (tempo zero). Para analise do crescimento das

células ACCC2 foi adicionado leucina a uma concentracdo final de 0,1 mg/mL. As aliquotas

foram retiradas nos tempos indicados e a D.O. foi medida a 600 nm. A linha mostra o perfil

representativo do crescimento da cepa Ccc2 (pontos intermediarios foram suprimidos para

maior clareza).
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sem que ocorra perda de atividade (Forbes et al., 1999). Experimentos com diversos mutantes
na regido N-terminal das ATPases de Menkes e Wilson indicaram inicialmente que pelo
menos um sitio seja necessario para a atividade transportadora (lida et al., 1998; Payne e
Gitlin, 1998; Forbes et al., 1999). No entanto, experimentos posteriores também
demonstraram que os MBDs ndo sdo essenciais para a catalise, mas servem para a ligagdo do
Cu(l) quando as suas concentragdes sdo baixas (Voskoboinik et al., 2001). Pelo que se pode
constatar, ainda ndo ha certeza se a presenca de pelo menos um MBD é absolutamente
requerida para a atividade ATPasica. Portanto, pode ser concluido que em pH &cido, em
concentragOes ndo-limitantes de Cu e Fe, o0 ndo-funcionamento (D627A) ou o funcionamento
potencialmente alterado de Ccc2 (outros mutantes) ndo altera a captacdo de nutrientes e a
maquinaria molecular da levedura. Com base no perfil de crescimento das cepas Ccc2 e
D627A mostrado na Figura 24, determinou-se a D.O. igual a 1,0 (7 a 8 horas de crescimento)
como ponto de interrup¢do do crescimento quando o objetivo era a obtencdo das fragoes
microssomais de membrana (ver protocolo em Materiais e Métodos).

Como mencionado acima, ensaios de crescimento em meio liquido (Figuras 23 e 24)
foram realizados na presenca de concentragcdes submicromolares de Cu e Fe. O estudo da
interconexdo entre os metabolismos de Cu e Fe, tanto em leveduras quanto em eucariotos
superiores, vem apresentando um avango notavel na ultima década (Kaplan, 1996; Fox,
2003). Esta interagdo metabdlica serviu de base para desenvolvimento de um método capaz de
avaliar a presenga e o funcionamento de Cu(l)-ATPases humanas quando expressas em cepas
de leveduras deficientes no gene CCC2 (Forbes et al., 1999). Os autores deste trabalho
utilizaram trés meios de cultura sélidos contendo ferrozina, um quelante de ferro que reduz a
disponibilidade de Fe para as células (ver a composi¢cdo dos meios em Materiais e Métodos e
Tabela 5), com o objetivo de estudar as consequéncias funcionais de mutac¢des e remocdes nos

dominios de ligagdo de metal de ATP7B, a ATPase de Wilson. O meio de cultura limitado
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em Cu*" e Fe®* (Meio 1), 0 meio rico em Cu** (Meio 2) e o meio rico em Fe?* (Meio 3) foram
preparados acrescentando-se concentragdes diferentes de FeSO4.(NH4).SO4, e CuSO,4 na
presenca de 1 mM de ferrozina (Tabelas 4 e 5). A influéncia da diminuigéo das concentragdes
de Fe?* (e Cu?") no crescimento da cepa Ccc2 e das cepas D627A e AN-ter é mostrada na
Figura 25. Os resultados apresentados nesta figura mostram que a cepa deficiente em Ccc2
onde o gene CCC2 foi superexpresso € capaz de apresentar um crescimento
significativamente maior do que aquelas em que os genes D627A e AN-ter foram
superexpressos. Mas todas as cepas sdo capazes de atingir um certo crescimento,
provavelmente devido a sua capacidade de estocarem Fe disponivel no meio em que se
encontravam anteriormente (meio Drop out sélido — Tabela 5) ou a presenca de concentracgéo,
embora baixa, de Fe?* livre no Meio 1. A constante de associacdo para o complexo
ferrozina.Fe é de 1,6 x 10"® M™ (Garza-Ulloa et al., 1980), de modo que na presenca de 50
UM de FeSO4.(NH4),SO4 a concentracdo de Fe®* livre é de aproximadamente 5 pM, uma
concentracdo que, apesar de extremamente baixa, mostra-se suficiente para permitir aos
mutantes D627A e AN-ter o crescimento apresentado. O crescimento do mutante AN-ter é
comparavel ao do mutante ndo-funcional, o que, pelo menos a principio, pode indicar que a
presenca da regido N-terminal é necesséria para o correto funcionamento de Ccc2 em
condigdes restritivas de Cu ou entdo que AN-ter esteja localizada em outro compartimento que

ndo o trans-Golgi. Isto sera discutido mais adiante.

2. Ensaios de complementacdo a pH éacido (6,1) na presenca de diferentes

concentracdes de cobre e ferro

Os meios 1, 2 e 3 descritos na Tabela 4 foram em seguida utilizados nos ensaios de
complementacdo para se verificar a viabilidade das diferentes cepas mutantes em meios

restritivos em Cu e Fe. As Figuras 26 e 27 s&o 0s controles experimentais a pH 6,1 e mostram
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Figura 25. Crescimento em Meio 1, que contém ferrozina 1,0 mM e baixas
concentragcbes de CuSO, (1 pM) e FeSO4(NH4),SO, (50 pM) adicionadas (ver
composicdo em Materiais e Métodos). Células ACCC2 foram transformadas com o
plasmideo YEp contendo os genes CCC2, D627A ou AN-ter, conforme indicado. As culturas
foram iniciadas a partir de pré-culturas realizadas em Meio 1 a 30 °C e 200 rpm durante a
noite e normalizadas a uma D.O. 0,1 para inicio da curva de crescimento (tempo zero). As

aliquotas foram retiradas nos tempos indicados para a medida da D.O. a 600 nm.
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que as cepas que ndo expressam Ccc2 (cepas ACCC2, Figura 26) ou que superexpressam uma
variante ndo funcional de Ccc2 (D627A, Figura 27) sdo incapazes de crescer em Meio 1. A
cepa selvagem (W303, Figura 26), contendo constitutivamente o gene CCC2 presente no seu
genoma, assim como a cepa ACCC2 transformada com plasmideos YEp.CCC2 (Figura 27)
apresentam crescimento normal neste meio. Todas as cepas crescem em meios contendo
concentracBes maiores de Cu?* (Meio 2) mostrando que pode existir uma via de internalizacdo
de Cu por copias de Fet4 presentes na membrana plasmatica, que poderiam captéa-lo
diretamente do meio com baixa afinidade e uma via alternativa de entrega para Fet3 no Golgi
através da endocitose de Ctr (Figura 8) induzida pelo alto Cu (Ooi et al., 1996.). Uma outra
forma de entrega do Cu para Fet3 poderia ser através de metalochaperonas (Atx1 e outras)
que, ligando o ion internalizado, o transfeririam para Fet3. Este conceito serd também
retomado posteriormente. Finalmente, todas as cepas séo igualmente capazes de crescer em
Meio 3, pois a presenca de Fe em concentracBes elevadas permite a sua entrada na célula
através de transportadores inespecificos, de baixa afinidade, presentes na membrana
plasmaética, como é o caso de Fet4 (Dix et al., 1994). Os ensaios de complementacao controle

mostrados nas Figuras 26 e 27 confirmam aqueles obtidos por Lowe e colaboradores (2004).

3. Ensaios de atividade Cu(l)-ATPasica

De forma a complementar os resultados de crescimento celular obtidos e iniciar a
caracterizacdo da atividade enzimética de Ccc2 no seu meio ambiente natural (a levedura),
ainda ndo descrita na literatura, procedeu-se com a medida da atividade enzimatica de cepas
ACCC2 superexpressando a enzima nativa (Ccc2) ou a enzima ndo-funcional (D627A).
Considerou-se preliminar demonstrar uma atividade hidrolitica de ATP diferente entre cepas

gue superexpressam Ccc2 nativa e seus mutantes considerados “nao funcionais”, para associar
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Meio 1 (Ferrozina)
Baixo Cu e Baixo Fe

Meio 2
Alto Cu e Baixo Fe

Meio 3
Baixo Cu e Alto Fe

ACCC2
W303

Figura 26. A presenca de Ccc2 é obrigatoriamente requerida para o crescimento

da levedura S. cerevisiae em meio restritivo em Cu e Fe. A figura mostra ensaios de

complementag#o - monitorados ap6s 72 h - com 2 pL de inéculo (2 x 10° células/mL) de trés

diferentes culturas de cada uma das duas cepas indicadas: uma que ndo expressa Ccc2

(ACCC2) e outra que a expressa normalmente (W303). A obtencdo da cepa ACCC2 e a

composicao dos trés meios (com leucina e uracila, pH 6,1) com diferentes concentracdes de
CuSQ, e FeS04.(NH,4),SO, (respectivamente 1 uM e 50 uM para Meio 1, 500 uM e 50 uM
para Meio 2 e 1 uM e 350 pM para Meio 3, todos com 1 mM de ferrozina) encontram-se

descritas em Materiais e Métodos (ver Tabelas 4 e 5) .
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Meio 1 (Ferrozina)
Baixo Cu e Baixo Fe

Meio 2
Alto Cu e Baixo Fe

Meio 3
Baixo Cu e Alto Fe

Clones

Ccc2

D627A

Clones

Clones

Figura 27. A mutacdo pontual do acido aspartico D627 do centro ativo impede o

crescimento da levedura S. cerevisiae em meio restritivo em Cu e Fe. Células ACCC2

foram transformadas com plasmideos YEp contendo os genes CCC2 ou D627A. A figura

mostra ensaios de complementacdo — monitorados ap6s 72 h — empregando 2 pL de inéculo

(2 x 10° células/mL) das cepas mencionadas (trés clones diferentes), conforme indicado. A

obtencgdo das cepas e a composicao dos trés meios (sem leucina e sem uracila) com diferentes

concentracfes de CuSO,4 e FeSO4.(NH,4),SO,4 encontram-se descritas em Materiais e Métodos

e na legenda da Figura 26.
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a perda de funcionalidade in vivo a incapacidade de transportar ativamente Cu(l) para o lumen
do Golgi.

Poucos trabalhos onde se avalia a funcionalidade de Cu(l)-ATPases em eucariotos
descrevem uma atividade hidrolitica de ATP (Takeda et al., 1999; Lowe et al., 2004;
Portmann e Solioz, 2005). Em 2004, Lowe e colaboradores demonstraram a atividade
ATPésica de Ccc2 superexpressando a enzima em células Sf9 (células de ovario de inseto que
contém pouca atividade ATPasica enddgena) através da infeccdo com baculovirus. Neste
trabalho, devido ao fato de n&o ter sido ainda caracterizado um inibidor especifico da Cu(l)-
ATPase, os autores utilizaram como ferramentas para inibigdo de sua atividade os quelantes
de cobre BCA (&cido bicinconinico dissédico — 100 uM) e BCS (&cido batocuproino
dissulfénico — 250 uM) (Figura 28). Estas concentracdes foram escolhidas a partir da analise
da atividade Cu(l)ATPasica apds pré-incubacdo na presenca de diferentes concentracbes dos
quelantes. Estes autores verificaram que a inibicdo maxima era atingida com a combinacao
dos dois compostos nestas concentragdes (Lowe et al., 2004). Além disso, a detec¢do da
atividade utilizando-se o [y-**P]JATP marcado de acordo com o método descrito por
Grubmeyer e Penefsky (1981) com algumas modificacdes (Caruso-Neves et al., 2000), se fez
necessaria. O uso de agentes redutores para manter o Cu na forma Cu(l) interfere nos métodos
colorimétricos mais usados para a determinacdo da atividade ATPasica: o método
colorimétrico de Fiske e Subbarow (1925) para detec¢cdo de Pi; e 0 método enzimatico que
acopla a producdo de ADP a sua refosforilacdo por P-enolpiruvato (na presenca de piruvato
cinase) e a subsequiente oxidacdo de NADH a NAD" (na conversdo de piruvato a lactato
catalisada pela lactato desidrogenase) (revisto por Ngrby, 1988).

A anélise da atividade de Ccc2 foi entdo medida na presenca dos redutores acido
ascorbico (100 uM) e Na,SO3 (1 mM), de maneira a assegurar-se a presenca de Cu no meio

de reacdo no estado de oxidacdo Cu(l), que é a forma capaz de ser transportada pela Cu(l)-
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BCS « XH,0

BCA

Figura 28. Estruturas moleculares de BCA (acido bicinconinico) e BCS (acido
batocuproino dissulfénico). A figura mostra as representacdes moleculares dos sais de Na*
do BCS e do BCA. Note-se a maior hidrofobicidade conferida a molécula de BCS pelo
“cluster” de batocuproina (dimetilada). As constantes de associacdo de Cu** e BCS ou BCA
para formar os complexos BCS,.Cu e BCA,.Cu em &4gua sio 10 M* e 10" Mm%,
respectivamente. Pelas caracteristicas de geometria quadrada da configuracdo eletronica do

fon Cu?, a estequiometria da ligacdo de ambos os quelantes com Cu?* é 2:1.
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ATPase. Conforme j& foi mencionado, ndo existem muitas publicacbes acerca da atividade
enzimética das Cu(l)-ATPases e, especialmente, sobre a dependéncia da concentracdo de
substratos e cofatores. No entanto, uma das conclusdes mais aceitas dos trabalhos
recentemente publicados é a altissima afinidade da enzima por Cu(l) na faixa submicromolar.
Em um destes trabalhos, Bissig et al. (2001) analisaram os parametros cinéticos de CopB, a
Cu(l)-ATPase responsavel pela extrusdo de Cu em Enterococcus hirae quando os niveis
citoplasmaticos deste metal tornam-se téxicos (Solioz e Odermatt, 1995), verificando que
concentraces de Cu?* extracelular em torno de 1 M eram inibitérias, o que os levou a
realizar os experimentos na presenca do Cu®* contaminante. Em nosso caso, a concentragio
de Cu?* na 4gua deionizada utilizada (obtida em deionizador Barnstead, modelo Nanopure 1)
e no tampdo de reagdo estdo na faixa de 11-17 nM e 80 nM, respectivamente (deteccdo por
absorcdo atdmica), e por este motivo ndo foi adicionado Cu nos experimentos realizados para
a deteccdo da atividade enzimatica. De forma a reduzir a interferéncia de outras atividades
presentes no sistema, foram adicionados thapsigargina (20 uM), um inibidor especifico da
Ca’*-ATPase de reticulo sarcoplasmatico (Sagara e Inesi, 1991), azida sédica (NaNs, 10 mM),
para inibir as ATPases mitocondriais (Vasilyeva et al., 1982) e fluoreto de soédio (NaF, 10
mM), inibidor de fosfatases (dos Passos Lemos et al., 2002). Fracgdes totais de membrana,
obtidas através de lise e centrifugacdo diferencial de cepas ACCC2 que superexpressam 0S
genes CCC2 ou D627A, crescidas até a metade da fase exponencial (para assegurar a presenca
de uma populacdo de células em divisdo, portanto com parede celular pouco espessa em sua
maioria; Figura 24), foram pré-incubadas na presenca do meio de reacdo contendo 0s agentes
redutores ou os quelantes por 30 min a 4 °C, conforme descrito em Materiais e Métodos
(Figuras 29, 30 e 31).

A Figura 29 mostra que: 1) a atividade da fracdo Ccc2 em presenca dos redutores é

significativamente maior do que a atividade das fragdes D627A nas mesmas condicGes; 2) em
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Figura 29. A atividade Cu(l)-ATPasica da fracdo microssomal de leveduras que
superexpressam Ccc2 ndo é inibida pelo quelante de cobre BCA. Cepas de leveduras
ACCC2 transformadas com plasmideos YEp contendo os genes CCC2 ou 0 mutante D627A
foram crescidas em meio Drop out base e a analise do crescimento foi realizada conforme
descrito na Figura 24. Fracdes de membranas totais dessas cepas foram obtidas conforme
descrito em Materiais e Métodos. As fracdes (0,25 mg/mL) foram incubadas em presenca de
redutores (acido ascérbico 100 uM e Na,SO3 1 mM) ou BCA nas concentracdes indicadas na
abscissa. As outras condigdes foram as mesmas descritas em Materiais e Métodos (item 2.7).
A atividade hidrolitica corresponde a media + erro padrdo de trés experimentos em triplicata,
realizados com pelo menos duas preparagdes de membrana diferentes. Como as inclinagfes
das retas ndo diferem significativamente de 0 (zero), duas linhas horizontais foram tracadas ao
nivel do valor médio dos quatro conjuntos de determinacdes. A atividade Cu(l)-ATPasica é
definida como a diferenca entre os valores de hidrélise de ATP de Ccc2 e D627A na presenca
de redutores (chave).
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fracbes microssomais de S. cerevisiae concentracOes crescentes de BCA ndo promovem
qualquer efeito sobre a atividade ATPasica. Levando-se em conta que o mutante D627A gera
uma ATPase ndo funcional, pode-se inferir que a diferenca entre as atividades ATPasicas
totais em presenca dos redutores refere-se a atividade Cu(l)-ATPasica de Ccc2. Ja a Figura 30
mostra que concentragdes crescentes de BCS promovem uma inibicéo da atividade ATPé&sica
de ambas as fracdes, embora de maneira diferenciada. O decréscimo mais drastico da
atividade das fracGes Ccc2 quando a concentracdo de BCS é aumentada para 50 uM e a
supressdo da diferenca entre as atividades das fragdes Ccc2 e D627A com 250 UM (o que
significa inibicdo total da Cu(l)-ATPase), indica uma maior sensibilidade da primeira ao
quelante. A inibicdo da atividade ATPasica das fracbes D627A provocada pelo BCS mostra
que outras ATPases presentes na preparacdo sdo afetadas pela presenca do quelante, nédo
necessariamente através do sequestro de ions, mas talvez pela formacdo de pontes dissulfeto
com residuos de cisteina destas enzimas, alterando a sua estrutura terciaria e,
conseqiientemente, a sua atividade.

As diferencgas constitutivas entre as fracdes microssomais de células Sf9 e de S.
cerevisiae poderiam ser uma explicacdo para a diferenca de sensibilidade a BCA e BCS entre
a atividade ATPé&sica mostrada por Lowe et al. (2004) e a encontrada nesta tese. As
composicdes protéica e lipidica dispares destas membranas podem resultar em maior ou
menor acesso de moléculas as proteinas integrais ali presentes, mas, em paralelo, as
caracteristicas inerentes as moléculas de BCS e BCA podem conferir a estes quelantes
capacidades desiguais de realizar interagdes (Figura 28). E importante mencionar que a
molécula de Cu(l)-ATPase parece ter sempre Cu(l) ligado e ocluido em algum dominio,
independentemente da etapa do ciclo de transporte que esteja ocorrendo (Tsivkovskii et al.,
2002). A molécula de Ccc2 tem dois residuos de cisteina (motivo CPC) no sexto segmento

transmembrana que parecem estar envolvidos na coordenacdo de ions Cu(l) e no seu
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Figura 30. A atividade Cu(l)-ATPasica da fracdo microssomal de leveduras que
superexpressam Ccc2 é progressivamente abolida por concentracdes crescentes do
quelante de cobre BCS. A hidrdlise de ATP catalisada por fracdes microssomais de
membranas de leveduras ACCC2, transformadas com plasmideo YEp contendo os genes
CCC2 (®) ou o mutante D627A (O), foi ensaiada na presenca ou na auséncia de agentes
redutores e na auséncia ou presenca de BCS como indicado na abscissa. As outras condi¢Oes
foram as mesmas descritas em Materiais e Métodos (item 2.7). A figura no inset corresponde
as diferencas entre as atividades ATPasicas das fracOes na auséncia e presenca de BCS (250
uM) ([a — a’] e [b — b’]). O retangulo hachurado, por sua vez, representa a diferenca entre a
atividade das fragdes Ccc2 e D627A (12,7 nmoles Pi x min™ x mg™) e corresponde &
atividade de Ccc2, sendo essencialmente igual a diferenca das atividades das duas fracdes em
presenca dos agentes redutores (ver Figura 31). Os pontos correspondem a média + erro
padrdo de trés experimentos em triplicata.
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transporte para o limen do Golgi (Lowe et al., 2004). O residuo C585, em particular, €
necessario para a ligacdo do metal seguida de fosforilacdo (etapas 1 e 2; ciclo da Figura 14).
Somente um quelante com hidrofobicidade suficientemente alta para se particionar na
bicamada lipidica do Golgi (como o BCS) poderia interagir com o CPC e seu entorno,
removendo o Cu(l) ligado durante a pré-incubacdo das membranas a 4 °C. Esta remocéo
poderia ocorrer simultaneamente com a remocéo de Cu(l) dos MBDs da regido N-terminal
expostos a dgua. No caso das células Sf9, o baixo grau de saturacdo dos acidos graxos e a
baixa concentragdo de colesterol nas suas membranas (Marheineke et al., 1998) permitiriam
com maior facilidade a parti¢do do relativamente mais hidrofilico BCA e, conseqlientemente,
a inibicdo parcial da Cu(l)-ATPase superexpressa nestas células.

Em consonancia com as diferentes capacidades de interacdo dos quelantes propostas,
foi demonstrado que BCS é capaz de inibir 50% da atividade de CopB em concentragdes
menores (4 uM) do que BCA (14 uM) (Bissig et al., 2001) e que 300 uM de BCA removem
apenas 10% do Cu(l) ligado ao MBD2 da ATPase de Wilson (Walker et al., 2004), enquanto
apenas o BCS é capaz de remover o Cu(l) ligado a Arr4 (uma ATPase soluvel ligadora de Cu)
(Metz et al., 2006) e a superoxido dismutase (Rae et al., 1999). E possivel, portanto, que o
BCS possa sequestrar ndo apenas o Cu que esta solGvel, mas também o Cu(l) j& coordenado
pela Cu(l)-ATPase, como discutido acima.

A diferenca entre as atividades das fragdes Ccc2 e D627A (12,7 nmoles Pi x min™ x
mg™) demonstradas no inset da Figura 30 (que representam a diferenca entre as atividades na
auséncia de BCS e na presenca de BCS 250 uM) é equivalente a diferenca das atividades das
duas fragdes (13,1 nmoles Pi x min™ x mg™) em presenca dos agentes redutores (Figura 31;
ver também Figura 29), podendo assim ser caracterizada como a atividade Cu(l)-ATPasica de
Ccc2 detectada pela primeira vez em fragdes microssomais de leveduras (seu meio ambiente

natural) que a superexpressam. Esta atividade é mais baixa do que aquela encontrada em
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Figura 31. Atividade ATPasica de fracdes microssomais de leveduras contendo os
genes CCC2 ou 0 mutante D627A. A hidrélise de ATP catalisada por fracdes microssomais
de membranas de leveduras ACCC2 transformadas com o plasmideo YEp contendo os genes
CCC2 ou o mutante D627A foi ensaiada na presenca de agentes redutores (acido ascorbico
100 uM e Na,SO3; 1 mM) e auséncia de quelantes de Cu. As outras condi¢cdes foram as
mesmas descritas em Materiais e Métodos (item 2.7). A atividade Cu(l)-ATPasica foi definida
como a diferenca entre os valores das fracdes Ccc2 e D627A (retangulo hachurado - 13,1
nmoles Pi x min™ x mg™), tendo essencialmente 0 mesmo valor da atividade representada
pela &rea hachurada do inset da Figura 30 (12,7 nmoles Pi x min™ x mg™). A atividade
hidrolitica corresponde a média + erro padrdo de quatro experimentos em triplicata, realizados

com pelo menos duas preparacdes de membrana diferentes.
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membranas de células Sf9 (Figura 32). Todavia, em células Sf9 transformadas, a Cu(l)-
ATPase superexpressa representa 7% das proteinas totais, enquanto que em leveduras na fase
exponencial de crescimento é a H*-ATPase (Pmal) a proteina predominante (van der Rest et
al., 1995). Os dados da Figura 32, obtidos a pH 8,0 (o 6timo para a Cu(l)-ATPase, ver Figura
35) mostram que — quando adequadamente transformadas — as proprias células de S.
cerevisiae sdo capazes de superexpressar niveis de Ccc2 com conservadas propriedades
cataliticas.

A atividade Cu(l)-ATPasica inibida por BCS é passivel de reversdo por agentes
redutores e por Cu®* 1 pM, retornando ao nivel controle (Figura 33), o que confirma se tratar
de uma atividade dependente de Cu(l). Fragdes microssomais de membrana contendo Ccc2
foram pré-incubadas na presenca de BCS 50 UM e ressuspensas em meio contendo os agentes
redutores ou em meio contendo estes agentes e CuSO4 1 puM. A atividade recuperada nesta
Gltima condicdo (13,1 nmoles Pi x min™ x mg™), é igual a diferenca das atividades das
fracbes Ccc2 e D627A em presenca dos agentes redutores mostrada na Figura 31. O
requerimento de altas concentracGes de agentes redutores para a recuperacdo da atividade
ATPasica (Figura 33) ap0s tratamento com BCS sugere também a necessidade adicional de
reduzir novamente os residuos de cisteina que teriam sido oxidados pelo quelante ao se
remover 0s ions Cu coordenados na Cu(l)-ATPase. Durante o complexo ciclo fisioldgico de
captacdo, transporte intracelular e transferéncia do ion para o sitio intramembranar de Ccc2
responsavel pelo seu transporte para o limen do Golgi em leveduras, 0 ambiente intensamente

redutor seria garantido pela alta concentracao citosolica de glutationa (Penninckx, 2002).
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Figura 32. Comparacdo da atividade da Cu(l)-ATPase superexpressa em S.
cerevisiae e em células Sf9. Coluna cheia: atividade Cu(l)-ATPasica em membranas de S.
cerevisiae, determinada como indicado no inset da Figura 30. Coluna vazia: atividade Cu(l)-
ATPéasica em membranas de células Sf9. Células Sf9 foram transformadas como indicado em
Materiais e Métodos e as membranas obtidas como descrito em Miras et al. (2001), exceto
que o CacCl, foi omitido durante o procedimento. A atividade Cu(l)-ATPasica em membranas
de células Sf9 foi calculada pela diferenca entre aquela obtida na auséncia de quelantes de Cu
e na presenca de BCA e BCS (ambos a uma concentracdo de 0,25 mM). Nestas membranas, a
atividade na presenca de BCA e BCS ¢é essencialmente igual aquela obtida em membranas

provenientes de células transfectadas com o gene D627A ou com o plasmideo vazio).
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Figura 33. Recuperacdo da atividade ATP&sica inibida por BCS 50 uM, apds
remocdo do quelante e adicdo de agentes redutores. Fracfes microssomais de leveduras
ACCC2 transformadas com o plasmideo YEp contendo o gene CCC2 foram pré-incubadas
por 30 min a 4 °C no meio de reacdo descrito em Materiais e Métodos (item 2.7), na auséncia
de agentes redutores e ATP, na presenca de BCS 50 puM. Apds este periodo, as amostras
foram centrifugadas a 19000 x g por 20 min a 4 °C. As membranas sedimentadas foram
ressuspensas no meio de reacdo (sem ATP) contendo BCS 50 uM e na auséncia de redutores
(A), na presenca de ascorbato 100 uM e Na,SO3; 1 mM (B) ou na presenca destes agentes
redutores, além de CuSO4 1 puM (C). Apo6s 30 min de nova pré-incubacédo a 4 °C, os tubos
foram aquecidos a 37 °C por 10 min e a reacdo de hidrolise foi iniciada pela adicéo de [y-
2P]JATP 5 mM. Os valores correspondem & média + desvio padrdo de amostras em

quadriplicata.
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4. Imunodeteccdo de Ccc2 e D627A nas fragOes totais de membrana de S.

cerevisiae

As diferencas detectadas entre as atividades ATPasicas das fracbes Ccc2 e D627A
mostradas nas Figuras 29 a 31 poderiam ser decorrentes de uma menor presenca de proteinas
com atividade ATPésica nas fracdes D627A. De forma a conferir esta possibilidade, realizou-
se uma eletroforese em SDS-PAGE para verificar se o perfil protéico das fracbes era
semelhante. A Figura 34A mostra um gel SDS-PAGE corado em Coomassie Blue (conforme
descrito em Materiais e Métodos) e demonstra que a composicao protéica das duas fragdes era
idéntica. Todavia, a quantidade de copias de Ccc2 e D627A ainda poderia ser diferente nas
fragOes, a despeito da semelhanga inicial mostrada pela coloracdo do gel. Portanto, foi
realizada a iunodeteccéo destas proteinas no gel, utilizando um anticorpo policlonal (coelho)
gerado contra o peptideo °®°CIKATESISDHPVSKAIIRY (ver a seqiiéncia completa de
aminoacidos de Ccc2 na Figura 15). As dilui¢des do anticorpo priméario anti-Ccc2 e do
anticorpo secundario foram 1:5000. A Figura 34B mostra que a imunodeteccdo de Ccc2 nao
foi maior do que a imunodetecgdo de D627A nas respectivas fragdes microssomais (pelo
contrario, a marcacdo do mutante foi ainda maior do que a marcacgdo de Ccc2). Em conjunto,
estes dados permitem descartar a hipotese de que a diferenca entre as atividades poderia ser
decorrente da presenca de um nimero maior de cdpias de Ccc2 na preparacdo de membranas
totais de levedura ou a concentragdes maiores de outras ATPases nestas fragdes, 0 que seria
decorrente de alteragdes fisiologicas nas cepas derivadas do processo de transformacdo com
os plasmideos. Este controle pode ser considerado relevante, uma vez que, por razfes ainda
ndo elucidadas, alguns mutantes tém niveis de expressao reduzidos ou indetectaveis na fracdo

microssomal (ver Figura 38 mais adiante).
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Figura 34. A diferenca observada entre as atividades ATPasicas das fracGes Ccc2
e D627A nao decorre de diferencas na expressdo das ATPases correspondentes. A figura
mostra o perfil eletroforético das proteinas das fragdes Ccc2 e D627A (A) e a imunodeteccao
destas proteinas utilizando-se anticorpo policlonal anti-Ccc2 (B). Fragdes microssomais de
membrana foram obtidas de cepas de leveduras ACCC2 transformadas com plasmideos YEp
contendo os genes CCC2 ou 0 mutante D627A, conforme descrito em Materiais e Métodos e
na legenda da Figura 29. As proteinas destas duas fracGes (50 pg/lane) foram separadas em
SDS-page (10%) e coradas com Coomassie Blue (A) e submetidas a imunodeteccdo
empregando o anticorpo policlonal anti-Ccc2 1:5000 (B). A esquerda da Figura A esta
indicado o peso molecular de Ccc2.
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5. Efeito de variac@es de pH sobre a atividade Cu(l)-ATPasica

Uma das caracteristicas fisioldégicas mais importantes das células de S. cerevisiae é 0
requerimento de pH acido para seu crescimento 6timo, uma vez que adequadas concentracoes
de H” intracelular sdo necessarias para a importacdo de aminoacidos em permuta por este ion
(van der Rest et al., 1995; Serrano, 1996). Como mencionado brevemente no ponto 1 desta
secao, defeitos genéticos que afetam a parede celular (entre outros) estdo envolvidos na
hipersensibilidade a pH alcalino, que, por sua vez, influencia o ambiente intracelular
(Calahorra et al., 1998).

Como ja descrito, um dos objetivos desta tese é o de investigar o papel da Cu(l)-
ATPase na resposta da célula de levedura a alteragdes acido-base e de dissecar o papel que
desempenhariam — em diferentes pHs — 0s dominios da ATPase envolvidos na ligacdo e na
transferéncia de Cu(l). O primeiro conjunto de experimentos, destinados a caracterizar
molecularmente o fenétipo de resisténcia parcial a pH alcalino, foi desenvolvido para
investigar a resposta da atividade hidrolitica de ATP catalisada por Ccc2 frente a variagOes de
pH. A hipdtese formulada foi a de que, se a Cu(l)-ATPase desempenhasse um papel cada vez
mais importante na transferéncia de Cu(l) para o Ilimen do Golgi a medida que aumenta o pH
- para assim garantir a viabilidade e o crescimento celulares - sua atividade seria grandemente
estimulada & medida que aumentasse o pH.

Uma vez que em preparacdes de membranas de levedura a medida da atividade
ATPasica sempre sofre a interferéncia da alta atividade H*-ATPasica, principalmente daquela
presente na membrana plasmatica, foi necessario contornar esta dificuldade. A H*-ATPase de
membrana plasmatica ndo possui inibidor especifico descrito e o pH 6timo para sua atividade
estd em torno de 6,0 (Goffeau e Slayman, 1981), o que inviabilizaria o estudo da dependéncia

de variagbes de pH da Cu(l)-ATPase em valores baixos de pH utilizando fracdes de
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membrana de levedura. Partindo da observacdo de que as propriedades cinéticas das P-
ATPases em geral sdo preservadas quando elas sdo superexpressas em células Sf9 (Hu e
Kaplan, 2000), a dependéncia do pH foi investigada em extratos de células Sf9 que
superexpressam Ccc2.

A Figura 35 mostra que a atividade Cu(l)-ATPasica aumenta ligeiramente entre pH
6,0 e 6,5, que podem ser considerados os valores fisiologicos para o citoplasma de S.
cerevisiae (Calahorra et al., 1998). A medida que o pH aumenta, a atividade Cu(l)-ATPésica
passa também a aumentar drasticamente entre 6,5 e 8,0, permanecendo estavel até valores de
pH ainda mais alcalinos. A funcdo seguinte pode ser ajustada a variacdo da atividade com o

pH:

A = limy + lim, (10°7PK)

(10°P€) +1

(Equacéo 1)

onde lim; e lim; s&o, respectivamente, os valores minimos e maximos tedricos de atividade
Cu(l)-ATPasica (abaixo de 6,0 e acima de 8,0) e pK’ corresponde ao pK aparente para um
conjunto de aminoacidos que, tendo suas cadeias laterais parcialmente dissociadas,
contribuiriam criando um ambiente molecular mais propicio para a catalise. Deve ser frisado
que a atividade méxima é atingida em valores de pH que correspondem ao pK das cadeias
laterais das cisteinas, os aminoacidos-chave envolvidos na ligacéo e transferéncia de Cu(l) no
segmento transmembrana M6 (Figura 11). A dissociacdo parcial destas cisteinas poderia
favorecer a ligacdo do Cu(l) e sua oclusdo apos a fosforilagdo do residuo D627A por ATP,
compensando a dificuldade que o aumento de pH provocaria em relacdo a transferéncia de

Cu(l) entre Atx1 e o MBD1 da Cu(l)-ATPase (ver mais adiante, secdo 10).
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Figura 35. Efeito de variacfes de pH sobre a atividade Cu(l)-ATPasica. Fragdes
de membrana de células Sf9 que superexpressam Ccc2 foram obtidas conforme descrito em
Materiais e Métodos (secdo de Materiais). As fracdes (0,25 mg/mL) foram pré-incubadas por
30 min a 4 °C em meios contendo tampdo MOPS-KOH (circulos vazios) ou EPPS-KOH
(circulos cheios) 20 mM (valores de pH indicados na abscissa), MgSO4 5 mM, K,SO, 50
mM, NaF 10 mM, thapsigargina 1 uM, SDS-B-D-maltosideo 0,2% (p/v) e glicerol 4 % (v/v)
na presenca de redutores (acido ascorbico 100 UM e Na;SO3; 1 mM) ou de BCS mais BCA
(0,25 mM cada, sem redutores). Apds este periodo, as amostras foram aquecidas até 37 °C e a
reaco foi iniciada pela adicdo de [y-*PJATP (concentracdo final 1 mM). A reacéo foi parada
apos 10 min pela adicdo de 2 vol de carvdo ativado e, apds centrifugacdo dos tubos por 30
min a 19000 x g, aliquotas do sobrenadante foram contadas em contador de cintilagdo liquida
para determinar a quantidade de *Pi liberado. O tamp&o empregado entre pH 6,0 e pH 8,0 foi
MOPS-KOH (pK = 7,2); entre 8,0 e 8,8 foi EPPS-KOH (pK = 8,0). Os pontos correspondem
a pelo menos quatro determinagdes empregando diferentes fragdes de membrana e foram

ajustados pela Equacéo 1 (ver texto).
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E também interessante mencionar que na mesma faixa de pH em que se observa um
grande aumento da atividade Cu(l)-ATPasica, dissociam-se também as cadeias laterais de
histidinas. Os residuos conservados H670 em Ccc2 e H1069 e H462 nas ATPases de Wilson e
de Archaeglobus fulgidus, encontram-se estrategicamente localizadas no dominio de ligacdo
de nucleotideo de P1-ATPases (dominio N) orientado face-a-face com o dominio de
fosforilagéo (Figura 36), o que conferiria a estas histidinas a capacidade de regular a afinidade
por ATP. O significado destas histidinas altamente conservadas na catalise de Cu(l)-ATPases
e, portanto, no funcionamento das células onde se localizam, pode ser deduzido a partir da
constatacdo de que a mutacdo H1069Q é a mais comum entre pacientes com a doenca de
Wilson em populagdes do norte da Europa (Thomas et al., 1995). O estimulo com o aumento
do pH da atividade de Ccc2 perfeitamente acoplada poderia, assim, constituir uma das bases
moleculares-chave para o adequado trafico de Cu desde o exterior até o limen do Golgi. Esta

questdo sera retomada mais adiante.

6. Papel da regido N-terminal de Ccc2 na catalise e no enderecamento celular em

S. cerevisiae

Como mencionado na se¢do correspondente, um dos objetivos desta tese foi o de
investigar o papel da regido N-terminal na hidrélise de ATP catalisada pela Cu(l)-ATPase, no
enderecamento celular da ATPase e na resposta a alteracdo acido-base em células de S.
cerevisiae. Uma vez demonstrada a atividade hidrolitica de Ccc2 em preparacdes de
membrana de leveduras e caracterizado o perfil de ativacdo por alto pH, passou-se entdo ao
estudo dos possiveis dominios na regido N-terminal que poderiam ser importantes nos

processos mencionados no paragrafo anterior.
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Figura 36. Modelo estrutural da superficie do dominio de ligacdo de nucleotideo
(dominio N) nas Cu(l)-ATPases ATP7B (A) e CopA (B). A localizagdo do ATP é mostrada
(&tomos coloridos em “B”), assim como os residuos H1069 (A) e H462 (B) no entorno do
dominio N. A representacdo A mostra ainda o residuo de arginina R1151. Extraidas de

Morgan et al. (2004) e Sazinsky et al., (2006) (“A” e “B”, respectivamente).
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As Figuras 37 e 38 mostram dois aspectos diferentes da perda de funcionalidade da
Cu(l)-ATPase de levedura desprovida de sua regido N-terminal (Figura 16). A Figura 37A
revela que, apesar da preservacdo completa dos dominios P e N em AN-ter, ndo ocorre a
fosforilacdo no residuo D627 do centro ativo. Isto revela que, a despeito da preservacao dos
sitios de ligacdo de Cu(l) no dominio constituido pelos segmentos transmembrana M6, M7 e
M8 de Ccc2 (centrado em C583 e C585 de M6), ndo ocorre a ligacdo de Cu(l) necessaria para
a fosforilacdo por ATP (Figura 14). Esta situacdo, que mimetiza a encontrada por Lowe e
colaboradores (2004) com o mutante C585S, revela claramente uma Cu(l)-ATPase sem
atividade hidrolitica.

Pelas razdes que se depreendem da Figura 38, o experimento de fosforilacdo mostrado
na figura anterior foi realizado empregando-se uma preparacdo de AN-ter expressa em células
Sf9. Nas membranas destas células, a Cu(l)-ATPase pode ser imunodetectada (Figura 37B), 0
que ndo ocorre nas membranas de levedura (Figura 38, painel da esquerda). A auséncia de
AN-ter nas fragbes de membrana de leveduras indica um possivel enderecamento para um
compartimento ndo membranar e, portanto, ndo recuperavel na fracdo microssomal. Estes
experimentos foram realizados com Ccc2 (controle) e diferentes mutantes conjugados a GFP
nas fracbes microssomais de membranas de cepas ACCC2 transformadas com 0s respectivos
plasmideos, para utilizar as mesmas membranas das cepas utilizadas a seguir em
experimentos de microscopia confocal (Figura 39). A analise das proteinas fusionadas a GFP
através da utilizacdo de anticorpo anti-GFP mostra a marcacao para Ccc2 e D627A na altura
correspondente a soma do peso molecular destas enzimas (116 kDa) com o peso molecular de
GFP (29 kDa), mas nenhuma marcacdo foi detectada para o mutante AN-ter (lane 3, painel da
esquerda). E interessante acrescentar que a marcacdo as membranas contendo o mutante
M1(ss) (lane 4, painel da esquerda) encontra-se levemente abaixo das bandas referentes a

Ccc2.GFP (lane 1, painel da esquerda) e D627A.GFP (lane 2, painel da esquerda), em
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Figura 37. O mutante AN-ter néo é fosforilado por [y-**P]JATP na presenca de Cu
contaminante. (A): Fosforilacdo. Fracdes de membrana de células Sf9 que expressam Ccc2,
AN-ter ou D627A (ou transformadas com o baculovirus sem o gene — Cp) foram obtidas
conforme descrito em Materiais e Métodos (secdo de Materiais). 50 pug de membranas foram
suspensas em 200 pL de Bis-TRIS propano 20 mM (pH 6,0), KCI 200 mM e MgCl,5 mM a0
°C. A fosforilacdo foi iniciada adicionando-se 5 pM de [y-32"]JATP e conduzida durante 45 s.
Outras condig0es, tratamento das membranas fosforiladas e deteccdo da fosfoenzima estdo
descritas em Materiais e Métodos. (B): Imunodetec¢do de Ccc2 e suas variantes em 40 g de
fragbes de membrana de células Sf9 submetidas a SDS-PAGE, utilizando-se o anticorpo
policlonal anti-Ccc2. As setas indicam as bandas de 116 kDa e 82 kDa, referentes ao peso

molecular de Ccc2 e AN-ter. Cortesia de Rafael VValverde.
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Figura 38. A remocédo da regido N-terminal de Ccc2 ndo permite sua insercéo na
membrana do trans-Golgi. Células ACCC2 foram transformadas com o plasmideo pCEN
contendo os genes CCC2.GFP (1), D627A.GFP (2), AN-ter.GFP (3) ou M1(ss).GFP (4). As
células foram cultivadas em meio Drop out liquido com Cu e Fe contaminantes, sem uracila e
suplementado com aminoacidos (exceto leucina) até a metade da fase exponencial de
crescimento (D.O. aproximadamente igual a 1,0). Em seguida, deu-se inicio a preparagdo de
uma fracdo de membranas totais, reservando-se o0s debris celulares recuperados
imediatamente apds a lise celular (ver Materiais e Métodos). As proteinas destas duas fracoes
(50 pg/lane) foram separadas em SDS-page (10%) e submetidas a imunodeteccdo
empregando o anticorpo policlonal anti-GFP (ver Materiais e Métodos) conforme mostrado
nos paineis principais. O painel colorido (coloragdo com Rouge ponceau) mostra os padrdes
de peso molecular (DM), com os valores indicados.
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consonancia com o seu menor peso molecular devido a remocdo do MBD2 (ver Materiais e
Métodos).

A anélise dos debris celulares (painel da direita) pode fornecer subsidios para
compreender a diferenca de marcacdo encontrada. A Figura 38 mostra, no painel da direita, a
imunodetec¢do para GFP préximo ao peso molecular desta proteina, indicando a ocorréncia
de degradacédo parcial (provavelmente por protedlise) dos mutantes D627A (lane 2) e M1(ss)
(lane4) e total do mutante AN-ter (lane 3), mas ndo da enzima integra (lane 1). Pode-se
observar que as marcacOes para GFP referentes a cada uma das enzimas sdo complementares
(comparar os painéis da esquerda e da direita), indicando que a degradacdo de Ccc2 também
depende da preservacdo de sua capacidade catalitica, j& que nem D627A nem AN-ter
funcionam. As preparag0es de membrana das quatro cepas foram realizadas simultaneamente,
utilizando-se as mesmas solugdes contendo inibidores de proteases, de forma que se pode
descartar a possibilidade de as diferencas nas marcacGes serem derivadas de protedlise
ocorrida durante o processo de obtencdo das fracdes microssomais. A marcacdo para GFP
fusionada ao mutante AN-ter encontrada exclusivamente nos debris celulares (células nédo
rompidas, fracGes de nucleo, etc...) confirma a alteracdo de localizacdo da enzima resultante
da auséncia da regido N-terminal. A observacdo de que o mutante M1(ss) € recuperado nas
membranas (Figura 38) sugere que, apesar da atenuada funcionalidade da cepa que o expressa
(ver Figuras 44 e 47 mais adiante), o direcionamento correto de Ccc2 para as membrans do
Golgi dependeria mais de uma sequéncia de reconhecimento na regido do MBD1 do que da
ligacdo de Cu(l) neste dominio.

Para verificar a hipOtese apresentada no paragrafo anterior, foram realizados
experimentos de microscopia confocal para comparar a localizacdo das Cu(l)-ATPases Ccc2 e

AN-ter fusionadas a GFP. As cepas ACCC2 transformadas com plasmideos pCEN contendo

os constructos Ccc2.GFP e AN-ter.GFP foram submetidas a crescimento em meio liquido
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(Drop out, ver composicdo em Materiais e Métodos), sem adicdo de Cu, até a fase
exponencial (como na Figura 24). ApOs este periodo, as células foram imediatamente
centrifugadas, lavadas em PBS por duas vezes e aplicadas em lamina para observagdo ao
microscopio confocal. Os resultados apresentados na Figura 39 mostram que a marcacao
correspondente as cepas que expressam CCC2 é encontrada por toda a célula, enquanto que a
marcacdo de AN-ter parece restringir-se ao interior de grandes vacuolos celulares. Estes
resultados sugerem que Ccc2 desprovida na regido N-terminal é encaminhada para vacuolos
ou endossomas para degradacdo, ou por ndo apresentar a sequéncia sinalizadora presente
nesta regido (Blobel e Sabatini,1970; Humphrey et al., 1993; Northwehr et al., 1993,
Ponnambalam et al., 1994; Scwappach et al., 1998), ou por ser identificada pela célula como
uma enzima ndo-funcional. A prote6lise de AN-ter em vacuolos seria, portanto, a causa de seu
desaparecimento das membranas, como mostrado na Figura 38 (painel da esquerda).

Se os resultados com o mutante M1(ss) introduzem algum elemento de controvérsia
acerca do paradigma “ligacdo de Cu(l) nos MBDs <« tradfego e direcionamento correto de
Cu(l)-ATPases” (Vanderwerf et al., 2001; Mercer et al., 2003), aqueles mostrados nas Figuras
38 e 39 trazem um outro adicional. Muito embora as Figuras 38 e 39 se complementem para
confirmar a hipétese de que a regido N-terminal é essencial para o adequado enderecamento
de Cu(l)-ATPases, a Figura 37, em contraste com o observado por Voskoboinik et al. (2001),
mostra que ela também o € para a fosforilagdo por ATP. Esta diferenca no comportamento de
AN-ter pode ser devida a uma acentuada diminuicdo da afinidade da enzima pelo Cu. A
maxima fosforilagdo de Ccc2 por ATP é alcancada com concentra¢cdes contaminantes do
metal (Lowe et al., 2004), o que ndo ocorreria com AN-ter. Novas andlises ainda devem ser
realizadas com este mutante em diferentes condicdes (especialmente variando-se as

concentracdes de Cu®* no meio).
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Figura 39. Mutantes AN-ter tém distribuicdo intracelular diferente de Ccc2. As
culturas de células ACCC2 transformadas com o plasmideo pCEN contendo os genes CCC2
ou AN-ter fusionados a GFP foram realizadas em meio Drop out (sem leucina e uracila) e
paralisadas apos as células terem atingido a metade da fase exponencial de crescimento. As
celulas foram entdo lavadas duas vezes em PBS e imediatamente aplicadas sobre a lamina
para observacdo no microscopio confocal (aumentos em objetiva de 40 x / 1.3 para as
imagens das cepas Ccc2 e 63 x/ 1.4 Oleo para as imagens das cepas AN-ter), conforme
indicado na figura. (A) Imagens obtidas com cepa transformada com YEp.CCC2 sem GFP
(acima, imagem de fluorescéncia; abaixo, imagem de fase); (B) Imagem de fluorescéncia de
cepas ACCC2 transformadas com os plasmideos pCEN.CCC2.GFP ou pCEN.AN-ter.GFP,
conforme indicado; (C) Imagem de fase das populag@es celulares analisadas; (D) Imagens B e

C sobrepostas.
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7. Importéncia da regido N-terminal de Ccc2 para o crescimento de S. cerevisiae

Apos a demonstracdo da importancia do dominio N-terminal na catélise (Figura 37) e
no enderecamento de Ccc2 (Figuras 38 e 39), passou-se a investigar seu papel na viabilidade
celular de S. cerevisiae, analisando a capacidade do mutante AN-ter de complementar
ACCC2, uma cepa que se revelou impossibilitada de crescer em meio restritivo em Cu e Fe
(Figura 26). Mais uma vez, utilizou-se os ensaios de complementagéo descritos na Figura 26
como forma de avaliar a viabilidade das cepas transformadas com o0 gene mutante e,
consequientemente, a contribui¢cdo da enzima truncada para o crescimento celular. A Figura 40
mostra que cepas ACCC2 transformadas com plasmideos YEp.AN-ter ndo sdo capazes de
crescer em meio restritivo em Cu e Fe, o que confirma a importancia da regido N-terminal
para o adequado fornecimento destes cations a maquinaria celular da levedura. As mesmas
cepas ACCC2, quando transformadas com o plasmideo YEp vazio, também sdo incapazes de
crescer, 0 que permite concluir que a presenca de Ccc2 funcional € essencial para o fenétipo

de crescimento em meio &cido (pH 6,1) deficiente em Cu e Fe (ver Tabela 5).

8. Efeito da variagdo do pH extracelular na viabilidade celular de cepas ACCC2

transformadas

A habilidade em responder rapidamente a mudancas no meio ambiente, tais como
flutuacBes na temperatura e no pH, concentracdo e disponibilidade de nutrientes, dentre
outras, € importante para a sobrevivéncia das células de modo geral. O pH externo pode servir
como um potente indutor de diferenciacdo e desenvolvimento e, no caso de microrganismos
patogénicos, a capacidade de se adaptar a mudancas no pH (por exemplo, migracdo entre

diferentes 6rgdos do corpo humano) é importante para o estabelecimento da patogenicidade.
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Meio 1 (Ferrozina)
Baixo Cu e Baixo Fe

Meio 2
Alto Cu e Baixo Fe

Meio 3
Baixo Cu e Alto Fe

Clones
1 2 3
YEp
Ccc2
AN-ter

Clones
1 2 3

Clones

Figura 40. Dominios de ligagdo de metal na regido N-terminal de Ccc2 séo

requeridos para o crescimento da levedura S. cerevisiae em meio restritivo em cobre e

ferro. Células ACCC2 foram transformadas com o plasmideo YEp vazio ou com 0 mesmo

plasmideo contendo os genes CCC2 ou AN-ter. A figura mostra ensaios de complementacao -

monitorados apés 72 h - com 2 pL de inéculo (2 x 10° células/mL) de trés diferentes clones

de cada uma das cepas mencionadas, conforme indicado nas placas. A obtencéo das cepas e a

composicdo dos trés meios (sem leucina e sem uracila) com diferentes concentracGes de

CuSQ, e FeS04.(NH,4),SO,4 encontram-se descritas em Materiais e Métodos (ver Tabelas 4 e

5) e na legenda da Figura 26.
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Como ja& mencionado, a adaptacdo de S. cerevisiae a meios alcalinos envolve
regulacdo de um grande nimero de genes, cuja expressao pode ser induzida quando as células
sdo transferidas de um meio &cido para um meio alcalino (Causton et al., 2001 Lamb et al.,
2001; Serrano et al, 2002). Estes estudos mostram que a expressao de alguns genes que
codificam para proteinas envolvidas no metabolismo de Cu e Fe em leveduras pode ser
induzida nestas condigdes, como por exemplo, os genes de Frel, Fet3, Ctrl, entre outros (ver
Figura 8). Mais recentemente, alguns trabalhos utilizando bibliotecas gendmicas de leveduras
mostraram quais 0s genes cujas deficiéncias geram um fendétipo sensivel a pH alcalino
(Giaver et al., 2002; Serrano et al., 2004). Estes ltimos autores demonstram que Cu e Fe sdo
os fatores limitantes do crescimento e da sobrevivéncia de S. cerevisiae em pHs alcalinos,
através da andlise do crescimento de cepas deficientes em varios genes envolvidos no
metabolismo de Cu e Fe (Serrano et al., 2004), sendo um deles o gene CCC2 (cepas
deficientes neste gene eram incapazes de crescer em meio solido com pH acima de 7,3).

Os resultados apresentados na Figura 41 mostram que cepas ACCC2 transformadas
com o plasmideo YEp.AN-ter sdo incapazes de crescer a pH 7,2 (valor proximo ao pH
fisiologico em mamiferos) e 8,0 (assim como a cepa que superexpressa 0 mutante que néo
fosforila, D627A). Pode ser observado que — em contraste com o resultado mostrado no meio
contendo ferrozina (pH 6,1); Figura 40 — concentracfes de Cu 0,3 uM e Fe 1,6 uM permitem
o crescimento do mutante contendo a Cu(l)-ATPase completamente truncada na regido N-
terminal a pH 6,5, um fenétipo perdido a pHs mais alcalinos. Em contraste, as cepas que
superexpressam 0 gene CCC2 sdo capazes de sobreviver nos trés valores de pH, embora o
crescimento seja gradativamente reduzido (Figura 41). Estes resultados indicam que a
presenca de Ccc2 funcional é essencial para conferir & S. cerevisiae o fendtipo de resisténcia a
pHs alcalinos. Este fenémeno independe do nimero de copias da enzima presente nas células,

uma vez que cepas selvagens (W303), que apresentam apenas enzimas advindas do genoma
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pH 6,5 pH 7,2 pH 8,0
Diluigdes Diluicdes Diluicbes
1/1 1/10 1/100 1/1 1/10 1/100 1/1 1/10 1/100
Ccc2 , o) .
e | 0 | W B i | A A | A | e
D627A T N TS
R
AN-ter PN

Figura 41. A presenca de Ccc2 selvagem € essencial para conferir a S. cerevisiae

o fenotipo de resisténcia a pH alcalino.

Células ACCC2 foram transformadas com

plasmideos YEp contendo os genes CCC2, D627A ou AN-ter. A figura mostra ensaios de

complementacdo — monitorados apés 72 h — empregando 2 pL de inéculo (2 x 10°

células/mL) em diferentes dilui¢bes (1/1, 1/10, 1/100) de cada uma das cepas mencionadas,

conforme indicado. A obtencdo das cepas que superexpressam as trés variantes e a

composicdo do meio (sem leucina e sem uracila), a diferentes valores de pH (6,5; 7,2; 8,0),

encontram-se descritas em Materiais e Métodos.
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celular, sdo igualmente capazes de crescer em pHs alcalinos (Figura 42). Estes resultados
indicam que em pHs alcalinos, as cepas selvagens de levedura que contém somente as cépias
constitutivas de Ccc2 s@o capazes de encaminhar o Cu(l) para seus alvos intracelulares,
embora de maneira menos eficiente a medida que o pH aumenta. Quando as cepas W303 sdo
transformadas com os plasmideos YEp.Ccc2, embora a célula passe a apresentar um maior
numero de copias de Ccc2 (as clpias advindas do genoma e as copias traduzidas a partir do
plasmideo), ndo se observa um maior crescimento em pHs alcalinos (Figura 43), o que indica
que o aumento da expressdo de Ccc2 ndo provoca uma maior adaptabilidade a estes meios e
confirma que o fendtipo observado na Figura 41 ndo é o resultado de um aumento “néo-
fisiologico” (para a levedura) de Ccc2. De fato, as Unicas proteinas cuja expressao aumentada
parece refletir um maior crescimento em pHs alcalinos séo os transportadores presentes na
membrana plasmatica Fet4 e Ctrl (Serrano et al., 2004), um transportador de baixa afinidade
(Km = 35 pM) de vérios metais como Fe, Cu e outros (Fet4) e o transportador de alta
afinidade (K, = 1-4 uM) de Cu(l) (Ctrl). A cepa selvagem usada por estes autores (BY4741)
nédo foi capaz de crescer em meios com pH acima de 7,5, de modo que a cepa W303 parece
ser um modelo mais adequado para o estudo do fendtipo de resisténcia a pHs alcalinos. Deve-
se ressaltar que, de fato, ndo existem cepas de S. cerevisiae verdadeiramente selvagens, ja que
muitas cepas assim consideradas contém caracteres mutantes (Sherman, 2002). Além disso,
varios deles podem ser os responsaveis pelas diferencas de resposta ao estresse alcalino entre
as cepas BY4741 e W303.

A Figura 43 também mostra que a co-expressao dos mutantes D627A com 0s genes
CCC2 oriundos do genoma da cepa W303 atenua o fendtipo de resisténcia a pH alcalino. Em
nivel transcricional, é possivel que a presenca de um grande nimero de cépias de D627A

possa estar regulando negativamente a transcri¢cdo dos genes CCC2 no genoma destas cepas.
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pH 6,5 pH 7,2 pH 8,0
Dilui¢cbes Dilui¢cbes Dilui¢gbes
1/1 1/10 1/100 /1 1/10 1/100 /1 1/10 1/100

W303

Figura 42. A resisténcia a pH alcalino conferida por Ccc2 é um fendtipo que
independe do nimero de copias da ATPase. A figura mostra ensaios de complementacéo —
monitorados apds 72 h — empregando 2 pL de indculo (2 x 10° células/mL) em diferentes
diluicdes (1/1, 1/10, 1/100) de uma cepa selvagem de S. cerevisiae (W303) que expressa
normalmente Ccc2 (cépias de Ccc2 em niveis “basais”). A composi¢do do meio contendo
leucina e uracila em diferentes valores de pH (6,5; 7,2; 8,0) encontra-se descrita em Materiais

e Métodos.
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W303
Yep.Ccc?2

W303
Yep.D627A

1/1 1/10 1/100

pH 6,5 pH 7,2 pH 8,0
Diluicdes Diluicdes Diluicdes
/1 1/10 1/100 1/1 1/10 1/100

Figura 43. A superexpressdao de copias de D627A, junto com as copias

constitutivas de Ccc2 numa cepa W303 transformada, atenua o fendtipo de resisténcia a

pH alcalino. Células de uma cepa selvagem W303 foram transformadas com os plasmideos

YEp contendo o gene CCC2 ou o mutante D627A, para superexpressar as ATPases

correspondentes, conjuntamente com as copias constitutivas advindas do genoma da levedura.

A figura mostra ensaios de complementacdo — monitorados ap6s 72 h — empregando 2 pL de
indculo (2 x 10° células/mL) em diferentes diluicdes (1/1, 1/10, 1/100) de dois clones (W303
transformada com YEp.CCC2 ou W303 transformada com YEp.D627A). A obtencdo das
cepas e a composicdo do meio contendo uracila a diferentes valores de pH (6,5; 7,2; 8,0)

encontram-se descritas em Materiais e Métodos.
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Além disso, em nivel pos-traducional, também é possivel que, em presenca de um maior
namero de copias do mutante ndo-funcional (D627A), Atx1 distribua a entrega de Cu(l) entre
estas enzimas em detrimento de Ccc2 funcional. Esta transferéncia ocasionaria a coordenagéo
de Cu(l) por D627A que € incapaz de transporta-lo para o limen do trans-Golgi. A retencao
de Cu(l) por cdpias destes mutantes causaria a reducdo da disponibilidade do metal para Ccc2,
ocasionando a auséncia do fenétipo de resisténcia a pH alcalino. Em baixas concentracfes de
Cu, Atx1l entregaria o metal aos MBDs de Ccc2 (funcional ou ndo) que, por sua vez o
transfeririam para os dominios transmembrana de transporte. No caso de D627A, este Cu(l)

ficaria retido sem poder ser transferido ao limen do Golgi.

9. Disseccdo da regido N-terminal na resisténcia ao pH alcalino

O papel da regido N-terminal de Ccc2 foi mais detalhado nos experimentos que
visaram estudar a viabilidade de cepas expressando diferentes mutantes nesta regido em meios
com diferentes pHs. A Figura 44 mostra o perfil de crescimento de diferentes cepas que
expressam Ccc2 mutada de forma diferenciada na regido N-terminal (Figura 16), a medida
que o pH do meio é aumentado. Em pH 6,5 observa-se um crescimento dos mutantes
comparavel ao crescimento apresentado pela cepa ACCC2 transformada com o plasmideo
YEp.Ccc2 (Figura 41). O crescimento das trés cepas (AMBD1, M1(ss) e M1) é reduzido
gradativamente a medida que aumenta o pH, porém com sensibilidades diferentes. O fen6tipo
de resisténcia é preservado no mutante M1, aquele em que o MBD2 é removido e substituido
pelo MBD1. Menor resisténcia apresenta a cepa AMBD1 (que teve removida a longa
seqliéncia R2...A76 da regido N-terminal onde se encontra 0 motivo C;13SACis), € ainda muito
menor resisténcia 0 mutante M1(ss) (construcdo igual a de M1 mas com as duas cisteinas

substituidas por serinas), cujo crescimento é abolido ja a pH 7,2 (ver Figura 16).
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Os resultados da Figura 44 demonstram a essencialidade do primeiro dominio de
ligagdo de Cu(l) da regido N-terminal e, o que parece mais intrigante, independentemente da
regido que ele ocupa na sequéncia da regido N-terminal da Cu(l)-ATPase. Esta propriedade
pode ser atribuida ao grande nimero de residuos acidicos (glutamatos e aspartatos)
encontrados na longa sequéncia onde se localiza 0 MBD1 e altamente conservados em vérias
ATPases transportadoras de metais pesados. A negatividade conferida a esta regido permitiria
uma adequada interacdo de Ccc2 com a superficie carregada positivamente de Atx1l
(Rosenzweig et al., 1999; Arnesano et al., 2001a). Este alinhamento estrutural somado a baixa
barreira energética existente para a transferéncia de Cu(l) da chaperona ao MBD1 da Cu(l)-
ATPase (Huffman e O’Halloran, 2000) confeririam a este dominio uma particular eficiéncia,
necessaria para acoplar a ligacdo de Cu(l) com seu direcionamento para 0 motivo CPC e seu
transporte final para o limen do Golgi a pH alcalino. Esta seqiiéncia de eventos seria menos
eficiente com MBD2 e muito afetada em M1(ss) pela auséncia de cisteinas para coordenar o
Cu(l) com alta afinidade.

A importancia das cisteinas 13 e 16 do MBD1 para 0 manuseio intracelular de Cu é
reforcada pelas observagfes da Figura 45. Esta figura mostra que a um pH (6,1) ainda mais
favoravel para o crescimento de todas as cepas (compare com a Figura 44), a acentuada
restricdo de Cu e Fe (Fe, pelas razGes que emergem das Figuras 54 e 55) como resultado da
adicdo de ferrozina, a) impede totalmente o crescimento das cepas M1(ss) e de AN-ter; b)
atenua o crescimento da cepa AMBD1 mais do que o da cepa M1, capaz de se desenvolver até
a Gltima diluicdo. Como ja mencionado, as transformaces mostradas na Figura 45 com 0s
genes CCC2, AN-ter e M1(ss) foram realizadas com estes genes fusionados ao epitopo GFP,
empregando-se um plasmideo pCEN, em funcéo de desenvolver estudos de microscopia para
investigar o enderecamento dos mutantes (Figura 39). Deve ser mencionado que a presenca de

GFP na extremidade C-terminal de Ccc2 ndo interfere com os fendtipos de resisténcia ou
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pH 6,5 pH 7,2 pH 8,0
Diluicbes Diluicbes Diluicdes
1/1  1/10 1/100 /1 1/10 1/100 1/1 1/10 1/100

AMBD1

M1(ss)

M1

Figura 44. Os residuos de cisteina C13 e C16 do dominio de ligacdo de metal
MBD1 sdo essenciais para conferir o fenétipo de resisténcia a pH alcalino. Células
ACCC2 foram transformadas com os seguintes plasmideos: a) YEp contendo os genes
AMBD1 ou M1; b) pCEN contendo o gene M1(ss).GFP. A figura mostra ensaios de
complementacdo — monitorados apés 72 h — empregando 2 pL de inéculo (2 x 10°
células/mL) em diferentes dilui¢bes (1/1, 1/10, 1/100) de cada uma das cepas mencionadas,
conforme indicado. A obtencdo das cepas e a composi¢cdo do meio (sem leucina e sem

uracila) a diferentes valores de pH (6,5; 7,2; 8,0) encontram-se descritas em Materiais e
Meétodos.
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Meio 1 (Ferrozina)

Diluicdes
11 1/10 1/100
Ccc2
AN-ter
M1(ss)
M1
AMBD1

Figura 45. Os residuos de cisteina C13 e C16 do dominio de ligacdo de metal
MBD1 de Ccc2 sdo essenciais para o crescimento da levedura S. cerevisiae em meio
restritivo em Cu e Fe. Células ACCC2 foram transformadas com os seguintes plasmideos: a)
YEp contendo os genes M1 ou AMBD1; b) pCEN contendo os genes AN-ter, M1(ss) ou
CCC2. A figura mostra ensaios de complementacao — monitorados ap6s 72 h — empregando 2
uL de indculo (2 x 10° células/mL) em diferentes diluicdes (1/1, 1/10, 1/100) de cada uma das
cepas mencionadas, conforme indicado. A composicdo do Meio 1 (sem leucina e uracila, pH

6,1) encontra-se descrita em Materiais e Métodos (Tabelas 4 e 5).
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sensibilidade a baixas concentracdes de Cu e Fe, como pode ser observado na Figura 45
(comparar os crescimentos das cepas Ccc2.GFP e AN-ter.GFP com os crescimentos das cepas
Ccc2 e AN-ter sem GFP mostrados na Figura 40). A utilizacdo de GFP na biologia de fungos
é bastante difundida (para revisdes ver Lorang et al., 2001; Tatchell e Robinson, 2002) e
pouquissimos relatos foram feitos acerca da perda de funcdo ou localizacdo de uma proteina
fusionada a GFP (Brachat et al., 2000). Os resultados apresentados na Figura 45 para as cepas
Ccc2.GFP e AN-ter.GFP, portanto, séo indicativos de que a resposta dos diferentes mutantes
nos ensaios de complementacdo mostrados nesta tese nao derivam da utilizacdo de diferentes
plasmideos e confirmam a independéncia do nimero de copias de Ccc2 do fenotipo de
resisténcia a pH alcalino (Figura 42), uma vez que pCEN é um plasmideo presente em apenas

uma copia na célula.

10. Efeito do cobre no fendtipo de resisténcia ou sensibilidade a pH alcalino de

cepas ACCC2 transformadas com diferentes mutantes de Ccc2

Os experimentos das Figuras 44 e 45 demonstraram a especificidade de mecanismos
de ligagdo de Cu(l) com alta afinidade na regido N-terminal para o adequado processamento
do metal e para a viabilidade celular, especialmente a pH alcalino. As figuras seguintes
confirmam que a disponibilidade de Cu é, de fato, o elemento central do fendtipo de
resisténcia a pH alcalino com Fe limitante.

A Figura 46 mostra que o aumento gradativo da concentragcdo de Cu em meios a pH
alcalino ou levemente alcalino é capaz de reverter parcialmente a incapacidade de
crescimento de cepas ACCC2 que superexpressam o0s genes D627A ou AN-ter. Estas
concentracfes ndo causam alteracOes significativas no fenotipo de resisténcia a pH alcalino

nas cepas que superexpressam CCC2 (comparar com a Figura 41). A suplementacdo de Cu
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A) CuSO, 2,0 UM

pH 6,5

pH 7,2

pH 8,0

Ccc2

D627A

AN-ter

Dilui¢cdes
1/1 1/20 1/100

Diluigcdes
1/1 1/10 1/100

Dilui¢cdes
1/1 1/10 1/100

B) CuSQO, 10 uM

pH 6,5 pH 7,2 pH 8,0
Diluigdes Dilui¢cdes Diluigdes
1/1 1/10 1/100 1/1 1/10 1/100 /1 1/20 1/100
Ccc2 - = -
D627A
AN-ter

Figura 46. Ténue recuperacdo do crescimento a pH alcalino das cepas D627A e
AN-ter apds adicdo de cobre. Células ACCC2 foram transformadas com plasmideos Yep
contendo os genes Ccc2, D627A ou AN-ter. As figuras mostram ensaios de complementacgéo
— monitorados ap6s 72 h — empregando 2 pL de indculo (2 x 10° células/mL) em diferentes
diluigbes (1/1, 1/10, 1/100) de cada uma das cepas mencionadas, conforme indicado. Os

ensaios de complementacéo (a pH 6,5; 7,2, 8,0) foram realizados na presenca de 2 uM (A) ou

10 uM (B) de CuSOs..




e/ou Fe ao meio de cultura foi demonstrada por alguns autores como uma forma de
restabelecer o crescimento de cepas de S. cerevisiae deficientes nos genes CCC2 e ATX1 (Lin
et al., 1997; Forbes et al., 1999; Serrano et al., 2004) e, num destes trabalhos, esta
suplementacdo permitiu o crescimento de mutantes da cepa BY4741, defeituosa em diferentes
transportadores destes ions (Serrano et al., 2004). Este fendmeno foi interpretado como
decorrente do aumento da disponibilidade destes ions num pH em que seus sais seriam menos
sollveis.

Os experimentos das Figuras 47, 50 e 51 mostram que a adicdo de concentracfes
micromolares de Cu?* n&o restaura o fendtipo de resisténcia a pH alcalino através de um
processo inespecifico de aumento da disponibilidade de Cu sollvel e de seu transporte passivo
para o lumen do Golgi. Se assim fosse, a resisténcia independeria da variante de Ccc2
expressa. A Figura 46 demonstra que, pelo contrario, a recuperacdo parcial do fenétipo
envolve a participacdo da regido N-terminal da Cu(l)-ATPase e a Figura 47 evidencia uma
clara seletividade M1 > AMBD1 >> MI(ss), para conferir viabilidade as cepas que 0s
expressam quando se acrescentam concentracfes crescentes de Cu a pH alcalino. Estas
diferencas podem ser explicadas em funcdo do papel dominante de MBD1 ja demonstrado na
Figura 44.

Este papel, como ja discutido anteriormente, envolveria a interacdo com Atx1l. A
interacdo entre as duas proteinas depende da presenca de Cu(l) (Banci et al., 2006), cuja
concentracdo aumentada seria necessaria a pH alcalino. A transferéncia de Cu(l) de Atx1 para
Ccc2 seria favorecida normalmente pela trilha complementar de cargas na superficie das duas
proteinas (Banci et al., 2006; Arnesano et al., 2004; ver também Figura 6) , nas regides
proximas a suas cisteinas C15/C18 (Atx1) e C13/C16 (Ccc2) (Figura 48). Em concentracdes
limitantes do metal, a medida que aumenta o pH ocorreria a dissociacdo progressiva dos

grupamentos das cadeias laterais das lisinas e argininas presentes na superficie de Atx1, as
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A) CuSO, 2,0 UM

pH 6,5 pH 7,2 pH 8,0
DiluigGes DiluigGes DiluicGes

1/1 1/10 1/100 1/1 1/10 1/100 1/1 1/10 1/100

AMBD1

M1(ss)

M1

B) CuSQO, 10 uM

pH 6,5 pH 7,2 pH 8,0

Diluicbes Diluicdes Diluicdes
1/1 1/10 1/100 1/1 1/10 1/100 1/1 1/10 1/100

AMBD1

M1(ss)

M1

Figura 47. A recuperacdo parcial do fenotipo de resisténcia a pH alcalino apos
adicdo de Cu por variantes mutadas na regido N-terminal requer a integridade do
motivo C13SACy;s do MBD1. Células ACCC2 foram transformadas com o0s seguintes
plasmideos: a) YEp contendo os genes AMBD1 ou M1; b) pCEN contendo o gene M1(ss). As
figuras mostram ensaios de complementacdo - monitorados ap6s 72 h — empregando 2 uL de
inéculo (2 x 10° células/mL) em diferentes diluices (1/1, 1/10, 1/100) de cada uma das cepas
mencionadas, conforme indicado. Os ensaios de complementacdo (a pH 6,5; 7,2, 8,0) foram
realizados na presencga de 2 uM (A) ou 10 uM (B) de CuSOs,.
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Q-

Cu(l)-ﬁt‘tx1 apo-Ccc2a

apo-Af§1 Cu(l)-Ccc2a

Figura 48. Mecanismo de transteréncia de Cu(l) entre Atxl e Ccc2. A figura
esquematiza a interacdo proteina-proteina mediada por Cu (circulo preto), a coordenacdo do
Cu(l) pelos residuos C15/C18 (Atx1) e C13/C16 (MBDL1 de Ccc2) e as superficies carregadas
(de sinal oposto) de Atx1 e MBD1. Ver também Figura 7 (modificado de Banci et al., 2006).
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cargas positivas da trilha de cargas se atenuariam, a associacdo Atx1.MBD1 ficaria
enfraquecida e a transferéncia de Cu(l) para a Cu(l)-ATPase seria prejudicada. Altas
concentragcOes permitiriam superar, pelo menos parcialmente, o efeito do alto pH (inclusive a
pH 8,0), com uma seletividade que demonstra o papel dominante de MBD1 e de suas cisteinas
(Figura 47).

Como explicar a recuperacdo ténue, mas clara, da viabilidade das células de S.
cerevisiae expressando D627A, AN-ter e M1(ss) ao se adicionar alto Cu®? Por que a
seletividade M1(ss) > AN-ter = D627A (comparar as Figuras 46 e 47)? Os mecanismos sdo
provavelmente distintos. Os resultados com M1(ss), se por um lado ressaltam a importancia
das cisteinas C13 e C16 do MBD1 no fenétipo de resisténcia a pH alcalino j& analisada,
permitem sugerir que a ligacdo do Cu(l) (via Atx1l) ao MBD1 envolveria a participagdo de
outros residuos. Estes, quando presentes, permitiriam um adequado funcionamento da cadeia
de transporte de Cu a pH alcalino, na auséncia de C13 e C16, desde que se fornegcam
concentragGes mais altas do metal. Residuos hidrofobicos altamente conservados entre Ccc2,
ATP7A e ATP7B encontram-se na vizinhanca do sitio de ligacdo de Cu(l) no MBD1 e séo
afetados (se posicionam e se expdem de maneira diferente) na presenca do ion. Estes
aminoacidos incluem F64, 120 e L37 estabilizados por M11 (Banci et al., 2006; ver seqliéncia
priméria de Ccc2 na Figura 15). Gragas a esta “forquilha” de amparo, a pH levemente alcalino
e na presenca de alto Cu?*, Cu(l).Atx1 poderia interagir com MBD1, ainda que fracamente,
mas o suficiente para permitir sua entrega aos dominios de transporte. A pH mais bésico, a
falta de complementariedade eletrostatica, discutida no paragrafo anterior, tornaria impossivel
esta fraca interacdo. A Figura 49 mostra a representacdo da estrutura de Ccc2, evidenciando
as relac@es de vizinhanca entre 0s aminoacidos mencionados.

No caso do mutante D627A, Atx1 entregaria o Cu(l) a Cu(l)-ATPase que, por nao ser

funcional, seria incapaz de transferi-lo para o limen do Golgi. Em concentracdes altas do
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Figura 49. Aminoécidos presentes no MBD1 de Ccc2 importantes para a ligagdo
do cobre. A figura mostra a estrutura de Cu(l)-Ccc2 em verde e de apo-Ccc2 em azul. Cu(l) é
mostrado em amarelo e as cadeias laterais dos aminodcidos 121, F64, M11 e L38 sédo

assinalados (modificado de Banci et al., 2001).
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metal, a ativacdo da endocitose de Ctrl presente na membrana plasmatica (Figuras 2 e 8) (Ooi
et al., 1996; Petris et al., 2003) permitiria a relocalizacdo deste transportador de alta afinidade
na membrana do Golgi, restaurando o fornecimento de Cu(l) as cuproenzimas em
processamento. No caso de AN-ter, Atx1 ndo teria seu aceptor de Cu(l) disponivel na ATPase
truncada. “Vagando” pela célula de S. cerevisiae, Cu(l).Atx1l seria capaz de ativar
mecanismos pos-traducionais (como fosforilacbes dependentes de Cu; Mercer et al., 2003;
Voskoboinik et al., 2003) e transcricionais que regulariam a expressdo de transportadores na
membrana do Golgi. Varios destes fatores transcricionais foram descritos (De Freitas et al,
2003; Rutherford e Bird, 2004), embora os sinais que ativam/desativam estes processos e sua
hierarquia sejam ainda pouco conhecidos (Rees e Thiele, 2004). Simultaneamente, a falta de
interacdo com Atx1 seria um elemento de sinalizacdo capaz de se somar a perda de pequenos
motivos de reconhecimento (Blobel e Sabatini,1970; Humphrey et al., 1993; Northwehr et al.,
1993; Ponnambalam et al., 1994; Scwappach et al., 1998) para impedir a insercdo correta de
AN-ter na membrana do Golgi, provocar seu deposito e protedlise em vacuolos (Figura 39) e,
consequentemente seu desaparecimento das membranas (Figura 38).

A idéia da existéncia de sinais de Cu capazes de ativar, em pH alcalino, mecanismos
de transferéncia de Cu(l) para o limen do Golgi menos eficientes que o mediado pela Cu(l)-
ATPase foi ainda abordada através dos experimentos que seguem. Foi formulada a hipotese
de que, na auséncia do gene CCC2, a falta total da Cu(l)-ATPase tornaria mais eficiente a
expressao e ativacao de transportadores capazes de realizar esta transferéncia. As Figuras 50 e
51 mostram testes de complementacdo da cepa ACCC2 com o plasmideo YEp vazio na
auséncia e na presenca de Cu adicionado, que apoOiam esta hipotese. Pode ser observada a
perda do fendtipo de resisténcia a pH alcalino, como era de se esperar pela auséncia de Ccc2
(Figura 50), mas a sua recuperacao apos a adicdo de Cu é maior que a de AN-ter (compare 0s

painéis de pH 7,2 da Figura 51). O fato de ndo existir a transcricdo de um gene de Ccc2
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pH 6,5 pH 7,2 pH 8,0

Dilui¢cdes Dilui¢cdes Dilui¢cdes
1/1 1/20 1/100 1/1 1/20 1/100 1/1 1/10 1/100
YEp
Ccc2 : ‘ ‘ : ~ )
AN-ter ‘_ .

Figura 50. A expressdo do plasmideo YEp gera em pH alcalino, sem adi¢édo de
Cu, um fenotipo igual ao das cepas que superexpressam um gene para uma enzima nao-
funcional (AN-ter). Células ACCC2 foram transformadas com plasmideos YEp vazios ou
com plasmideos YEp contendo os genes Ccc2 ou AN-ter. As figuras mostram ensaios de
complementacdo — monitorados apés 72 h — empregando 2 pL de inéculo (2 x 10°
células/mL) em diferentes dilui¢cdes (1/1, 1/10, 1/100) de cada uma das cepas mencionadas,
conforme indicado. A obtencédo das cepas e a composic¢do do meio (sem leucina e sem uracila)

a diferentes valores de pH (6,5; 7,2; 8,0) encontram-se descritas em Materiais e Métodos.
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A) CuSO, 2,0 uM

pH 6,5 pH 7,2 pH 8,0
Diluigdes Diluigdes Diluigdes
1/1 1/10 1/100 1/1 1/10_1_;(10Q 1/1 1/10 1/100
Ccc2 | =
Lt
AN-ter
YEp

B) CuSO, 10 UM

pH 6,5 pH 7,2 pH 8,0
Diluicdes Diluicbes Diluicdes
1/1 1/10 1/100 1/1 1/10 1/100 1/1 1/10 1/100
| 1
Ccc2 ; '
AN-ter
YEp _
Lot | 2o | s Meetle | - | | [0

Figura 51. A expressao do plasmideo YEp gera em pH alcalino, com adicdo de
Cu, um fenotipo diferente das cepas que superexpressam uma enzima nao-funcional
(AN-ter). Células ACCC2 foram transformadas com plasmideos YEp vazios ou com
plasmideos YEp contendo os genes Ccc2 ou AN-ter. As figuras mostram ensaios de
complementacdo — monitorados ap6s 72 h — empregando 2 pL de inéculo (2 x 10°
células/mL) em diferentes dilui¢bes (1/1, 1/10, 1/100) de cada uma das cepas mencionadas,
conforme indicado. A obtencéo das cepas e a composic¢ao do meio (sem leucina e sem uracila)
a diferentes valores de pH (6,5; 7,2; 8,0) encontram-se descritas em Materiais e Métodos. Os
ensaios de complementagdo foram realizados na presenca de 2 uM (A) ou 10 uM (B) de
CuSOa.
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(modificado ou ndo) impediria, ainda, a transferéncia por metalochaperonas a um
transportador ndo-funcional. Isto aumentaria a disponibilidade de Cu(l) para Fet3, uma idéia

apoiada pelos experimentos da Figura 43.

11. Estudo dos efeitos de modificacdes em residuos passiveis de fosforilacdo por

proteinas cinases no funcionamento de Ccc2

Como ja foi mencionado na Introducéo, a localizacdo intracelular das Cu(l)-ATPases
humanas é regulada por variagdes na concentracdo de Cu (Petris et al., 1996; Nagano et al.,
1998; Mercer et al., 2003). Yuan et al. (1997) mostraram que a localizagdo de Ccc2 em
células de S. cerevisiae incubadas na presenca de 100 uM de Cu?* parecia alterar-se, tendo
sido encontradas marcacfes para a enzima em regides proximas as membranas vacuolares.
Em escassez de Cu, as Cu(l)-ATPases humanas estdo predominantemente localizadas na rede
do trans-Golgi, enquanto que, em niveis maiores do metal, ATP7A ¢ direcionada a membrana
plasmética e ATP7B é predominantemente encontrada em vesiculas secretdrias que se fundem
a membrana plasmatica. Juntamente com as alteracdes nos niveis de Cu, em alguns trabalhos
foi sugerido um papel da regido N-terminal das Cu(l)-ATPases no direcionamento intracelular
destas enzimas por apresentar sitios-alvo para a regulacdo por proteinas cinases e fosfatases
(Goodyer et al., 1999; Vanderwerf et al., 2001; Cobbold et al., 2002; Voskoboinik et al.,
2003; Mercer et al., 2003; Guo et al., 2005). N&o se sabe de que maneira oscilacbes na
disponibilidade de Cu poderiam modificar a atividade de cinases e fosfatases e, desta forma,
afetar a localizac&o intracelular destas proteinas.

Mecanismos de fosforilacdo e desfosforilacdo sdo talvez os eventos regulatérios dos
processos celulares basicos mais bem estudados em detalhe, ja que se estima que cerca de

30% das proteinas de uma célula possam ser fosforiladas por proteinas cinases (Manning et
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al., 2002; Ptacek et al., 2005), que catalisam a transferéncia de um grupamento fosforila para
residuos de serina, treonina e tirosina. A fosforilagdo dependente de proteinas cinases €
importante para a regulacdo, tanto da atividade catalitica, como da localizacdo subcelular de
vérias ATPases, incluindo a Na*,K*-ATPase, a Ca**-ATPase e a Na*-ATPase (Efendiev et al.,
2000; Valverde et al., 2005; Lara et al., 2006) e sabe-se que cerca de 2-3% dos genes em
leveduras codificam para proteinas cinases (Hunter e Plowman, 1997).

A primeira descricdo na literatura sobre a fosforilacdo regulatoria (que é um fenémeno
distinto da fosforilacdo que ocorre no residuo de acido aspartico durante o ciclo catalitico das
ATPases) de Cu(l)ATPases foi feita por Vanderwerf et al. (2001), em estudos realizados com
a ATPase de Wilson. Neste trabalho, os autores demonstram um importante papel do residuo
N-terminal na fosforilagdo regulatoria dependente de Cu. Cobbold et al. (2002) mostraram
que a fosforilagdo por uma proteina cinase A (PKA) pode estar envolvida no processo de
migracdo da ATPase de Menkes para a membrana plasmatica. Mais recentemente,
Voskoboinik et al. (2003) identificaram dois fosfopeptideos na ATPase de Menkes
responsaveis pela maior concentracdo da fosforilagdo dependente de Cu na enzima e que a
remogdo da regido N-terminal impedia a ocorréncia deste processo. Nestes trabalhos foi
igualmente sugerida a existéncia de proteinas cinases Cu-dependentes que poderiam estar
envolvidas nestes eventos de fosforilagdo. Entretanto, uma réapida analise da seqliéncia
priméaria de Ccc2 revela a existéncia de inimeros motivos consenso para fosforilacdo por
cinases mais comuns, como PKAs e tirosinas cinases (TK). Apenas na regido N-terminal, pelo
menos duas seqiiéncias s&o potenciais alvos para estas cinases: “*RHLER T G Y, onde o
residuo de tirosina Y228 pode ser fosforilado por uma tirosina cinase e “°K K N S I, préximo
ao primeiro segmento transmembrana, em que o residuo S258 pode ser fosforilado por uma

proteina cinase A.
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De forma a se estudar quais 0s possiveis papéis dos residuos Y228 e S258 no
funcionamento de Ccc2, foram realizadas as mutacGes S258A e Y228A e 0s genes alterados
foram expressos em cepas ACCC2. As cepas transformadas foram entdo submetidas aos
ensaios de complementacédo ja descritos até aqui. As Figuras 52 e 53 indicam que, tanto em
situacOes de escassez de Cu (crescimento em Meio 1 — Figura 52) quanto no estabelecimento
do fendtipo de resisténcia a pH alcalino (Figura 53), estes residuos ndo sdo essenciais, uma
vez que as cepas transformadas com os genes que codificam copias de Ccc2 com as mutagdes
mencionadas sdo capazes de crescer de forma comparavel a cepa transformada com o gene
CCC2 integro. E possivel que, nas situacbes as quais foram submetidas as cepas ACCC2
transformadas com os mutantes Y228A e S258A, niveis de fosforilacdo basais que Ccc2
possa vir a apresentar em outros dois sitios permitam que ndo sejam alteradas a capacidade de
sobrevivéncia em situacdes de baixo Cu ou a pH alcalino. Levando em consideragéo alguns
resultados recentes do laboratério, outras explicacfes para a falta de efeito observado com os
mutantes S258A e Y228A nas Figuras 52 e 53 podem ser: a) a fosforilagdo em S258 por PKA
é inibitoria da catélise por Ccc2 (in vitro); b) outros dominios conservados em todas as Cu(l)-
ATPases, de alto score de fosforilacdo regulatéria, compensariam as alteragdes provocadas
pelas mutacdes em S258 ou Y228; c) somente em baixo ATP (o que ndo é o caso de uma
levedura em crescimento) a mutacdo em S258 modifica a catélise in vitro (Rafael Valverde,

comunicacéo pessoal).

12. Efeito do ferro no fenotipo de resisténcia ou sensibilidade a pH alcalino de

cepas ACCC2 transformadas com diferentes mutantes de Ccc2

Desde a descoberta do Cu como fator importante para a homeostasia de Fe em

organismos evolutivamente distantes como leveduras, plantas € o homem, as moléculas
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Meio 1 (Ferrozina)

Diluicdes
1/1 1/10 1/100

Ccc2

S258A

Y228A

Figura 52. MutacBes nos residuos fosforilaveis S258A e Y228A da regido N-
terminal de Ccc2 ndo sdo essenciais para o crescimento de S. cerevisiae em meio
restritivo em Cu e Fe. Células ACCC2 foram transformadas com o plasmideo pCEN
contendo os genes CCC2, S258A ou Y228A. A figura mostra ensaios de complementacéo —
monitorados apds 72 h — empregando 2 pL de indculo (2 x 10° células/mL) em diferentes
diluicbes (1/1, 1/10, 1/100) de cada uma das cepas mencionadas, conforme indicado. A
composicdo do Meio 1 (sem leucina e uracila, pH 6,1) encontra-se descrita em Materiais e
Métodos (Tabelas 4 e 5).
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pH 6,5 pH 7,2 pH 8,0

DiluigGes Diluigbes Diluicbes
1/1 1/10 1/100 1/1 1/10 1/100 1/1 1/10 1/100

S258A

Y228A

Figura 53. Mutac¢bes nos residuos fosforilaveis S258A e Y228A da regido N-
terminal de Ccc2 néo sdo essenciais para conferir o fenoétipo de resisténcia a pH alcalino.
Células ACCC2 foram transformadas com o plasmideo pCEN contendo os genes CCC2,
S258A ou Y228A. A figura mostra ensaios de complementagdo — monitorados apos 72 h —
empregando 2 uL de inéculo (2 x 10° células/mL) em diferentes dilui¢des (1/1, 1/10, 1/100)
de cada uma das cepas mencionadas, conforme indicado. A obtencdo das cepas e a
composicdo do meio (sem leucina e sem uracila) a diferentes valores de pH (6,5; 7,2; 8,0)
encontram-se descritas em Materiais e Métodos.
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envolvidas no metabolismo do Cu e, conseqglientemente, na captacdo de Fe com alta afinidade,
vém sendo descritas (para revisdo ver Kaplan, 1996; De Freitas et a., 2002; Fox, 2003). A
suplementacdo de Fe ao meio de cultura favorece o crescimento de cepas de S. cerevisiae
deficientes em proteinas reconhecidamente ligadoras de Cu no meio intracelular (Forbes et
al., 1999) e esta recuperacdo tem sido geralmente interpretada como um aumento da
velocidade de difusdo de Fe para dentro da célula. Os resultados desta tese apresentados até
aqui indicam que, ap6s a adicdo de Cu, a recuperacdo em pH alcalino do crescimento de cepas
que contém diferentes variantes de Ccc2 ndo envolve um mecanismo inespecifico de aumento
de disponibilidade do metal. Pelo contrério, depende do grau de funcionalidade e, pelo menos
no caso de AN-ter, da sua localizag&o subcelular. Para analisar se o fenétipo de sensibilidade a
pH alcalino das diferentes cepas mutantes aqui descritas poderia ser revertido pela adicdo de
Fe e se esta reversdao dependeria do tipo de Cu(l)-ATPase presente, foram realizados o0s
ensaios de complementacdo em diferentes pHs, em presenca de concentracdes crescentes
deste cation (Figuras 54 e 55). Os resultados apresentados na Figura 54 mostram que a
recuperacdo do fendtipo de resisténcia a pH alcalino por concentracfes de Fe, na faixa do K,
para o transportador Fet4, depende da funcionalidade da Cu(l)-ATPase e da estrutura da
regido N-terminal. Esta figura permite observar uma clara diferenca entre 0s mutantes nédo-
funcionais D627 e AN-ter (mais M1(ss)) por um lado e Ccc2, AMBD1 e M1 por outro.

Os dados da Figura 54, com o inexistente ou menor crescimento do primeiro conjunto
mencionado no paragrafo anterior (em pH 7,2 e 8,0), mostram que, apesar da oferta
citoplasmética de Fe aumentada (pela parcial saturacdo de Fet4; Figura 8), também é
requerida uma eficiente transferéncia de Cu(l) para o limen do Golgi e sua subseqiente
ligacdo a Fet3 para ativa-lo. Demonstram ainda que a Cu(l)-ATPase é um “interlocutor”
limitante que modula a “conversa funcional” entre transportadores de Fe da membrana

plasmética e da membrana do Golgi. A falta de recuperacdo da viabilidade atingida com o
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pH 6,5 pH 7,2 pH 8,0

Diluigdes Dilui¢cbes Dilui¢cdes

Fe 10 uM

/1  1/10 1/100 /1  1/10 1/100 1/1 1/10 1/100

Fe 50 uM /1 1/10 1/100 1/1  1/10 1/100 1/1  1/10 1/100

Ccc2
D627A
AMBD1
M1

Ml(ss)

AN-ter

YEp

Figura 54. A recuperacdo do fenotipo de resisténcia a pH alcalino por
concentragbes de Fe na faixa do K, para o transportador Fet4, depende da
funcionalidade da Cu(l)-ATPase e da estrutura da regido N-terminal. Os ensaios foram

realizados conforme descrito na Figura 55, em concentragdes de FeSO4 10 puM e 50 M.
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mutante M1(ss), que transporta Cu(l) com muito menor eficiéncia (Figura 47) confirma que —
em situacdes em que o Cu é limitante — o Fe tampouco é transportado adequadamente a
despeito de suas altas concentragdes. Deve ser apontado, por outro lado, que o fato de que a
viabilidade e o crescimento séo agora essencialmente idénticos para os mutantes AMBD1 e
M1, em contraste com o observado quando se adiciona Cu a pH alcalino (compare com a
Figura 47). Apesar da concentracdo limitante de Cu (na faixa submicromolar), a menos
eficiente capacidade do MBD2 em receber o Cu(l) de Atx1 (Huffman e O’Haloran, 2000) e
transferi-lo para os dominios de transporte de Ccc2 seria ainda adequada para fornecer o Cu
necessario para Fet3 quando o Fe ndo é limitante. Estes experimentos permitem postular que
menores concentracdes intraluminais de Cu seriam requeridas para ativar Fet3 na presenca de
maiores concentragdes de Fe.

Quando se emprega uma concentracdo de Fe saturante para Fet4 (200 uM; Figura 55),
apenas 0s mutantes ndo-funcionais da Cu(l)-ATPase apresentam um crescimento muito
diminuido, o que suporta a conclusdo anterior. Todavia, outros processos podem estar
ocorrendo nesta concentracdo tdo elevada e, potencialmente toxica, de Fe (observe-se que o
crescimento da cepa que superexpressa Ccc2 é reduzido quando comparado com o
crescimento em presenca de 50 UM no mesmo pH; Figura 54). E possivel ainda que, em
concentracOes elevadas de Fe, as cepas estejam armazenando o metal, pois sabe-se que as
células apresentam mecanismos de retencdo, tanto de Fe quanto de Cu, para prevenir a
toxicidade ou entdo para posterior utilizacdo dos metais. O Cu parece estar envolvido no
mecanismo de detoxificacdo do Fe (Szczypka et al., 1997) e, quando em excesso, ambos
podem ser conduzidos aos vacuolos (Eide et al., 1993; Urbanowski e Piper, 1999). As claras
diferencas encontradas a pH 8,0 (Figura 55) com D627A, M1(ss) e AN-ter (além do
plasmideo vazio), por um lado e as outras variantes, por outro, indicam que uma Cu(l)-

ATPase funcional seria necessaria também para a detoxificacdo do Fe.
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pH 6,5

pH 7,2

pH 8,0

Diluigdes

Fe 200 pM

1/1  1/10 1/100

Ccc?2
D627A

AMBD1
M1

Ml(ss)

11

Diluicdes
1/10 1/100

1/1

Diluicdes

1/10 1/100

Figura 55. A recuperacdo do fendtipo de resisténcia a pH alcalino por

concentragdes de Fe saturantes para o transportador Fet4 ainda é modulada pela

estrutura da regido N-terminal da Cu(l)-ATPase. Células ACCC2 foram transformadas

com 0s seguintes plasmideos: a) YEp vazio ou contendo os genes CCC2, D627A, AN-ter, M1

ou AMBD1; b) pCEN contendo o gene M1(ss). A figura mostra ensaios de complementacao

(72 h) empregando as cepas mencionadas em trés diluicBes do inoculo inicial, conforme

indicado nas placas. A composicdo do meio (sem leucina, sem uracila; pH 6,5; 7,2 e 8,0), com

a concentracdo de FeSO, adicionado (200 uM), se encontra descrita em Materiais e Métodos.

133




Em sintese, os resultados obtidos na presenca de Fe, em conjunto com aqueles obtidos
na presenca de Cu, permitem concluir que o fenotipo de resisténcia a pH alcalino é
dependente das concentracOes relativas de Cu e Fe e que a presenca ou ndo de Ccc2 e 0 seu
grau de funcionalidade condicionam de forma variavel a aquisicao deste fendtipo. O aumento
da atividade de Ccc2, a medida que aumenta o pH (Figura 35), indica claramente que o
aumento da velocidade dos processos acoplados de hidrélise de ATP/transporte ativo de Cu(l)
para o lumen do Golgi seria 0 mecanismo molecular responsavel (ao nivel da Cu(l)-ATPase)
pela resisténcia a pH alcalino de cepas que expressam Ccc2 funcional. Como ja discutido
anteriormente, este incremento na eficiéncia catalitica compensaria inclusive 0
enfraquecimento da complementariedade eletrostatica entre Atx1 e MBD1 e as dificuldades
para coordenar o Cu(l). Por este motivo, alteragdes no MBD1 tornariam ainda mais acentuada

a sensibilidade a pH alcalino.

13. Modificagéo do crescimento de cepas ACCC?2 transformadas com diferentes

mutantes de Ccc2 na presenca de inibidores do transporte de anions

Os resultados que mostram a sensibilidade a pH alcalino das células que expressam ou
superexpressam Ccc2 (ver por exemplo Figuras 41 e 42) sdo fortemente sugestivas de
acoplamento funcional entre transporte de Cu(l) pela ATPase e fluxos de anions entre
diferentes compartimentos das células de leveduras. Para testar esta hipdtese, foram
delineados dois conjuntos de experimentos: 1) ensaios de complementacdo com Ccc2 nativa e
mutantes na regido N-terminal na presenca de um inibidor da permuta CI":HCOj3 (Figura 56);
2) ensaios de complementacdo com Ccc2 nativa e mutantes na regido N-terminal na presenca

de um inibidor da producdo intracelular de HCOj3 (Figura 57). No primeiro conjunto, foi
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pH 6,5 pH 7,2 pH 8,0
Diluicbes Dilui¢cdes Dilui¢cbes
1/1 1/10 1/100 1/1 1/10 1/100 1/1  1/10 1/100

R

Figura 56. A inibicdo do permutador CI:HCO3; da membrana plasmatica por

DIDS deprime de forma diferenciada o crescimento a pH alcalino de Ccc2 e seus

mutantes. Células ACCC2 foram transformadas com os seguintes plasmideos: a) YEp

contendo os genes CCC2, AN-ter ou M1; b) pCEN contendo o gene M1(ss). As figuras

mostram ensaios de complementac&o empregando 2 pL de indculo (2 x 10° células/mL) em

diferentes diluicbes (1/1, 1/10, 1/100) de cada uma das cepas mencionadas, conforme

indicado. Os ensaios (a pH 6,5; 7,2; 8,0) foram realizados na presenca de DIDS 25 uM

(filtrado em filtro Millipore 0,22 um e aplicado sobre 0 meio apds a autoclavacgéo).
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ACTZ 100 pM

Ccc2
AN-ter
M1

Ml(ss)

pH 6,5 pH 7,2 pH 8,0
Diluigdes Diluigdes Diluigdes
1/1 1/10 1/100 1/1 1/10 1/100 /1 1/20 1/100
@ | i NEE

e © e e
1

Figura 57. A inibicdo da anidrase carboénica por acetazolamida deprime de forma

diferenciada o crescimento a pH alcalino de Ccc2 e seus mutantes. Células ACCC2 foram

transformadas com os seguintes plasmideos: a) YEp contendo os genes CCC2, AN-ter ou M1;

b) pCEN contendo o gene MI1(ss). As figuras mostram ensaios de complementacdo

empregando 2 uL de inéculo (2 x 10° células/mL) em diferentes dilui¢des (1/1, 1/10, 1/100)

de cada uma das cepas mencionadas, conforme indicado. Os ensaios (a pH 6,5; 7,2; 8,0)

foram realizados na presenca de acetazolamida (ACTZ) 100 uM (filtrada em filtro Millipore

0,22 um e aplicada sobre 0 meio ap0s a autoclavacao).
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usado o inibidor dos transportadores AE’da membrana plasmatica, o A&cido 4,4’-
diisotiocianatoestilbeno-2-2’-disulfonico (DIDS; Ko et al., 2002); no segundo, acetazolamida
(ACTZ), um inibidor da anidrase carbdnica (CA®), enzima que catalisa a hidratacdo do CO,
para gerar HCO3 (Jennings, 1989).

Quando se compara a Figura 56 com as Figuras 41 e 44, pode-se observar nitidamente
que a inibicdo por DIDS da entrada de CI" em troca de HCOj3™ gerado no metabolismo, reduz o
crescimento de todas as cepas, com efeito mais acentuado nos mutantes na regido N-terminal.
O mutante M1, que crescia de forma comparavel a Ccc2 (Figuras 41 e 44), deixou de crescer
inclusive a pH 7,2. A propria cepa que superexpressa Ccc2 (a Unica que se desenvolve em pH
7,2) tem um crescimento reduzido ja em pH 6,5, desaparecendo completamente a pH 8,0. O
mesmo perfil de inibicdo observado quando se adiciona ACTZ 100 uM (Figura 57), que
deprime a oferta de HCOj3  para sua permuta por CI’, corrobora a conclusao anterior, reforca a
hipdtese de associacdo entre o transporte de anions e revela, mais uma vez, o significado
funcional da regido N-terminal na aquisicdo do fendtipo de resisténcia a pH alcalino. A
anidrase carbbnica de levedura, codificada pelo gene NCE103, é importante para o
fornecimento de fonte inorganica de carbono para processos biossintéticos em condicdes
anaerébicas com alta pressdo parcial de CO, (Aguilera et al., 2005). Os resultados
apresentados nesta tese permitem atribuir-lhe um papel até agora ndo descrito: o de participar
na homeostasia celular de Cu.

Existem na literatura algumas observacfes fortemente sugestivas do acoplamento
entre transporte de Cu e fluxo de anions, demonstrado nesta tese. No fungo patogénico
Cryptococcus neoformans, por exemplo, hd grandes evidéncias deste acoplamento: a
producdo de melanina, essencial para a sua viruléncia, requer a atividade de uma enzima

denominada laccase, que depende tanto de Cu para o seu funcionamento (Salas et al., 1996),

"Anion exchanger; ®Carbonic anhydrase
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quanto do canal de CI" Clc-A, que tem grande homologia com o canal Gefl encontrado no
trans-Golgi em S. cerevisiae (Zhu e Williamson, 2003). Recentemente, foram ainda
demonstrados 0s possiveis papéis de genes homdlogos a CCC2 e ATX1 no processo de
melanizacdo (Walton et al., 2005), o que fornece mais alguns indicios da interconexao entre a
Cu(l)-ATPase e o transporte de anions.

Resta por fim abordar a questdo que surge a partir dos resultados obtidos a pH 6,5: por
que todos os mutantes crescem a pH 6,5, independente da funcionalidade da Cu(l)-ATPase
(ver por exemplo Figuras 41 e 44)? Como discutido a partir do observado ap6s a adigdo de Cu
(Figura 47), a hipotese da maior disponibilidade do metal neste pH do que em pHs alcalinos
ndo parece ser plausivel. Com concentra¢Ges em torno de 0,3 uM de Cu no meio extracelular
(Tabelas 2 e 5), Ctrl e Ctr3 (semisaturados) poderiam transferir o ion, em quantidades
adequadas, para o citoplasma. Da mesma forma que proteinas de diferentes especificidades e
origens podem realizar o papel de Atx1 na entrega do Cu a Ccc2 (que atuaria, assim, como
uma enzima “oportunista”) (Morin et al., 2005), Atx1 e outras proteinas ligadoras poderiam
interagir aleatoriamente entre si e intercambiar os ions Cu(l) a elas ligados e transferi-lo para
Fet3. Este processo, independente de Ccc2, se tornaria preponderante a pH 6,5. O ambiente
citoplasmatico acido, por sua vez, proveria quantidades suficientes de H* para favorecer a
ligacdo do Cu(l) a Fet3. Esta hipdtese, portanto, significa atribuir a Ccc2 um papel

predominante e crucial no transporte de Cu(l) em valores de pH alcalinos.
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V. CONCLUSOES

Os resultados apresentados nesta tese permitem elaborar as seguintes conclusdes:

1) O fenotipo de resisténcia de S. cerevisiae a pH alcalino requer a ligacdo de Cu(l)
aos MBDs de Ccc2 para a sua transferéncia funcionalmente competente para 0os segmentos
transmembrana.

2) A maior especificidade de MBD1 para conferir o fenotipo de resisténcia a pH
alcalino estd relacionada a sua estrutura terciaria, envolvendo aminoacidos aromaticos e
hidrofobicos na vizinhanca de C13 e C16, que confeririam acentuada estabilidade para a
coordenacdo de Cu(l), mesmo com importantes flutuaces de Cu(l) (para menos) ou de pH
(para mais).

3) O aumento progressivo da atividade Cu(l)-ATPasica em pHs crescentes pode ser
considerado o mecanismo molecular adaptativo que permite responder ao estresse alcalino,
garantindo o adequado transporte de Cu(l) para a luz do Golgi e sua entrega para Fet3.

4) O adequado fluxo de Cl- através da membrana plasmatica (em troca de HCOz3)
constitui a principal fonte de anions para o lumen do Golgi, facilitando, via compensacéo de
cargas, os fluxos de Cu(l) e H* para o interior da organela.

A partir destas conclusfes, pode-se propor um modelo (Figura 58) que envolve
diferentes transportadores que contribuiriam para uma adequada oferta de Cu(l) para o lumen
do Golgi em S. cerevisiae e que acopla este fluxo ao de anions na membrana plasmatica. Na
membrana plasmatica, os transportadores de Cu(l) de alta afinidade Ctrl e Ctr3 mediariam a
entrada do ion para o citoplasma; na mesma membrana, o permeador CI:HCO3 AE facilitaria
a entrada de CI" em troca pelo HCO3; impermeavel, formado pela hidratacdo do CO,
metabdlico. Diferentes isoformas de CA ja foram descritas em praticamente todas as células e

recentes evidéncias apontam para um acoplamento ndo apenas funcional, mas também
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estrutural na membrana entre AE e CA (com diferentes estequiometrias; Sterling et al., 2001),
0 chamado *“transport metabolon”.

Na etapa citoplasmatica, o abundante CI" e os escasso Cu(l) teriam mecanismos de
transferéncia diferentes no destino final para o limen do Golgi. E facil imaginar uma difuséo
livre do CI" no meio da agua celular, uma vez que a afinidade das proteinas por CI" é
extremamente baixa. Como detalhado na Introducdo, as caracteristicas do ion Cu(l) tornam
praticamente impossivel sua existéncia ndo-ligada a proteinas ou a moléculas pequenas como
a glutationa (Rae et al., 1999; Penninckx, 2002). Ligado as metalochaperonas mostradas na
Figura 2 para S. cerevisiae, 0 Cu(l) é transferido para diferentes sistemas e organelas descritos
nas secdes 2.2 a 2.3 da Introducdo. Pela metalochaperona Atx1, através de mecanismos
moleculares igualmente descritos na Introducéo e discutidos nas se¢des 8 a 10 a luz dos
resultados apresentados, o Cu(l) chegaria ao seu transportador ativo na membrana do trans-
Golgi, Ccc2, com participacdo dos MBDs de sua regido N-terminal. Frisando mais uma vez o
papel critico de uma Cu(l)-ATPase funcional em condicgdes de estresse alcalino, torna-se mais
relevante o papel da saida de HCOj3; acoplada a entrada de CI* para dimimuir o pH
intracelular, contribuindo assim para a homeostasia acido-base.

Além de Ccc2, necessaria para o transporte de Cu(l) contra o gradiente de potencial
eletroquimico, o canal Gefl estrategicamente colocalizado na membrana do Golgi (Greene et
al., 1993; Huang et al., 1994; Davis-Kaplan et al., 1998; Gaxiola et al., 1998; Schwappach et
al., 1998; Flis et al., 2002), permitiria a rapida entrada de CI" no limen desta organela. A
entrada de CI" tem uma dupla conseqiiéncia em termos de processos de transporte, via
compensacao de cargas: 1) facilitaria o transporte de Cu(l) (se Ccc2 fosse eletrogénica); 2)
facilita o bombeamento pela H*-ATPase (eletrogénica, Xie et al. 1989; Al-Awqati, 1995;
Kane, 2006), mantendo a acidificagdo do limen. Este pH intralumenal baixo é necessario

tanto para o processamento pés-traducional de proteinas no Golgi, como para a adequada
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Figura 58. Modelo que associa a atividade hidrolitica da Cu(l)-ATPase na
membrana do Golgi com a permuta CI:HCO; na membrana plasmatica, em S.
cerevisiae. Em sequéncia, a figura mostra, a esquerda, a reducdo de Cu(ll) a Cu(l) por Frel, o
transporte para o citoplasma mediado por Ctrl e Ctr3, a ligagdo a Atx1, a transferéncia
(preferencial) para 0 MBD1 e seu transporte ativo para o limen do Golgi mediado pela Cu(l)-
ATPase. A direita, a figura focaliza a producio metabdlica de CO,, sua hidratacio catalisada
pela anidrase carb6nica (CA) e sua permuta por CI" mediada pelo trocador de anions (AE). A
representacdo mostra a CA citoplasmética associada molecular e funcionalmente ao AE,
constituindo o “metabolon”. Em nivel da membrana do Golgi, a representagdo mostra o canal
de CI" Gefl, que permite a rapida entrada do &nion para o limen e sua interacéo eletrovalente
com Cu(l) (o que impede sua ligacao inespecifica a proteinas, garantindo sua acessibilidade a
Fet3). O quadro se completa: a) com a H*-ATPase eletrogénica vacuolar @que acidifica o
limen num processo facilitado pela compensacdo de cargas decorrente da entrada de CI; b)
com a H'-ATPase da membrana plasmatica que sustenta a maior parte dos eventos
metabolicos em S. cerevisiae. Para os correspondentes dados e apropriadas referéncias que

fundamentam o modelo, ver texto (Introducdo e Resultados e Discusséo).
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transferéncia de Cu(l) para Fet3, que assim se torna funcional. Finalmente, a forte ligacdo
eletrovalente do CI" com o Cu(l) (Cu®) garantiria suas altas concentracdes em estado livre,

ndo-ligado a proteinas, como no citoplasma.
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