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Resumo

Em Saccharomyces cerevisiae, a permease codificada pelo gene AGT1 ¢ responsavel
pelo transporte ativo de uma série de a-glicosideos usados em diversas aplica¢des industriais
de leveduras, como panificagdo, cervejaria, produgdo de bebidas destiladas e &lcool
combustivel. O transporte destes acucares para dentro da célula, através de proteinas
transportadoras, € o passo inicial para seu metabolismo e também constitui um fator limitante
na fermentagdo do acgticar. Com o intuito de compreender molecularmente o mecanismo de
transporte e contribuir para a otimizagao do processo fermentativo, no presente trabalho foram
analisados os residuos de aminoéacidos da permease Agtlp que poderiam estar envolvidos na
ligacdo do préton e/ou agucar a serem transportados. Analisando a estrutura prevista para o
transportador Agtlp, identificamos 4 residuos de aminoécidos carregados em seus segmentos
transmembrana  (Glu-120, Asp-123, Glu-167 e Arg-504), residuos que estiao
significativamente conservados nas mesmas posi¢des em outros genes de transportadores de
a-glicosideos presentes em diversas leveduras, incluindo espécies de Saccharomyces,
Torulaspora, Kluyveromyces e Candida. Permeases Agtlp mutantes nos residuos Glu-120,
Asp-123 e Arg-504 foram geradas por mutagénese sitio-dirigida, expressadas em uma
linhagem deletada no respetivo gene (agt/A), e a funcionalidade das permeases foi testada
através do crescimento em maltotriose. A substitui¢do do residuo Arg-504 por alanina aboliu
completamente a utilizacdo de maltotriose pelas células, enquanto que as permeases mutantes
geradas pela substituicao do Asp-123 pela glicina ou do Glu-120 por alanina ndo impediram o
crescimento em maltotriose, mas ocasionaram menores velocidades de consumo de
maltotriose e menor rendimento de etanol quando comparado ao transportador Agtlp normal.
A atividade de transporte da permease Agtlp normal ou dos mutantes derivados também foi
avaliada pelo transporte de pNPaG (substrato especifico para o transportador Agtlp) e pelo
transporte ativo de varios a-glicosideos (maltose, maltotriose, trealose, sacarose e a-metil
glicosideo). Os resultados indicam que a mutagdo R504A ocasionou a perda total da atividade
de transporte mediada pela permease Agtlp. Em contrapartida, os mutantes E120A e D123G
apresentaram atividades de transporte de pNPaG e de co-transporte agucar-H' inferiores a
observada para o transportador Agtlp normal, condizendo com o perfil de utilizacdo de
maltotriose. Apesar das diferencas nas atividades de transporte encontradas para as permeases
construidas, todas essas permeases (normal ou mutantes) quando fusionadas a GFP em sua
extremidade C-terminal apresentaram-se normalmente localizadas na membrana plasmatica.
Portanto, os resultados demonstram o envolvimento dos residuos mutados no transporte ativo
de actcares realizado pela permease Agtlp, sugerindo a participagdo dos residuos Glu-120 e
Asp-123 na translocagdo do préton, e de Arg-504 na ligacdo do substrato. Porém, estudos
ainda sdo necessarios para melhor esclarecer o mecanismo de transporte ativo realizado pela
permease Agtlp, o que certamente serd de grande relevancia para o desenvolvimento de
estratégias que permitam a otimizacao dos processos fermentativos industriais.

Palavras chaves: AGT1, permease, Saccharomyces cerevisiae.
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Abstract

In Saccharomyces cerevisiae the permease encoded by the AGT gene is responsible
for the active transport of several a-glucosides used in many industrial applications of yeasts,
such as baking, brewing, and production of distilled beverages or fuel ethanol. Sugar uptake
into the cells through transport proteins is the first step in their metabolism, and is also the
rate-limiting step for fermentation. In order to understand the molecular mechanism of
transport, and contribute for the fermentation process optimization, in this work amino acid
residues of the Agtlp permease that could be involved in the proton and/or sugar binding and
uptake were analyzed. Analyzing the putative structure for the Agtlp transporter, we identify
four charged amino acid residues in the transmembrane segments (Glu-120, Asp-123, Glu-
167 and Arg-504) that are significantly conserved in the same positions in other a-glucoside
transporters from diverse yeasts, including species of Saccharomyces, Torulaspora,
Kluyveromyces and Candida. Agtlp mutant permeases in residues Glu-120, Asp-123 and
Arg-504 were generated by site direct mutagenesis, each mutant permease was expressed in a
strain deleted on the corresponding gene (agt/A), and the functionality of the permeases
assayed through growth on maltotriose. The substitution of the Arg-504 residue by alanine
totally abolished maltotriose utilization by the yeast cells, while mutant permeases generated
by the substitution of Asp-123 by glycine or Glu-120 by alanine did not impaired the growth
on maltotriose, but caused a lower rate of maltotriose consumption, and lower etanol yields
when compared with the wild-type Agtlp transporter. The transport activity of the wild-type
or mutant Agtlp transporters was also evaluated through pNPaG transport (a specific
substrate for the Agtlp permease), or through the active transport of several a-glucosides
(maltose, maltotriose, trehalose, sacarose and a-metilglucoside). Our results indicate that the
R504A mutation caused a total loss of the transport activity mediated by the Agtlp permease.
On the other hand, the E120A and D123G mutants showed lower pNPaG uptake and sugar-
H" symport activities, when compared with wild-type Agtlp transporter, in agreement with
the maltotriose utilization profile. Although different transport activities were obtained with
each permease, all these permeases (wild-type or mutant) when tagged with GFP at their C-
terminus were normally found at the plasma membrane. Thus, our results indicate that the
mutanted amino acid residues are involved in the active sugar-H™ symport activity mediated
by the Agtlp permease, suggesting the involvement of the Glu-120 and Asp-123 residues in
the proton translocation, and Arg-504 in the binding of the sugar. However, new studies are
required in order to clarify the active transport mechanism mediated by Agtlp permease,
which will certainly lead to the development of optimization strategies for the industrial
fermentative processes.

Key-words: AGT1, permease, Saccharomyces cerevisiae.



1 Introducao

O transporte através da membrana plasmatica ¢ essencial para a manutengao da vida,
comunicagdo entre as cé€lulas e adaptacdo as mudancas do meio ambiente. Os sistemas de
transporte permitem a entrada de nutrientes para o interior da célula, possibilitando a
metabolizacdo de fontes exogenas de carbono, fosforo e nitrogénio. Eles sdo também
responsaveis pela excrecdo de produtos das vias metabodlicas e de substancias nocivas, e
regulam o fluxo de ions que podem ser mantidos em concentragdes intracelulares muito
diferenciadas daquelas do ambiente externo (PAO et al., 1998; SAIER, 2000a).

Os solutos podem atravessar a membrana plasmatica por difusdo simples ou pelo
transporte mediado por proteinas através de canais ou carreadores. Moléculas como CO,, O; e
etanol, podem atravessar a membrana por difusdo simples, sendo que as concentracdes
intracelulares desses substratos nunca ultrapassam as do meio externo. Canais e carreadores
podem mediar o transporte do soluto sem gasto de energia metabolica e a favor de um
gradiente de concentragdo. Neste processo, denominado de difusao facilitada, os carreadores
se distinguem dos canais por sofrerem mudangas conformacionais em conseqiiéncia da
interacdo com o substrato, de tal forma que o sitio de ligacao do substrato ¢ exposto para um
ou outro lado da membrana plasmatica, permitindo a passagem da molécula. Na difusao
facilitada mediada por um canal, o soluto passa de um lado ao outro da membrana via um
canal ou poro que permanece inerte durante todo o processo (SAIER, 2000a, 2000b). Um
exemplo bem estudado de canais sdo as aquaporinas, proteinas que sdo responsaveis pelo
fluxo seletivo de 4gua através da membrana, e por isso tém importante papel na
osmorregulagdo de células e organismos (PETTERSSON et al., 2005).

Quando gasto de energia ¢ acoplado a translocacdo do soluto, o transporte ¢

. . . . y . . + r
denominado ativo. Transportadores ativos primarios bombeiam H' ou outros ions para fora da



célula, convertendo a energia quimica em um gradiente eletroquimico através da membrana
(ex: H'-ATPase). Este gradiente eletroquimico pode, entdo, ser usado pelos transportadores
ativos secundarios para o transporte de outras moléculas (LAGUNAS, 1993; SAIER, 2000a,
2000b).

Um sistema de classificagcdo de proteinas transportadoras (TC) foi proposto por Saier
(2000), baseado na filogenia e nas propriedades funcionais de seqiiéncias relacionadas a
transportadores, identificadas em Archaea, Bacteria e Eucaria. Aproximadamente 3000
transportadores ou provaveis transportadores, de todos os reinos de organismos vivos
conhecidos, estdo organizados em ~ 400 familias, disponiveis no banco de dados TCDB —
Transporter Classification Database (http://www.tcdb.org), que retine informagdes estruturais,
funcionais e evoluciondrias dos sistemas de transporte (SAIER et al., 2006). Embora exista
um grande niimero de proteinas de membrana, e estima-se que representem cerca de 20-30%
do total das proteinas num genoma, elas constituem apenas 1% das estruturas conhecidas,
disponiveis no banco de dados PDB (Protein Data Bank — http://www.rcsb.org) (FLEMING,
2000; FORREST et al., 2006). Esta dicotomia entre a abundancia dos transportadores ¢ a
relativa falta de informacgdes estruturais, ¢ conseqiiéncia das dificuldades experimentais de
obtencdo de formas soluveis dessas proteinas, para posterior cristalizagdo e determinagao da
estrutura.

Uma grande variedade de transportadores de procariotos e eucariotos pertence a
superfamilia de transportadores denominada Major Facilitator Superfamily (MFS — TC#
2.A.1), que atualmente conta com centenas de membros com genes ja clonados, seqiienciados
e caracterizados (PAO et al., 1998; SAIER, 2000a). Membros desta superfamilia sdo capazes
de transportar uma variedade de solutos e metabdlitos através da membrana, incluindo
acucares, oligossacarideos, nucleosideos, drogas, aminoacidos, cations e anions organicos e

inorganicos.



A principal caracteristica estrutural dos transportadores pertencentes a MFS ¢ a
presenga de 12 dominios transmembrana (TM I-XII), ricos em aminoacidos hidrofébicos em
estrutura de a-hélice. Estes transportadores geralmente possuem dominios amino e carboxila-
terminal longos voltados para o citoplasma da célula, além de um dominio citoplasmatico
separando os segmentos transmembrana em dois blocos de 6 (vide Figura 1.1), o que sugere
que estes transportadores tenham surgido pela duplicagio de uma proteina transportadora
primordial contendo 6 a-hélices transmembrana. Esta hipotese, como também a provavel
ocorréncia desse evento antes da divergéncia das familias MFS, ¢é favorecida pela presenca de
motivos especificos conservados nos dois blocos de TMs em representantes de todas as
familias (SAIER, 2000a, 2000b).

Todas estas informacgdes estruturais foram deduzidas a partir da analise da
hidrofobicidade da seqiiéncia de aminoacidos dos transportadores. Apenas recentemente
foram obtidas estruturas tridimensionais de transportadores MFS, sendo que a primeira
evidéncia estrutural, abordando resolugdo atomica, foi fornecida pela estrutura de baixa
resolugdo do transportador de oxalato (OxIT) de Oxalobacter formigenes, obtida por
microscopia crio-eletronica (HIRAI et al., 2003). As informagdes de OxIT combinadas a
dados bioquimicos ¢ de seqiiéncia de outros transportadores MFS conhecidos, permitiram a
constru¢do do modelo estrutural para as proteinas MFS, no qual 12 hélices transmembrana
sdo posicionadas em torno de uma cavidade central, por onde ¢é translocado o substrato,
exibindo uma estrutura simétrica formada por 2 blocos de 6 TMs (HIRAI et al., 2003).

Estruturas de alta resolucdo de 3 proteinas desta superfamilia recentemente estdo
disponiveis: o transportador de lactose codificado pelo gene LacY (ABRAMSON et al.,
2003a, 2003b), o transportador de glicerol-3-fosfato codificado pelo gene G/pT (HUANG et
al., 2003) e o transportador multidrogas codificado pelo gene EmrD (YIN et al., 2006), todos

de Escherichia coli, os quais permitiram uma analise mais detalhada da estrutura, a inferéncia
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Figura 1.1 Modelo estrutural para os transportadores com 12-TMs pertencentes a Major Facilitator
Superfamily (MFS). Figura adaptada de estruturas conhecidas de permeases MFS (ABRAMSON et al.,
2003a, 2003b; SORGEN et al., 2002). A: Esquema da estrutura secundaria mostrando os 12 TMs arranjados
em dois dominios de 6 TMs. B: Posicdo relativa dos 12 TMs no plano da membrana. O substrato transportado
¢ representado por uma esfera preta. C: Modelo de acesso alternante para o transporte, que propde mudangas
estruturais para a face interior (figura a esquerda) e para a face exterior (figura a direita) durante a passagem da
molécula através da membrana.



sobre 0 mecanismo de transporte, bem como a observacao de tipos irregulares de hélices.
Entretanto, diversas técnicas de biologia molecular, principalmente a identificacdo e
substituigdo de aminodcidos essenciais para o transporte e/ou especificidade dos
transportadores, vém possibilitando identificar elementos estruturais importantes para o
funcionamento, regulacdo e localizacdo celular destas proteinas (GUAN e KABACK, 2006;
SAHIN-TOTH et al., 2000; SORGEN et al., 2002).

O membro da MFS mais estudado neste sentido ¢ o transportador de lactose de E. coli,
codificado pelo gene LacY (ABRAMSON et al., 2003; GUAN ¢ KABACK, 2006; SAHIN-
TOTH et al., 2000; SORGEN et al., 2002; VENKATESAN e KABACK, 1998). O transporte
ativo de lactose mediado por esta permease é um sistema de co-transporte com H' (um
simporte lactose-H") que utiliza o gradiente eletroquimico de prétons através da membrana
para transportar lactose contra um gradiente de concentragdo. Varios trabalhos t€ém analisado
e identificado os residuos de aminoéacidos envolvidos na atividade de transporte, na ligacao do
H" ou na especificidade do agticar a ser transportado pela permease LacY (KABACK, 1997;
SAHIN-TOTH et al., 2000; VENKATESAN e KABACK, 1998).

Dados bioquimicos de inibi¢ao da atividade de transporte por agentes mercuriais, que
causam a alquilagdo das cisteinas expostas, indicavam que estes residuos de aminoacidos
estariam possivelmente envolvidos na ligagdo da lactose e/ou do H'. Entretanto, a anélise por
mutagénese sitio-dirigida dos 8 residuos de cisteina presentes nos segmentos transmembrana
revelou que nenhuma cisteina estava envolvida na ligagdo dos substratos, mas provavelmente
elas cumprem papéis estruturais na proteina (FRILLINGOS et al., 1998). Na verdade, os
dados obtidos com extensos estudos desta permease indicam que Glu-269 (TM-VIII), Arg-
302 (TM-IX), e His-322 e Glu-325 (TM-X) seriam os aminodcidos responsaveis pelo
transporte do H' acoplado ao co-transporte de lactose. Por outro lado, os residuos envolvidos

na ligagdo do acucar estariam localizados no TM-IV (Glu-126) ¢ TM-V (Arg-144)



(ABRAMSON et al., 2003a, 2003b; FRILLINGOS et al., 1998; GUAN et al., 2002; GUAN e
KABACK, 2006; SAHIN-TOTH et al., 2000; VENKATESAN ¢ KABACK, 1998).

A determinagdo da estrutura de LacY por difragdo de raios-X confirmou a maioria
desses dados, obtidos anteriormente por mutagénese sitio-dirigida e/ou estudos bioquimicos e
biofisicos, o que mostra a relevancia desses estudos para a compreensdo das interagdes locais
que ocorrem durante o transporte. Do mesmo modo, a estrutura tridimensional nao
providencia informagdes sobre a dindmica dessas proteinas durante o transporte, entdo, o uso
de técnicas de biologia molecular, para construir proteinas de membrana modificadas para
estudos bioquimicos e biofisicos sobre a dinamica do processo, se torna extremamente
necessario (GUAN e KABACK, 2006; MIRZA et al., 2006). Assim, tanto as técnicas
bioquimicas e moleculares bem como a andlise de cristais por difracdo de raios-X, sdo
abordagens necessarias para a compreensao do mecanismo de transporte promovido por estas
permeases.

Embora muitos aspectos ainda ndo estejam claros quanto ao mecanismo de transporte,
Kaback e seu grupo propuseram o mecanismo de transporte de acesso alternante para a LacY
(suportado também pelas outras duas estruturas resolvidas de membros da MFS, GIpT e
EmrD), no qual a proteina ¢ submetida a mudancas conformacionais de forma que o sitio de
ligacdo do substrato ¢ alternativamente acessivel para um lado da membrana e para outro, mas
nao para ambos os lados simultaneamente (ABRAMSON et al., 2003a; GUAN ¢ KABACK,
2006; HUANG et al., 2003; LOCHER et al., 2003; MIRZA et al., 2006; YIN et al., 20006).
Resumidamente, no caso de LacY, na presenga de ligantes apropriados, residuos criticos da
permease adotam diferentes conformagdes que alteram a orientagdo do transportador para a
conformac¢ao com a face voltada para o interior (inward-facing), ou com a face voltada para o

exterior (outward-facing), como mostrado na Figura 1.2.
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Figura 1.2 Mecanismo proposto para o simporte lactose-H" mediado pela permease LacY. Figura extraida
de Abramson et al. (2003a). Residuos importantes estdo representados na figura; pontes salinas sao mostradas
como linhas azuis; circulos vermelhos e verdes sdo, respectivamente, o proton e o substrato; e a cavidade
hidrofilica é representada pela area azul clara. (A) Na conformacdo voltada para o exterior, LacY deve ser
instavel e Glu-269 deve ser rapidamente protonado (B); o substrato é reconhecido por Trp-151, Arg-144 e
Glu-126 (C), promovendo a quebra da ponte salina entre Arg-144 e Glu-126 e a formagdo de uma nova ponte
salina entre Arg-144 e Glu-269 (que libera o proton), formando o sitio de ligagdo do substrato e provocando a
transi¢do conformacional para a orienta¢do da face voltada para o interior (D); o substrato ¢ entdo liberado
para dentro do citoplasma (E); a seguir o proton ¢ liberado e as pontes salinas sdo restabelecidas (F)
promovendo a mudanga da conformagdo da proteina para a orientagdo com a face voltada para o exterior (A).




Como citado anteriormente, outro transportador com estrutura resolvida ¢ a permease
GlpT, que transporta glicerol-3-fosfato para dentro do citoplasma e fosfato inorganico para o
periplasma (antiporte glicerol-P;). Segundo Huang et al. (2003), GlpT opera com um simples
sitio de ligacdo, através do mecanismo de acesso alternante, no qual apenas duas argininas
(Arg-45,no TM I, e Arg-269, no TM VII) estdo envolvidas na translocagdo do substrato. Este
mesmo mecanismo de transporte € suposto para o transportador EmrD (YIN et al., 2006),
porém esta permease difere significativamente de LacY e GlpT por apresentar uma cavidade
interna hidrofébica, com vérios residuos aromaticos e com cadeias laterais volumosas, o que
condiz com sua fun¢do de transportar compostos hidrofobicos através do antiporte com
prétons. Para esta proteina, os residuos criticos para o processo ainda nao foram identificados,
mas supoe-se que alguns residuos de arginina, tirosina, triptofano e fenilalanina, encontrados
ao longo da cavidade interna, poderiam estar envolvidos com o reconhecimento e
especificidade do substrato, enquanto residuos de glutamato e aspartato, na por¢ao proxima ao
periplasma, poderiam participar da translocagdo do H'.

Apesar da baixa identidade entre as seqiiéncias de LacY, GIpT e EmrD e do
mecanismo de acdo parecer diferente por causa da forma de transporte (antiporte ou
simporte), observa-se que as estruturas mostram dobras muito similares. Interessantemente,
isto sugere a possibilidade de que as dobras desses transportadores constituem um arcabougo
para todos os transportadores da superfamilia MFS com 12 hélices (VARDY et al., 2004).
Assim, a especificidade funcional deve ser obtida por diferentes conjuntos de residuos de
aminoacidos nos dominios de translocacdo e ligagdo do substrato.

A identificagdo de residuos de aminoacidos importantes para a atividade de transporte
e/ou especificidade pelo substrato de outras proteinas transportadoras da MFS ja foram alvos
de inimeros estudos. Como exemplo, podemos citar Arg-126, GIn-161, Val-165 ¢ Trp-388 do

transportador Glutl humano (MUECKELER et al., 1994; MUECKLER ¢ MAKEPEACE,



1999; SALAS-BURGOS et al., 2004); GIn-179, GIn-298 e Val-433 nos simportes H -hexoses
de Chlorella (WILL et al., 1994); Asp-129, Arg-147, Glu-270, Arg-300, His-320 ¢ Glu-323
do transportador de sacarose CscB de E. coli (VADYVALOO et al., 2006); ou Asp-41, Asp-
44, Arg-124 e Arg-328 da permease PcaK de Pseudomonas putida, que catalisa um simporte
hidroxibenzoato-H™ (DITTY e HARWOOD, 2002). A caracteristica mais significativa que
pode ser deduzida das analises mencionadas acima é que os transportadores do tipo simporte
com H" possuem aminoacidos com grupos funcionais ionizaveis (p. ex. 4cido glutAmico,
acido aspartico, histidina) no meio dos dominios transmembrana, indicando que estes
aminoacidos seriam os responsaveis pela ligacdo do proton durante o processo de transporte
(vide, por exemplo, DITTY e HARWOOD, 2002).

Saccharomyces cerevisiae ¢ um microrganismo amplamente utilizado nas industrias
de produgdo de alcool combustivel, panificacdo e bebidas alcodlicas, pela sua extraordinaria
capacidade de fermentar uma grande variedade de agticares, mesmo na presenga de oxigénio.
Além disso, as células de S. cerevisiae constituem um excelente modelo experimental de
estudo de biologia celular, molecular e bioquimica de células eucaridticas (BOTSTEIN e
FINK, 1988; CAVALIERI et al., 2003; INGLEDEW, 1993; LANDRY et al., 20006).

A utilizagdo dos agticares pelas leveduras envolve inicialmente o seu transporte para o
interior da célula (LAGUNAS, 1993). No caso dos monossacarideos glicose e frutose, a
captagdo para o interior da célula ocorre pelo processo de difusdo facilitada. Ja foram
descritos mais de 20 genes envolvidos no transporte de hexoses (HXT1-HXT17, GAL2, SNF3,
RGT2), diferindo uns dos outros pela afinidade, fun¢do e regulacdo. Sabe-se que os genes
HXTI1-7 codificam as principais permeases responsaveis pelo transporte de hexoses (glicose,
frutose e manose), sendo que possuem afinidades menores pela frutose e manose do que pela
glicose, motivo pelo qual este ultimo carboidrato ¢ captado mais rapidamente. J& o gene

GAL?2 codifica para um transportador de galactose e glicose, porém induzido apenas pela
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galactose. Enquanto que os genes SNF3 e RGT2 codificam proteinas transmembranas que
funcionam como sensores de glicose extracelular, envolvidos na regulacdao da expressdao dos
outros genes HXT (JOHNSTON e KIM, 2005; LAGUNAS, 1993; OZCAN e JONHSTON,
1999; VAN BELLE e ANDRE, 2001; WIECZORKE et al., 1999).

Informagdes estruturais de alta resolucao para os transportadores Hxt ainda ndo estdo
disponiveis, porém alguns sitios estruturais relacionados a fun¢do de transporte foram
investigados por mutagénese sitio-dirigida e constru¢do de permeases quiméricas. Tais
estudos revelaram alguns aspectos sobre a atividade de transporte, como por exemplo, que no
transportador Hxt2 os TMs 1, 5, 7 ¢ 8 sdo requeridos para a atividade de alta afinidade, e que
o TM 10 estd envolvido com o reconhecimento da glicose. Analises mais detalhadas
revelaram que Phe-431 ¢ importante para o reconhecimento do substrato, e Leu-201, Cys-195
e Phe-198 estido envolvidos com o transporte de alta afinidade pelo agicar (KASAHARA et
al., 1996; KASAHARA ¢ KASAHARA, 2003; KASAHARA ¢ MAEDA, 1998).

A levedura S. cerevisiae ¢ também capaz de utilizar e fermentar uma série de
a-glicosideos, incluindo maltose, trealose, maltotriose e sacarose. No caso destes agucares
existe varios genes codificando para proteinas transportadoras, entre eles MALxT, AGTI,
MPH2 ¢ MPH3 (CHENG e MICHELS, 1991; DAY et al., 2002; HAN et al., 1995). Os
transportadores de a-glicosideos de S. cerevisiae sdo H'-simporters (STAMBUK et al., 1996,
1999) que apresentam ampla homologia ao nivel de seqiiéncia, mas possuem especificidade
pelo substrato distintas. Os genes MALxT codificam para transportadores de alta afinidade
(Km 2-5 mM) para maltose, mas baixa afinidade (K, 90-120 mM) para trealose e sacarose,
ndo sendo aparentemente capazes de transportar maltotriose ou o-metilglicosideo
(STAMBUK et al., 2000; STAMBUK e DE ARAUJO, 2001). Ja o gene AGTI codifica para
uma permease com alta afinidade para trealose e sacarose (K, ~7 mM) e baixa afinidade (K,

20-50 mM) para maltose, maltotriose e o-metilglicosideo (STAMBUK et al., 2000;
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STAMBUK e DE ARAUJO, 2001). As permeases codificadas pelos genes MPH2 ¢ MPH3,
localizados em cromossomos diferentes embora apresentem alta homologia, foram descritos
como transportadores de alta afinidade (K, 5-7 mM) para maltose e maltotriose (DAY et al.,
2002). Recentemente, outro transportador de a-glicosideos isolado a partir de leveduras Lager
(uma levedura hibrida entre S. cerevisiae e S. bayanus utilizada em cervejaria e denominada
de S. pastorianus) foi caracterizado funcionalmente por dois grupos de pesquisa, e ¢
aparentemente capaz de transportar maltose e maltotriose (DIETVORST et al., 2005;
SALEMA-OOM et al., 2005).

Todos estes genes (principalmente MALxT e AGTI) encontram-se amplamente
distribuidos em cepas de leveduras industriais (cepas de panificacdo, cervejaria, etc) ja que
estes processos utilizam a-glicosideos como principais substratos a serem fermentados
(JESPERSEN et al., 1999). Inclusive, a atividade destes transportadores ativos constitui um
dos fatores limitantes na fermentagdo de maltose (KODAMA et al., 1995; WEUSTHUIS et
al., 1993), trealose (MALLUTA et al., 2000), maltotriose (ALVES-JR, 2005; ZASTROW et
al., 2001) ou sacarose (BATISTA et al., 2004; STAMBUK et al., 2000) pela levedura S.
cerevisiae.

A utilizacdo de maltose e maltotriose pela levedura envolve seu transporte ativo para o
interior da célula e posterior hidrolise pela acdo da maltase (a-glicosidase), liberando
moléculas de glicose que serdo metabolizadas até etanol pela glicélise (HAN et al., 1995;
LAGUNAS, 1993; NOVAK et al., 2004; STAMBUK et al., 1998, 1999, 2000). Extensos
estudos bioquimicos e genéticos foram realizados sobre a metabolizagdo da maltose por
leveduras. Para que ocorra a fermentacdo da maltose é necessario que a levedura apresente no
minimo um dos cinco loci MAL encontrados em diferentes regidoes teloméricas: MALI
(cromossomo VII), MAL2 (cromossomo III), MAL3 (cromossomo II), MAL4 (cromossomo

XI) e MAL6 no cromossomo VIII (JESPERSEN et al., 1999; KODAMA et al., 1995). Cada
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locus contém trés genes (Figura 1.3): MALxS que codifica para a maltase, MALxT que
codifica para o transportador de maltose ¢ MALxR que codifica uma proteina reguladora que
interage com a regido promotora UASyaL, induzindo a expressao dos genes MALxS e MALxT
na presenca de maltose no meio (NOVAK et al., 2004). Além desses loci MAL, existem ainda
pelo menos trés tipos de loci MAL parcialmente funcionais (malp, malg e mal’), sendo que as
cepas incapazes de fermentar maltose geralmente apresentam algum destes loci. O locus malp
contém apenas o gene regulador MALx3, o locus malg contém apenas os genes para o
transportador de maltose e para a a-glicosidase (MALxI e MALx2, respectivamente) € o locus
mal’ apresenta apenas o gene para a o-glicosidase (MICHELS et al., 1992). A organizacio
dos genes MAL em um cluster é também observada em outras espécies de Saccharomyces e
em leveduras filogeneticamente distantes como Torulaspora delbrueckii, Hansenula
polymorpha, Kluyveromyces lactis € Debaromyces hansenii (FABRE et al., 2005; VIIGAND
et al., 2005; VIIGAND e ALAMAE, 2007).

Na presenga de maltose o regulador Malx3p se liga ao DNA da regido promotora
UASwmar induzindo a transcrigdo das proteinas transportadoras e das a-glicosidases. Por outro
lado, na presenga de glicose a expressao dos genes MAL ¢ inibida pela ativagdo de proteinas
repressoras (p.ex. MIGI) que se ligam na regido promotora, impedindo a transcri¢do dos
genes MAL, ou pela inibigdo da ativacdo da proteina reguladora Malx3p através de um
mecanismo ndo bem caracterizado. Além disso, a glicose exerce um controle pds-traducional
através da inativagdo catabdlica (fosforilagdo, ubiquitinagdo e degradacdo) dos
transportadores de maltose (HORAK, 1997; MEDINTZ et al., 2000; NOVAK et al., 2004;
STAMBUK, 2002).

Até o presente momento, poucos dados sobre a estrutura destes transportadores estao
disponiveis. Os poucos trabalhos publicados na literatura descrevendo uma andlise de

transportadores MALxT modificados através de mutagénese sitio-dirigida identificaram os
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Figura 1.3 Estrutura e regulacio dos genes MAL. As setas maiores indicam a organizagdo cromossdmica de
cada gene MAL (telomero a direita, centromero a esquerda), as linhas pontilhadas indicam os produtos da
transcricao e traducdo de cada gene, a linha continua com seta indica indugdo e as linhas continuas com pontas
rombas indicam repressao (adaptado de STAMBUK, 1999).
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residuos de aminoacidos envolvidos na regulacao (inativacdo) da permease. Desta forma foi
possivel identificar 3 residuos (Ser-295, Tre-363 e Ser-487) que aparentemente seriam
fosforilados durante a inativagao catabdlica do transportador (BRONDIJK et al., 1998). Mais
recentemente, Medintz et al. (2000) identificaram uma seqiiéncia rica em prolina, glutamato,
aspartato, serina e treonina (seqiiéncia PEST) no dominio citoplasmatico N-terminal,
envolvida na inativacdo dos transportadores de maltose pela glicose. De fato, Gadura e
Michels (2006) mostraram que tanto a seqiiéncia PEST como um motivo dileucina, presentes
no dominio N-terminal, sdo importantes para o correto direcionamento das proteinas
internalizadas (via endocitose) para o vactolo, onde serdo degradadas, sendo que permeases
portando mutagdes nesses residuos sdo resistentes a protedlise, mas ndo a internalizagdo
induzida pela glicose.

Em relacdo a maltotriose, as informagdes ndo sdo tao detalhadas sobre a sua utilizagao
pelas leveduras quanto para a maltose. Ao analisarem alelos naturais do transportador de
maltose presentes em locus mallg, Han et al. (1995) caracterizaram um gene que passou a ser
chamado AGTI (a-glucoside transporter), responsavel pelo transporte ativo (através do
simporte com protons) de uma série de a-glicosideos, incluindo maltose, maltotriose,
sacarose, trealose, a-metilglicosideo e turanose. Este gene ¢ aparentemente regulado pelos
mesmos mecanismos de regulagdo génica dos demais genes MAL, uma vez que possui uma
seqiiéncia UASyar na sua regido promotora (HAN et al., 1995; STAMBUK et al., 1998,
1999, 2000; STAMBUK e¢ DE ARAUJO, 2001). Embora a permease Agtlp seja também
regulada por inativagdo catabolica (HOLLATZ e STAMBUK, 2001), este transportador nio
possui a regido PEST no dominio N-terminal (DAY et al., 2002) e apenas dois possiveis sitios
de fosforilacao (Ser-301 e Tre-369) estdo conservados.

Recentemente, transportadores de o-glicosideos encontrados em outras espécies de

Saccharomyces e em diferentes microrganismos estdo sendo estudados. Por exemplo, em T.
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delbrueckii foi encontrado o gene TdMALI1, que codifica para um transportador de maltose
de alta-afinidade (ALVES-ARAUJO et al., 2004). Viigand ¢ Alamae (2007) mostraram que
H. polymorpha apresenta um transportador de a-glicosideos, codificado pelo gene HpMAL?2,
com afinidade pela maltose, maltotriose, sacarose e turanose; encontrado em um locus MAL
com similar organizagdo aos de S. cerevisiae, sendo que sua expressdo ¢ induzida na presenga
de maltose ou sacarose e reprimida por glicose. A permease Mtylp foi identificada em S.
pastorianus (SALEMA-OOM et al., 2005), exibindo uma maior afinidade para maltotriose do
que maltose e sendo incapaz de transportar sacarose e a-metil glicosideo. Estas mesmas
caracteristicas foram também identificadas para o gene M7T7T1 (DIETVORST et al., 2005).
Apesar da importincia das proteinas transportadoras de agucares na levedura S.
cerevisiae para 0s inumeros processos fermentativos em que estdo envolvidas, pouco se
conhece a cerca de sua estrutura e, portanto, ainda ndo foram identificados quais aminoacidos
estariam envolvidos na atividade de transporte, na ligacdo do proton ou na especificidade
pelo(s) substrato(s). Deste modo, uma melhor compreensdo do transporte ativo de a-
glicosideos pela levedura, fornecendo as bases moleculares do processo, ¢ de extrema
relevancia para o desenvolvimento de estratégias que permitam a otimizacdo dos processos
fermentativos industriais. Estes dados poderdo inclusive permitir a obtengdo de permeases
mutantes com especificidade e/ou propriedades cinéticas incrementadas (vide, por exemplo,
LU e BUSH, 1998). As informagdes obtidas certamente permitirdo identificar interagdes entre
dominios ou seqiiéncias transmembrana, fornecendo importantes dados sobre a estrutura

terciaria que a proteina transportadora adota no ambiente lipidico da membrana.
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2 Justificativa e Objetivos

Saccharomyces cerevisiae ¢ o principal microrganismo utilizado em processos
biotecnoldgicos devido a sua capacidade de fermentar diferentes aguicares. Enquanto que na
cervejaria e panificacdo os principais agucares sao maltose e maltotriose, no mosto utilizado
nas destilarias para producao de bebidas alcoodlicas e dlcool combustivel o agiicar majoritario
¢ a sacarose. Assim, a eficiente utilizacdo desses a-glicosideos pela levedura requer o
transporte ativo para o interior da célula e posterior hidrolise pela a-glicosidase. Até o
momento foram identificados varios genes que codificam para transportadores de o-
glicosideos em S. cerevisiae, sendo que a permease codificada pelo gene AGTI ¢ capaz de
transportar o maior numero de diferentes a-glicosideos, incluindo maltose, trealose, sacarose,
maltotriose e a-metil glicosideo.

No intuito de iniciar uma andlise estrutural do transportador Agtlp e melhor
compreender os detalhes moleculares da atividade de transporte, investigamos os residuos de
aminoacidos da permease envolvidos na ligacdo do H' e/ou especificidade pelo substrato
durante o transporte ativo de a-glicosideos pela levedura. Com este proposito, pretendiamos:

e Identificar in silico possiveis residuos de aminoacidos envolvidos no simporte agticar- H"
mediado pela permease Agtlp;

e Substituir os possiveis residuos presentes nos segmentos transmembrana da permease
através de mutagénese sitio-dirigida;

e Analisar a utilizacdo de maltotriose (crescimento celular, consumo de agucares ¢ produgao
de etanol) pela cepa portando as permeases mutadas ou a Agtlp normal;

e Determinar a atividade de co-transporte de H com diferentes a-glicosideos das permeases
construidas;

e Propor um mecanismo para o transporte ativo de a-glicosideos realizado pela Agtlp.
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3 Material e Métodos

3.1 Cepas utilizadas

Os gendtipos das cepas de Escherichia coli e de Saccharomyces cerevisiae utilizadas
neste trabalho estdo detalhados na Tabela 3.1. A cepa de E. coli DH50-T1 (Invitrogen) foi
utilizada para armazenar e replicar os plasmideos, incluindo a obtencao dos genes AGTI
mutantes. A cepa de S. cerevisiae LCMO003 foi usada para analisar os mutantes na permease
Agtlp. Esta cepa foi obtida neste laboratério a partir da linhagem de laboratério CENPK2-1C,
através da delecao do gene AGTI por recombinagdo homologa utilizando-se o gene de
resisténcia a Geneticina, conforme descrito por Batista et al. (2004). A cepa CENPK2-1C foi
obtida da EUROSCARF (European Saccharomyces cerevisiae Archive for Functional

Analysis) e descrita por Entian e Kotter (1998).

Tabela 3.1 Genétipo das cepas utilizadas

Cepa Genotipo
Escherichia coli
DH50a-T1 F- recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 (rK-mK+) supE44

relAl A(lacZYA- argF) U169 080 lacZ AM15 phoA tonA
Saccharomyces cerevisiae

CENPK2-1C MATa MAL21 MAL22 MAL23-8% AGTI ura3-52 his341 leu2-
3 112trpl-289
LCMO003 Isogénica a CENPK2-1C, mas agtl.: kan”

3.2 Meios de cultura

As leveduras foram crescidas em meio rico (YP) contendo 10 g/L de extrato de
levedura e 20 g/L de peptona, suplementado com 20 g/L da fonte de carbono de interesse
(glicose, maltose ou maltotriose) ou em meio sintético (SC) contendo 6,7 g/l de base

nitrogenada sem aminoacidos (Difco), 20 g/L. da fonte de carbono e 1,92 g/L de suplemento
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de aminoacidos e bases nitrogenadas necessarios ao crescimento das células, mas isento de
uracila (Ura drop-out suplement, Sigma). Quando necessario foi adicionado aos meios 20 g/L
de agar (meios s6lidos), 40 mg/L de adenina (meios usados na transformagdo das leveduras)
ou 200 ng/mL de Geneticina (Sigma), seguindo recomendagdes da literatura (SHERMAN,
2005). Os meios tiveram seu pH ajustado para pH 5,0 com &cido cloridrico e foram
esterilizados em autoclave a 120°C por 20 minutos.

Para o crescimento das bactérias foi utilizado o meio Luria-Bertani, pH 7,5 ajustado
com NaOH, esterilizados em autoclave a 120°C por 20 minutos, contendo 100 pg/mL de

Ampicilina quando requerido (MANIATIS et al., 1982).

3.3 Condicoes de crescimento

Para o pré-cultivo, as células foram inoculadas em tubos de ensaio contendo 3 mL de
meio liquido e incubadas por 48 horas em temperatura ambiente, sob agitacdo de 40 rpm em
uma incubadora giratoria para tubos de ensaio (DIST —431).

Uma aliquota do pré-cultivo foi transferida para erlenmeyers contendo 1/5 do volume
de meio liquido, sendo a cultura mantida em uma incubadora orbital de frascos (Nova Etica
430) a 28°C e 160 rpm. A partir de aliquotas coletadas em intervalos de tempo pré-
determinados, foi analisado o crescimento celular através da densidade optica (DOs7onm)
medida em espectrofotometro (Beckman DU-7) e os sobrenadantes obtidos por centrifugacao

a 3.000 g por 3 minutos foram armazenados a -20 °C para posterior analise.

3.4 Quantificacdo de glicose, etanol e a-glicosideos
Amostras das culturas de células, retiradas em tempos pré-determinados, foram
centrifugadas e os sobrenadantes utilizados na determinagdo de etanol e consumo de glicose e

a-glicosideos.
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3.4.1 Determinacao de glicose
A concentragdo de glicose foi determinada através do método enzimatico da glicose
oxidase/peroxidase, utilizando um kit comercial (BioTécnica). As andlises foram realizadas
seguindo as instrugdes do fabricante. Em seguida, fez-se a leitura da absorbancia em
espectrofotometro a 505 nm. A concentracdo de glicose foi determinada correlacionando a
absorbancia apresentada pela amostra com a absorbancia apresentada por uma solugdo padrao

de glicose 0,1% (1 g/L).

3.4.2 Determinacido de maltose ou maltotriose
Maltose ¢ maltotriose foram determinadas colorimetricamente através da reagdo com
metilamina, em pH alcalino, conforme Caceres et al. (1999) e Hollatz e Stambuk (2001). Um
volume de 600 pL (amostra + agua) foi incubado com 300 uL de NaOH IM e 300 pL de
metilamina 1%, a 100 °C por 5 minutos. Através de espectrofotometria a 540 nm, a
concentragdo de acucar foi determinada, correlacionando a absorbancia apresentada pela
amostra com a equacdo de reta extraida de uma curva padrdo construida a partir de uma

solugdo de maltose ou maltotriose 2 %.

3.4.3 Determinacio de etanol
O ectanol foi determinado através da reagdo com as enzimas alcool oxidase e
peroxidase como descrito por Herberts (2006), adaptado dos protocolos descritos por Salgado
et al. (2000) e Rodionov et al. (2002). Uma aliquota de 10 pL das amostra foi incubada em
placas de ELISA (96 orificios de fundo plano) com 200 pL de reagente enzimatico contendo
0,5 U/mL de alcool oxidase (AOD, de Pichia pastoris, Sigma), 4 U/mL de peroxidase (POD,
de raiz-forte, Toyobo, Brasil), 14 mM de aminoantipirina ¢ 60 mM de fenol em tampao

fosfato de sodio 0,1 M (pH 7,5). Apos incubagdo de 1 hora a 37 °C, determinou-se a
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absorbancia em 415 nm utilizando um leitor para placas de ELISA (TECAN SUNRISE). A
concentragdo de etanol foi determinada pela correlacdo da absorbancia apresentada pela
amostra com a equacao de reta extraida de uma curva padrao, construida com solugdes padrao

de etanol (0-10 g/L).

3.5 Determinacio do transporte ativo de acgticares pela permease Agtlp

O transporte ativo e a cinética de captagdo de agucares foram determinados através do
co-transporte de H' com cada a-glicosideo, como descrito por Stambuk et al. (1996, 1998,
1999, 2000) e Stambuk e De Araujo (2001). As células, crescidas em meio minimo contendo
20 g/L de maltose, foram centrifugadas e ressuspendidas em agua de modo a atingirem uma
concentragdo celular de 15 g/L. Apo6s ajustar o pH dessa suspensdo celular para 5,0, em um
recipiente com temperatura controlada (30 °C), a reagdo foi iniciada pela adi¢do de diferentes
concentragdes do agucar de interesse (maltose, maltotriose, sacarose, trealose ou o-metil
glicosideo), o que ocasionou mudancas no pH. Essas alteracdes foram monitoradas em um
pHmetro PHM84 acoplado a um registrador grafico TT1 (ambos da Radiometer). As
atividades de transporte foram calculadas a partir da inclinagdo da curva (transcorridos 10
segundos) obtida no registrador, provocada pelo influxo de protons para o interior das células
(co-transporte agticar-H").

Alternativamente, a atividade da permease Agtlp foi avaliada colorimetricamente,
utilizando-se o substrato sintético p-nitrofenil-a-D-glicopiranosideo (pNPaG) como descrito
em Hollatz e Stambuk (2001) e Stambuk et al. (2000). Depois de crescidas em meio minimo
com maltose, as células foram centrifugadas, lavadas com agua e ressuspendidas de modo a
atingirem a concentragdo celular de 20 g/L. Um volume de 100 uL dessa suspensdo foi
adicionado a 100 pL do substrato de transporte (100 mM Tris-succinato pH 5,0; contendo 10

mM de pNPaG) e incubado a temperatura ambiente por 5-10 minutos. A reacdo foi
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interrompida pela adigdo de 1 mL de bicarbonato de s6dio 2 M (pH >9,0). A seguir as células
foram centrifugadas (12.000 g por 3 minutos) e o p-nitrofenol liberado no sobrenadante
estimado a 400 nm. Todas as determinagdes foram realizadas em triplicata e os controles
negativos, com cé¢lulas previamente fervidas, em duplicata. As atividades de transporte foram
expressas em nmoles (H™ captado ou p-nitrofenol liberado) por mg” de células (peso seco)

.
por min’ .

3.6 Determinacio da atividade da a-glicosidase
A atividade da a-glicosidase foi determinada utilizando-se células permeabilizadas,
como descrito por Stambuk (1999). As células foram crescidas em meio minimo com maltose
como fonte de carbono, centrifugadas, lavadas com agua e ressuspendidas de modo a
atingirem a concentragdo celular de 20 g/L. Em seguida, aproximadamente 2 mg de células
foram lavadas em 0,5 mL de tampao 100 mM MOPS-NAOH pH 6,8 (tampao A) e
ressuspendidas em 200 pL. do mesmo tampao contendo 20% de glicerol, 1 mM EDTA e 1
mM DTT (tampao B). Para permeabilizar as células, foram adicionados 12 pL de uma
solugdo de tolueno/etanol/10% triton X-100 em 4agua (1:4:1; v/v) e os tubos foram
vigorosamente vortexados durante 1 minuto. Apo6s centrifugacdo, as células foram lavadas
com o tampao B e ressuspendidas em 1 mL de tampao A. Um volume de 50 puL da suspensao
celular foi adicionado a 950 uLL de uma solucao 2 mM de pNPaG ou, alternativamente, 40 uLL
de células foram adicionados a 60 uLL de uma solugdo 200 mM de maltose ou maltotriose.
Essas amostras foram incubadas a 30 °C por 1 minuto (para as determinagdes com
pNPaG) ou 5 minutos (para as amostras com carboidratos), fervidas a 100 °C por 5 minutos e
centrifugadas. Os sobrenadantes foram utilizados para determinar a atividade enzimatica
através da determinagdo do p-nitrofenol liberado com a hidrélise do pNPaG (A4oonm) € através

da determinacdo da glicose formada pela hidrélise da maltose ou maltotriose. Todas as
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determinagdes foram realizadas em triplicata e os controles negativos, com células
previamente fervidas, em duplicata. A atividade da a-glicosidase ¢ expressa em nmoles de

glicose ou p-nitrofenol produzidos por mg™” de células (peso seco) por min™.

3.7 Técnicas de manipulacio do DNA
As manipulag¢des de DNA, incluindo eletroforese, transformagao de bactérias, digestao
com enzimas de restricdo e outras técnicas, foram realizadas segundo metodologias padrao

descritas em Ausubel et al. (1992).

3.7.1 Plasmideos

O plasmideo centromérico pGRSd-AGT1 (CEN6 amp” URA3 AGTI), vide Figura 3.1,
foi utilizado como DNA molde na construgdo dos genes AGT/ mutantes ¢ usado na
transformagdo da cepa LCMO003 para andlise da atividade de transporte da permease. Esse
plasmideo contém o promotor GPD do gene TDH3 (que codifica para a enzima gliceraldeido-
3-fosfato desidrogenase), garantindo a sobre-expressao constitutiva do gene AGT1 (JULES et
al., 2004). Quando requerido, a linhagem LCMO003 foi transformada também com o
plasmideo pGRSd (CEN6 amp” URA3) sem o gene AGT].

Para a constru¢do do moddulo de fusdo de GFP no gene AGTI foi utilizado o
plasmideo pFA6a-GFP(S65T)-kanMX6 (Amp” ori GFP(S65T)-Tpui-Prer—kan'-Trgr),
contendo o gene kan' que confere resisténcia a Geneticina (LONGTINE et al., 1998;

PETRACEK e LONGTINE, 2002).

3.7.2 Transformacao de bactérias
Para preparar células competentes, uma coldonia isolada de DH5a T1 foi crescida em 3

mL de meio LB, overnight a 37 °C e 160 rpm. Uma aliquota de 500 pL do pré-inoculo foi
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ARSH4
CENG TR
P T JURA3
ampR
$f
pPGRSH-AGT1 F1 ori
8203 bp

PGH terminador

GPD promotor

Figura 3.1 Desenho esquematico do plasmideo pGRSd-AGT1. O plasmideo pGRSd-AGT1 possui o gene
AGT1I sob controle do promotor forte GPD, o marcador auxotrofico URA3, além de origens de replicagdo para
bactérias (F1 ori) e leveduras (ARSH4).
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para 50 mL de meio LB e incubada a 37 °C e 160 rpm até¢ uma D.O.00nm = 0,6. A cultura foi
centrifugada, lavada duas vezes com uma solu¢do de 10 mM Pipes contendo 60 mM CaCl, e
15% de glicerol, ressuspendida nesta mesma solucao e aliquotada em tubos eppendorf estéreis
para armazenamento em freezer a -80 °C.

No momento da transformagdo foi adicionado as células competentes 2 pL do
plasmideo de interesse. Esta mistura foi mantida por 10 minutos no gelo, e apds este tempo,
foi incubada por 2 minutos em banho a 42 °C. Depois do choque térmico, foi adicionado meio
LB e as células foram incubadas por 1 hora a 37 °C e 160 rpm. Posteriormente, as células
foram centrifugadas, ressuspendidas em meio LB e plaqueadas no mesmo meio so6lido

contendo Ampicilina.

3.7.3 Extracao de plasmideos de bactérias

Uma coldnia da bactéria contendo o plasmideo desejado foi inoculada em meio LB
liquido contendo Ampicilina, incubada overnight a 37 °C e 160 rpm. A cultura foi
centrifugada (5000 g, 3 min), ressuspendida em 100 pL de solu¢do GTE contendo 50 mM
glicose, 25 mM Tris-HCI pH 8,0, 10 mM EDTA e 1 uL de RNAse A (1 mg/mL), ¢ mantida
em temperatura ambiente por 5 minutos. A seguir, foram adicionados 200 pLL de uma solugao
0,2 M NaOH/ 1% SDS e 150 ul de Acetato de Potassio 5 M. Apds incubagdo no gelo, essa
mistura foi centrifugada (10.000 g por 5 min) e o sobrenadante foi transferido para um novo
tubo estéril, no qual foi acrescentado 800 puL de alcool 95%. O DNA foi precipitado por
centrifugacgdo (12.000 g por 10 minutos), lavado com alcool 70% e ressuspendido em tampao
TE (10 mM Tris-HCl e 1 mM EDTA pH 8,0). Os plasmideos foram armazenados sob

refrigeracdo a -20 °C.
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3.7.4 Hidrolise de plasmideos
A reagdo de hidrolise dos plasmideos foi preparada adicionando-se o plasmideo, num
volume final de 5 puL, a 1 pL do tampao especifico para a enzima 10x concentrado, 0,5 uL. da
enzima de restricdo e 3,5 pL de dgua. Essa mistura foi incubada por 1 hora a 37 °C e o seu
padrdo de restricdo foi analisado através de eletroforese em gel de agarose 1%, para

observa¢ao dos fragmentos de DNA esperados para cada mutacdo no gene AGT1.

3.7.5 Eletroforese
A eletroforese de DNA foi realizada em gel de agarose 1% em tampao TBE 0,5x (45
mM Tris-borato, | mM EDTA pH 8,0) contendo 2,5 pg/mL de Brometo de etidio. Depois de
solidificado o gel, foram aplicadas as amostras de DNA com tampao de corrida 10x
concentrado (20% Ficoll 400; 0,1 M EDTA; 1,6% SDS e 0,05% de Azul de bromofenol). A
corrida foi realizada em cuba com tampao TBE 0,5x sob voltagem de 100 V. Depois de

realizada a corrida, o gel foi analisado sob luz ultravioleta.

3.8 Transformacgao de Saccharomyces cerevisiae

As leveduras foram transformadas conforme o protocolo descrito por Knop et al.
(1999). Uma aliquota de células foi inoculada em 50 mL de meio YP contendo 2% de glicose
e suplementado com adenina, e crescidas até atingir uma concentragdo de aproximadamente 2
x 107 células/mL. As células foram coletadas por centrifugagdo, lavadas com 4gua estéril e
uma vez com solugdo SORB contendo 100 mM acetato de litio, 10 mM de Tris-HCI pH 8§, 1
mM de EDTA-NaOH e 1 mM sorbitol. Apo6s centrifugagdo, as células foram ressuspendidas
em 360 pL da mesma solugdo SORB e 40 pL de SS DNA carreador 10 mg/mL (previamente
desnaturado a 100 °C, por 10 minutos e resfriado em banho de gelo), aliquotadas em fragdes

de 50 puL e armazenadas a -80 °C. Para cada reacdo de transformacao foram utilizados 50 pL
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destas células competentes, cerca de 2 a 10 ul. do DNA de interesse e 360 uL de solugdo
SORB contendo 40% de PEG-3350. Essa mistura foi mantida em temperatura ambiente por
30 minutos, posteriormente foram adicionados 47 pL. de DMSO, incubado a 42 °C por 20
minutos, ¢ a seguir as células foram centrifugadas (3000 g por 3 min).

No caso do uso de marcadores auxotroficos para a selecdo dos transformantes, as
células foram ressuspendidas em 200 pL de dgua estéril e plaqueadas em meio sintético sem
uracila, contendo glicose como fonte de carbono. Quando o marcador foi o gene de resisténcia
a Geneticina, as células foram ressuspendidas em meio rico YP contendo 2% de glicose e
mantidas por 3 h a 28 °C com agita¢do. Apods esta incubagdo, as células foram centrifugadas,
ressuspendidas em 200 pL de 4agua estéril e inoculadas em placas contendo meio solido YP
com 2% de glicose, acrescido de 200 pg/mL de Geneticina. As placas de cultura foram

incubadas a 28 °C até o aparecimento de colonias que foram purificadas e a seguir analisadas.

3.9 Mutagénese sitio-dirigida

Os aminodacidos de interesse na permease Agtlp foram modificados por mutagénese
sitio-dirigida utilizando-se o kit Gene Tailor™ Site-Directed Mutagenesis System
(Invitrogen). O plasmideo pGRSd-AGT]1 (Figura 3.1) foi metilado e, entdo, amplificado por
PCR com oligonucleotideos especificos para cada mutacdo (Tabela 3.2) que apresentam uma
regido complementar no final 5” de suas seqiiéncias, e as bases modificadas de forma a mudar
o cdédon do aminoécido correspondente, € a0 mesmo tempo inserir um novo sitio de restri¢ao
na seqiiéncia, conforme demonstrado na Figura 3.2. O produto resultante da amplificacao,
DNA fita dupla linear contendo a mutacdo desejada, foi utilizado para transformar E. coli
DH5a-T1. Uma vez que esta cepa ¢ capaz de degradar o DNA metilado, o DNA molde
utilizado sera degradado, restando apenas as novas seqiiéncias de DNA, portando a mutacao

de interesse.
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As bactérias transformadas foram selecionadas em placas de meio LB agar contendo
Ampicilina e os plasmideos obtidos a partir delas foram testados quanto a presenga da
muta¢do desejada no gene AGTI através da digestdo do DNA com enzimas de restri¢do cujos
sitios foram introduzidos pela mutagdo. Os mutantes E120A, que tém substituido o acido
glutdmico-120 por uma alanina, apresentam um novo sitio de restricdo para a enzima Hpall.
Os mutantes D123G (substituicdo do acido aspartico-123 por uma glicina) apresentam um
novo sitio de restricdo para Kpnl, enquanto que o mutante R504A (substituicao da arginina-
504 por uma alanina) tem introduzido um sitio de restri¢ao para BstUI. Além deste método de
screening e verificagdo dos possiveis plasmideos mutantes através de enzimas de restri¢ao, foi
realizado o sequenciamento das regides de interesse nos genes AGTI mutantes para
confirmagdo da seqiiéncia. O sequenciamento foi realizado utilizando-se os primers AGT1-F
e AGTI1-R.

Depois de confirmadas as mutagdes, os plasmideos contendo os diferentes mutantes,
bem como o AGTI normal e o plasmideo controle pGRSd, foram utilizados para transformar
células competentes da cepa de S. cerevisiae LCMO003 (a qual ¢ deletada no gene AGT1) para

avaliar a atividade de transporte de a-glicosideos pelas permeases.

3.10 Fusao de GFP a extremidade C-terminal do AGT1

O gene da proteina verde fluorescente (GFP) foi fusionado a por¢do C-terminal do
gene AGTI por recombinagao homoéloga e metodologias baseadas em PCR como descrito por
Petracek e Longtine (2002). Através de PCR, utilizando-se os oligonucleotideos AGT]1-
PFA6-F2 ¢ pGRSd-PFA6-R1 (Tabela 3.2) juntamente com o plasmideo pFA6-GFP(S65T)-
kanMX6, foi produzido um fragmento linear de DNA com ~2,5 kb portando em suas
extremidades regides homologas a regido C-terminal do gene AGTI e ao terminador PGK

localizado ap6s o gene AGT1 presente no plasmideo pGRSd-AGT1. Localizados entre essas -
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Tabela 3.2 Oligonucleotideos utilizados no presente trabalho

Primer Seqiiéncia* (5°-3°)

AGT1-F ATGAAAAATATCATTTCATTGG

AGT1-R TTAACATTTATCAGCTGC

AGT1-E120A-F TCTACTACCCTGGTTATGGCCGGTTATGATA

AGT1-E120A-R CATAACCAGGGTAGCAGACACTAATATG
AGT1-D123G-F CTGGTTATGGAAGGTTATGGTACCGCACTAC
AGT1-D123G-R ATAACCTTCCATAACCAGGGTAGTAGAC
AGT1-R504A-F AAGACTATAGTGCTGGCCGCGATTTGCTACA
AGT1-R504A-R GGCCAGCACTATAGTCTTAGTTCTCAAC

AGT1-PFAG-F2 CAGTCCTCAAGCATAAAACAGCGAGAATTAAATGCAGCTGA
TAAATGTCGGATCCCCGGGTTAATTAA

pGRSd-PFAG-R1 CCAATAATTCCAAAGAAGCACCACCACCAGTAGAGACATGG
GGCATAGGCCACTAGTGGATC

V-Kan'-R GGAATCGAATGCAACCGG

*Nucleotideos modificados pela mutagénese sitio-dirigida visando alterar os codons correspondentes
(p.ex. acido glutdmico 120 por alanina, E120A) estdo indicados em negrito, e os nucleotideos em italico
indicam sitios de restri¢do introduzidos pela mutagéo.

Regido complementar

'd N\
AGTI1-D123G-F 5" CTGGTTATGGAAGGTTATGGTACCGCACTAC 3°
AGTI1-DI123G-R 3° CAGATGATGGGACCAATACCTTCCAATA 5°

Figura 3.2 Desenho esquematico dos oligonucleotideos utilizados para a mutagénese. Alinhamento dos
oligonucleotideos AGT1-D123G-F e AGT1-D123G-R, mostrando a regido complementar (cinza) no final 5’
de suas seqiiéncias, o nucleotideo mutado (negrito) que altera o cddon GAT (aspartato) para GGT (glicina), e a
nova sequéncia de reconhecimento pela enzima de restrigdo Kpnl (GGTACC, sublinhado).
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extremidades, estdo o gene da GFP, e o gene Kan' que confere resisténcia a Geneticina. Esse
fragmento, quando inserido nas células de S. cerevisiae, integrou-se no plasmideo pGRSd-
AGTI1 (ou nos seus derivados contendo as mutagdes especificas E120A, D123G, e R504A),
substituindo o cédon de terminagdo do AGT! pelo cédon de inicio da GFP. Para isolar as
células contendo as modificagdes esperadas, as cepas foram selecionadas em meio YP so6lido
contendo 2% de glicose e Geneticina.

Em seguida, as cepas parentais e os transformantes selecionados foram analisados por
PCR (Tabela 3.2) com os oligonucleotideos AGTI1-R504A-F (correspondente aos
nucleotideos 1492 a 1522 do gene AGTI) e V-Kan'-R (correspondente aos nucleotideos 382 a
400 do gene Kan") permitindo a amplificagdo de uma banda de aproximadamente 2100 pb nas
cepas contendo a correta inser¢ao do modulo de fusdo de GFP (Figura 3.3), e nenhuma banda
nas cepas parentais. Além disso, um controle positivo foi feito amplificando o locus AGT! de
ambos plasmideos, sem ou com GFP, utilizando os oligonucleotideos AGTI-F e AGT1-R

(dados ndo mostrados).

3.11 Microscopia de fluorescéncia

A localizacdo celular da permease Agtlp e das permeases mutantes derivadas foram
baseadas na observagdo, por microscopia de fluorescéncia, da distribuicdo dessas proteinas
fusionadas a GFP, em células vivas de Saccharomyces cerevisiae. Células da levedura
LCMO003 portando o plasmideo pGRSd-AGT1-GFP ou os mutantes E120A-GFP, D123G-
GFP, R504A-GFP, crescidas em maltose, foram centrifugadas e lavadas com dgua. Amostras
das suspensodes celulares (5 pL) foram misturadas a um mesmo volume de agarose 1% (pré-
aquecida a 60 °C) em laminas de microscopia, ¢ a analise das células foi realizada em um

microscopio de epifluorescéncia Olympus BX-40FLA com filtros disponiveis para andlise da
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fluorescéncia de FITC (485 nm para excitagdo ¢ 510 nm para emissdo) como descrito por

Stambuk (2002).

3.12 Reprodutibilidade dos resultados

Os experimentos foram repetidos ao menos duas vezes, sendo que os resultados
obtidos foram sempre semelhantes. Resultados representativos foram apresentados. Nas
determinagdes das atividades realizadas em triplicata, sdo apresentados os valores médios,

com os respectivos desvio padrio.
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Figura 3.3 Fuséio da GFP a extremidade C-terminal do AGT1I. (A) O modulo GFP-KanMX6 obtido por PCR
foi utilizado para transformar células competentes da cepa LCMO003. Nestas células, o modulo foi integrado
corretamente nos plasmideos pGRSd-AGT1, E120A, D123G e R504A por recombinagdo homéloga. (B) Os
oligonucleotideos V-Kan'-R, AGT1-R504A-F, AGT1-F ¢ AGT1-R foram utilizados para confirmar a correta
integragdo do médulo GFP-KanMX6 nos plasmideos.
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4 Resultados e discussao

4.1 Anilise dos residuos de aminoacidos envolvidos no simporte agiicar-H" da permease
codificada pelo gene AGT1

A permease Agtlp ¢ membro da superfamilia MFS que ¢ formada por um grande
grupo de proteinas transportadoras que utilizam o gradiente eletroquimico através da
membrana para catalisar o transporte de diversos substratos contra um gradiente de
concentragao (ANDRE, 1995; LAGUNAS, 1993; PAO et al., 1998; SAIER, 2000a). Deste
modo, como demonstrado por Han et al. (1995), Stambuk et al. (1998, 1999, 2000) e Stambuk
e De Araujo (2001), a proteina Agtlp ¢ responsavel pelo transporte ativo, através de um
sistema de co-transporte com H' (um simporte agucar-H"), de diversos a-glicosideos,
incluindo maltose, trealose, sacarose ¢ maltotriose.

Inimeros trabalhos tém demonstrado que transportadores do tipo simporte com H'
possuem residuos de aminoacidos com grupos funcionais ionizdveis presentes nos segmentos
transmembrana (p.ex. acido glutdmico, acido aspartico, histidina, arginina), indicando que
estes residuos seriam os responsaveis pela ligagdo do proton durante o processo de transporte,
ou que estariam envolvidos no processo de translocagdo do soluto (ABRAMSON et al.,
2003a; DITTY e HARWOOD, 2002; GUAN e KABACK, 2006; HUANG et al., 2003;
MUECKELER et al., 1994; MUECKLER ¢ MAKEOEACE, 1999; PINSON et al., 1999;
SAHIN-TOTH et al., 2000; SORGEN et al., 2002).

Analisando a estrutura secundaria prevista para o transportador Agtlp, pode-se
observar que esta permease possui apenas quatro residuos de aminoacidos carregados em seus
segmentos transmembrana (vide Figura 4.1): Glu-120 e Asp-123 (no TM-I), Glu-167 (no TM-
I1), e Arg-504 (no TM-XI). Para verificar se esses residuos mantém-se conservados em outros
transportadores de a-glicosideos, selecionamos diversas proteinas homologas ao AGT para

comparagdo das seqiliéncias de aminodcidos através de alinhamento com o programa
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Figura 4.1 Representacio da estrutura secundaria da permease Agtlp. Modelo da
topologia previsto para a Agtlp, mostrando os 12 TMs e os dominios N e C-terminal
voltados para o citoplasma. Aminoacidos carregados presentes nos TMs estdo realcados em
vermelho.
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CLUSTALW. Os transportadores homoélogos foram identificados por pesquisa BLAST no

banco de dados do NCBI (http:/www.ncbi.nlm.nih.gov), utilizando a seqiiéncia de

aminodcidos do Agtlp para comparagdo. Na Tabela 4.1 encontram-se listadas as seqiiéncias
selecionadas.

Conforme pode ser observado na Figura 4.2, dos quatro residuos carregados (E120,
D123, E167 e R504) encontrados nos TMs da permease Agtlp, trés deles (E120, D123, e
R504) estdo significativamente conservados em todos os transportadores de a-glicosideos ja
caracterizados, incluindo as permeases codificadas pelos genes MALx1, MPH2 e MPH3 de S.
cerevisiae (CHENG e MICHELS, 1991; DAY et al., 2002; HAN et al.,1995); MTYI e MTTI
de S. pastorianus (DIETVORST et al., 2005; SALEMA-OOM et al., 2005), MALII de T.
delbrueckii (ALVES-ARAUJO et al., 2004), e HpMAL2 de Hansenula polymorphal/Pichia
augusta (VIIGAND et al., 2005; VIGAND e ALAMAE, 2007), bem como em genes
postulados como transportadores de a-glicosideos de diferentes fungos e leveduras. No caso
do residuo Glu-167, este aminoacido também encontra-se conservado na maioria dos
transportadores analisados (Figura 4.2), mas em Candida albicans ¢ em Aspergillus fumigatus
este residuo ¢ substituido por um residuo (glutamina) com carga oposta ao do acido
glutamico.

Desta forma, decidimos inicialmente analisar o envolvimento dos residuos E120,
D123 e R504 na atividade de transporte de a-glicosideos mediada pela permease Agtlp. E
importante salientar que além da significativa conservacao desses residuos em outros
transportadores, andlises cinéticas do transporte de trealose pela permease Agtlp também
sugerem a importancia de residuos de aminodcidos carregados para o processo de co-
transporte agucar-H'. Segundo Stambuk et al. (1996), a velocidade maxima e a afinidade do
transportador pelo agucar sdo afetadas pelo pH, revelando que possivelmente residuos de

aminoacidos com valores de baixo pK (entre 4,2 ¢ 5,5) poderiam estar envolvidos na atividade



Tabela 4.1 Propriedades dos transportadores de a-glicosideos selecionados e comparados com a permease Agtlp

N° de acesso NCBI, (%) aa (%) aa
Proteina Microrganismo N°aa Func¢io idénticos similares
P53048 AGT1 _SAC Saccharomyces cerevisiae 616 Transportador de a-glicosideos 100 100
AAQ75121 MAL TODE Torulaspora delbrueckii 627 Transportador de a-glicosideos 69 82
NP_009857 MAL31 SAC S. cerevisiae 614 Transportador de maltose 57 73
P15685 MAL61 SAC S. cerevisiae 614 Transportador de maltose 57 73
NP 012694 MPH2 SAC S. cerevisiae 602 Transportador de a-glicosideos 55 72
NP 010034 MPH3 SAC S. cerevisiae 609 Transportador de a-glicosideos 55 72
AAY67707 MTT1_SAP S. pastorianus 594 Transportador de a-glicosideos 57 73
CAD36557 MTY1 _SAP S. pastorianus 615 Transportador de a-glicosideos 57 73
XP_453082 MAL KLU Kluyveromyces lactis 584 Provével transportador de maltose 55 74
XP 456684 MAL DE Debaryomyces hansenii 579 Provavel transportador de maltose 47 70
AAX92669 MAL PI Pichia angusta 582 Transportador de maltose 44 65
XP 571538 MAL CRNE Cryptococcus neoformans 563 Provavel transp. de a-glicosideos 43 62
XP 722051 MAL CA Candida albicans 588 Provavel transportador de maltose 42 65
XP 748871 MAL ASP Aspergillus fumigatus 548 Provével transportador de maltose 42 65
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AGT1_SAC LLSALYALPV FQRKFGTLN- GEGSYEITSQ WQIGLNMCVL CGEMIGLQIT TYMVEFMGNR YTMITALGLL TAYIFILYYC KSLAMIAVGQ ILSAIPWGCF QSLAVTYASE VCPLALRYYM TSYSNICWLF
MAL_DE LLNSLYAFPD FAKKFGEYSE SDGLYQIPAK WQTSLSMCVN VGEIIGLFIA GIIADRIGYR KTLIGALMLT TGFIFIVFFA VNVEMLLAGE LLLGLPWGAF QTLTVSYASE VCPTTLRVYL TTYVNVCWVFE
MAL_CA LLASFYAYQG FAKKFGRYYE NLGEYQVPAK DQLGLSMCYQ TGQLVGVYIG AHLVDIIGYR YTLIPALASS IGLIFIQFFA PNVHVLMVSY VLLGINWGSY QTVCVSYAMD IAPTTLRLYL TTYINCCWVFE
MAL_PI LLNSLYSMQS FAKKYGKYYP EIDQYQVPAK WQTSLSMSTY VGEIVGLYIA GLVAEKWGYR RTLISFMAAV VGLIFILFFA VDVQMLLAGE LLCGIVWGAF QTLTVSYASE VCPVVLRIYL TTYVNACWVI
MAL_CRNEO LINNFYALPQ FVQKYG--VE LEGGWSITAA WQAGLTNGAN VGEIIGLCIN GWASERFGYK KTMIGALIMM ICAIFIPFFA QNIQTLLAGE ILQGIPWGIF QTLTTAYAAE VSPVALRPYL TAYVNLCWVI
MAL_ASP LIGSFFAYPQ FNQKYGH-IM SDGNYGLAAK WQAALTNSMS CGQIIGLFIN GVVSERFGYR RTLMACLAAT VGFVFILFFA PNIETLVAGE LLMGIPLGVY QTLTVTYASE VCPVAIRGYL TTYVNLCWVL
MAL_TODE LLNALFALPV FQEKFGSIS- KTGEYEISSQ WQIGLNMCIF VGEIIGLQMT GFLVEWFGNR WTMIGALGLL TAYIFLLYFC KSLAMIAVAQ ILSAMPWGCF QSLAVTYASE VCPLTLRYYL TTYSNMCWLFEF
MAL31_SAC ILGAFYALPV FQKKYGSLNS NTGDYEISVS WQIGLCLCYM AGEIVGLOMT GPSVDYMGNR YTLIMALFFL AAFIFILYFC KSLGMIAVGQ ALCGMPWGCF QCLTVSYASE ICPLALRYYL TTYSNLCWAF
MAL61_SAC ILGAFYALPV FQKKYGSLNS NTGDYEISVS WQIGLCLCYM AGEIVGLQVT GPSVDYMGNR YTLIMALFFL AAFIFILYFC KSLGMIAVGQ ALCGMPWGCF QCLTVSYASE ICPLALRYYL TTYSNLCWTF
MTT1_SAC ILGSFYALPV FQKKYGSLNS NTGDYEISAS WQIGLSLCVT AGEIVGLOMT GPEFVDYMGNR YTLILALILL AAFTFILYFC KGLGMIAVGQ VLCGMPWGCF QCLTVSYASE ICPMALRYYL TTYSNLCWTFE
MTY1 SAP ILGSFYALPV FQKKYGSLNS NTGDYEISAS WQIGLSLCVT AGEIVGLOMT GPEFVDYMGNR YTLILALILL AAFTFILYFC KGLGMIAVGQ VLCGMPWGCF QCLTVSYASE ICPMALRYYL TTYSNLCWTF
MPH2_ SAC ILGAFYALPI FQRKFGSQND KTGEWEISAS WQIGLTLCYM AGEIVGLQLT GPSVDLVGNR YTLITIALFFL AAFTFILYFC NSLGMIAVGQ ALCGMPWGCF QCLTVSYASE ICPLALRYYL TTYSNLCWLEF
MPH3_SAC ILGAFYALPI FQRKFGSQND KTGEWEISAS WQIGLTLCYM AGEIVGLQLT GPSVDLVGNR YTLITIALFFL AAFTFILYFC NSLGMIAVGQ ALCGMPWGCF QCLTVSYASE ICPLALRYYL TTYSNLCWLEF
MAL_ KLU FINNLFALPI FRTTFGEYNQ ANDIWEIPSK WQIGLGMCVA CGEIIGLQIT GIFADRYGYR LVLIAGLVLL IAFNFILYFA NSLTMIAIGQ ILSGIPWGSEF QTLCVSYASE VCPLVLRYYL TTYINLCWLI
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Figura 4.2 Alinhamento da seqiiéncia de Agtlp com conhecidos e/ou provaveis transportadores de a-glicosideos. Aminoacidos carregados presentes nos
segmentos TMs de Agtlp mantém-se conservados nos outros transportadores analisados. O alinhamento foi realizado com as seqiiéncias completas (Tabela 4.1),
utilizando o programa CLUSTAL W. Aminoacidos em vermelho indicam os residuos conservados (E-120, D-123, E167 e R-504). Segmentos transmembrana do
transportador Agtlp estdo realgados (caixas cinzas) e marcados com niimeros romanos.
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da permease. Como esses valores de pK para o transporte de trealose sdo proximos ao pKa dos
aminoacidos acido glutamico e aspartico, e histidina, esses residuos seriam possiveis
candidatos a estar envolvidos no simporte agticar-H" promovido pela permease Agtlp.

No intuito de elucidar o papel de cada aminoacido carregado presente nos TMs da
permease Agtlp na atividade de transporte de a-glicosideo-H', construimos permeases
mutadas individualmente nos residuos E120, D123 e R504, e analisamos o impacto dessas
modificac¢des na utilizagdo de agucares pela cepa LCMO003, uma cepa isogénica a levedura de
laboratorio CENPK2-1C, mas deletada no gene AGT1. As modifica¢des no gene AGT! foram
construidas por mutagénese sitio-dirigida através de PCR (vide se¢do 3.9), onde os residuos
carregados E120 e R504 tiveram seus codons alterados para codificar um residuo de alanina, e
0 D123 teve seu cddon alterado para codificar uma glicina, ambos aminoacidos neutros.

O DNA molde utilizado na mutagénese sitio-dirigida foi o plasmideo pGRSd-AGT1,
que apresenta o gene AGTI sob regulacdo de um promotor forte. O produto obtido por PCR,
utilizando os oligonucleotideos apropriados para cada mutagao conforme descrito em Material
e Métodos, foi utilizado para transformar bactérias E. coli, das quais foi posteriormente
extraido o plasmideo circularizado. Estes plasmideos foram hidrolisados com enzimas de
restricdo especificas para verificar se as mutagdes foram corretamente introduzidas no
plasmideo. Exemplos dos resultados obtidos com a analise dos padrdes de restrigdo para os
plasmideos contendo as muta¢des E120A e D123G podem ser visualizados nas Figuras 4.3 ¢
4.4. A seguir, as mutagdes foram confirmadas através de sequenciamento parcial do gene,
sendo que os eletroferogramas do sequenciamento para as mutantes E120A ¢ D123G podem
ser visualizados nas Figuras 4.3 ¢ 4.4, enquanto que o resultado de sequenciamento obtido
com a mutante R504A estd mostrado na Figura 4.5 (no caso deste mutante, o perfil de

restricdo ndo foi analisado por falta da enzima BstUI). Uma vez confirmadas as mutagdes
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A
B
6557pb
320 330 340 350
_ B ACT ACCCTG GTT AT r. GTTATGATACCGCACTACT

Figura 4.3 Confirmacio da mutacio no aminoacido E120 de Agtlp. (A) Eletroforese em gel de agarose da
hidrolise com a enzima Hpall mostrando os diferentes perfis de digestdo entre o plasmideo pGRSd-AGT]1
(portanto o gene AGT!I normal) e o plasmideo E120A portando a mutagdo. Linhas: 1 - marcador molecular
Lambda/HindIll; 2 - pGRSd-AGT]I; 3 - pGRSd-AGT]1 digerido com Hpall; 4 - plasmideo E120A; 5 ¢ 6 -
plasmideos E120A digeridos com a enzima. (B) Eletroferograma do sequenciamento parcial do gene AGT1,
confirmando a mutacdo E120A. O cédon modificado esta indicado (caixa) na figura.



6000pb

1200pb

TCT ACT ACCCTGGTTATG

320 330 1 350
GAAGGTTA TGCTCCGCACT ACTG
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Figura 4.4 Confirmacio da mutaciio no aminoacido D123 de Agtlp. (A) Eletroforese em gel de agarose da
clivagem dos plasmideos com a enzima de restrigdo Kpnl. O plasmideo pGRSd-AGT]1 foi linearizado por
apresentar um unico sitio para a enzima (linha 2), enquanto que o plasmideo portando a mutagdo D123G
apresentou um novo sitio para Kpnl, o que provocou a formagao de 2 fragmentos (~ 1,1 e 7 kb) apds a
digestao (linha 3). Linhas: 1 e 4 - marcadores moleculares; (B) Eletroferograma obtido do sequenciamento
parcial do gene AGTI, confirmando a mutagdo D123G. O c6don modificado esta indicado (caixa) na figura.



300

310 3
RCGGCCATGAGATTGTAGCAA

70 330
A GCCAGCACT ATAG
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Figura 4.5 Verificacio da mutagdo no aminoacido R504 de Agtlp. O residuo Arginina-504 foi substituido
por uma alanina através de mutagénese sitio-dirigida. A seqiiéncia modificada estd indicada (caixa) no
eletroferograma do sequenciamento parcial da fita complementar (ndo codante) do gene AGT1, confirmando a

mutagao.
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desejadas no gene AGT1, a cepa LCMO003 foi transformada com os plasmideos portando as
diferentes mutacdes (plasmideos denominados E120A, D123G e R504A), como também com
os plasmideos controles pGRSd (sem o gene AGT1) e pGRSd-AGT1 (que carrega o gene
AGTI normal).

A Figura 4.6 mostra o perfil de utilizagdo de acucares pela cepa LCMO003
transformada com o plasmideo controle pGRSd. Como pode ser observado nesta figura, esta
cepa foi capaz de crescer em meios de cultura sintéticos contendo glicose ou maltose como
fonte de carbono, e de fermentar eficientemente ambos agucares. Isso se deve ao fato desta
cepa possuir os transportadores Hxt, que permitem a utilizagdo de glicose, bem como varios
transportadores de maltose (p.ex., MAL2I1, MAL31, vide ENTIAN e KOTTER, 1998;
VIDGREN et al., 2005). Além destes genes, o plasmideo contém o gene URA3 capaz de
complementar a mutacdo ura3-52 do genoma da cepa LCMO003 (vide Material ¢ Métodos),
permitindo o crescimento em meio sintético sem uracila e conseqliente manutencao do
plasmideo nas células. No entanto, as células da cepa LCMOO03 transformadas com o
plasmideo pGRSd nao foram capazes de crescer em meio de cultura contendo maltotriose
como fonte de carbono. Estas células ndo captaram o agticar do meio mesmo possuindo varios
transportadores Malx1p no seu genoma (Fig. 4.6).

Um perfil fenotipico diferente ¢ obtido quando a linhagem LCMO003 ¢ transformada
com o plasmideo pGRSd-AGT]1. A presenca da permease Agtlp, como mostra a Figura 4.7,
permitiu uma eficiente utilizagdo de maltotriose pelas leveduras, permitindo o rapido
crescimento nesta fonte de carbono. As células consumiram completamente o agticar presente
no meio, produzindo quantidades significativas (~ 4 g/L) de etanol. Estes resultados reforcam
a importancia de Agtlp para a eficiente fermentacdo de maltotriose por células de S.
cerevisiae, ja que as células sem a permease nao foram capazes de utilizar este acgtcar (Fig.

4.6; vide ALVES-JR, 2005). Portanto, a funcionalidade da permease Agtlp, ou de suas
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Figura 4.6 Utilizagdo de glicose, maltose e maltotriose pela cepa LCMO003 transformada com o plasmideo
PGRSd, que nio apresenta o gene AGTI. Nos tempos indicados, aliquotas dos meios foram retiradas e
utilizadas para a determinagdo do crescimento (A), do consumo de agtcares (B) e da produgdo de etanol (C)
pela cepa LCMO003 portando o plasmideo pGRSd em meio sintético contendo 2% de glicose (@), maltose (©)
ou maltotriose (A ) como fonte de carbono.
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Figura 4.7 Utilizacio de glicose, maltose e maltotriose pela cepa LCMO003 transformada com o plasmideo
pGRSd-AGT1. Nos tempos indicados, aliquotas dos meios foram retiradas e utilizadas para a determinagdo
do crescimento (A), do consumo de agucares (B) e da produgdo de etanol (C) pela cepa LCMO003 portando o
plasmideo pGRSd-AGT1 em meio sintético contendo 2% de glicose (®), maltose (0) ou maltotriose (A)
como fonte de carbono.
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mutantes, pode ser avaliada através do padrao de utilizacdo de maltotriose pelas células, sendo
que foram também analisados os agucares glicose e maltose como controles positivos do
crescimento e fermentacdo pelas leveduras (fenétipos independentes da permease Agtlp).

Conforme pode ser observado na Figura 4.8, as células de S. cerevisiae contendo a
permease mutante gerada pela substitui¢do do Glu-120 por alanina apresentaram um lento
crescimento em maltotriose, apds uma extensiva fase lag (>25 h), consumindo lentamente o
acucar (a maltotriose nem chega a ser totalmente consumida), sem ocorrer produ¢ao de etanol.
E importante salientar que foi demonstrado anteriormente que vérias linhagens de levedura,
incluindo inimeras cepas industriais, apresentam este padrdo de utilizacdo de maltotriose
(ALVES-JR 2005; STAMBUK et al., 2006; ZASTROW et al., 2000, 2001). Portanto, seria
extremamente interessante verificar se o gene AGTI presente nestas linhagens sdo, na
verdade, versdes mutantes (E120A) desta permease.

Por outro lado, a substituicdo do residuo Asp-123 por glicina (Figura 4.9) provocou
um fendétipo diferente: as células de S. cerevisiae cresceram normalmente em maltotriose, mas
o agucar foi consumido lentamente quando comparado a glicose ou maltose (ou inclusive se
comparado a utilizagcdo de maltotriose pela cepa portando a permease Agtlp nao mutada, vide
Fig. 4.7). Consequentemente, a produgdo de etanol caiu pela metade (~2 glL) quando
comparada a producdo de etanol pelas leveduras portando a permease Agtlp normal (Fig.
4.7). Este resultado sugere que as células contendo a permease mutante D123G estio
conseguindo crescer eficientemente em maltotriose direcionando parte desta fonte de carbono
para a respiragdo (metabolismo aerdbico), em detrimento do metabolismo fermentativo
caracteristico desta levedura.

Por ultimo, a mutacdo do residuo Arg-504 por alanina aboliu completamente o
crescimento celular em maltotriose, uma vez que as células foram incapazes de consumir essa

fonte de carbono (Figura 4.10), indicando que este transportador mutante ¢ nao funcional (o
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Figura 4.8 Utilizacdo de glicose, maltose e maltotriose pela cepa LCM003 transformada com o plasmideo
E120A. Nos tempos indicados, aliquotas dos meios foram retiradas e utilizadas para a determinagdo do
crescimento (A), do consumo de acucares (B) e da produgdo de etanol (C) pela cepa LCMO003 portando o
plasmideo E120A em meio sintético contendo 2% de glicose (@), maltose (0) ou maltotriose (A ) como fonte
de carbono.
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Figura 4.9 Utilizacdo de glicose, maltose e maltotriose pela cepa LCMO003 transformada com o plasmideo
D123G. Nos tempos indicados, aliquotas dos meios foram retiradas e utilizadas para a determinagdo do
crescimento (A), do consumo de agucares (B) e da produgdo de etanol (C) pela cepa LCMO003 portando o
plasmideo D123G em meio sintético contendo 2% de glicose (®), maltose (o) ou maltotriose (A) como

fontes de carbono.
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Figura 4.10 Utilizacdo de glicose, maltose e maltotriose pela cepa LCMO003 transformada com o
plasmideo R504A. Nos tempos indicados, aliquotas dos meios foram retiradas e utilizadas para a
determinacdo do crescimento (A), do consumo de agucares (B) e da produgdo de etanol (C) pela cepa
LCMO003 portando o plasmideo R504A em meio sintético contendo 2% de glicose (®), maltose (o) ou
maltotriose (A ) como fontes de carbono.
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fendtipo lembra a levedura carregando o plasmideo controle, sem AGT/). Como esperado, em
virtude de a cepa LCMO003 possuir os transportadores de glicose e maltose, a utilizagdo desses
acucares nao foi alterada por nenhuma das mutag¢des analisadas (vide Figuras 4.6 a 4.10).

Os resultados dos ensaios de crescimento descritos acima mostram que as mutagdes
nos diferentes residuos de aminoédcidos da permease Agtlp provocaram alteragdes na
capacidade de utilizacdo de maltotriose pela cepa LCMO003, seja diminuindo o consumo e
fermentagdo da maltotriose, ou até, no caso da constru¢do RS504A, causando uma
incapacidade de utilizar esta fonte de carbono. Como a utilizagdo de maltotriose pela levedura
requer o transporte ativo para o interior da célula (HAN et al., 1995; ZASTROW et al., 2001),
decidimos inicialmente avaliar a atividade de transporte da permease Agtlp com o substrato
pNPaG. Com este intuito, as células foram crescidas em meio minimo com maltose, agucar
normalmente metabolizado por todas as linhagens analisadas, o que permite o crescimento
eqiitativo de todas as cepas, mesmo das células portadoras de permeases mutantes.
Entretanto, de acordo com Hollatz e¢ Stambuk (2001), o substrato sintético pNPaG ¢
transportado apenas pela permease codificada pelo gene AGTI, e ndo ¢ transportado pelas
permeases codificadas pelos genes MALxI. Desta forma, o ensaio colorimétrico utilizando
pNPaG permite avaliar a importancia de cada aminoacido mutado para o transporte ativo do
acucar realizado por esta permease.

Conforme pode ser observado na Figura 4.11, a mutagdo R504A ocasionou a total
perda da atividade de transporte de pNPaG pelas células, tendo em vista que apresentou
velocidades de transporte similares as obtidas com as células sem o transportador Agtlp
(LCMO003 transformada com o plasmideo pGRSd). Esses dados estdo de acordo com os
observados na Figura 4.10, uma vez que o mutante R504A apresentou perda total da
capacidade de utilizagdo de maltotriose do meio pelas células de levedura. Em contrapartida,

os mutantes E120A e D123G apresentaram atividades de transporte de pNPaG inferiores a
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Figura 4.11 Atividade de transporte da permease Agtlp. A atividade de transporte da permease codificada
pelo gene AGTI e pelos seus respectivos mutantes presentes na cepa LCMO03 foi determinada apds o
crescimento das leveduras em meio minimo, contendo 2% de maltose, e utilizando o substrato sintético
pNPaG, como descrito em Material ¢ Métodos. Como controle negativo foram utilizadas células da cepa
LCMO003 transformada com o plasmideo pGRSd, o qual ndo possui a permease Agtlp.
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observada para o transportador ndo mutado (queda de ~60% e ~50%, respectivamente). Estes
resultados refor¢cam os resultados fenotipicos obtidos (vide Figs. 4.6 a 4.9), e apontam para
uma clara correlagdo entre a atividade de transporte de pNPaG e o perfil de utilizagdo e
fermentag¢ao de maltotriose por S. cerevisiae.

Como o ensaio colorimétrico de determinagdo do transporte de pNPaG depende
também da hidrolise intracelular do substrato pela enzima a-glicosidase (maltase), avaliamos
também esta atividade enzimatica (utilizando pNPaG, maltose e maltotriose como substrato)
nas mesmas células utilizadas para a determinagdo da atividade da permease Agtlp mostradas
na Figura 4.11. Como pode ser observado na Figura 4.12, a atividade de hidrélise de
maltotriose foi menor do que a atividade de hidrélise de maltose e pNPaG, o que estad de
acordo com Zastrow et al. (2000) e Alves-Junior (2005), que mostraram que a afinidade da a-
glicosidase pela maltotriose ¢ menor que a afinidade dessa enzima pelos outros substratos
testados. Entretanto, a atividade de hidrolise de cada substrato pela a-glicosidase foi
semelhante em todas as células, portando ou ndo a permease, ou mesmo com as substituigdes
nos residuos selecionados, confirmando que a alteracdo no fenotipo da cepa LCMO003 foi
devido a uma variagdo no transporte ativo dos agucares através da membrana (Fig. 4.11), e
ndo ao nivel de hidrélise intracelular do agticar (Fig. 4.12).

A seguir determinamos a atividade de co-transporte agticar-H' nas diferentes linhagens
contendo a permease Agtlp ou suas versdes mutantes (Figura 4.13). Podemos verificar que
todas as cepas apresentaram altas velocidades de simporte maltose-H™ (38 + 5 nmoles [mg
célula]”’ min™), independentemente da presenga ou ndo da permease Agtlp. Ja no caso dos
outros a-glicosideos, as velocidades de co-transporte com H' apresentam valores menores do
que com maltose, sendo que significativas diferengas foram obtidas para cada permease
mutada. Em geral, verificamos os mesmos perfis de atividade de co-transporte H'-agucar e na

determinagdo da atividade utilizando o pNPaG (vide Fig. 4.11), principalmente no caso da
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maltotriose. As atividades de H'-simporte com sacarose, trealose e a-metil glicosideo obtidos
com as diferentes permeases (Fig. 4.13) mostram uma evidente redug¢do do transporte ativo
desses agucares em todos os mutantes, quando comparados a Agtlp normal, sendo que o
transporte de sacarose foi aparentemente o mais afetado.

De qualquer forma, os dados apresentados na Figura 4.13 também condizem com os
perfis de utilizagdo de maltose e maltotriose mostrados anteriormente (Figs. 4.6-4.10), uma
vez que as mutacgdes ndo alteraram a utilizagdo de maltose, € os mutantes que tiveram maior
dificuldade para transportar a maltotriose foram os que apresentaram, proporcionalmente,

menor capacidade para fermentar esse agucar.
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Figura 4.12 Atividade o-glicosidase na cepa LCMO003 contendo os diferentes plasmideos. Apds o
crescimento das leveduras portando os plasmideos indicados em meio minimo contendo 2% de maltose, foi
determinada a atividade a-glicosidase nas células permeabilizadas como descrito em Material e Métodos,
utilizando maltotriose (A), maltose (B) ou pNPaG (C) como substrato.
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Figura 4.13 Atividade de transporte ativo de maltose, trealose, maltotriose, sacarose e a-metil glicosideo.
Apds o crescimento das leveduras, portando os plasmideos citados, em meio minimo contendo 2% de
maltose, a atividade de simporte agticar-H" foi determinada pelo influxo de prétons nas células de leveduras
incubadas com 10 mM dos agtcares indicados, como descrito em Material e Métodos.
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No intuito de ter uma visao mais detalhada de quais pardmetros cinéticos do transporte
ativo de acticares estariam sendo afetados pela mutagdo D123G, determinamos a atividade de
H'-simporte com varias concentragdes de sacarose e maltotriose por células da cepa LCM003,
portando os plasmideos pGRSd-AGT1 ou D123G, crescidas em maltose (Figura 4.14). A cepa
portando o plasmideo pGRSd-AGT1 apresentou atividade de transporte ativo de sacarose por
dois sistemas distintos, um com alta afinidade (K, ~7 mM) mediado pela permease Agtlp, e
outro com baixa afinidade pelo substrato (K, ~100 mM) provavelmente mediado pelos
transportadores Mal21p e Mal31p presentes nesta levedura (vide BATISTA et al., 2004;
STAMBUK et al., 1999).

O mutante D123G apresentou apenas o transporte de baixa afinidade, sugerindo que a
mutagdo no aspartato-123 teria provocado a perda da capacidade do transportador Agtlp de
transportar sacarose, ou entdo, teria alterado a afinidade do transportador pelo substrato
transformando-o em um transportador com baixa afinidade para a sacarose. A cinética do
transporte ativo de maltotriose pela linhagem LCMO003 portando o plasmideo pGRSd-AGT1
mostra apenas um unico componente de baixa afinidade (K, ~20 mM), confirmando que o
gene AGTI codifica para um transportador com baixa afinidade para este agucar (STAMBUK
e DE ARAUIJO, 2001). Neste caso, a mutacdo no residuo Asp-123 provocou uma menor
atividade de transporte de maltotriose pela permease, apresentando aproximadamente metade
da Vax observada para a permease Agtlp normal, aparentemente sem ter afetado a afinidade
pelo substrato.

Logicamente que os resultados cinéticos mostrados acima sdo prejudicados pela
presenga dos transportadores MALxI na linhagem LCMO003, transportadores que podem
transportar tanto a sacarose como, provavelmente, a maltotriose, com baixa afinidade.

Idealmente, estas cinéticas de transporte deverdo ser realizadas em linhagens de levedura
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Figura 4.14 Cinética do transporte ativo de sacarose e maltotriose pela cepa LCM003 transformada com
pGRSd-AGT1 ou D123G. O co-transporte de H' com sacarose, ou maltotriose, foi determinado com as
concentragoes do substrato indicadas e células crescidas em meio sintético contendo 2 % de maltose,

portando o plasmideo pGRSd-AGT1 (o) ou D123G (e).
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contendo s6 a permease Agtlp (ou suas mutantes) como Unico transportador de a-glicosideos,
portanto, sem a interferéncia de outros transportadores. Da mesma forma, seria necessario
determinar se com alguns dos mutantes ndo ocorreu o desacoplamento do transporte do H' e
acucar (ABRAMSON et al., 2003a, 2003b; GUAN e KABACK, 2006). Neste caso, os ensaios
de transporte do agucar marcado radioativamente e do H'-simporte terdo que ser realizados
nas mesmas células, permitindo calcular a estequiometria do co-transporte.

Finalmente, como as mutagdes provocaram a perda total da atividade ou reduziram
consideravelmente a atividade da permease, era necessario verificar se as mutagdes
introduzidas nos transportadores ndo estariam provocando problemas na sintese e/ou
encaminhamento correto da proteina até a membrana plasmatica via reticulo endoplasmatico
rugoso (KOTA et al., 2007; PIZZIRUSSO e CHANG, 2004; SHERWOOD e CARLSON,
1999). Por outro lado, as mutagdes poderiam afetar a permanéncia da proteina na membrana
plasmatica, sendo que o processo de inativacdo (envolvendo a fosforilagdo, ubiquitinagdo e
endocitose para posterior degradacdo vacuolar) ja foi descrito tanto para os transportadores
codificados pelos genes MALx1, quanto para o0 AGTI (BRONDIJK et al., 1998; HOLLATZ ¢
STAMBUK, 2001; MEDINTZ et al. 2000; STAMBUK, 2001;).

Com o proposito de verificar a localizacdo celular das permeases normais e mutantes,
fusionamos o epitopo GFP na extremidade C-terminal de Agtlp através de recombinacao
homologa e metodologias baseadas em PCR (PETRACEK e LONGTINE 2002; STAMBUK,
2001). Para isso, um fragmento linear de DNA com ~2,4 kb foi gerado (Figura 4.15),
portando o gene GFP e o gene kan', flanqueados por regides homologas a regido C-terminal
do gene AGTI e ao terminador PGK localizado apds o gene AGTI presente no plasmideo
pGRSd-AGT1 (vide Figura 4.15). Apods transformagdo com o moédulo GFP-KanMX, as
colonias foram selecionadas em meio rico YP contendo glicose e Geneticina e,

posteriormente, analisadas por PCR para verificar a correta integracdo do moddulo nos
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plasmideos. A amplificagdo de uma banda de ~ 2,1 kb utilizando primers verificadores
(Figura 4.15) permitiu confirmar a correta inser¢do do moddulo de fusdo de GFP na
extremidade C-terminal da permease Agtlp contida em cada plasmideo (que passaram a
receber a denominacdo xxxx-GFP). Analisando as células de levedura portando os
plasmideos-GFP, pré-crescidas em meio sintético contendo maltose, através de microscopia
de fluorescéncia (Figura 4.16) pode-se verificar a presenga de fluorescéncia em toda
superficie celular das leveduras contendo os diferentes plasmideos, o que indica que as
mutagdes em questao ndo alteraram a correta sintese e localiza¢do da proteina transportadora.
Cabe salientar que células da linhagem LCMO03 carregando os diferentes plasmideos
mutantes fusionados a GFP mostraram os mesmos fenodtipos na utilizagdo de maltotriose ja

descritos anteriormente (dados ndo mostrados, e vide Figs. 4.7 a 4.10 acima).

2322pb

Figura 4.15 Construcdo do médulo GFP-KanMX e confirmacio da correta integracio do médulo nos
plasmideos pGRSd-AGT1, D123G, E120A e R504A. Eletroforese em gel de agarose mostrando a
amplificagdo por PCR (A) do modulo GFP-KanMX (linha 2), com ~2,4 kb, e confirmagdo (B) da fusdo da
GFP com a extremidade 3" do gene AGT! presente nos plasmideos pGRSd-AGTI1-GFP, D123G-GFP,
E120A-GFP e R504A-GFP (linhas 2 a 5, respectivamente) utilizando os oligonucleotideos AGT1-R504A-F e
V-Kanr-R, que produzem um fragmento de ~2,1 kb. Em ambos os paineis na linha 1 encontramos o marcador
MHindl11 (A) ou AMHind 111 + Eco RI (B).
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Figura 4.16 Localizacido das permeases Agtlp normal e mutantes, fusionadas a2 GFP, na cepa LCM003 de
Saccharomyces cerevisiae. Fotomicrografias representativas de células de leveduras, pré-crescidas em
maltose, carregando, respectivamente, os mutantes R504A-GFP (A e E), D123G-GFP (B e F), E120A-GFP
(C e G) e a permease AGT1-GFP (D e H). Os painéis A-D mostram imagens de fluorescéncia, enquanto E-H
s80 micrografias em contraste de fase.
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Desta forma, nossos resultados indicam que os aminoacidos E-120, D-123 ¢ R-504
estdo envolvidos no simporte agticar-H' realizado pela permease Agtlp de Saccharomyces
cerevisiae. Tais dados também estdo de acordo com trabalhos anteriores referentes a
caracterizagdo do mecanismo de co-transporte de outros transportadores da superfamilia MFS.
No caso do transportador codificado pelo gene LacY (ABRAMSON et al., 2003a;
FRILLINGOS et al., 1998; GUAN e KABACK, 2006; MIRZA et al., 2006; SAHIN-TOTH et
al., 2000; VENKATESAN e KABACK, 1998), diversos estudos mostraram que residuos de
glutamato, arginina e histidina sdo indispensaveis para o simporte lactose-H" efetuado por
essa permease de E. coli. Por outro lado, segundo Huang et al. (2003), dois residuos de
arginina s3o indicados como os responsaveis pela ligagdo do substrato durante o processo de
transporte mediado pelo transportador glicerol-3-fosfato (GlpT), um antiporte com fosfato. E
ainda, recentemente, Vadyvaloo et al. (2006) mostrou que o transportador de sacarose (CscB)
de E. coli possui uma organizacao estrutural dos residuos envolvidos na ligagdo do agucar e
na translocagio do H' semelhante ao transportador LacY, e estes residuos, quando
substituidos por mutagénese sitio-dirigida, refletiram em diferengas na especificidade ¢ na
afinidade pelo substrato, e no caso da mutacao do residuo Glu-270, abolicdo da atividade de
transporte de sacarose.

Como pudemos perceber, para a permease Agtlp em estudo, a substituicdo da Arg-504
por uma alanina aboliu completamente a atividade de transporte pela permease Agtlp, o que
pode ser observado pela incapacidade da cepa portando este mutante de utilizar maltotriose,
como também pela auséncia da atividade de transporte de pNPaG ou de outros a-glicosideos
por estas células. Por outro lado, as permeases mutantes geradas pela substituicdo do Asp-123
por glicina ou do Glu-120 por alanina ndo impediram o crescimento em maltotriose, apesar de
terem ocasionado menores taxas de consumo desse a-glicosideo quando comparadas ao

~ r ~ + .
transportador ndo mutado. Para estas células, a translocacdo de H™ parece estar sendo mais
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afetada, ja que os ensaios de co-transporte (que levam em consideragdo o influxo de prétons)
foram os que mostraram uma maior diminui¢do na atividade de transporte, ou até mesmo

atividade nula no caso da sacarose.
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4.2 Modelo estrutural de Agtlp e mecanismo proposto para o simporte a-glicosideo-H"

Como descrito anteriormente, poucas estruturas de alta-resolucdo de transportadores
da MFS foram publicadas: o transportador LacY (ABRAMSON et al., 2003a, 2003b), o
transportador GlpT (HUANG et al., 2003) e o transportador EmrD (YIN et al., 2006). Apesar
da baixa similaridade entre as seqiiéncias, esses transportadores apresentam estruturas com
dobramentos muito similares, o que sugere a existéncia de um arcabougo comum a todos os
transportadores da superfamilia MFS com 12 TMs (VARDY et al., 2004). Deste modo,
muitos trabalhos tém utilizado modelos tridimensionais, baseados principalmente nas
estruturas conhecidas de LacY e GlpT, para a andlise de proteinas transportadoras (vide
LAGERSTEDT et al., 2004; SALAS-BURGOS et al., 2004).

Visando simular o arranjo tridimensional de Agtlp e localizar os aminoacidos
substituidos no transportador, construimos um modelo tridimensional tedrico da permease
baseado na estrutura resolvida de LacY. Para a identificacdo das seqiiéncias homdlogas com
estruturas conhecidas que poderiam ser utilizadas como moldes, e para o alinhamento das
seqiiéncias, utilizamos o server HHpred (http://toolkit.tuebingen.mpg.de/hhpred). A estrutura
de LacY foi utilizada como molde e o alinhamento entre as duas seqiiéncias foi usado para
calcular o modelo 3D da permease Agtlp através do programa MODELLER 9vl
(http://www.salilab.org/modeller). Para o alinhamento e predi¢do da estrutura de Agtlp foram
removidas as regides citoplasmaticas N e C-terminal, com o proposito de aumentar o grau de
similaridade, e além desta alteracdo, nenhuma outra otimiza¢ao manual foi feita.

A Figura 4.17 mostra uma representacdo do modelo estrutural de Agtlp. Pode-se
observar as 12 hélices transmembrana organizadas em 2 blocos, sendo que os TMs 1, 2, 4, 5,
7, 8, 10 e 11 estdo formando a cavidade hidrofilica, enquanto os TMs 3, 6, 9 e 12 ficam
localizados mais externamente. Os dominios N e C-terminal estariam voltados para o

citoplasma, como previsto para os transportadores pertencentes 8 MFS. Na Fig. 4.17 também
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Figura 4.17 Representacio do modelo estrutural de Agtlp. A estrutura tridimensional para o transportador
Agtlp foi construida por comparagdo com a estrutura conhecida de LacY. (A) Visdo lateral da proteina
mostrando as posi¢des relativas das hélices, e em (B) estdo marcados os residuos de aminoacidos (E120,
D123, E167, R504 e I505) que poderiam estar envolvidos na atividade de transporte. (C) Visdo frontal da
permease mostrando os 12 TMs formando a cavidade hidrofilica, e em (D) a localizagdo dos residuos
proximos a cavidade.
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estdo representados os residuos de aminoacidos analisados no presente trabalho, além da
isoleucina-505 e glutamato-167, residuos possivelmente envolvidos na atividade de transporte
(vide abaixo).

O modelo construido para a permease Agtlp satisfaz consideragdes observadas em
estudos que mostram a localizacdo de diferentes motivos ou residuos de aminoacidos
conservados nas proteinas pertencentes a MFS, como por exemplo, o motivo RXGRR que ¢
encontrado nas algas entre os TMs 2 ¢ 3 e os TMs 8 ¢ 9 (PAO et al., 1998). No caso da
permease Agtlp, apenas a alca entre os TMs 8 e 9 apresenta este motivo parcialmente
conservado (RXGR). Outro motivo comumente presente entre os TMs 7 e 8 de
transportadores de actcares de leveduras ¢ RAG (sendo que R pode estar substituido por K),
motivo este presente em Agtlp, além de dois possiveis sitios de fosforilagao (Ser-301 e Tre-
369) que estdo conservados na alga citoplasmatica, entre os TMs 6 e 7, em localizagao
conservada com os transportadores de maltose codificados pelos genes MALxT (BRONDIJK
et al., 1998).

Os residuos de aminoacidos Glu-120, Asp-123 e Arg-504, substituidos no presente
estudo por mutagénese sitio-dirigida, estdo localizados nos TMs I e XI, conforme
representado no modelo em 3D da proteina Agtlp (Fig. 4.17). No modelo tridimensional
construido para a permease, todos estes residuos estdo proximos a cavidade hidrofilica por
onde provavelmente ocorre a translocacdo do substrato. De acordo com os resultados, os 3
residuos mutados Glu-120, Asp-123 e Arg-504 estdo envolvidos na atividade de transporte
acucar-H' realizada pela permease Agtlp. A substituicio de Arg-504 por um aminoacido
neutro aboliu completamente a atividade de transporte, portanto este residuo parece ser
necessario para a ligagdo dos substratos e/ou processo catalitico envolvido no transporte
(mudanga conformacional envolvida na abertura da cavidade hidrofilica para o outro lado da

membrana). Segundo Guan e Kaback (2006) e Venkatesan e Kaback (1998), diferentemente
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das mutacdes em residuos importantes para a ligacdo do agtcar que inativam o transportador,
permeases mutantes nos residuos envolvidos com a ligagdo do préton podem continuar
catalisando a translocagdo do agucar, porém geralmente a afinidade ¢ comprometida. Nossos
resultados mostram que as mutagdes nos residuos Glu-120 e Asp-123 permitiram a utilizagao
de maltotriose pela levedura, apesar de menores velocidades de consumo ser observadas.
Nestas células, os ensaios de co-transporte (que levam em consideragdo o influxo de prétons)
foram os mais afetados, sugerindo que esses residuos possivelmente estdo envolvidos com a
translocacdo de H'.

Entretanto, analisando o modelo estrutural do transportador Agtlp (vide Fig. 4.17),
pode-se observar que o outro residuo carregado Glu-167 (ndo mutagenizado por nao estar
conservado entre os varios transportadores de a-glicosideos) esta localizado no TM II
préximo ao residuo Arg-504, o que poderia sugerir a formagao de uma ponte salina entre estes
dois residuos, contribuindo para a mudanga conformacional da proteina da orientagdo com a
face voltada para o periplasma para a orientacdo com a face voltada para o citoplasma. Assim,
o rompimento da possivel ponte salina entre estes dois residuos, provocada pela substitui¢ao
de Arg-504 por um residuo neutro, levaria a perda do sitio de ligacdo do substrato, e
consequentemente, auséncia de mudangas conformacionais, o que explicaria a incapacidade
de catalisar o transporte do agucar. Contudo, estudos de mutagénese sitio-dirigida de E-167
sd0 necessarios para esclarecer o papel deste residuo na atividade de transporte da permease.

Durante o desenvolvimento do presente trabalho, Vidgren e colaboradores (2005)
descreveram uma série de alelos do gene AGTI presentes em leveduras de cervejaria Ale e
Lager. No caso das leveduras Lager, o gene AGT1 apresentava a inser¢ao de uma timina extra
na posi¢ao 1183 (contando a partir do primeiro nucleotideo da regido codificante do gene), o
que provoca uma mudanca de fase e, consequentemente, a produgcdo de um polipetideo

truncado ndo funcional com apenas 394 aminoacidos. As leveduras Ale apresentaram também
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polimorfismos na sequéncia do gene, responsaveis pela substituicdo de ~ 28 residuos de
aminoacidos na permease Agtlp (VIDGREN et al., 2005). Embora algumas dessas
substitui¢des ocorrem em segmentos transmembrana que formam a cavidade hidrofilica onde
o substrato deveria ligar (p.ex. L164Q, M168T ¢ T175P no TM-I; 1215V ¢ 1219M no TM-II;
L409V no TM-V; A488T no TM-VII e L5091 no TM-VIII), a maioria destas variagdes sao
neutras e fica dificil correlaciona-las com possiveis alteracdes na atividade destes alelos da
permease Agtlp. Lamentavelmente, estes alelos ndo foram analisados em detalhe quanto as
suas propriedades cinéticas.

J& num trabalho mais recente, Smit et al. (2007) investigaram diferencas nas
seqiiéncias de transportadores codificados pelo gene AGTI de cepas industriais e de
laboratorio, e relacionaram estas diferencas com a capacidade destes alelos da permease de
transportar maltotriose e pNPaG. Interessantemente, a cepa mais eficiente na utilizacdo de
maltotriose portava o gene AGT1 com algumas mutagdes pontuais, muitas delas ja descritas
acima (vide VIDGREN et al., 2005), mas apresentava uma substituicdo nova (IS05T) na
sequéncia da permease capaz de transportar melhor os agticares (SMIT et al., 2007). Estes
resultados vao de encontro com a importancia do residuo de aminodcido R504 para a
atividade de transporte revelada no presente trabalho, sugerindo que Arg-504 ¢ Ile-505 fazem
parte do sitio de ligagdo do aglicar na permease Agtlp, e que possivelmente, a substitui¢ao de
[le-505 por uma treonina poderia facilitar o reconhecimento do actcar ou aumentar a
afinidade da permease pelo substrato.

Considerando todas as observagdes apresentadas no presente trabalho e os dados
publicados para os transportadores LacY, GlpT e EmrD (ABRAMSON et al., 2003a, 2003b;
GUAN e KABACK, 2006; HUANG et al., 2003; MIRZA et al., 2006; YIN et al., 2006),
propomos um mecanismo para o simporte agucar-H' realizado pela permease Agtlp (Figura

4.18). Na auséncia do agucar, o transportador Agtlp na conformagdo com a face voltada para
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o periplasma ¢ instavel e possivelmente o residuo Glu-167 encontra-se protonado.
Provavelmente, o agucar ¢ reconhecido pela regido envolvendo este residuo e também
Arg-504 e Ile-505. Uma vez ligado o substrato, ocorreria a forma¢do de uma ponte salina
entre Arg-504 e Glu-167, provocando a desprotonagdo do residuo Glu-167, e a inducdo da
transicdo conformacional para a orientagdo da proteina com a face voltada para o interior
onde o proton passa a ser partilhado entre os residuos Glu-120 e Asp-123. Por fim, o substrato
¢ liberado para o interior do citoplasma, e a ponte salina entre Arg-504 e Glu-167 é quebrada.
Entdo, o préton ¢ finalmente liberado no interior da célula e a conformagdo da permease volta
para a orientacdo com a face da proteina voltada para o periplasma.

Desta forma, nossos dados sugerem que os aminoacidos Glu-120, Asp-123 e Arg-504
estdo envolvidos no simporte agticar-H' realizado pela permease Agtlp de Saccharomyces
cerevisiae. Possivelmente, Glu-167, e Ile-505, também seriam importantes para o processo,
participando tanto na ligagdo do substrato como na ligagao do proton. Portanto, novos estudos
de mutagénese destes residuos seriam necessarios para elucidar em maior detalhe o

mecanismo de transporte de a-glicosideos mediado pela permease Agtlp.
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Figura 4.18 Mecanismo proposto para o transporte acticar-H" através da permease Agtlp. Residuos de
aminoacidos considerados importantes para a atividade de transporte estdo representados na figura. Pontes
salinas entre os residuos sio mostradas como linhas vermelhas; o proton (H") e o substrato (S) sdo mostrados
em verde e vermelho, respectivamente. (A) Na conformacdo voltada para o exterior, Agtlp deve ser instavel e
provavelmente E167 ¢ protonado (B); o agucar é reconhecido por 1505, R504 ¢ E167, e o préton passa a ser
partilhado pelos residuos E167 e D123 (C). A seguir uma ponte salina ¢ formada entre R504 e E167, e o
proton passa a ser partilhado por E120 e D123 (D), ocorrendo a transi¢do conformacional da proteina para a
orientagdo com a face voltada para o citoplasma. O substrato ¢ liberado para o citoplasma, e a ponte salina é
quebrada (E). Entdo, finalmente o préton ¢ liberado (F), e a conformacgao da proteina retorna para a orientagao
com a face voltada para o periplasma (A).
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5 Conclusoes e perspectivas futuras

A otimizacdo do processo fermentativo depende da eficiente utilizagdo dos agucares
pela levedura S. cerevisiae, sendo que o passo inicial neste processo ¢ o transporte dos a-
glicosideos para o interior das células através de proteinas transportadoras presentes na
membrana plasmatica. A permease Agtlp ¢ um importante transportador de S. cerevisiae,
capaz de transportar uma grande variedade de a-glicosideos, incluindo maltose, maltotriose e
sacarose, que sdo os agucares predominantes nos processos industriais de panificacao,
cervejaria e producdo de alcool combustivel ou bebidas alcodlicas. Dessa forma, almejando-se
uma melhor compreensdo dos detalhes moleculares do processo de transporte de ao-
glicosideos realizado pela permease Agtlp de S. cerevisiae, investigou-se os residuos de
aminoacidos que poderiam estar envolvidos com a atividade de co-transporte H'-agticar.

Os resultados obtidos no presente trabalho indicam que os residuos Glu-120, Asp-123
e Arg-504 estdo envolvidos com a atividade de transporte da permease Agtlp. Células da
levedura LCMO003, portando a permease mutada no residuo Arg-504 (R504A), foram
incapazes de utilizar maltotriose, indicando que esta permease encontra-se nao-funcional. De
fato, a muta¢do neste residuo aboliu completamente a atividade de transporte ativo de varios
acucares normalmente transportados pela permease Agtlp. Ja os transportadores mutados nos
residuos Glu-120 ou Asp-123 conseguiram crescer em meio com maltotriose como fonte de
carbono, apesar de apresentarem menores velocidades de consumo do aglicar, € menor
producdo de etanol. No caso da mutacdo no residuo Glu-120 (E120A), a atividade de
transporte foi mais afetada, sendo que o actcar foi consumido lentamente apds uma
significativa fase /ag e praticamente nenhum etanol foi produzido. As permeases mutadas
nestes residuos apresentaram atividades de transporte do substrato sintético pNPaG menores
do que o transportador ndao-mutado, condizentes com os fendtipos encontrados para a

utilizagdo da maltotriose. As atividades de co-transporte agticar-H', determinadas pelo influxo
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de prétons nas células, indicam que estes residuos seriam importantes para a translocagao do
proton. Portanto, seria interessante fazer ensaios de transporte com agucares marcados
radioativamente, paralelamente aos ensaios de co-transporte de prétons, para observar a
estequiometria do processo, 0 que permitiria, por exemplo, observar se estd ocorrendo
desacoplamento entre o transporte do aglicar e a captagdo do H'. Além disso, observar as
cinéticas de transporte em linhagens portando apenas Agtlp como transportador de a-
glicosideo (ou os mutantes derivados), seria extremamente relevante para analisar os efeitos
das mutag¢des sem nenhuma interferéncia de outros transportadores.

Conforme observado no modelo tedrico da permease Agtlp, outros aminoacidos
também poderiam estar envolvidos com a atividade de transporte, como ¢ o caso do residuo
Glu-167 (que possivelmente interagiria com o residuo Arg-504), ou ainda o residuo Ile-505,
para o qual foram recentemente descrito alelos em permeases com atividade de transporte
incrementada. Desta forma, a substituicdo desses residuos por mutagénese sitio-dirigida,
como também a constru¢do de duplos mutantes, permitird melhor compreender o mecanismo

de transporte de acucares realizado pela permease codificada pelo gene AGT].
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Baixar livros de Literatura

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

Baixar livros de Medicina

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

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

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

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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