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RESUMO

da Silva, M. A. Metabolismo de o-metil glicosidio em
Saccharomyces cerevisiae. 2007. 62p. Dissertacdo de Mestrado -
Programa de Poés-Graduacdo em Ciéncias Biologicas (Bioquimica).
Instituto de Quimica, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo.

O transporte de oa-metil glicosidio (a-MG) em Saccharomyces
cerevisiae foi recentemente reportado como transporte ativo, do tipo
simporte de a-MG com H* mediado pela permease Agtilp.

A cepa AP77-11B (cepa selecionada em nosso laboratoério)
transporta **C-a-MG pelo mecanismo descrito como difusdo facilitada
porque ndo existe co-transporte de H™ durante o transporte de a-MG. Os
genes HXT1-HXT17 pertencem a familia dos transportadores de hexoses
em Saccharomyces cerevisiae. Entdo, noOs decidimos investigar a
possibilidade que o transporte de o-MG poderia ser mediado pelos
transportadores de hexoses.

NO6s demonstramos que cepa MC966A (tipo selvagem), KY73
(isogénica com MC966A mas deletada nos HXT1-7), BSY08 (isogénica com
KY73 com o AGT1 deletado), BSY09 (isogénica com MC966A com o AGT1
deletado) e a EBY.VW4000 (hxtl-17 agtl gal2-null), ndo cresceram em
a-MG como fonte de carbono. Além disso, estas cepas ndo transportaram
o-MG por difusdo facilitada quando as células foram cultivadas em meio
com maltose, levando-nos a concluir que os transportadores de hexoses
nao estavam envolvidos no transporte de o-MG.

NOs observamos que a cepa AP77-11B apresentou alta atividade de
a-metilglicosidase periplasmica quando as células foram cultivadas em
a-MG. Esta atividade enzimatica foi ensaiada usando um método descrito
primeiramente para invertase periplasmica, no qual as células eram
incubadas com fluoreto de sodio, um inibidor da enolase, antes da
incubacdo com a-MG. Entdo, a glicose produzida durante a hidrélise do
a-MG poderia ser determinada. A atividade extracelular s6 esti presente
em células cultivadas em a-MG. Células de-reprimidas ndo mostraram

atividade de a-metilglicosidase.



Os parametros cinéticos determinados para o-metilglicosidase,
indicaram que esta enzima tem baixa afinidade para o o-MG. Além do
mais, a atividade especifica da a-metilglicosidase periplasmica aumentou
ao longo da curva de crescimento em o-MG.

Os resultados reportados mostraram que existem duas vias de
utilizacdo de a-MG em Saccharomyces cerevisiae. Uma via € mediada pela
Agtlp, responsavel pelo transporte ativo de o-MG. Na outra via, a
a-metilglicosidase é secretada para o espaco periplasmico das células.
Entdo, a glicose produzida pela hidrdlise do a-MG é transportada pelos

transportadores de hexoses por difusao facilitada.

Palavras-chave: o-metil glicosidio, permease Agtlp, Saccharomyces

cerevisiae, transporte ativo, difusdo facilitada, a-metilglicosidase.



ABSTRACT

da Silva, M. A. a-Methyl Glucoside Metabolism in Saccharomyces
cerevisiae. 2007. 62p. Masters Thesis - Graduate Program in
Biochemistry. Instituto de Quimica, Universidade de S&o Paulo, S&do Paulo.

a-Methyl glucoside (a-MG) transport in Saccharomyces cerevisiae
was previously reported to be an active transport, a H -symport mediated
by the Agtlp permease.

Strain AP77-11B (a strain obtained in our laboratory) takes up **C-
a-MG by a mechanism which was ascribed to be facilitated diffusion since
there is no H'-cotransport during the a-MG uptake. The HXT1-HXT17
genes belong to a family of hexose transporters in Saccharomyces
cerevisiae. Therefore, we decided to investigate the possibility that a-MG
transport could be mediated by hexose transporters.

We demonstrated that strains MC966A (w.t.), KY73 (isogenic to
MC966A but hxtl-hxt7-null), BSYO8 (isogenic to KY73 with AGT1 deleted),
BSY09 (isogenic to MC966A with AGT1 deleted) and even strain
EBY.VW4000 (hxtl-hxtl7 agtl gal2-null), were not able to grow on o-MG
as the sole carbon source. Moreover, none of them presented a-MG
transport by facilitated diffusion when the strains were grown on maltose
leading us to conclude that the HXT glucose transporters were not
involved in a-MG transport.

We found that strain AP77-11B displayed a high periplasmic
a-methylglucosidase activity when cells were grown on o-MG. This
enzymatic activity was assayed using a method first described for
periplasmic invertase in which cells were incubated with sodium fluoride,
an inhibitor of enolase, prior to the incubation with a-MG. Then the
glucose produced during a-MG hydrolysis could be accurately measured.
The extracellular activity was present only in cells grown on o-MG.
Glucose derepressed cells did not show periplasmic a-methylglucosidase

activity.



a-Methylglucosidase kinetic parameters indicated that this enzyme
has a low affinity for the a-MG substrate. Moreover, the specific activity
increased during growth on a-MG.

The results reported here showed that there are two distinct
pathways for o-MG assimilation in Saccharomyces cerevisiae. One
pathway is mediated by Agtlp permease, responsible for active a-MG
transport. In the other pathway a-methylglucosidase is secreted to the
cell periplasmic space. Thus, the glucose produced there by o-MG
hydrolysis is transported to the cytoplasm via the hexose transporters by

facilitated diffusion.

Keywords: o-Methyl glucoside, Saccharomyces cerevisiae, -

methylglucosidase, active transport, facilitated diffusion, Agtlp permease.
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1. INTRODUCAO
1.1. Transporte de a-glicosidios

A levedura Saccharomyces cerevisiae € um microrganismo muito
utilizado nas industrias de panificacdo, alcool combustivel e bebidas
alcodlicas, devido a sua extraordinaria capacidade de fermentar uma
grande variedade de acgucares (Cavalieri et. al., 2003 e Ingledew,
1993).

Durante o crescimento em meio liquido contendo glicose como
fonte de carbono, verificam-se duas fases: Fase inicial de crescimento
exponencial, onde as células reprimidas pela glicose consomem grande
parte do acucar por metabolismo anaerdbico produzindo etanol,
mesmo na presencga de oxigénio. Quando mais de 50% da glicose do
meio ja foi consumida, inicia-se a segunda fase de crescimento
conhecida por fase de transicdo ou diauxia. Esta fase é caracterizada
por uma queda na taxa de crescimento e inicio da de-repressao das
células. As células assimilam o etanol do meio e o metabolizam
aerobicamente ocorrendo uma queda na taxa de crescimento (Fiechter
et al., 1981).

A S. cerevisiae quando cultivada em laboratorio, sob condicoes
controladas, utiliza preferencialmente mono e dissacaridios como fonte
de carbono. Como a membrana plasmatica destas células tem a

mesma estrutura que a descrita para outras membranas bioldgicas,
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uma bicamada de fosfolipidios contendo proteinas (em Stambuk,
1995), a permeabilidade a estes agucares é quase nula e portanto, sao
necessarios mecanismos de transporte para a captacdao destes
acucares pelas células.

Dois mecanismos de transporte para carboidratos foram
identificados em células de levedura: a difusao facilitada e o transporte
ativo (Okada & Halvorson, 1964; Serrano, 1977; Lagunas, 1993). O
transporte de glicose e de outros monossacaridios como frutose e
manose, ocorre por difusdo facilitada e ¢é mediado pelos
transportadores de hexoses (revisto por Lagunas, 1993 e Boles &
Hollenberg, 1997). A galactose possui um sistema de transporte
facilitado indutivel e especifico (Kuo et al. 1970; Kuo & Cirillo, 1970;
Kotyk & Michaljanicova, 1974).

Foram identificados 18 genes que codificam para os
transportadores de hexoses, HXT1-17 e GAL2 (revisto por Boles &
Hollenberg, 1997). As permeases codificadas pelos HXT1-4 e HXT6-7
foram descritas como as principais transportadoras de glicose em
Saccharomyces cerevisiae (Reifenberger et al., 1995 e 1997). Neste
estudo, foi utilizada uma cepa hxtl-7 null e observou-se que tanto o
crescimento em glicose quanto o transporte deste aglucar estavam

abaixo dos niveis de deteccdo. Entretanto, a expressdao de qualquer
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um dos genes HXT1, 2, 3, 4, 6 ou 7, era suficiente para permitir a
captacao de glicose, ou seja, a sua utilizacdo como fonte de carbono.

Em 1999, Wieczorke et al. publicaram que as permeases Hxt5p e
Hxt8-17p, exceto a Hxt12p (HXT12 é um pseudogene), também sao
capazes de transportar glicose, frutose e manose. Mas para que este
transporte seja observado é necessdria a super-expressao destes
genes.

A maltose é transportada para o citossol por um sistema de
transporte ativo. Em 1977, Serrano demonstrou que o transporte de
maltose estava acoplado ao gradiente eletroquimico de protons
através da membrana plasmatica, que fornece a energia necessaria
para este transporte, sendo portanto um transporte do tipo
secundario. O transporte ativo primario, é a extrusdo dos protons
gerados pela atividade da ATPase-H" da membrana plasmatica que
hidrolisa ATPs produzidos no metabolismo. A maltose é transportada a
favor de seu gradiente de concentracdo (é prontamente hidrolisada
pela a(1-4)-glicosidase) e cada molécula de maltose é co-transportada
com um proéton para o interior da célula.

A metabolizacdo de maltose requer a presenca de pelo menos
um dos 5 loci MAL: MAL1, MAL2, MAL3, MAL4 e MAL6. Cada um destes
locus contém os trés genes necessarios para a metabolizacdo deste

acucar. O gene 1 codifica para o transportador de maltose, o gene 2
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codifica para a maltase e o gene 3 codifica para o regulador necessario
para a expressao destes genes. Estudos bioquimicos mostraram que a
maltose permease possui alta especificidade para maltose e turanose e
nao transporta outros a-glicosidios como trealose, a-metil glicosidio
(a-MG), maltotriose e melezitose (Cheng et al., 1989 e 1991; Dubin et
al., 1985; Chang et al ,1989, Oda & Tonomura, 1996; Stambuk et al.,

1998). A estrutura quimica do a-MG é apresentada na Figura 1.

Figura 1. Estrutura quimica do a-metil glicosidio.

O transporte de trealose foi caracterizado por Stambuk, et al.,
1996, como ativo, do tipo simporte de trealose/H* , de alta afinidade e
pH o6timo em torno de 5,0. Entretanto, a trealose é transportada
contra o seu gradiente de concentragcao. Existe uma correlagao entre a
atividade de transporte de trealose e o nivel deste agucar acumulado
pelas células (Stambuk et al., 1998). Stambuk et.al., 1998 e 1999,
demonstraram que a permease Agtlp, cujo gene esta presente no
locus parcialmente funcional mallg, é a responsavel pelo transporte

ativo de varios a-glicosidios. Foi verificada a atividade de transporte,
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simporte com H*, com maltose, trealose, maltotriose, a-MG e sacarose
como substratos. Uma interessante observacao foi a de que o a-MG,
quando usado com fonte de carbono, € o melhor indutor da atividade
de transporte (Stambuk et al., 1998).

Foi publicado (Okada & Halvorson, 1964a e 1964b) que a
atividade de transporte de a-MG pelas células de levedura é transporte
ativo indutivel de alta afinidade. Outra atividade de transporte de
a-MG, de baixa afinidade, que ocorre por difusdo facilitada, também
foi reportada por Okada & Halvorson (1964a). Ficou estabelecido pelos
autores que os pares de genes MGL1 MGL2 ou MGL2 MGL3 sao
responsaveis pela fermentacao da isomaltose e do o-MG. Os genes
MGL1 e MGL3 controlam a sintese da isomaltase e o MGL2 codifica
para o transportador de isomaltose, razao pela qual foi postulado que
0 gene MGL2 seria o responsavel pelas duas atividades de transporte
de o-MG (Okada & Halvorson 1963). Porém, este gene nao foi
seqlienciado e ndo estd presente no genoma da cepa S288C

(Feldmann et al., 1994).

1.2. Metabolismo de trealose em Saccharomyces cerevisiae
A trealose, um dissacarideo de glicose nao redutor, é um
carboidrato encontrado em varios organismos, incluindo bactérias,

fungos, plantas, insetos e alguns invertebrados (Elbein, 1974).
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Em Saccharomyces cerevisiae, além da funcao de carboidrato de
reserva (Thevelein, 1984; Panek, 1991), a trealose é acumulada em
resposta a restricao nutricional, transicdo para fase estacionaria do
crescimento (Panek & Mattoon, 1977), e durante varias condicoes
estressantes do meio ambiente (Wiemken, 1990).

Muitos trabalhos foram dedicados ao estudo das enzimas
responsaveis pela sintese, degradacao e transporte da trealose, bem
como 0s mecanismos regulatérios envolvidos. Foi mostrado que este
dissacaridio cumpre um papel fundamental na fisiologia e metabolismo
da levedura.

A trealose é encontrada em varios organismos capazes de
sobreviver a desidratacdo completa. Este estado conhecido como
anidrobiose é comum em nematdides, tardigrados, células de
leveduras e esporos de fungos (Crowe et al, 1998). Estudos in vitro e
in vivo (Crowe et al., 1988; Leslie et al., 1994) mostraram que a
trealose é o dissacaridio mais efetivo para conferir a estabilidade
estrutural as membranas durante o processo de desidratacdao. Este
efeito protetor é o resultado das interacdes deste aclucar com as
cabecas polares dos fosfolipidios da bicamada diminuindo a
temperatura da transicao de fase das membranas desidratadas. A

permease Agtlp (Stambuk et al., 1998 e 1999) permite que a trealose
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seja transportada para ambos os folhetos da bicamada impedindo
efeitos deletérios e perda da funcao bioldgica na membrana.

A hidrdlise enzimatica de trealose foi descrita pela primeira vez
em 1895 por Emil Fischer (em Nwaka et al. 1996), e desde entdo, trés
trealases foram descritas em Saccharomyces cerevisiae. Uma forma
pouco ativa da trealase, que é ativada por fosforilacdo pela proteina
guinase dependente de c-AMP, foi reportada em 1974 por Van der
Plaat. Em 1982, Keller et al. demostraram que esta trealase estava
localizada no citossol, enquanto uma segunda trealase,
permanentemente ativa, foi encontrada no vacuolo.

Londesborough & Varimo em 1984 separaram estas duas
atividades trealasicas na fracdo soluvel de fermento de panificacao e
determinaram o pH étimo para cada uma delas. A trealase localizada
no citossol possui o maximo da sua atividade em pH 7,0 e foi
denominada trealase neutra, enquanto a trealase vacuolar, cujo
maximo de atividade esta em pH 4,5, foi denominada trealase acida.

A trealase neutra teve o seu gene correspondente, NTH1,
clonado e sequenciado por Kopp et al. em 1993, sendo esta enzima
responsavel pela hidrélise de trealose no citossol (Koop et al., 1993 e
Nwaka et al., 1995). Em 1988, Mittenbuhler & Holzer purificaram e

caracterizaram a trealase acida. O gene ATH1 foi clonado e
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sequenciado em 1995 por Destruelle et al., porém, esta enzima ndo
possui mecanismo de regulacao conhecido até o momento.

Um terceiro gene, NTH2, foi descoberto por Wolfe et al. em
1994, e possui alta homologia com a seqliiéncia de aminoacidos do
gene NTH1, mas o seu papel no metabolismo de trealose também nao
é conhecido.

Nwaka et al.,, 1996, mostraram que em Saccharomyces
cerevisiae a cepa mutante na trealase acida Aathl ndo foi capaz de
crescer em trealose como fonte de carbono, em contraste com a
mutante na trealase neutra 4nthl. Este resultado sugeriu o
envolvimento da trealase acida na hidrélise da trealose externa, sendo
a trealase neutra responsavel pela hidrolise da trealose citossolica
(Koop et al., 1993 e Nwaka et al., 1995).

Os resultados obtidos pelo grupo de H. Terenzi em 1997
reforcaram esta hipotese. Mucor rouxii (um zigomiceto) cresce muito
bem utilizando trealose como fonte de carbono. Esta enzima esta no
espaco periplasmico das células e exibe um pH 6timo em torno de
4,5 em contraste com a trealase citossdlica cujo pH 6timo é 6,5
(Almeida et al., 1997).

Em 1996, Silveira et al. desenvolveram um método para a
determinacao da atividade enzimatica da invertase periplasmica em

Saccharomyces cerevisiae. Nas condicdes do método as células sao
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incubadas na presenca de fluoreto de sddio, inibidor da enolase, e a
glicose formada é quantificada no sobrenadante da reacao.

Trabalhando com a hipotese da secrecdo da trealase acida para
0 espaco periplasmico das células, utilizamos uma cepa disponivel em
nosso laboratério, 340-2B/AAGT1, e vimos que esta cepa cresceu em
trealose como fonte de carbono, apresentando atividade de trealase
acida quando as células foram incubadas com trealose na presenca de
NaF.

Porém, Jules et al., 2004, confirmaram esta hipdtese. A trealase
acida de Saccharomyces cerevisiae € secretada para o espago
periplasmico das células. A trealose € entdo hidrolisada externamente
e captada como glicose por difusao facilitada.

O fato de existir outra via para a assimilacdao de trealose em
levedura nos levou a investigar o metabolismo do oa-MG em
Saccharomyces cerevisiae. Neste trabalho, os nossos resultados
mostraram que a cepa AP77-11B (cepa hapldide selecionada em nosso
laboratério) apresenta uma alta taxa de crescimento quando cultivada
em um meio onde o a-MG era a fonte de carbono. Entretanto, esta
cepa nao transportou nenhum dos a-glicosidios ensaiados,
com excecdo de **C-a-MG, quando medidas de captacdo de aglcares

marcados com *C foram realizadas com as células desta cepa.
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2. OBJETIVOS

Como mencionado na introducgdo, alguns resultados preliminares
por nds obtidos indicaram que a cepa AP77-11B possui um gendétipo
conhecido e cresce muito bem em o-MG como fonte de carbono. O fato
de nao existir transporte de maltose, trealose e outros a-glicosidios
nesta cepa mostrou que a permease Agtlp nao estaria envolvida no
transporte de a-MG.

Os objetivos deste trabalho foram estudar detalhadamente o
mecanismo de transporte deste a-glicosidio pelas células da cepa
AP77-11B e identificar a proteina envolvida neste transporte.

Outra abordagem deste trabalho, foi analisar se a cepa
AP77-11B possui atividade de o-metilglicosidase peripldsmica nas
células incubadas na presenca de NaF e em que condicdes esta
atividade é expressa. Como reportado para trealose (Jules et al.,
2004), existem duas vias diferentes para a assimilagao de trealose em
levedura sendo que uma das vias esta associada a trealase acida que

hidrolisa a trealose no espaco periplasmico das células.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Cepas de S. cerevisiae utilizadas neste trabalho:

Cepas Genoétipo

MATa AGT1 MAL12 mali34 MAL31 MAL32

W303-1B mal334 ade2-1 his3-11,15 leu2-3,112
trp1-1 ura3-1 can1-100

MAL1-1°-A MATa malll mali2 MAL13-1° [mal21
mal22]::TRP1 mal23 leul trpl

AP-77 Dipldide da W303-1B x MAL1-1°-A

340-2B Mata AGT1 MAL12 mall3 ura3-52 lys2
trp1-1 met

MC966A MATa MAL21 MAL22 MAL23 AGT1 ura3-
52 his3-11,15 leu2-3,112 GAL SUC2

KY73 isogénica a MC966A, mas gal2A

hxtlA::HIS3::Ahxt4 hxt2A::HIS3
hxt3A::LEU2::hxt6 hxt5::LEU2
hxt7::HIS3

isogénica a KY73, mas agtl::kan"

BSYO08
isogénica a MC966A, mas agtl::kan"

BSY09

CEN.PK2-1C MATa MAL21 MAL22 MAL23-8° MAL41
MAL31 AGT1 leu2-3,112 ura3-52 trpl-
289 his3-41

EBY.VW4000 isogénica com CEN.PK2-1C hxt13A::loxP

hxtl54::loxP hxti16A4::loxP hxtl7::loxP
hxt14A4::loxP hxt12A4::loxP hxt9A::loxP
hxtl1A::loxP hxt10A4::loxP hxt8A::loxP
hxt514A4::loxP hxt2A::loxP hxt3674::lox
gal2A agtiA

3.2. Condigoes de cultivo
Todos os reagentes utilizados nos meios descritos abaixo sao
provenientes da Sigma, exceto o extrato de levedura que é da Difco.

Para o cultivo das células foram utilizados os seguintes meios:
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- Meio rico: extrato de levedura 10 g/L, bactopeptona 20 g/L, a fonte
de carbono de interesse 20 g/L e antimicina A 3 pg/mL (usada para
inibir a respiracdo e favorecer o crescimento fermentativo das células)
ajustado para o pH 5,0 com HCI.

- Meio minimo: base nitrogenada de levedura sem aminoacidos 7
g/L, fonte de carbono 20 g/L e os suplementos: uracila (Ura), leucina
(Leu), histidina (His), triptofano (Trp), adenina (Ade) 30 mg/L cada e
antimicina A 3 pg/mL. O meio foi preparado em tampao Mes 50 mM
ajustado para pH 6,0 com Tris.

Para o meio soélido foi adicionado agar bacteriolégico 25 g/L aos
meios mencionados acima. Os meios foram esterilizados em autoclave
por 20 minutos a 120 °C.

As células foram incubadas em erlenmeyers contendo ¥4 do seu
volume de meio a 28 °C e 160 rpm. A densidade celular do meio foi
determinada acompanhando-se a turvacdo do meio a 570 nm
(espectrofotdbmetro Hitachi U-2000) e a massa celular foi expressa em
peso seco.

Para a determinacdo do fator de peso seco, aliquotas de 10 mL
do meio celular com absorbancia conhecida foram filtradas em filtros
de nitrocelulose com poro de 0,45 um (HAWP, Millipore) e secos a
60 °C até peso constante. O fator de peso seco foi obtido dividindo-se

a concentracdo de células pela absorbancia.
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3.3. Selecao da cepa AP77-11B

A cepa AP77 é uma dipldide obtida através do cruzamento entre
as cepas W303-1B com a MAL1-1°-A. Esta cepa foi esporulada dando
origem a ascos contendo 4 esporos. Foram obtidos 36 esporos na
segregacao.

Os segregantes foram plaqueados em meio minimo contendo
a-MG 20 g/L e os suplementos Ura, His, Trp, Ade (30 mg/L), com e
sem Leu 30 mg/L (a Leu foi usada como marcador auxotréfico). Foram
plaqueados 50 pg de células de cada segregante, o0s quais
permaneceram a 28 °C durante 4 dias.

De todos os segregantes da AP77, a AP77-6D, a AP77-11B, a
AP77-17D e a AP77-19D foram as Unicas cepas que cresceram em o-
MG com Leu, mas nao cresceram em meio com a-MG sem Leu, isto &,
cepas a-MG (+) e Leu (-). Estes segregantes também ndo cresceram
em meio rico com maltose 20 g/L e antimicina A 3 pg/mL.

Dos cruzamentos realizados entre estes segregantes com a
W303-1A e a W303-1B (o cruzamento foi realizado com as duas cepas
porque ndo sabiamos o sexo dos segregantes), apenas O cruzamento
entre as cepas AP77-11B e W303-1B gerou descendentes capazes de
crescerem em meio rico com maltose e antimicina A.

A esporulacdo da cepa AP77 e a analise dos segregantes em

cada asco foram realizados no laboratdério da Profa. Anita D. Panek
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(UFRJ) seguindo técnicas tradicionais de manipulacdo de leveduras

(Sherman et al. 1986).

3.4. Protocolo para cruzamento de células

Uma micro alca de cada cepa selecionada (AP77-6D, AP77-11B,
AP77-17D e AP77-19D) foi ressuspensa em 50 pL de tampao fostato
50 mM pH 6,0. Para as cepas W303-1A e W303-1B, uma alca cheia de

cada cepa foi ressuspensa em 700 uL do mesmo tampao.

Foram adicionados 50 upL da suspensdao da W303-1A na
suspensédo de cada segregante. O mesmo procedimento foi repetido
com a W303-1B. As células foram misturadas e incubadas por 15

minutos a temperatura ambiente.

De cada “cruzamento”, 5 uL foram plaqueados em meio rico com
maltose 20 g/L e antimicina A 3 ug/mL e incubados a 28 °C.

Foram usadas as cepas W303-1A e W303-1B como controles
negativos e a cepa AP77 como controle positivo.

Todos os cruzamentos foram realizados em duplicata e em

condicdes estéreis.
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3.5. Medidas de transporte

As atividades de transporte foram expressas em nmols
transportados x mg™ de células (peso seco) x min™* (nmols/mg.min ou
u/mg).
3.5.1. Utilizando a-glicosidios marcado com **C

O transporte de “C-a-MG foi determinado como descrito por
Stambuk et al., 1996. Entre 3 a 6 mg de células foram ressuspensas
em 300 puL de tampé&o succinato 50 mM pH 5,0 ajustado com Tris.
ApOs 10 minutos de incubacdo a temperatura ambiente, 16 uL de uma
solucdo 100 mM de a-MG contendo 5,5 nmols de C-o-MG
(Amersham, 316 mCi/mmol) foram adicionados as células. Nos
intervalos de tempo 20, 80 e 240 segundos, 100 uL do meio de reacéo
foram coletados, filtrados em filtro de nitrocelulose (HAWP, Millipore) e
lavados com 2 mL de &gua gelada. Os filtros foram colocados em
tubos com 10 mL de liquido de cintilacdo miscivel (Sardi) e a
radioatividade foi medida em um contador de cintilacdo 1214 Rackbeta
(LKB). As velocidades iniciais de transporte foram obtidas a partir de
regressdes lineares com coeficiente de correlacdo (r?) igual ou superior
a 0,98.

O transporte de **C-trealose (sintetizada em nosso laboratério) e

C-maltose (Amersham, 664 mCi/mmol) foram determinados como
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descrito acima porém utilizando-se os tempos 1, 3 e 5 minutos para
trealose e 30, 90 e 150 segundos para maltose.
3.5.2. Determinacao do co-transporte de prétons

O co-transporte de protons associado ao transporte de acucares
foi determinado registrando-se mudancas de pH em suspensdo de
células (descrito por Serrano, 1977). As células foram ressuspensas
em agua, em concentracdo maior que 10 mg/mL, e incubadas sob
agitacdo a 28°C. Ap6s a obtencdo de uma linha base, a capacidade
tampao das células foi determinada com pulsos de 50 ou 100 nmols de
H™ (HCI). A seguir foi adicionado o agticar em uma solugdo 100 mM em
agua, pH ajustado para 5,0 de forma a atingir a concentracao final de
5 mM. O pH foi registrado com um pHmetro registrador grafico modelo

REA112 (Radiometer).

3.6. Experimento de efluxo e contrafluxo de **C-0-MG

O experimento de captacdo de *C-a-MG foi realizado de acordo
com o descrito para medidas de transporte. Em seguida, as células
foram centrifugadas e ressuspensas no mesmo volume com agua ou
a-MG 100 mM. O efluxo ou contrafluxo, respectivamente, de **C-a-MG
foram observados pela radioatividade presente nas células (Stambuk

et al., 1996).
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3.7. Dosagem de etanol

O etanol produzido no meio foi dosado pelo método enzimatico
da alcool desidrogenase (Lundquist, 1957) utilizando-se o kit de

diagnostico para alcool da Sigma Chem. Co.

No ensaio, 10 uL de amostra foram incubados com 1,0 mL da
solucdo de alcool desidrogenase (50 unidades), NAD" (0,6 pmol)
preparada em tampao glicina 0.5 M pH 9.0. Ap6s incubacdo a 30 °C
por um tempo no maximo de até 10 minutos a absorbancia foi
determinada a 340 nm. Foram utilizados 10 uL de padrao de etanol

0,8 mg/mL e 10 uL de agua como branco.

3.8. Dosagens Enzimaticas
3.8.1. Atividade da a-metilglicosidase periplasmica

Para a determinacao da atividade periplasmica, 100 uL de uma
suspenséo entre 5-10 mg/mL de células foram incubados com 100 pL
de a-MG 100 mM preparado em tampéao citrato 50 mM EDTA 6,5 mM
NaF 50 mM pH 5,0 ou tampé&o maleato 50 mM EDTA 6,5 mM NaF 50
mM pH 7,0. Apés 15 minutos de incubacdo a 30 °C a reacdo foi
interrompida por aquecimento em banho de agua fervente por 3
minutos. A glicose formada foi determinada em 100 pL de

sobrenadante pelo método da glicose oxidase-peroxidase utilizando-se
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um kit comercial para a determinacdo de glicose (BioTécnica). A
atividade da a-metilglicosidase citoplasméatica foi determinada

utilizando-se 100 L de extrato soluvel de células.

3.8.2. Determinacao da atividade de a-glicosidase in situ

Para a determinacdo da atividade de a-glicosidase in situ foram
utilizadas células permeabilizadas (Serrano et al., 1973).
Aproximadamente 2,0 mg de células foram ressuspensas em 100 puL
de tampao MOPS-NaOH 100 mM pH 6,8 contendo 1 mM EDTA, 1 mM
DTT e glicerol 200 g/L. Ap6s a adicdo de 6 uL da mistura de
tolueno/etanol/Triton X-100 100 g/L em &gua, 1:4:1 (v/v), as células
foram agitadas em vortex por 1 minuto, centrifugadas, lavadas duas
vezes em tampao citrato-fosfato 100 mM pH 7,0 e ressuspensas em
100 uL do mesmo tampéao (células permeabilizadas).

Para a realizacdo do ensaio de atividade, 20 puL da suspensao de
células permeabilizadas foram adicionados a uma solucédo de a-MG 100
mM, para um volume final da reacdo de 100 uL com uma concentracao
final de a-MG de 50 mM. A reacdo foi incubada por 3 minutos a 30°C e
interrompida em banho de &gua fervente por 3 minutos. A glicose
formada foi determinada em 10 uL do sobrenadante da reacao pelo
método enzimatico da glicose oxidase — peroxidase utilizando-se um

kit comercial para a determinacao de glicose (BioTécnica).
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3.9. Mini extrato bruto livre de células

Foram coletadas 50 mg de células (peso seco) por centrifugacéo
a 1.200xg por 5 minutos. Apos lavar duas vezes com agua bi-destilada
e uma vez com o tampédo de homogeneizacdo (tampao citrato 50 mM
EDTA 6,5 mM NaF 50 mM pH 5,0 ou tampao maleato 50 mM EDTA 6,5
mM NaF 50 mM pH 7,0), as células foram ressuspensas em 0,5 mL do
mesmo tampao e transferidas para tubo de fundo redondo contendo
1,5 g de pérolas de vidro (0,5 mm de diametro). As células foram
rompidas por agitacdo vigorosa em vortex: trés ciclos de um minuto
cada com intervalo de um minuto para resfriamento em banho de
gelo. Apo6s centrifugacdo do extrato a 25.000xg por 10 minutos, o
sobrenadante (extrato soluvel) foi recolhido para medidas de atividade

(Zastrow et al., 2001).

3.10. Dosagem de proteina

Para a determinacdo da concentracdo de proteina, foi usado o
método do mini Biureto (Peters et al., 1982). A sensibilidade do
meétodo esta na faixa de 0,5 a 2,5 mg de proteina e foi usada albumina

do soro bovino como padréo.
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3.11. Focalizacao Isoelétrica em gel

Para a separacdo da o-metilglicosidase foi utilizado o método
descrito por Spielman e Mowshowitz (1982) e modificado por Zastrow
et al. em 2001. O gel de focalizacao isoelétrica continha acrilamida
7%, bis-acrilamida 0.2%, anfolito pH 3,5-10 3,2%, anfolito pH 5-7
0,45% (todos reagentes da Sigma) e glicerol 9,1% (Merck). O gel foi
polimerizado com persulfato de aménio 0,023% (Sigma) e 15 uL de
Temed (Sigma). As dimensdes do gel eram 100 x 80 x 1,5 mm. A
eletroforese foi realizada utilizando-se um aparelho vertical da marca
Hoefer SE250/SE260 a 4 °C, 100V e 10 W por aproximadamente 24
horas. No catodo foi utilizada uma solucdo de NaOH 0,02M e no anodo

uma solucao de HzPO4 0,01M.

As amostras de extrato soluvel a serem isofocalizadas continham
glicerol 10%, anfolito pH 5-7 10% e concentracao final de proteina 50
Hg. Foi utilizada uma mistura de proteinas padrao com Pls conhecidos
variando de 3,6 a 9,3 (Sigma). ApOs a eletroforese, as proteinas
presentes no gel foram reveladas com Coomassie Blue Brilhante R250.
A atividade da a-metilglicosidase no gel foi determinada colocando-se
0 gel sobre papel de filtro Whatman 3MM embebido em solucéo de
glicose oxidase e peroxidase (reagente utilizado na determinacao de
glicose). Em seguida, uma solucdo de a-MG 200 mM preparada em

tampao citrato 50 mM EDTA 6,5 mM NaF 50 mM pH 5,0, foi espalhada
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sobre o gel que ficou incubando por aproximadamente 30 minutos a
temperatura ambiente, até que a glicose produzida pela hidrélise do

o-MG reagisse com o reativo para determinacéo de glicose.

Alternativamente, para a revelacdo das diferentes a-glicosidases
presentes no gel foi utilizado o 5-bromo-4-cloro-3-indolil-a-D-
glicopiranosidio (Calbiochem). Quando hidrolisado pelas a-glicosidases
este composto produz uma coloracdo azul facilmente detectavel. O PI
da a-metilglicosidase foi determinado a partir de gréaficos construidos
com os Rfs dos padroes em funcdo dos seus respectivos Pls com
regressdes lineares com coeficiente de correlacdo (r?) igual ou superior

a 0,97.
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4. RESULTADOS
4.1. Selecao do segregante AP77-11B

O cruzamento entre as cepas hapldides W303-1B e MAL1-1%-A,
realizado no laboratério da Profa. Dra. Anita D. Panek (UFRJ), resultou
na dipldide AP77 (Esquema 1). A cepa W303-1B apresenta no
cromossomo II os genes MAL31 e MAL32 e no cromossomo VII os
genes AGT1 e MAL12, enquanto a cepa MAL1-1°-A apresenta o
cromossomo II sem locus MAL e apresenta no cromossomo VII o gene
MAL13-1°. Assim, a cepa dipldéide AP77 apresenta, em seu genoma, 0s
genes:

- AGT1, que codifica para o transportador de a-glicosidios;

- MAL31, que codifica para o transportador de maltose;

- MAL12 e MAL32, que codificam para a maltase;

- MAL13-1°, que codifica para o regulador constitutivo necessario

para expressao destes genes.

Dessa forma, as cepas utilizadas no cruzamento nao crescem na
presenca de maltose (cepas Mal) por ndao possuirem todos os trés
genes necessarios para a metabolizacdo deste agucar: o transportador,
a maltase e o regulador (Needleman et al., 1984, Needleman 1991 e
Cohen et al., 1984). Ja a cepa AP77, resultante do cruzamento, cresce
em maltose porque possui 0 gene AGT1 e o regulador constitutivo

MAL13-1°, bem como genes que codificam maltases (Esquema 1).
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Portanto, ela apresenta transporte ativo de varios a-glicosidios, como
maltose, trealose e o-MG (Stambuk et al., 1998 e 1999). Quando
esporulada, esta cepa deu origem a ascos contendo 4 esporos cada.
Nesta segregacao usando 9 ascos foram obtidas 36 cepas.

Inicialmente, ao trabalhar com as cepas segregantes, o objetivo
foi selecionar uma cepa Mal’, isto €, uma cepa que nao crescesse em
maltose, porém que carregasse o gene MAL13-1°. Na época
trabalhdvamos na caracterizagdao do transporte de trealose mediado
pela permease Agtlp e havia o interesse do grupo em encontrar uma
cepa que possuisse o gene regulador constitutivo, mas que nao
transportasse maltose e nem trealose. A cepa selecionada, AP77-4C,
foi transformada com um plasmideo multicopia carregando o gene
AGT1 e entao, a especificidade desta permease foi estudada para os
diferentes a-glicosidios (Stambuk et al., 1999).

O «-MG foi reportado como o melhor indutor do transporte de
trealose em uma cepa selvagem e em cepas industriais (Stambuk et
al.,, 1999). Porém a cepa transformada, AP77-4C-YepAGT1, que
expressa a permease Agtlp, nao foi induzida pelo o-MG,
possivelmente pela diferenga entre o regulador MAL13-1°, presente na
cepa em questao, e os reguladores presentes nas cepas selvagens

avaliadas por Stambuk et al. (1999).
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Esquema 1 — Segregacao da cepa AP77
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Com o objetivo de encontrarmos uma cepa Mal’, capaz de
crescer em o-MG iniciamos uma nova selegao dos segregantes em
meios contendo essa fonte de carbono. Os segregantes foram
plagueados em meio minimo contendo «a-MG e leucina (como
marcador auxotrofico). As cepas AP77-6D, -11B, -17D e -19D
cresceram em meio minimo com a-MG contendo leucina, e, no
entanto, ndo cresceram em meio minimo com a-MG na auséncia deste
aminoacido (conseqlientemente, cepas Leu’). Estas cepas também nao
cresceram em maltose como fonte de carbono (Mal’), portanto, um
dos nossos objetivos havia sido atingido: a obtencao de uma cepa Mal
que crescesse em o-MG. A partir de entdo, entretanto, pensavamos
ainda ter que garantir que esta cepa possuisse o0 gene regulador
constitutivo. Para isto, o proximo passo foi realizar o cruzamento das
cepas AP77-6D, -11B, -17D e -19D com a W303-1A e a W303-1B. No
entanto, apenas o cruzamento entre as cepas AP77-11B e W303-1B foi
capaz de gerar descendentes capazes de crescerem efetivamente em
maltose. Isto sugere que a cepa AP77-11B carrega o gene regulador
constitutivo MAL13-1°, uma vez que complementa a W303-1B para o
fendtipo Mal™ (Esquema 1).

Os resultados acima, entretanto, nos permitiram verificar que a
presenca da permease Agtlp ndo € necessaria para o transporte e

utilizacao do a-MG, visto que quando cultivada em meio rico com este
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acucar, a cepa AP77-11B apresentou alta taxa de crescimento, porém
nao foi capaz de transportar maltose, trealose e nenhum outro
a-glicosidio. Esta cepa apresentou somente captacdo de *C-a-MG e
ndo ocorreu co-transporte deste aglcar com H*. Este resultado foi
interessante uma vez que o transporte de a-MG em Saccharomyces
cerevisiae foi reportado por Stambuk et al., 1999, como transporte

ativo, simporte com H*, mediado pela permease Agtip.

4.2. Caracterizacao do transporte de a-MG na cepa AP77-11B

Em funcao dos resultados obtidos com a cepa AP77-11B,
decidimos realizar uma caracterizagao detalhada do mecanismo de
transporte de a-MG e da permease envolvida.

A curva de crescimento da cepa AP77-11B em meio rico com
o-MG (Figura 2) mostrou que esta cepa apresentou metabolismo
fermentativo. Ha& variacdo da concentragcdao de etanol durante as
diferentes fases de crescimento, sendo que na fase exponencial
observou-se um aumento na concentracdao de etanol, atingindo-se
uma concentracdo maxima na diauxia (fase de transicdo). Nesta fase,
grande parte do o-MG ja foi consumido e é caracterizada por uma
queda na taxa de crescimento. As células se adaptam para o
crescimento respiratério (aerdébico) e também utilizam o etanol como

fonte de carbono (Figura 2).
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Figura 2 — Curva de crescimento da cepa AP77-11B em a-MG
com producdo de etanol. Células da cepa AP77-11B foram
cultivadas em meio rico com o-MG 20 g/L. Nos tempos indicados foi
determinada a densidade celular no meio (o) e a concentragao de

etanol (e), como descrito em Materiais e Métodos.
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A auséncia de transporte de o-MG associado ao transporte de H*
nos levou a sugerir que o mecanismo de transporte deste agucar pela
cepa AP77-11B provavelmente fosse por difusao facilitada
(Stambuk et al., 1996 e 1999). Na Figura 3B, nao observamos
alcalinizacdo do meio de incubacao, isto €, ndo ocorreu aumento de pH
em funcao do tempo quando o «o-MG foi adicionado para uma
concentracgao final de 5 mM em células nao tamponadas.

Vale salientar que a cepa AP77-11B também nao apresentou
co-transporte com H* com trealose, maltose, sacarose e maltotriose.

A determinacdo da atividade de transporte de '*C-a-MG em
diferentes valores de pH mostrou que ndo ha uma variacdo
significativa desta atividade no intervalo de pH entre 3 e 7, ocorrendo
uma queda desta atividade em pH 8,0 (Figura 4).

No experimento de efluxo e contra fluxo de a-MG apresentado
na Figura 5, quando as células que estavam transportando e
acumulando *C-a-MG (0) foram transferidas para agua (A), ocorreu
efluxo ou quando transferidas para solucao de o-MG 100 mM (m),
ocorreu contra fluxo de *C-a-MG a favor do gradiente de concentracgdo
de o-MG. Todos os resultados apresentados acima corroboraram o
mecanismo proposto de difusao facilitada.

A analise dos parametros cinéticos da atividade de transporte de

14C-0-MG apresentou uma cinética linear, indicando a ocorréncia de
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somente uma componente de baixa afinidade para a-MG com K, da
ordem de 30 mM e Vmax = 127,0 nmols/min.mg (Figura 6). Um K, de
baixa afinidade da ordem de 35 mM também foi descrito para o

simporte de a-MG/H*, Stambuk et al., 2001.
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Figura 3 - Co-transporte de H" associado ao transporte de
a-MG. Células da cepa S14 nao reprimidas por glicose, em Stambuk et
al., 1999, (A) e células da cepa AP77-11B cultivadas em a-MG (B)
foram ressuspensas em meio ndo tamponado sob agitagdo a 28 °C.
Nos tempos indicados pelas setas foi adicionado «-MG para uma
concentracao final 5 mM e o pH registrado continuamente como

descrito em Materiais e Métodos.
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Figura 4 - Velocidade de transporte de '%C-a-MG na cepa
AP77-11B em funcdo do pH. Células da cepa AP77-11B foram
cultivadas em meio rico com a-MG 20 g/L e o transporte de *C-a-MG
foi determinado em tampao succinato ajustado para o pH desejado

com Tris como descrito em Materiais e Métodos.
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Figura 5 - Efluxo e contra-fluxo de **C-a-MG na cepa AP77-11B.
Células da cepa AP77-11B cultivadas em meio rico com o-MG 20 g/L
foram incubadas em tampao succinato-Tris 50 mM pH 5,0 contendo
14C-0-MG 5 mM e sua captacdo (o) foi acompanhada ao longo do
tempo. No ponto indicado pela seta as células foram centrifugadas e
ressuspensas em agua (a) ou em '*C-a-MG 100 mM em tamp3o
succinato-Tris 50 mM pH 5,0 (m). A radioatividade presente nas células

foi determinada como descrito em Materiais e Métodos.
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Figura 6 - Analise cinética do transporte de oa-MG na cepa
AP77-11B. Células da cepa AP77-11B foram cultivadas em o-MG e o
transporte de “C-a-MG foi determinado como descrito em Materiais e

Métodos variando-se a concentracdo final de a-MG de 1 a 100 mM.
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4.3. Funcao dos genes HXT no transporte de a-MG

Como revisto por Lagunas (1993), o mecanismo de transporte
dos monossacaridios como a glicose, frutose, manose e galactose, foi
reportado como difusdao facilitada. Em S. cerevisiae existem pelo
menos 18 permeases (Hxtl-17p e Gal2p) envolvidas no transporte
destas hexoses (Boles & Hollenberg, 1997).

Com os dados obtidos na caracterizagao do transporte de a-MG
na cepa AP77-11B, foi possivel concluir que o mecanismo do
transporte era difusao facilitada, portanto decidimos investigar se as
permeases Hxtp estariam envolvidas no transporte deste acucar.

Iniciamos o0s experimentos utilizando algumas das cepas
disponiveis em nosso laboratério: a MC966A, a KY73, a BSY08 e a
BSY09.

A cepa MC966A possui o gene AGT1 e o regulador indutivel
MAL23. Entretanto, esta cepa nao cresceu em a-MG como fonte de
carbono, mas quando cultivada em maltose apresentou captacao de
14C-0-MG e simporte com H*, mediados pela permease Agtlp. A KY73
que é isogénica a MC966A, mas que no entanto possui 0s genes
HXT1-7 excluidos (genes expressos com maior freqiéncia em S.
cerevisiae - Wieczorke et al., 1999), também ndo cresceu em a-MG.
Entretanto, quando cultivada em maltose, apresentou transporte ativo

deste aglcar. As cepas BSY08 e BSY09, que sdo isogénicas a KY73 e a
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MC966A, respectivamente, possuem o gene AGT1 excluido. Também
ndo apresentaram transporte de a-MG e ndo cresceram neste agucar,
como as cepas parentais. Com estes resultados eliminamos a hipdétese
do transporte de oa-MG ser mediado pelas permeases Hxtl-7p

(Tabela 1).

Tabela 1 - Determinacgdo da atividade de transporte de *C- a-MG, co-
transporte de H*, atividade da a-metilglicosidase em células inteiras e
no extrato soluvel das células das cepas cultivadas em maltose como

fonte de carbono, como descrito em Materiais e Métodos.

. 14C-a-MG a-MG/H* a-MGase cito* o-MGase peri**
epa

U/mg peso seco U/mg peso seco U/mg peso seco U/mg peso seco
MC966A 15,1 £ 0,2 95+x1,1 16,0 £ 1,2 0
KY73 13,6 £ 1,5 10,7 £ 0,8 16,9+ 1,0 0
BSY08 0,31 £ 0,05 0 16,5+ 1,8 0
BSY09 0,24 £ 0,02 0 15,6 £ 0,9 0

*citoplasmatica
**periplasmica
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4.4. Elucidacdo do mecanismo de utilizacdo do a-MG pela cepa
AP77-11B

Em 1996, Silveira et al. desenvolveram um método para a
determinacao da atividade da invertase periplasmica em S. cerevisiae.
Nesta metodologia, as células foram incubadas na presenca de NaF 50
mM, o qual atua na inibicdao da enolase. A glicose formada pode ser
quantificada no meio de reacgao.

Utilizando esta mesma abordagem, observamos que a cepa
AP77-11B apresentou uma alta atividade de o-metilglicosidase
periplasmica, sendo esta atividade maior em pH 5,0 do que em pH 7,0
(Tabela 2). Escolhemos o pH 5,0 para as realizacbes experimentais,
em conseqléncia de uma maior atividade a-metilglicosidasica, tanto
nas células como no extrato soluvel da cepa AP77-11B.

Células cultivadas em glicose até a de-repressdao ou em
galactose (acUcar de-repressor) nao apresentaram atividade de
a-metilglicosidade periplasmica (Tabela 2). Entretanto, o extrato
solivel destas mesmas células apresentou atividade de
aproximadamente 6 nmols/min/mg para ambos os casos (6,2 = 0,1
nmols/min/mg para células de-reprimidas e 6,1 £ 0,3 nmols/min/mg

para células cultivadas em galactose).
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Tabela 2 - Determinacdo da atividade da o-metilglicosidase
periplasmica em pH 5,0 e em pH 7,0 nas cepas cultivadas nas

respectivas fontes de carbono, como descrito em Materiais e Métodos.

Cepa Fonte de carbono Atividade (U/mg)
pH 5,0 pH 7,0
a-MG 2% 44,8 £ 0,35 23,3 £ 0,29
AP77-11B glicose 2% 0 0
galactose 2% 0 0
340-2B/AAGT1 a-MG 2% 14,5 £ 0,01 0,95 + 0,001
CEN.PK2-1C a-MG 2% 1,85 £ 0,07 -
EBY.VW4000 maltose 2% 0,46 = 0,06 -

A atividade da a-metilglicosidase periplasmica foi determinada
na presenga e na auséncia de NaF, e sofreu um aumento de 1,3 vezes
na presencga deste inibidor (18,6 = 0,6 nmols/min/mg para 23,9 £ 2.1
nmole/min/mg). O mesmo experimento foi realizado para invertase
periplasmica e na presenca de NaF foi observado um aumento de 2,3
vezes da atividade (14,2 £ 0,6 nmols/min/mg para 32,3 * 0,5

nmols/min/mg).
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A cepa 340-2B/AAGT1 cresceu em o-MG e também apresentou
atividade de a-metilglicosidase periplasmica (Tabela 2). Para a cepa
CEN.PK2-1C esta atividade foi pequena, provavelmente em
conseqiéncia do AGT1 ser expresso nesta cepa. A EBY.VW4000 é
isogénica a CEN.PK2.1C, mas excluida nos HXT1-17, AGT1 e GAL2.
Portanto, esta cepa ndo cresce em glicose (Wieczorke et al., 1999) e
também ndo cresceu em o-MG. Ao cultivarmos a EBY.VW4000 em
maltose, verificamos que esta cepa apresentou uma atividade minima
de a-metilglicosidase periplasmica (Tabela 2), embora esta atividade
tenha sido observada no extrato soltvel (63.5 + 0,2 nmols/min/mg).

Para verificarmos se a atividade da a-metilglicosidase
periplasmica estava firmemente ligada as células, determinamos sua
atividade apds sucessivas lavagens da suspensao celular. Neste caso,
observamos que nao houve reducdo da atividade enzimatica
(Figura 7).

Na Figura 8, determinamos a atividade da a-metilglicosidase ao
longo da curva de crescimento em a-MG e observamos um aumento,
ou seja, uma indugao na expressao da a-metilglicosidase ao longo da
curva.

O grafico de Michaelis-Menten para a hidrélise de a-MG no
extrato solluvel da cepa AP77-11B mostrou que esta atividade é

saturavel (Figura 9).



RESULTADOS 39

50

o E controle

= B opos 1° lavagem
< B apos 2° lavagem
- 40 1 EEE apés 3° lavagem
O

O

wn
MO
S

N 30 -

o

O

[s)

._8

E 20 A

1

3

Q

©

.-9 10 ~

2>

)

<

0
-1 0 1 2 3 4

Figura 7 - Atividade a-metilglicosidasica firmemente ligada as
células. Células da cepa AP77-11B cultivadas em oa-MG foram
utilizadas para a determinacao da atividade da a-metilglicosidase
periplasmica (controle). Estas células foram centrifugadas e
ressuspensas em tampao para o mesmo volume final e a atividade da
a-metilglicosidase peripldsmica determinada como descrito em

Materiais e Métodos.
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Figura 8 - Atividade a-metilglicosidasica durante crescimento

em a-MG. Aliquotas de células da cepa AP77-11B foram coletadas

durante o crescimento em a-MG e utilizadas para a determinacao da

atividade da o-metilglicosidase periplasmica determinada como

descrito em Materiais e Métodos.
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Figura 9 - Grafico de Michaelis-Menten para a hidrélise de a-MG
na cepa AP77-11B. Extrato sollvel de células da cepa AP77-11B
cultivada em o-MG foi utilizado para a determinacao da atividade da a-
metilglicosidase, como descrito em Materiais e Métodos, variando-se a

concentracao final de a-MG de 1 a 250 mM.
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No grafico de Eadie-Hofstee (Figura 10) observamos que esta
atividade possui somente uma componente de baixa afinidade com K,
na ordem de 20 mM, quando comparada com a trealase acida que
possui Km 4,7 mM (Nwaka & Holzer, 1998).

Realizamos uma focalizagao isoelétrica dos extratos obtidos das
células das cepas AP77-11B cultivada em a-MG e da MC966A cultivada
em maltose (esta cepa nao cresceu em o-MG mas apresentou
atividade de a-metilglicosidase no extrato solivel) para a identificacdo
da o-metilglicosidase. Apds a focalizacdo para a separacao das
proteinas, determinamos a atividade da a-metilglicosidase no gel
utilizando o reagente de glicose oxidase e peroxidase. Assim, a glicose
produzida pela hidrélise do a-MG poderia ser determinada. Também
utilizamos o 5-bromo-4-cloro-3-indolil-a-D-glicopiranosidio para a
determinacao da atividade de diferentes a-glicosidases (Zastrow et al.,
2001).

Uma forte banda azul com um Rf igual ao da a-metilglicosidase
foi localizada no extrato soluvel da cepa AP77-11B cultivada em a-MG.
Este Rf estd na faixa de 0,7 e o PI na ordem de 4,14 * 0.35. Esta
banda foi menos evidente no extrato sollvel da cepa MC966A

cultivada em maltose (Figura 11).
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Figura 10 - Analise cinética da hidrdlise de a-MG na cepa AP77-
11B. Grafico de Eadie-Hofstee para a hidrdlise de «-MG utilizando
extrato soluvel de células da cepa AP77-11B cultivada em a-MG como

descrito em Materiais e Métodos.
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Figura 11 - Focalizacdo isoelétrica dos extratos sollveis das cepas
usadas. (1) padroes de pI de 3.6 a 9.3; (2 e 4) cepa AP77-11B; e (3)
cepa MC966A. A seta indica a posicao da banda de atividade

o-MGasica.
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5. DISCUSSAO
5.1. Transporte de a-metil glicosidio

Como mencionado na introducao, na literatura encontram-se
informagdes sobre o mecanismo de transporte de a-MG, onde o gene
MGL2 foi postulado como responsavel pela expressao da atividade de
transporte deste acucar (Okada & Halvorson, 1964).

Em 1988, Charron & Michels descreveram um alelo do gene 1,
presente no locus parcialmente funcional mallg, diferente dos genes 1
presente nos outros loci MAL. Estes autores sugeriram que este gene
codificasse um transportador de a-glicosidios com especificidade de
substratos diferente da permease codificada pelo gene 1 do locus
MALSG.

Na caracterizacdao desta permease, Han et al., 1995 verificaram
que ela apresentava 57% de identidade e 75% de similaridade com a
permease Mal6lp e também era capaz de transportar maltose,
turanose (substratos especificos da Mal61p), além de transportar
isomaltose, a-MG, maltotriose, palatinose, trealose e melezitose. Estes
autores denominaram esse gene como transportador de a-glicosidios,
AGT1, pela variedade de substratos transportados.

A especificidade da Agtlp pelos varios a-glicosidios descrita por
Han et al., 1995, foi determinada utilizando-se cepas geneticamente

modificadas, as quais expressavam somente o AGtl ou o MAL61. Eles
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compararam o crescimento e a capacidade de fermentacao destas
cepas para os diferentes a-glicosidios. Entretanto, este tipo de
abordagem ndo € a mais adequada quando se trata da capacidade de
transporte de um determinado a-glicosidio. O fato de uma cepa nao
fermentar um determinado aclUcar e nao crescer utilizando-o como
fonte de carbono pode estar relacionado nao somente com a
incapacidade de transporta-lo, mas também a alguma falha na
expressdo dos genes necessarios para a metabolizagdo deste acucar,
como as hidrolases especificas. Além disso, este tipo de analise nao
fornece o mecanismo de transporte e/ou grau de afinidade com que o0s
acucares sao transportados (Stambuk et al., 1999).

No caso da trealose, Stambuk et al., 1999 observaram que
algumas cepas ndo apresentavam simporte de trealose/H*, mas eram
capazes de crescer em meio minimo contendo trealose como fonte de
carbono. E possivel que nas condicdes de cultivo onde encontram-se
altas concentracdoes de acgulcar, a atividade de transporte de trealose
de baixa afinidade suportasse o crescimento das células.

Han et al., 1995 também utilizaram a cepa 1412-4D para testar
a habilidade desta na fermentacao dos diferentes a-glicosidios. Esta
cepa possui em seu genoma MGL2, MGL3 e AGT1, além de carregar o
regulador indutivel MAL33. Dos a-glicosidios estudados, somente a

maltose, a turanose e o a-MG foram fermentados. A auséncia de
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fermentacao da maltotriose, isomaltose e palatinose sugeriu que o
AGT1 nao estaria envolvido na fermentagao do a-MG.

Em Stambuk (1995), os resultados obtidos com as cepas
1412-4D, N502 e 50613-2D (as duas Ultimas sdo Mgl®™ Mal)
mostraram que estas cresceram em a-MG, porém nenhuma delas
apresentou atividade simporte o-MG/H". Estes resultados sdo
contraditérios em relacao aos dados publicados por Okada & Halvorson
(1964), onde foi reportado que o transporte ativo de a-MG é induzido
por este acucar. Além disso, a captacdo do a-MG na 1412-4D, N502 e
50613-2D poderia ocorrer via difusao facilitada, o que possivelmente
explica o crescimento destas cepas neste agucar.

Os nossos resultados para selegao da cepa de estudo mostraram
que:

i a cepa AP77-11B possui um gendtipo conhecido;

ii. carrega o gene regulador constitutivo MAL13-1° ;

iii. apresenta alta taxa de crescimento em «-MG, no entanto

nao transporta nenhum dos agucares testados, com excecéo do

a-MG.

Esta ultima observacdo refere-se a medidas de captacao de
aglcares marcados com *C realizadas com as células desta cepa. Os
resultados obtidos também sugerem que o transporte de o-MG na

cepa AP77-11B poderia ser por difusao facilitada em conseqliéncia de
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ndo ocorrer co-transporte de a-MG com H* (Figura 3) e deste
transporte ser independente do pH do meio (Figura 4).

Em comparacao, na caracterizagcao do transporte de trealose,
Stambuk et al., 1996, foi mostrado que a adicdo deste aclcar em uma
suspensao de células nao tamponada provocou uma alcalinizacdo do
meio de incubagao. Foi determinado que este transporte ocorre
estequiometricamente, onde um préton é co-transportado com uma
molécula de trealose. O pH étimo para este transporte foi determinado
e é pH 5,0. Para valores acima ou abaixo deste pH, observou-se uma
gueda acentuada do transporte. Estes autores também demonstraram
que a permease Agtlp é a responsavel pelo transporte ativo de varios
a-glicosidios, incluindo a trealose, a maltose, o a-MG, a maltotriose e a
melezitose, sendo este transporte do tipo simporte com H*.

A presenca de efluxo e contra fluxo em agua ou em solugdo de
a-MG 100 mM (Figura 5) também esta de acordo com o mecanismo
de difusao facilitada.

Em Stambuk et al. (1996), para trealose tanto efluxo quanto
contra fluxo estao ausentes, sendo estes resultados consistentes com
0 mecanismo de transporte ativo, que ocorre contra o gradiente de
concentracao e é cineticamente unidirecional.

Realizamos um experimento preliminar da inibicdo da velocidade

de transporte de a-MG quando a glicose ou a frutose eram adicionadas
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ao meio de incubacao e observamos que ocorreu uma queda na
velocidade de transporte.

E conhecido que os genes HXT1-7 codificam para os
transportadores de hexoses expressos com maior freqiéncia em S.
cerevisiae , como descrito na introducao (Reifenberger et al., 1995 e
1997). Em Wieczorke et al.,1999, os genes hxtl-7 foram deletados da
cepa MC966A e o mutante resultante ndao cresceu em glicose. As cepas
selecionadas para 0s nossos experimentos foram originadas a partir de
delegbes nesta cepa.

Com estas informagoes decidimos investigar se as permeases
Hxtp estariam envolvidas no transporte de a-MG e foi observado que
as cepas BSYO08 (hxtl-hxt7 null agtlA) e BSY09 (agtlA) nao
transportaram a-MG, quando as células eram cultivadas em maltose
(Tabela 1). Este fendmeno nos levou a concluir que para esta
condicao de cultivo das células as permeases Hxtl1-17p ndao estavam

envolvidas no transporte de a-MG.

5.2. Metabolismo de a-MG em Saccharomyces cerevisiae

Em 1996, Nwaka et al., postularam que a trealase acida é
essencial para a assimilacao de trealose em S. cerevisiae. Eles
observaram que uma cepa mutante nesta enzima (dathl) nao cresce

na presenca deste aclUcar como fonte de carbono, em contraste com a
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mutante na trealase neutra (4nthl). No entanto, ndao apresentaram
dados que fornecessem uma explicacdao plausivel de como a trealose
chegaria até o vacuolo, local onde seria degrada pela trealase acida.

A existéncia de duas trealases diferentes, uma acida e outra
neutra, foi reconhecida em varias espécies de fungos (Thevelein,
1984). Estudos utilizando fungos filamentosos sugeriram que a
trealase neutra seria a responsavel pela mobilizacdao de trealose no
citossol, enquanto a trealase &acida hidrolisaria somente a trealose
extracelular (Bonini et al., 1995 e Jorge et al., 1997).

Trabalhando com a hipdtese da secrecao da trealase acida para
0 espaco peripldsmico das células (Silveira et al., 1996), observamos
que a cepa 340-2B/AAGT1 cresceu em trealose como fonte de carbono
e apresentou atividade de trealase &acida, quando as células foram
incubadas com trealose na presenca de NaF (dados nao mostrados).
Estes resultados estdao de acordo com os dados publicados por Jules et
al., 2004. Foi confirmado que mais de 90% da atividade da trealase
acida estd presente no espaco periplasmico, onde a trealose é
hidrolisada.

Na determinacao da atividade da invertase peripldasmica em S.
cerevisiae, Silveira et al., 1996 ndao detectaram atividade enzimatica
em células ndo inibidas com NaF. Nesta condicdao, a captacdo de

glicose era, pelo menos, equivalente a velocidade de produgao deste
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aclUcar pela acdao da invertase. As células encontram-se na fase
logaritmica neste trabalho. Nossos dados reportam valores
relacionados a células em fase de transicao.

Observamos que na cepa AP77-11B ocorreu um aumento da
atividade da o-metilglicosidase periplasmica na presenca deste
inibidor: 1,3 vezes para a-metilglicosidase e 2,3 vezes para invertase.
Esta observacdo pode ser atribuida a uma alta velocidade de producdo
de glicose por estas enzimas. Um aumento da atividade especifica da
a-metilglicosidase ao longo da curva de crescimento em meio
contendo a-MG (Figura 8) foi observado em nossos resultados. Este
aumento na produgao de glicose pode estar relacionado com o
crescimento celular.

A secrecao da o-metilglicosidase sd ocorreu na presenca de
a-MG e ndao em células de-reprimidas, como apresentado na Tabela 2.
Ao contrario, no caso da trealose, em Jules et al., 2004 observa-se
que existe atividade de trealase acida em células na fase estacionaria
cultivadas em glicose, indicando que a secrecdao desta para o espago
periplasmico nao é especifica para trealose.

De modo geral, os resultados apresentados sao relevantes e nos
levam a concluir que também existem duas vias de utilizacdo de a-MG
em S. cerevisiae: uma via na qual a Agtlp é a responsavel pelo

transporte ativo de o-MG e outra, onde a a-metilglicosidase é
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secretada para o espaco periplasmico das células. A glicose formada
pela hidrdlise de a-MG é entdo assimilada pelos transportadores de
hexoses por difusao facilitada. Dados semelhantes foram
recentemente reportados para a trealose (Jules et. al., 2004 e Parrou
et al., 2005).

Em relacdo a trealase acida, o fato desta estar presente tanto no
vacuolo quanto no espaco periplasmico das células é ainda um assunto
a ser esclarecido. Ela foi caracterizada como uma proteina com alto
nivel de glicosilagbes e apresenta um dominio trans-membrana N-
terminal. Estas caracteristicas poderiam contribuir para sua localizagao
na superficie celular (Alizadeh et al., 1996 e Parrou et al., 2005).

Em 1998, Nwaka e Holzer propuseram um mecanismo de
entrada da trealase acida para dentro do vacuolo. Primeiramente, esta
chegaria até o espaco periplasmico pela via secretéria, onde entdo
seria endocitada para o vacuolo. Em 2005, Parrou et al. identificaram
varios genes que codificam proteinas que estdao envolvidas na
regulacao da exportacao da trealase acida para o espaco periplasmico,
entretanto este mecanismo ainda nao foi esclarecido.

Como mencionado em nossos resultados, a secrecdao da
a-metilglicosidase é especifica para a-MG e possivelmente deve ser
regulada por mecanismos especificos nas cepas que sdo capazes de

hidrolisar o-MG no espaco periplasmico. As cepas MC966A, KY73,
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BSY08, BSY09 e EBY.VW4000 nao apresentaram atividade de a-
metilglicosidase periplasmica, mesmo possuindo atividade de
a-metilglicosidase citoplasmatica (Tabelas 1 e 2) ou em células
permeabilizadas ( dados nao apresentados).

Os dados relacionados a regulacao do metabolismo do a-MG em
S. cerevisiae abordados em nossos estudos sdo inéditos e trouxeram
informacdes relevantes para esta linha de pesquisa.

No caso da maltose, foi reportado que Schizosaccharomyces
pombe possue atividade de maltase extracelular, Jansen et al., 2006.
Em 2007, Leifso et al. identificaram em Kluyveromyces lactis uma
maltase que é acumulada no meio de cultura apds a deplecao da
glicose do meio. Porém, em Saccharomyces cerevisiae, maltase

extracelular ainda nao esta descrita.
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6. CONCLUSOES

Os resultados apresentados nesta dissertacao claramente
mostraram que:
- A permease Agtlp € a responsavel pelo transporte ativo de a-MG.
- Na auséncia da Agtlp as células podem utilizar a-MG secretando a
a-metilglicosidase para o espaco periplasmico das células.
- A glicose formada pela hidrdlise de o-MG é transportada pelos

transportadores de hexoses por difusao facilitada.
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