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RESUMO 
 
  A enzima glicogênio sintase (GS) catalisa o passo regulatório da síntese de 
glicogênio transferindo resíduos de glicose a partir de UDP-glicose a uma cadeia 
polissacarídica pré-existente. Esta enzima é regulada por fosforilação reversível e pelo 
modulador alostérico glicose-6-fosfato (G6P). Embora muitas seqüências codificando 
diversas GS tenham sido descritas até o momento, apenas a enzima de músculo de coelho 
e a Gsy2p da levedura Saccharomyces cerevisiae tiveram seus sítios de fosforilação bem 
caracterizados. Nosso laboratório isolou o cDNA que codifica a enzima do fungo Neurospora 
crassa  e a seqüência da proteína (GSN) foi deduzida. Baseado em um alinhamento de 
seqüências de diferentes GS, quatro potenciais sítios de fosforilação foram identificados na 
enzima GSN: Ser632, Ser636, Thr641 e Thr645. Neste trabalho, utilizando a técnica de 
mutagênese sítio-dirigida por PCR, um banco de cDNAs gsn mutantes que codificam 
proteínas glicogênio sintases contendo mutações pontuais nos potenciais sítios de 
fosforilação foi construído. As proteínas GSN selvagem, mutantes e GSNΔ624 (isoforma 
truncada no aminoácido Glu624) foram produzidas em E. coli, fosforiladas in vitro com 
extrato celular bruto da linhagem de N. crassa RP-1  (deficiente na glicogênio sintase) e 
analisadas em relação à incorporação de fosfato radioativo. Os quatro resíduos mostraram 
ser fosforilados uma vez que todos os mutantes apresentaram diminuição na incorporação 
de fosfato em relação à proteína selvagem. A proteína GSNΔ624, apesar de não possuir a 
região C-terminal que compreende os resíduos de aminoácidos mutados apresentou 
incorporação de fosfato. Este resultado nos levou a considerar a hipótese da existência de 
sítios de fosforilação fora da região C-terminal. Levando isso em consideração foram obtidos 
os cDNAs gsnΔ450 e gsnΔ300, os quais codificam proteínas GSN truncadas nos 
aminoácidos Ile450 e Gly300, respectivamente. As proteínas truncadas foram produzidas 
em E. coli e serão analisadas em relação à incorporação de fosfato radioativo. Finalmente, 
foi avaliada a influência da via de sinalização mediada por AMPc na fosforilação da GSN 
utilizando duas maneiras distintas: fosforilação pela PKA comercial e por extratos celulares 
brutos de linhagens do fungo mutantes nesta via de sinalização. A GSN mostrou ser 
fosforilada  in vitro pela subunidade catalítica da PKA em uma reação dependente da 
concentração da enzima quinase e do substrato GSN. Além disso, a GSN foi diferentemente 
fosforilada pelos extratos celulares das linhagens mutantes do fungo, em comparação ao 
extrato da linhagem RP-1; enquanto que a incorporação de fosfato foi diminuída na 
presença do extrato da linhagem mutante cr-1 (deficiente na atividade adenilato ciclase), a 
incorporação foi aumentada quando utilizado o extrato da linhagem mutante mcb (deficiente 
na subunidade regulatória da PKA). 
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SUMMARY 
 
Glycogen synthase (GS) catalyses the regulatory step in the glycogen synthesis by 
transferring glucose units from UDP-glucose to a pre-existing polysaccharide chain. This 
enzyme is regulated by multi-step reversible phosphorylation and allosteric modulation by the 
effector glucose-6-phosphate (G6P). Although many nucleotide sequences encoding GS 
have been isolated, only the rabbit muscle and the yeast Gsy2p enzymes have their 
phosphorylation sites well characterized. Our laboratory isolated the cDNA encoding 
glycogen synthase in Neurospora crassa and the polypeptide sequence of the protein (GSN) 
was deduced. Based on a sequence alignment of different GS enzymes, three potentials 
phosphorylation sites have been identified in the protein GSN: Ser632, Ser636, Thr641 and 
Thr645. In this work, we used site-directed mutagenesis by PCR to construct a bank of 
cDNAs gsn that encode mutants of glycogen synthase in the potential phosphorylation sites. 
The proteins wild type, mutants and GSNΔ624 (an isoform truncated in the amino acid 
Glu624) were produced in E. coli, phosphorylated in vitro with crude cellular extract of N. 
crassa  strain RP-1 (deficient in glycogen synthase) and analyzed in relation to phosphate 
incorporation. The four amino acid residues showed to be in vitro phosphorylated as all 
mutants showed decreased phosphate incorporation when compared to the wild type protein. 
In addition the protein GSNΔ624, which misses the C-terminal region having all potentials 
phosphorylation sites showed phosphate incorporation. This result led us to consider the 
hypothesis of the existence of phosphorylation sites outside the C-terminal region. Taking 
this into account the cDNAs gsnΔ450 and gsnΔ300 were constructed, which encode proteins 
GSN truncated in the amino acids Ile450 and Gly300, respectively. The truncated proteins 
were produced in E. coli and they will be analyzed for phosphorylation. Finally, we analyzed 
the influence of the cAMP signaling pathway in the GSN phosphorylation in two different 
ways: phosphorylation with PKA and with crude cellular extracts of mutants of N. crassa in 
the signaling pathway. GSN showed to be phosphorylated in vitro by the PKA catalytic 
subunit, a reaction dependent on the kinase and the substrate GSN concentrations. GSN 
was differently phosphorylated when cellular extract of N. crassa mutant strains were used 
as source of protein kinases. Compared to the wild type strain the phosphate incorporation 
was decreased in the presence of extract from mutant cr-1  (deficient in adenylyl cyclase 
activity), and was increased in the presence of extract from mutant mcb (deficient in the PKA 
regulatory subunit). 
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O presente trabalho está inserido em um projeto maior do laboratório que visa 
estudar, com abordagens funcionais e estruturais, a regulação do metabolismo do 
glicogênio no organismo Neurospora crassa. 
 
I. Neurospora crassa como um organismo modelo 
 
  Os fungos filamentosos são organismos amplamente usados em estudos 
básicos de bioquímica e genética. A facilidade de cultivo e manipulação genética 
fazem destes fungos importantes ferramentas de estudo de mecanismos celulares 
em eucariotos. O fungo Neurospora crassa é utilizado como organismo modelo em 
pesquisa há mais de 60 anos e é um dos fungos filamentosos melhor estudados. 
Durante esse período, N. crassa vem sendo útil em estudos como defesa de 
genoma, metilação de DNA, ritmos circadianos, transporte de proteínas 
mitocondriais, reparo de DNA, processos de silenciamento gênico, entre outros 
(Davis, 2000). Além disso, sendo um fungo multicelular, este organismo constitui um 
valioso modelo para os estudos de processos de diferenciação celular e 
desenvolvimento (Davis e Perkins, 2002). 
N. crassa é um fungo filamentoso, membro da classe Eumicetos, subclasse 
Ascomicetos, pertencendo a família Sordariacea, subfamília Sphaeriales. Trata-se 
de um organismo aeróbio estrito, não patogênico para humanos, animais ou plantas. 
Este fungo cresce em meio sólido ou líquido como um micélio constituído por hifas 
tubulares ramificadas, polinucleadas e septadas. Os septos não fornecem uma 
barreira contínua o que permite um fluxo citoplasmático ao longo das hifas, incluindo 
a passagem de núcleos. 
O ciclo de vida compreende duas fases: uma vegetativa (assexual) e uma 
fase sexual de reprodução. Em geral, o crescimento ocorre por meio da formação de 
hifas, que culmina com a formação de uma estrutura complexa e entrelaçada 
chamada de micélio. Quando crescido em condições adequadas de abundância de 
nitrogênio, esporos assexuais, chamados de conídios, são produzidos por duas vias: 
macroconidiação e microconidiação. A macroconidiação é realizada pela formação 
de uma hifa aérea especializada que contém em sua extremidade o conidióforo, o 
qual origina a cadeia de macroconídios multinucleados. A microconidiação difere da 
macroconidiação pelo fato de que os esporos são uninucleados e se formam no 
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interior da hifa basal, sendo expelidos a partir da parede da hifa quando o processo 
de maturação se completa. Ambos os tipos de conídios servem para a propagação 
do fungo. 
O fungo N. crassa apresenta dois indivíduos com ‘’mating type’’ distintos, 
designados A e a, de modo que quaisquer linhagens de tipos sexuais opostos são 
competentes para o cruzamento e ambos podem se comportar como doador 
(macho) ou receptor protoperitecial (fêmea) (Griffin, 1994). Em resposta a condições 
de limitação de nitrogênio o fungo entra no ciclo sexual por meio da formação de 
estruturas reprodutivas denominadas protoperitécio. Por convenção, esta estrutura é 
definida como o orgão de reprodução feminino. A partir do protoperitécio, hifas 
especializadas chamadas tricóginos são formadas e crescem em direção a uma 
célula de ‘’mating type’’ oposto. Neste momento ocorre a plasmogamia e o núcleo 
masculino caminha até encontrar o protoperitécio, formando agora o peritécio. Os 
núcleos masculino e feminino se pareiam e dividem sincronicamente. Estes 
processos culminam na cariogamia, isto é, fusão dos núcleos A e a, originando 
núcleos diploides. Este corresponde ao único momento no ciclo de vida de N. crassa 
onde se observa a presença de núcleos diploides. Subseqüentemente estes núcleos 
diploides sofrem duas divisões celulares, sendo a primeira meiótica, seguida de uma 
divisão mitótica, originando oito núcleos haploides ao redor dos quais os ascósporos 
são delineados. Outras divisões mitóticas adicionais ocorrem nos ascósporos 
durante sua maturação. Os ascósporos podem ser induzidos à germinação por 
choque térmico ou químico, retornando a fase vegetativa do ciclo de vida 
(Metzenberg e Glass, 1990). 
O recente seqüenciamento do genoma de N. crassa trouxe importantes 
informações sobre características genéticas e bioquímicas deste organismo e 
sinalizou para as potencialidades advindas dos estudos usando este organismo 
modelo (Galagan et al., 2003). O genoma de N. crassa contém aproximadamente 40 
Mb sendo, portanto, muito maior que os genomas de Saccharomyces cerevisiae e 
Schizosaccharomyces pombe (aproximadamente 12 Mb). O genoma é organizado 
em sete cromossomos cujos tamanhos variam de 4 a 10 Mb (Schulte et al., 2002 ). 
Com relação ao número de genes, N. crassa possui aproximadamente 10.000 
genes, um número duas vezes maior ao das leveduras citadas e apenas 25% menor 
ao número de genes em Drosophila melanogaster (Galagan et al., 2003). Do total de 
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genes anotados em N. crassa, 4.140 (41%) proteínas deduzidas carecem de 
significantes ortólogos nos bancos de dados públicos, o que reflete o pouco 
conhecimento dos genomas de fungos assim como a diversidade de genes em 
fungos ainda não descritos. Além disso, 57% das proteínas não apresentam 
ortólogos em ambos S. cerevisiae e S. pombe. Quando comparado às seqüencias 
de outros eucariotos, um total de 14% das proteínas do fungo apresentou melhor 
similaridade a proteínas de plantas ou animais, o que demonstra maior proximidade 
evolutiva dos fungos filamentosos a eucariotos superiores do que quando 
comparamos leveduras aos mesmos (Galagan et al., 2003). 
Neurospora representa um importante modelo para o estudo de fenômenos 
genéticos, possuindo uma ampla variedade de mecanismos de defesa do seu 
genoma. O mais notável destes mecanismos é denominado Repeat Induced Point 
Mutation (RIP), sendo este um mecanismo restrito aos fungos filamentosos. 
Inicialmente descrito em N. crassa (Selker et al.,  1987), este processo foi proposto 
atuar como um mecanismo de defesa do organismo contra DNAs móveis. O RIP é 
um processo que detecta seqüências duplicadas no genoma e eficientemente 
provoca mutações em ambas as cópias. Este processo ocorre exclusivamente 
durante o ciclo sexual, especificamente no período pré-meiótico, quando o 
organismo promove um rastreamento do seu genoma em busca de duplicações em 
suas seqüências. Além de sofrer mutações, as seqüências afetadas pelo processo 
de RIP são, freqüentemente, alvos para a metilação de DNA. Assim como em 
mamíferos, este processo tem sido mostrado provocar o silenciamento de genes em 
Neurospora (Rountree e Selker, 1997). Deste modo, o processo de RIP em 
Neurospora  provoca mutações e também silencia seqüências de DNA duplicadas. 
Este processo vem sendo muito usado na inativação de genes específicos para a 
realização de estudos funcionais. 
A presença de um grande número de genes (aproximadamente 30%) no 
genoma de N. crassa ainda com funções desconhecidas aponta este organismo 
como um promissor modelo para o estudo de novos mecanismos genéticos e 
bioquímicos até o momento não identificados. Estes podem representar genes com 
novas funções ou novos genes desempenhando maneiras diferentes de realizar 
funções conhecidas (Dunlap et al., 2007). 
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II. Estrutura e função do glicogênio e aspectos gerais de seu metabolismo 
 
  O glicogênio, bem como o amido, são reservas intracelulares de glicose que 
são largamente encontradas na natureza. O glicogênio é um polímero ramificado de 
glicose cujos resíduos nas suas cadeias polissacarídicas são unidos por ligações 
glicosídicas α(1,4). Nos pontos de ramificação ocorrem ligações glicosídicas α(1,6), 
as quais ocorrem a cada 4 resíduos de glicose (Figura 1). Além da glicose um outro 
constituinte da molécula do glicogênio é a proteína glicogenina (Kennedy et al., 
1985). Esta proteína, cuja função será discutida mais a frente, ocorre a uma razão 
molar de 1:1 com a molécula de glicogênio. 
  Um estudo utilizando cálculos matemáticos buscando obter a estrutura ótima 
para uma molécula de glicogênio estocar a maior quantidade de glicose no menor 
espaço possível e ainda ter um arranjo de modo a facilitar o acesso das enzimas 
responsáveis pela sua degradação, resultou em um modelo muito semelhante ao 
que ocorre na natureza (Meléndez-Hevia et al., 1993). Assim, o glicogênio consegue 
ser uma ótima reserva de glicose sem aumentar a osmolaridade celular e ainda 
permite um fácil acesso para sua degradação, característica importante em 
momentos em que a célula necessita de uma grande e rápida mobilização de 
glicose. 
De um modo geral, tanto em microrganismos como em mamíferos o 
glicogênio é considerado uma reserva de glicose, sintetizado em períodos de 
abundância de nutrientes e degradado posteriormente, em tempos de necessidade, 
quando as células enfrentam escassez de tais nutrientes (Harris, 1997). Nos 
microrganismos, as variações no conteúdo celular de glicogênio em resposta a 
diferentes situações ambientais indicam que seu metabolismo é controlado por um 
sistema regulatório complexo. Diversos trabalhos relatam importantes variações no 
conteúdo de glicogênio em S. cerevisiae. Foi visto que durante a situação de 
crescimento vegetativo, as células de leveduras acumulam glicogênio quando a 
cultura inicia sua fase de crescimento estacionário (Thevelein, 1984; François et al., 
1991). Outros exemplos de situações onde células de S. cerevisiae acumulam 
glicogênio incluem a exposição de uma cultura de levedura ao choque térmico (Ni e 
Laporte, 1995), crescimento sob limitação de nutrientes (Lillie e Pringle, 1980) e 
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indução à esporulação e germinação de esporos (Thevelein, 1984; Colonna e  
Magee, 1978; Kane e Roth, 1974). 
No fungo N. crassa, organismo no qual o metabolismo do glicogênio vem 
sendo estudado de maneira detalhada em nosso laboratório, Noventa-Jordão et al. 
(1996) e de Paula et al. (2002) mostraram que durante a situação de crescimento 
vegetativo do fungo, o glicogênio é acumulado nas células no final da fase 
exponencial de crescimento e que o mesmo é degradado quando a cultura atinge a 
fase estacionária de crescimento. Entretanto, células do fungo submetidas a 
diferentes condições de cultivo também apresentam variações no conteúdo de 
glicogênio. Em situações como a indução de uma cultura do fungo à conidiação, os 
níveis de glicogênio apresentam-se drasticamente reduzidos (de Paula et al., 2002). 
Quando submetidas a uma situação adversa como choque térmico, as células de N. 
crassa mostraram degradar glicogênio e acumular trealose, sendo que exatamente o 
oposto é observado quando as células são reincubadas na temperatura fisiológica 
de crescimento (Noventa-Jordão et al., 1996; de Paula et al., 2002). Já em situações 
adversas como privação de fontes de carbono, os níveis de glicogênio e trealose das 
células encontram-se reduzidos, mas podem ser restabelecidos após a adição de 
glicose ao meio de cultura (de Pinho et al. 2000; de Paula et al., 2002). 
Em células de mamíferos, a maior parte de glicose ingerida é convertida a 
glicogênio. Nas células hepáticas onde seu metabolismo é fortemente regulado pelo 
estado nutricional, o conteúdo de glicogênio é rapidamente diminuído em condições 
de jejum e completamente restaurado após as refeições. A função do glicogênio 
hepático consiste em ser convertido a glicose livre que pode, então, ser liberada 
para manter a homeostase da glicose sangüínea. No tecido muscular, o glicogênio é 
usado basicamente para produzir energia durante a atividade física. 
A biossíntese de moléculas de glicogênio inicia-se com a auto-glicosilação de 
uma proteína chamada glicogenina. Utilizando UDP-glicose como molécula doadora 
do resíduo glicosil, esta enzima é capaz de se auto-glicosilar formando uma ligação 
C-1-O tirosil entre uma molécula de glicose e um resíduo de tirosina. A partir disso, o 
processo de auto-glicosilação continua com a formação de ligações glicosídicas 
α(1,4) levando à produção de uma cadeia contendo de 8 a 12 resíduos de glicose. 
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Figura 1 - Representação das ligações α-1,4 e α-1,6 glicosídicas na molécula de 
glicogênio (Roach et al., 2001, modificado).
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Uma vez glicosilada, a glicogenina pode servir como substrato para a enzima 
glicogênio sintase. Um dos pré-requisitos para a glicogênio sintase elongar a 
molécula de glicogênio é a presença de um oligossacarídeo contendo pelo menos 
oito resíduos de glicose, o qual é fornecido, inicialmente, pela glicogenina 
autoglicosilada. A glicogênio sintase catalisa a formação de ligações glicosídicas 
α(1,4) por meio da transferência de resíduos glicosil a partir de ADP- ou UDP-glicose 
à extremidade não redutora de cadeias oligossacarídica pré-existentes. A síntese 
global da molécula de glicogênio se completa pela ação da enzima ramificadora do 
glicogênio, a qual adiciona os pontos de ramificação da molécula. Isso é feito pela 
quebra de segmentos da cadeia oligossacarídica e transferência para uma cadeia 
lateral pela formação das ligações glicosídicas α(1,6). A degradação do glicogênio é 
efetuada pelas enzimas glicogênio fosforilase e enzima desramificadora, gerando 
glicose-1-fosfato e uma pequena quantidade de glicose livre. A glicogênio fosforilase 
cataliza a fosforólise de ligações glicosídicas α(1,4) para gerar glicose-1-fosfato. A 
fosforólise ocorre em uma ramificação da molécula do glicogênio até que se 
aproxime de quatro ou cinco resíduos de um ponto de ramificação α(1,6), deixando 
uma “ramificação limite”. A enzima de desramificação do glicogênio atua como uma 
α(1,4) transglicosilase (glicosil transferase) pela transferência de uma unidade 
trissacarídica com ligação α(1,4) de uma ramificação limite do glicogênio para uma 
extremidade não redutora de outra ramificação (Voet et al., 2000). 
O cDNA que codifica a glicogenina de músculo de coelho foi isolado (Viskupic 
et al., 1992) e estudos posteriores mostraram que o resíduo Tyr
194
 da proteína foi 
identificado como sendo o resíduo inicialmente glicosilado, pois a mutação sítio-
dirigida Tyr
194
→Phe gerou uma proteína incapaz de se auto-glicosilar (Cao et 
al.,1995). Em S. cerevisiae, dois genes (GLG1 e GLG2) foram descritos codificar 
duas proteínas (Glg1 e Glg2), as quais estão associadas com o início da síntese do 
glicogênio (Cheng et al., 1995). A proteína Glg1 possui apenas um resíduo 
glicosilável (Tyr
232
), enquanto que mutações nos resíduos Tyr
230
 e Tyr
232
 da proteína 
Glg2 foram necessárias para abolir a sua auto-glicosilação (Mu et al.,1996). Em N. 
crassa,  nosso laboratório isolou o cDNA que codifica a glicogenina (gnn) e uma 
análise por espectrometria de massas identificou um peptídeo contendo uma cadeia 
oligossacarídica ligada ao resíduo Tyr
196
 (de Paula et al., 2005a). Experimentos de 
mutagênese sítio-dirigida e de complementação funcional de uma linhagem mutante 
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de  S. cerevisiae confirmaram a participação deste resíduo no evento de auto-
glicosilação da proteína glicogenina de N. crassa (GNN) e também indicaram o 
resíduo Tyr
198 
como sendo um sítio de glicosilação adicional, porém menos ativo (de 
Paula et al., 2005b). 
Em relação à glicogênio sintase, duas isoformas (fígado e músculo) de 
mamíferos foram descritas (Bai et al.,1990; Zhang et al.,1989). A maior parte dos 
tecidos expressa a isoforma de músculo enquanto a isoforma de fígado é expressa, 
exclusivamente, neste tecido. As isoformas de músculo e fígado compartilham cerca 
de 70% de identidade entre si (Bai et al., 1990; Nuttall et al., 1994). Entretanto, 
quando as enzimas glicogênio sintases de músculo humano e de coelho são 
comparadas, um valor de 97% de identidade é observado (Zhang et al., 1989), o que 
sugere que a mesma isoforma em diferentes organismos é mais conservada do que 
isoformas do mesmo organismo. Em microrganismos, muitos genes codificando a 
glicogênio sintase foram identificados, como resultado dos vários genomas 
existentes nos bancos de dados. As enzimas glicogênio sintase bacterianas 
apresentam pouca similaridade de seqüência com as demais glicogênio sintases e 
usam ADP-glicose como doador de glicose (Preiss e Romeo, 1994). Além disso, não 
são sujeitas à regulação como são as enzimas de eucariotos. Em S. cerevisiae, dois 
genes (GSY1  e GSY2) codificam duas proteínas glicogênio sintases, as quais 
possuem 50% de identidade às proteínas de mamíferos (Farkas et al., 1990, 1991). 
Um gene codificando a glicogênio sintase em Dyctiostelium discoideum foi também 
isolado e caracterizado (Willianson et al., 1996) e o cDNA que codifica a glicogênio 
sintase no fungo Neurospora crassa (gsn) foi isolado em nosso laboratório (de Paula 
et al., 2002). 
A enzima glicogênio fosforilase é altamente distribuída em células animais e 
isoformas de músculo esquelético, fígado e cérebro foram identificadas (Hudson et 
al., 1993; Newgard et al., 1989). Há evidências de que mais de uma isoforma possa 
ser produzida em um mesmo tecido, porém as isoformas de fígado e músculo são 
dominantes em seus respectivos tecidos. A isoforma de fígado tem 83% de 
identidade em relação à de músculo. A levedura S. cerevisiae tem um único gene 
que codifica a glicogênio fosforilase e sua proteína possui 50% de identidade com a 
isoforma de músculo de mamíferos (Newgard et al., 1989). 
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Em relação à enzima desramifidadora, um único gene foi encontrado codificar 
a enzima em humanos (Bao et al., 1996), porém seis isoformas que se diferem 
apenas na região N-terminal foram identificadas. Essa ocorrência é proveniente de 
seis splicing alternativos no transcrito primário do gene humano (Bao et al., 1996). A 
isoforma 1 é a mais abundante e é encontrada tanto no tecido muscular quanto 
hepático. Três isoformas (2, 3 e 4) são específicas do tecido muscular (Bao et al., 
1996). 
 
III. A enzima glicogênio sintase. Aspectos regulatórios 
 
Como já descrito anteriormente, a enzima glicogênio sintase catalisa a 
formação das ligações glicosídicas α(1,4) pela transferência de glicose a partir de 
ADP- ou UDP-glicose à extremidade não redutora de uma cadeia polissacarídica 
pré-existente durante o processo de biossíntese do glicogênio. 
As glicogênio sintases (GS) estão distribuídas em duas grandes famílias: a 
família GT3, que inclui as GS de mamíferos e fungos, são enzimas de 
aproximadamente 80 kDa que usam UDP-glicose como fonte doadora de glicose e 
são enzimas reguladas por mecanismos de fosforilação e alosterismo (Roach, 
2002); a família GT5, que inclui as GS de bactérias, são enzimas relativamente 
menores de aproximadamente 50 kDa, usam preferencialmente ADP-glicose como 
doador de resíduos glicosil e apresentam-se como proteínas não reguladas (Ball e 
Morel, 2003). 
Em relação à estrutura da enzima glicogênio sintase, até hoje apenas duas 
enzimas de origem bacteriana tiveram suas estruturas elucidadas por meio de 
estudos cristalográficos (Buschiazzo et al., 2004; Horcajada et al., 2006). A primeira 
estrutura da glicogênio sintase resolvida foi a da bactéria Agrobacterium tumefaciens 
(AtGS), cuja estrutura apresenta arranjos tridimensionais similares à enzima 
glicogênio fosforilase (outra glicosiltransferase), indicando mecanismos catalíticos e 
ligações a substrato comuns (Buschiazzo et al., 2004). A estrutura da glicogênio 
sintase da arqueobactéia Pyrococcus abyssi (PaGS) também revelou um arranjo 
comum a outras glicosiltransferases e, apesar da similaridade estrutural das enzimas 
de bactérias e arqueobactérias, a PaGS apresentou-se como uma enzima 
homotrimérica enquanto que a AtGS apresentou-se como uma enzima 
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homodimérica (Buschiazzo et al., 2004; Horcajada et al., 2006). A enzima AtGS 
possui uma inserção C-terminal em relação a PaGS, de aproximadamente 10 
resíduos, que permite a interação de duas subunidades desta proteína, porém não 
possui alguns resíduos hidrofóbicos que são críticos para organização 
homotrimérica em PaGS (Horcajada et al., 2006). A PaGS, assim como as demais 
glicogênio sintases de arqueobactérias, possuem a particularidade de ter tanto ADP- 
quanto UDP-glicose como fonte de resíduos glicosil (Gruyer et al., 2002; Zea et al., 
2003; Horcajada et al., 2003). De acordo com alinhamentos múltiplos de várias 
seqüências de glicosiltransferases, bem como do alinhamento estrutural da AtGS 
com a glicogênio fosforilase, os sítios de fosforilação regulatórios da GS de 
eucariotos estão provavelmente concentrados nas inserções de 25 resíduos N-
terminal e 120 resíduos C-terminal em relação à região central não regulada da GS 
de bactérias (Buschiazzo et al., 2004). 
A enzima glicogênio sintase tem sido alvo de estudos desde a década de 70 
como modelo de regulação enzimática através de reações de fosforilação 
reversíveis (Larner, 1973). Esta enzima é regulada tanto por modulação alostérica 
quanto por fosforilação reversível. Existe uma forma ativa desfosforilada (forma a) e 
um número variável de formas pouco ativas fosforiladas (forma b), as quais diferem 
em suas dependências pela glicose-6-fosfato, o efetor alostérico (Rosell-Perez et al., 
1962; Téllez-Iñón et al., 1969). De um modo geral, todas as glicogênio sintases são 
relativamente bem conservadas nas regiões centrais e apresentam as maiores 
divergências seqüenciais nas regiões amino- e carboxi-terminais, justamente as 
regiões onde estão contidos os sítios de fosforilação regulatórios. A glicogênio 
sintase de músculo de coelho, a enzima melhor caracterizada do ponto de vista de 
regulação por fosforilação, tem no mínimo nove sítios de fosforilação localizados nas 
regiões C- e N-terminal da cadeia polipeptídica (Roach, 1990). Os sítios são 
designados 1a, 1b, 2, 2a, 3a, 3b, 3c, 4 e 5. Os sítios 2 e 2a correspondem aos 
resíduos Ser
7
 e Ser
10
 na região N-terminal e os sítios 3a, 3b, 3c, 4, 5, 1 e 1a ocupam 
as posições Ser
640
, Ser
644
, Ser
648
, Ser
652
, Ser
656
, Ser
697
 e Ser
710
. Os sítios 1a e 1b 
estão ausentes na isoforma de fígado (Bai et al., 1990). Estudos de mutagênese 
sítio-dirigida com a proteína recombinante de músculo de coelho, produzida em 
células COS, monstraram que os sítios 2, 2a, 3a e 3b são os mais importantes na 
inativação da atividade da glicogênio sintase por fosforilação (Skurat et al., 1994). 
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Na enzima Gsy2p, a qual representa a isoforma que explica por 80% da 
atividade da glicogênio sintase em S. cerevisiae, três sítios regulatórios foram 
identificados, os resíduos Ser
650
, Ser
654
 e Thr
667
, os quais alinham com os sítios 3a, 
3b e 4, respectivamente, na enzima de músculo de coelho (Hardy e Roach, 1993). 
Na enzima de N. crassa,  de Paula et al. (2002)  deduziram por alinhamento de 
seqüências que os resíduos Ser
632
, Ser
636
, Thr
641
 e Thr
645
 da glicogênio sintase 
podem corresponder, respectivamente, aos sítios 3a, 3b, 4 e 5 da enzima de 
músculo de coelho. Entretanto, os resíduos de aminoácidos modificados por 
fosforilação ainda não foram determinados na enzima do fungo. Assim como a 
enzima de S. cerevisiae, os resíduos correspondentes aos sítios 2, 2a, 3c, 1 e 1a 
parecem estar ausentes na enzima de N. crassa. 
Diversas proteínas quinases foram implicadas na regulação da atividade 
glicogênio sintase a partir de estudos in vitro utilizando a proteína purificada. A 
Figura 2 mostra os sítios de fosforilação regulatórios identificados nas enzimas de 
músculo de coelho, fígado de rato, na isoforma Gsy2p e na enzima de N. crassa, e 
as possíveis proteínas quinases envolvidas na fosforilação dos sítios da isoforma de 
músculo. Na porção N-terminal, várias proteínas quinases podem fosforilar, in vitro, o 
sítio 2, as quais incluem a PKA (Huang e Krebs, 1977), fosforilase quinase (Roach et 
al., 1978) e a proteína quinase ativada por AMP (Carling e Hardie, 1989). O sítio 2a 
é fosforilado pela ação da proteína caseína quinase I, a qual requer a fosforilação 
prévia do sítio 2 (Flotow e Roach, 1989). Isto representa um exemplo de fosforilação 
hierárquica, onde a fosforilação prévia de um resíduo por uma determinada proteína 
quinase constitui um pré-requisito para a formação do motivo de reconhecimento de 
outra proteína quinase. Esta característica foi confirmada por um estudo 
demonstrando que a mutação do sítio 2 aboliu a subseqüente fosforilação do sítio 2a 
(Roach, 1990). Os sítios 3a e 3b foram inicialmente identificados como sendo 
modificados pela enzima glicogênio sintase quinase 3 (GSK-3) (Picton et al., 1980). 
Posteriormente, foi mostrado que a ação da GSK-3 era também um exemplo de 
fosforilação hierárquica, tal que sua ação sobre a glicogênio sintase era dependente 
da fosforilação prévia por caseína quinase II (Fiol et al., 1987). Desse modo, o 
motivo de reconhecimento para a enzima GSK-3 corresponde a –S-X-X-X-S(P)- e 
atua modificando sucessivamente os sítios 4, 3c, 3b, e 3a após a fosforilação prévia 
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Figura 2 - Fosforilação da glicogênio sintase. Os nove sítios de fosforilação (P) na 
glicogênio sintase de músculo de coelho são mostradas juntamente com as proteínas 
quinases as quais fosforilam estes sítios in vitro. CaM-PK- proteína quinase II dependente 
de calmodulina, cAMP-PK- proteína quinase dependente de cAMP, cGMP-PK- proteína 
quinase dependente de GMP, CK-I- caseína quinase I, CK-II- caseína quinase II, GSK-3- 
glicogênio sintase quinase-3, MAPKAP- proteína quinase-2 ativada por proteína quinase 
ativada por mitógeno (Roach et al., 2001, modificado)
. 
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do sítio 5 pela caseína quinase II. Considerando que os sítios 3a e 3b possuem um 
significante efeito na atividade glicogênio sintase, aparentemente a fosforilação dos 
demais sítios parece apenas constituir um mecanismo para a fosforilação dos sítios 
acima citados. Interessantemente, a mutação do sítio 5 para alanina provocou 
poucas alterações na atividade da proteína de músculo de coelho expressa em 
células COS (Skurat et al., 1994). Isto sugere que mecanismos alternativos para a 
fosforilação dos sítios 3a e 3b, independentes da fosforilação hierárquica efetuada 
pelo par GSK-3/caseína quinase II, podem também existir. 
 Em S. cerevisiae, existem diversos estudos confirmando a participação da via 
de sinalização do AMPc no controle da fosforilação da Gsy2p in vivo. Cameron et al. 
(1988) relataram que células de levedura deficientes na subunidade regulatória da 
PKA (mutantes bcy) mostraram-se incapazes de responder a processos como 
esporulação, resistência ao choque térmico e acúmulo de glicogênio. Cannon et al. 
(1990) mostraram que a incapacidade de acumular glicogênio nos mutantes bcy era 
devido ao estado de hiperfosforilação da proteína Gsy2p nestas células. Por outro 
lado, células de levedura mutantes ras2  apresentaram um hiperacúmulo de 
glicogênio no início da fase estacionária de crescimento, o qual foi atribuído a uma 
redução global na taxa de fosforilação dependente de AMPc nestas células 
(Fernández-Banares  et al., 1991). As proteínas Ras são proteínas que ligam 
nucleotídeos GTP e podem ser ativadas tanto por estímulos nutricionais quanto 
estressantes (Broach e Deschenes, 1990; Engelberg et al., 1994). Estas proteínas 
ativam a adenilil ciclase resultando em altos níveis de AMPc intracelular e, 
conseqüentemente, alta atividade PKA (Toda et al., 1985). Além da PKA, outras 
proteínas quinases mostraram-se importantes na regulação do carboidrato. 
Estudos sistemáticos realizados com o objetivo de identificar proteínas 
quinases envolvidas na fosforilação da glicogênio sintase em células de levedura 
levaram à descoberta da proteína quinase Pho85p (Huang et al., 1996). A Pho85p é 
uma quinase dependente de ciclinas envolvida tanto no ciclo celular quanto no 
controle do metabolismo (Johnston e Carlson, 1992), cujas funções dependem 
exclusivamente das ciclinas parceiras com as quais ela interage (Measday et al., 
1997). Inicialmente, duas ciclinas (Pcl8p e Pcl10p) envolvidas juntamente com a 
Pho85p no controle do metabolismo de glicogênio em leveduras foram identificadas 
(Huang  et al., 1998). O complexo Pho85p/Pcl10p mostrou ser capaz de fosforilar 
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diretamente a Gsy2p nos resíduos Ser654 e Thr667 (Wilson et al., 1999). Estudos 
envolvendo a Pho85p e suas ciclinas parceiras mostraram que as ciclinas Pcl6p e 
Pcl7p, cujos papéis ainda não são bem estabelecidos na célula, também estão 
envolvidas no controle do acúmulo de glicogênio via Pho85p, uma vez que mutantes 
pcl8 pcl10, os quais são incapazes de acumular glicogênio, tem seu fenótipo 
selvagem para acúmulo de glicogênio restaurado quando os genes PCL6 e PCL7 
são deletados (Wang et al., 2001b). 
Outra proteína quinase que mostrou ser importante para o acúmulo de 
glicogênio em células de levedura foi a Snf1p. A Snf1p é uma proteína quinase 
ortóloga à proteína quinase dependente de AMP (AMPK) de mamíferos (Carling e 
Hardie, 1989; Carling et al., 1994; Mitchelhill et al.,1994), a qual é requerida para a 
expressão de genes que codificam enzimas necessárias para o metabolismo de 
fontes de carbono alternativas, tais como glicerol e galactose. Esta quinase parece 
controlar de maneira indireta e positiva o metabolismo do glicogênio, provavelmente 
devido à regulação do estado de fosforilação da isoforma Gsy2p, uma vez que 
células mutantes snf1, as quais se caracterizam por não acumular glicogênio 
(Thompson-Jaeger  et al., 1991), quando transformadas com a forma truncada da 
enzima Gsy2p (ausência da extremidade C-terminal) são capazes de restaurar o 
acúmulo de glicogênio (Hardy et al., 1994). Células mutantes pho85  apresentaram 
uma alta atividade glicogênio sintase acompanhada de um hiperacúmulo de 
glicogênio, enquanto que mutantes snf1 pho85 foram capazes de suprimir o acúmulo 
de glicogênio anormal apresentado pelas células mutantes snf1, indicando que 
Snf1p e Pho85p agem antagonicamente com relação ao acúmulo de glicogênio nas 
leveduras. Através de estudos de epistasia, foi mostrado que estas quinases podem 
fazer parte de uma mesma via, onde a Snf1p estaria regulando negativamente a 
Pho85p na mesma via ou então, em uma via distinta. No entanto, células mutantes 
snf1 pcl8 pcl10 foram capazes de recuperar a atividade glicogênio sintase sem 
restaurar o acúmulo de glicogênio, sugerindo outras maneiras de controlar a 
atividade Snf1p independente da Pho85p (Huang et al., 1998; Wang et al., 2001a). 
A PAS quinase (PASK) também foi mostrada atuar sob a via do metabolismo 
do glicogênio em S. cerevisiae. Esta quinase é uma enzima evolucionariamente 
conservada, apresentando dois domínios PAS seguidos de um domínio 
serina/treonina quinase (Rutter et al., 2001). A PASK foi inicialmente relacionada ao 
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evento de acúmulo de glicogênio no trabalho de Rutter et al. (2002), no qual é 
descrito que em S. cerevisiae sua atividade quinase reprime a atividade da enzima 
glicogênio sintase. Neste trabalho, duas PASK parálogas (nomeadas de PSK1 e 
PSK2) foram identificadas. Posteriormente, Wilson et al. (2005) mostraram que a 
enzima glicogênio sintase de mamíferos também é regulada por PASK, já que 
ensaios de fosforilação in vitro mostraram que a GS purificada de músculo de coelho 
é eficientemente fosforilada pela PASK recombinante humana (hPASK). Para se 
determinar em quais resíduos a GS de músculo de coelho é fosforilada in vitro, 
peptídeos trípticos da enzima fosforilada foram submetidos a uma análise por 
espectrometria de massa identificando-se um peptídeo que engloba os sítios 
potenciais Ser
640
 e Ser
644
. Estudos de mutagênese sítio-dirigida comprovaram o 
aminoácido Ser
640
 como sendo fosforilado (Wilson et al., 2005). 
De posse de alguns estudos de controle por fosforilação de outras enzimas  
GS ortólogas bem como do cDNA que codifica a GSN (anteriormente isolado em 
nosso laboratório), o presente trabalho realizou um estudo inicial dos sítios de 
fosforilação regulatórios e do possível envolvimento da via de sinalização mediada 
por AMPc na modulação da glicogênio sintase de N. crassa. 
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O objetivo geral deste trabalho foi realizar a caracterização parcial dos sítios 
de fosforilação da enzima glicogênio sintase de Neurospora crassa. Baseado neste 
contexto, os objetivos específicos foram os seguintes: 
 
- Obtenção de cDNAs gsn com mutações nos códons que codificam aminoácidos 
potenciais para a modificação por fosforilação; 
 
- Obtenção dos cDNAs gsnΔ450 e gsnΔ300, os quais codificam proteínas GSN 
truncadas na região C-terminal; 
 
- Realizar ensaios de fosforilação in vitro utilizando as diferentes proteínas GSN 
recombinantes produzidas neste trabalho; 
 
- Analisar a influência da via de sinalização mediada por AMPc na fosforilação da 
GSN recombinante in vitro. 
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I. Linhagens 
 
Escherichia coli 
 
XL1-Blue: recA1- endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac [F’proAB 
lacI
q
ZΔM15 Tn10(Tet
r
)] (Stratagene). 
DH5α: supE44 Δ lacU169 (φ 80 lacZ∆M15) hsdR17 recA1 endA1 gyrA96 thi-1 relA1. 
DH10B:  F
-
 endA1 recA1 galU galK deoR nupG rpsL ΔlacX74  Φ80lacZΔM15 
araD139 Δ(ara,leu)7697 mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) λ
- 
(Invitrogen).
BL21(DE)pLys-S: F
-
 ompT gal dcm lon hsdS
B
(r
B
-
 m
B
-
) λ(DE3) pLysS(cm
R
). 
 
Neurospora crassa 
 
FGSC #424A: Selvagem. 
FGSC #488a: Mutante cr-1 (crisp). Deficiente na atividade adenilato ciclase. 
FGSC #7094a: Mutante termosensível mcb. Deficiente na subunidade regulatória da 
proteína quinase dependente de AMP cíclico. 
RP-1 (gsn
rip
): Mutante deficiente na atividade glicogênio sintase (de Paula, 2004). 
 
II. Meios de cultura 
 
Escherichia coli 
 
LB-Luria Broth 
1% NaCl 
1% Bacto-triptona 
0,5% Extrato de levedura 
 
Neurospora crassa 
 
  O meio de cultivo utilizado para crescimento e manutenção das cepas foi o 
meio mínimo de Vogel (VM). Esse meio foi preparado contendo sacarose, sais de 
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Vogel e biotina. A solução de sais de Vogel com biotina foi preparada 50X 
concentrada, a partir da dissolução dos seguintes sais, na ordem indicada, para um 
volume final de 200 ml completado com água destilada: 
  26 g de citrato de sódio 
  16 g de KH
2
PO
4
  2 g de MgSO
4
  1 g de CaCl
2
  1 mL de solução de elementos traços 
  1 mL de solução de biotina (50 mg em 100 mL de etanol 50%) 
 
A solução de elementos traços foi feita pela dissolução dos seguintes 
compostos em 90 mL de água destilada:
 
5 g de MgSO
4
5 g de ácido cítrico 
5 g de ZnSO
4
1 g de Fe(NH
4
)
2
(SO
4
)
2
0,25 g de CuSO
4
0,05 g de MnSO
4
0,05 g de H
3
BO
3
0,05 g de NaMoO
4
 
O meio VM foi preparado com 2% de sacarose e sais de Vogel com biotina 
1X. Para o meio sólido foi adicionado 2% de ágar. 
III. Condições de cultivo 
 
 Culturas de N. crassa em meio sólido foram realizadas em garrafas contendo 
50 mL de VM sólido. As culturas foram incubadas por três dias a 30ºC no escuro e 
adicionalmente por três dias, à temperatura ambiente, na presença de luz, para 
estimular a conidiação. Para o cultivo em meio líquido, uma suspensão conidial a 
partir das culturas em meio sólido foi feita através da adição de 30 mL de água estéril 
às garrafas, seguida por agitação vigorosa. A suspensão foi, então, filtrada em gaze 
estéril para a retenção de pedaços de hifas. As células foram contadas em câmara 
de Neubauer e inoculadas em culturas líquidas na densidade de 1x10
9 
células/mL. As 
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culturas foram incubadas a 30ºC, com agitação constante de 250 rpm. Após 48h de 
crescimento, o micélio foi coletado por filtração a vácuo, imediatamente congelado 
em nitrogênio líquido e armazenado a -80ºC para posterior processamento. 
 
IV. Amplificação por PCR e clonagem dos cDNAs gsnΔ300 e gsnΔ450 
 
Todas as formas da glicogênio sintase utilizadas neste trabalho foram 
produzidas na forma recombinante em células de E. coli como proteínas de fusão a 
uma cauda de histidinas (His6), uma vez que seus respectivos cDNAs foram 
inseridos no vetor de expressão pET28a (Novagen). As construções plasmidiais 
pET28a-gsn (que permite a expressão da proteína recombinante selvagem de N. 
crassa, 706 aminoácidos) e pET28a-gsnΔ624 (que permite a expressão da proteína 
recombinante truncada no aminoácido Glu624) já existiam em nosso laboratório. 
Neste trabalho duas outras proteínas truncadas foram produzidas: a GSNΔ300 
e GSNΔ450. As construções plasmidiais para a produção destas proteínas 
recombinantes foram obtidas por amplificação por PCR com os oligonucleotídeos da 
Tabela I e utilizando o plasmídeo pET28a-gsn como fonte de DNA. As reações foram 
realizadas em termociclador Mastercycler gradient (Eppendorf) nas seguintes 
condições: 29 ciclos de 96
o
C por 1 minuto, 55
o
C por 1 minuto e 68
o
C por 3 minutos, 
após denaturação inicial de 96
o
C por 2 minutos. Os produtos das amplificações 
foram purificados com o uso do kit Geneclean
®
 II (Bio 101), subclonados no vetor 
pMOS-Blue (Amersham) para gerar as construções pMOS-gsnΔ300 e pMOS-
gsnΔ450 e submetidos a seqüenciamento de DNA para confirmação da seqüência. 
Posteriormente, os insertos foram retirados do vetor por digestão com a enzima 
BamHI, purificados e ligados no vetor de expressão pET28a, previamente digerido 
com a mesma enzima e purificado. O produto da reação de ligação foi usado para 
transformar células competentes de E. coli  DH10B. Após a transformação as células 
foram plaqueadas em meio LB contendo kanamicina (30 ug/ml) e 15 clones foram 
crescidos em 5 ml de LB com o mesmo antibiótico e seus plasmídeos foram 
extraídos. Os clones positivos contendo os insertos na orientação correta foram 
obtidos após análises de restrição e seqüenciamento de DNA. 
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Tabela I – Oligonucleotídeos utilizados na amplificação dos cDNAs gsnΔ300 e 
gsnΔ450. 
 
cDNA 
 
Pares de oligonucleotídeos 
 
 
gsnΔ300 
 
GSN-F2: 5´-GG
ATCCCGATGGCCCACGAGAACCG-3´ 
  BamHI 
GSN300-R: 5´-CG
GGATCCTTAGCCGTAGAAGTGACCGCG-3´ 
  BamHI 
 
 
gsnΔ450 
 
GSN-F2: 5´-GG
ATCCCGATGGCCCACGAGAACCG-3´ 
  BamHI 
GSN450-R: 5´-CG
GGATCCTTAGATCTGGTTCAGAATTGG-3´ 
  BamHI 
 
V. Mutagênese sítio-dirigida 
 
Várias proteínas mutantes nos resíduos de aminoácidos S632, S636, T641 
e T645 foram produzidas neste trabalho. As reações de mutagênese sítio dirigida 
foram realizadas por PCR, utilizando o kit QuikChange
® 
Site-Direct
 
 Mutagenesis 
(Stratagene). Um esquema geral do procedimento da reação de mutação pode ser 
observado na Figura 3. As reações de mutação foram realizadas com o plasmídeo 
pET28a-gsn e dois oligonucleotídeos contendo a mutação específica. A PCR 
consistiu de uma denaturação inicial de 95ºC por 30 segundos, seguida de 16 ciclos 
a 95ºC por 30 segundos, 55ºC por 30 segundos e 68ºC por 8 minutos. O plasmídeo 
que serviu de molde para as reações de PCR foi obtido após transformação de 
linhagem de E. coli DH5α, a qual metila DNA no nitrogênio 6 da adenina em 
seqüências GATC (linhagem dam
+
). O produto de cada reação de PCR foi tratado 
com a endonuclease DpnI, a qual é específica para DNAs metilados ou 
hemimetilados. Deste modo o DNA molde parental foi digerido, selecionando as 
moléculas de DNA sintetizadas e contendo a mutação específica. Após tratamento 
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Figura 3 - Esquema geral do procedimento da reação de mutagênese sítio-dirigida (kit 
QuikChange
® 
Site-Direct
 
 Mutagenesis (Stratagene), modificado). 
 




 
25
com DpnI, os produtos da amplificação por PCR foram analisados por eletroforese 
em gel de agarose 0,8% e usados para transformar células competentes da linhagem 
XL1-Blue. Após transformação, as células foram plaqueadas em meio LB contendo 
kanamicina (30 μg/ml) e incubadas a 37ºC até o aparecimento de colônias. Cinco 
clones de cada construção mutante tiveram seus plasmídeos extraídos e o cDNA gsn 
seqüenciados para verificação da ocorrência da mutação e integridade da seqüência. 
Em seguida, a construção plasmidial de um dos clones foi usada para transformar 
células competentes da linhagem BL21(DE)pLys-S. 
As reações de mutação foram realizadas, inicialmente, utilizando-se a 
construção pET28a-gsn como molde para a obtenção de construções que codificam 
proteínas recombinantes contendo mutações em um único aminoácido (S632A, 
S636A, T641A ou T645A). As construções plasmidiais obtidas para a produção das 
proteínas mutantes S632A e T641A serviram de molde para a obtenção dos duplos 
mutantes S632/636A e T641/645A, respectivamente. Uma vez obtidas as 
construções plasmidiais contendo duplas mutações, as mesmas serviram como 
molde para a obtenção de construções contendo mutações combinadas para os 
quatro aminoácidos, incluindo a construção contendo os quatro sítios mutados para 
alanina. A Tabela II mostra os pares de oligonucleotídeos utilizados em cada reação 
para a amplificação das seqüências mutantes. 
 
VI. Produção e purificação das proteínas recombinantes 
 
Células de E. coli BL21(DE)pLys-S competentes foram transformadas 
separadamente com 1 μg de cada uma das construções plasmidiais obtidas e 
posteriormente plaqueadas em meio LB contendo kanamicina (30 μg/ml). Colônias 
isoladas de cada transformação foram analisadas para a produção da proteína 
recombinante em pequena escala (50 mL de cultura). Um clone apresentando alta 
produção da proteína recombinante foi utilizado nos procedimentos de produção em 
maior escala. Para a expressão em maior escala, as células foram crescidas em 2 L 
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Tabela II - Oligonucleotídeos utilizados nas reações de mutagênese sítio-dirigida. 
 
 
Mutações 
 
DNA molde 
 
Pares de oligonucleotídeos 
 
S632A 
 
pET28a-gsn 
 
GS/S632A-F: 5´-AAGATATCTCGTCCCTTCGCAGTACCGGGCTCGCC-3´ 
GS/S632A-R: 5´-GGCGAGCCCGGTACTGCGAAGGGACGAGATATC-3´ 
 
S636A 
 
pET28a-gsn 
 
GS/S636A-F: 5´-CCCTTCTCAGTACCGGGCGCGCCTAGAGACCGGAC-3´ 
GS/S636A-R: 5´-GTCCGGTCTCTAGGCGCGCCCGGTACTGAGAAGGG-3´ 
 
T641A 
 
pET28a-gsn 
 
GS/T641A-F: 5´-CGCCTAGAGACCGGGCTGGTATGATGACCCCTG-3´ 
GS/T641A-R: 5´-CAGGGGTCATCATACCAGCCCGGTCTCTAGGCG-3´ 
 
T645A 
 
pET28a-gsn 
 
GS/T645A-F: 5´-GACCGGACTGGTATGATGGCCCCTGGCGATTTTGC-3´ 
GS/T645A-R: 5´-GCAAAATCGCCAGGGGCCATCATACCAGTCCGGTC-3´ 
 
S632/636A 
 
pET28a-gsnS632A 
 
GS/S636ADM-F: 5´-GGTGTGTAGGCGCGCCCGGTACTG-3´ 
GS/S636ADM-R: 5´-CAGTACCGGGCGCGCCTACACACC-3´ 
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 Tabela II – Continuação. 
 
Mutações 
 
DNA molde 
 
Pares de oligonucleotídeos 
 
T641/645A 
 
pET28a-gsnT641A 
 
GS/T645ADM-F: 5´-GAAAATGGCCAGGGGCCATGATAGGAG-3´ 
GS/T645ADM-R: 5´-CTCCTATCATGGCCCCTGGCCATTTTC-3´ 
 
S632/636AT641A 
 
pET28a-gsnS632/636A 
 
GS/T641A-F: 5´-CGCCTAGAGACCGGGCTGGTATGATGACCCCTG-3´ 
GS/T641A-R: 5´-CAGGGGTCATCATACCAGCCCGGTCTCTAGGCG-3´ 
 
S632/636AT645A 
 
pET28a-gsnS632/636A 
 
GS/T645A-F: 5´-GACCGGACTGGTATGATGGCCCCTGGCGATTTTGC-3´ 
GS/T645A-R: 5´-GCAAAATCGCCAGGGGCCATCATACCAGTCCGGTC-3´ 
 
S632AT641/645A 
 
pET28a- 
gsnT641/645A 
 
GS/S632A-F: 5´-AAGATATCTCGTCCCTTCGCAGTACCGGGCTCGCC-3´ 
GS/S632A-R: 5´-GGCGAGCCCGGTACTGCGAAGGGACGAGATATC-3´ 
 
S636AT641/645A 
 
pET28a- 
gsnT641/645A 
 
GS/S636A-F: 5´-CCCTTCTCAGTACCGGGCGCGCCTAGAGACCGGAC-3´ 
GS/S636A-R: 5´-GTCCGGTCTCTAGGCGCGCCCGGTACTGAGAAGGG-3´ 
 
S632/636AT641/645A 
 
pET28a-
gsnS632/636AT641A 
 
GS/T645ADM-F: 5´-GAAAATGGCCAGGGGCCATGATAGGAG-3´ 
GS/T645ADM-R: 5´-CTCCTATCATGGCCCCTGGCCATTTTC-3´ 
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de meio LB com kanamicina (30 μg/ml) a 37 ºC até densidade óptica de 0,7, medida 
em um comprimento de onda de 600 nm com uso de um em espectrofotômetro 
Beckman modelo DU640, e foram induzidas pela adição de IPTG a uma 
concentração final de 0,1 mM por 4h a 30 ºC. As células foram coletadas por 
centrifugação a 3.000 x g por 10 min, ressuspensas em tampão de homogenização 
(50 mM de Tris, pH 8,0, 500 mM de NaCl, 30 mM de Imidazol) e lisadas em 
sonicador Vibra Cell (Sonics). O lisado foi centrifugado a 13.000 x g por 30 min e o 
sobrenadante filtrado em filtro 0.45 μm e submetido a cromatografia de afinidade em 
coluna HiTrap (Amersham) com auxílio do Akta Prime Protein Purification System 
(Amersham). A eluição da proteína a partir da coluna ocorreu com um gradiente 
linear de 10-500 mM de imidazol preparado no mesmo tampão de homogenização. 
As frações resultantes da cromatografia foram analisadas em gel SDS-PAGE 9 % 
corado com Coomassie-blue Brilliant R250. A fração com maior quantidade e pureza 
da proteína recombinante foi dialisada contra 1 L de tampão 50 mM de Tris, pH 8,0, 
por 24 h, a 4 ºC, com duas trocas do tampão de diálise. 
Para proteínas purificadas a partir de corpos de inclusão, o precipitado gerado 
a partir da centrifugação de 1 L de lisado celular foi ressuspenso em tampão de 
clarificação (50 mM de Tris, pH 8,0, 1% de Triton X-100, 1% de Tween 20, 50mM de 
NaCl) e centrifugado a 8000 x g por 10 min. Este processo foi repetido mais cinco 
vezes, baixando-se 1.000 x g em cada centrifugação. Finalmente, as proteínas foram 
solubilizadas em tampão desnaturante (50 mM de Tris, pH 8,0, 6M de uréia, 500 mM 
de NaCl) e centrifugadas a 13.000 x g por 30 min para remoção de partículas 
insolúveis. O renovelamento protéico foi realizado por diálises sucessivas durante 3 
dias em 1 L de tampão desnaturante no qual a uréia foi sendo retirada lentamente. 
Posteriormente, as proteínas foram dialisadas contra 1L de tampão 50 mM de Tris, 
pH 8,0, por 24 horas, 4 ºC, com duas trocas do tampão de diálise. 
Para todas as purificações realizadas, glicerol foi adicionado às preparações 
finais a uma concentração final de 20% e as proteínas foram estocadas a -20 ºC. 
 
 
 
 
 




 
29
VII. Ensaios de fosforilação in vitro 
 
VII.1. Fosforilação utilizando extratos brutos de linhagens de N. crassa 
como fonte de proteínas quinases 
 
  Nas reações de fosforilação in vitro utilizando extratos celulares como fonte de 
proteínas quinases, aproximadamente 200 mg de micélio das linhagens de N. crassa 
RP-1 (gsn
rip
), cr-1 ou mcb foram macerados com nitrogênio líquido em gral de 
porcelana até a obtenção de um pó fino e posteriormente transferido para tubo 
eppendorf contendo 1 mL de tampão de lise (50 mM de Tris, pH 8,0, 50 mM de NaF, 
1 mM de EDTA, 1 mM de PMSF, 1mM de benzamidina, 2 mM de TLCK, 1 μg/mL de 
aprotinina e pepstatina). A suspensão celular foi vigorosamente agitada em "vortex" e 
centrifugada a 10.000 x g por 10 min a 4 ºC. O extrato proteico foi recolhido em novo 
tubo e a quantidade de proteínas totais foi quantificada por meio do método de 
Bradford utilizando o kit Bradford Reagent (BioRad). Os extratos proteicos foram 
utilizados em uma concentração de proteína final de 6 mg/ml. 
  As reações de fosforilação das proteínas foram realizadas em um volume final 
de reação de 25 μL, contendo 10 μg da proteína recombinante, 5 μL de extrato 
protéico bruto (6 mg/mL) e 5 μL do "mix" ATP/Mg
2+
 (1 mM de ATP, 25 mM de MgCl
2
, 
0,5  μL de γ-
32
P-dATP, atividade específica 330 mCi/mmol, ~1.200 cpm/mmol). A 
reação foi incubada a 30 ºC por 30 min. Após esse período, 200 ul da resina Ni
2+
-
NTA-Agarose (Qiagen), equilibrada em tampão de ligação (50 mM de Tris, pH 8,0, 
500 mM de NaCl, 30 mM de Imidazol), foi adicionada. A mistura foi incubada em 
gelo, sob leve agitação, por 1 h, e a resina foi recuperada por centrifugação a 16.000 
x g por 1 min, lavada 3 vezes no mesmo tampão e finalmente ressuspensa em 25 μL 
de tampão de eluição (50 mM de Tris, pH 8,0, 500 de mM NaCl, 500 de mM 
Imidazol). Posteriormente, foi adicionado 5 μL de tampão de amostra SDS-PAGE 5X 
(375 mM de Tris, pH 8,0, 60% de glicerol, 12% de SDS, 0,06% de azul de 
bromofenol, 15% de 2-mercaptoetanol) e a mistura foi incubada em banho de água 
fervente por 5 min. As proteínas foram separadas por SDS-PAGE em géis 9%. Após 
eletroforese, os géis foram corados com Coomassie-Blue Brilliant R250, descorados, 
lavados em água, secos a vácuo e expostos ao filme radiográfico T-MAT G/RA 
(Kodak). Após revelação do filme, uma análise densitométrica das bandas protéicas 
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nos géis e das suas respectivas autoradiografias foram realizadas utilizando-se o 
programa de domínio público ImageJ (http://rsb.info.nih.gov/ij). Em alguns 
experimentos, as bandas de interesse foram excisadas a partir do gel e sua radiação 
foi mensurada em cintilador Beckman Count (Beckman). 
 
VII.2. Fosforilação utilizando PKA 
 
Ensaios de fosforilação in vitro foram também realizados utilizando a 
subunidade catalítica da enzima PKA bovina comercial (Sigma). A fosforilação das 
proteínas foi realizada em um volume final de reação de 25 μL, contendo 5 μL do 
"mix" ATP/Mg
2+
 (1 mM ATP, 25 mM MgCl
2
, 0,5 μL γ-
32
P-dATP, atividade específica 
330 mCi/mmol, ~1.200 cpm/mmol) e quantidades variadas de PKA e proteína 
recombinante, de acordo com o experimento. A reação foi incubada a 30 ºC por 30 
min e terminada pela adição de 5 μL de tampão de amostra SDS-PAGE 5x seguida 
de incubação em banho fervente por 5 min. As amostras foram, então, submetidas a 
SDS-PAGE em gel 9%, o gel foi corado, descorado, seco e submetido a 
autoradiografia. Finalmente, análises densitométricas tanto do gel quanto do filme 
foram realizadas utilizando-se o programa ImageJ . 
 
VIII. Outras metodologias 
 
VIII.1. Preparo e transformação de células competentes de E. coli 
 
Células competentes de E. coli foram preparadas para serem transformadas 
de acordo com Sambrook e Russell (2001), da seguinte maneira: a partir de um 
estoque da linhagem de E. coli mantida a –80ºC, inoculou-se a bactéria em 5 mL de 
meio LB. Após crescimento (12-14 horas a 37 
o
C), 2 mL desta cultura foram 
transferidos para 100 mL de meio LB e as células foram crescidas até esta atingir 
densidade óptica 0.7, medida a 600 nm em espectrofotômetro Beckman, modelo 
DU640. As células foram coletadas por centrifugação durante 10 minutos a 3.000 x g 
e lavadas com 25 mL de 200 mM de CaCl
2
 gelado. No final as células foram 
ressuspensas em 4 mL de 200 mM de CaCl
2
 gelado e adicionado glicerol a uma 
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proporção final de 20% do volume. As células foram aliquotadas e estocadas a –80 
ºC. 
Para a transformação, um volume de 5 ul do produto da reação de ligação ou 
1 ul de plasmídeo foi adicionado a 100 μL de células de E. coli competentes e a 
mistura incubada em gelo por 30 minutos. A seguir, submeteu-se a mistura a choque 
térmico a 42 ºC por 2 minutos e, logo após, adicionou-se 400 μL de meio LB. A 
mistura foi incubada a 37 ºC por 1 hora. Finalmente, as células foram plaqueadas 
em meio LB contendo o antibiótico específico. 
 
VIII.2. Análise por Western blot 
 
Para esta análise as proteínas, após fracionamento por eletroforese em gel 
SDS-PAGE, foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose em tampão 20 
mM de Tris, pH 8,0, 150 mM de glicina e 20% de metanol, a 100V, durante 1 hora 
utilizando o sistema TransBlot (Bio-Rad). Após a transferência, as membranas foram 
bloqueadas com uma solução de 5% de leite em pó desnatado em TBST (20 mM de 
Tris, pH 7,5, 500 mM de NaCl, 0,05% de Tween-20). A membrana foi incubada com 
o anticorpo monoclonal de coelho anti-His conjugado com fosfatase alcalina (Sigma), 
na diluição de 1:10.000, em TBST contendo 5% de leite, durante 2 horas. 
Posteriormente, a membrana foi lavada com TBST três vezes (dez minutos cada 
lavagem) e revelada com tampão de revelação (100 mM de NaHCO
3
, 1 mM de 
MgCl
2
, substratos para fosfatase alcalina NBT e BCIP). 
 
VIII.3. Extração de DNA plasmidial 
 
A extração plasmidial foi realizada pelo método descrito por Holmes e Quigley 
(1981) modificado. Cerca de 1,5 mL da cultura de células bacterianas foi transferido 
para tubos Eppendorf, centrifugado e o sobrenadante descartado. O precipitado foi 
ressuspenso em 350 μL de uma solução contendo 8,0% de sacarose, 0,5% de Triton 
X-100, 50 mM de EDTA pH 8,0 e 10 mM de Tris pH 8,0, e 25 μL de 10 mg/mL de 
lisozima. A mistura foi aquecida em banho de água fervente por 40 segundos, 
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resfriada imediatamente em congelador por 10 minutos e centrifugada por 15 
minutos a 16.000 x g. 
O precipitado foi retirado e descartado, sendo os ácidos nucléicos 
precipitados com 100 μL de 3 M de acetato de sódio e 500 μL de isopropanol. A 
seguir, o material foi centrifugado por 10 minutos a 16.000 x g e o sobrenadante 
descartado. O precipitado foi dissolvido em 100 μL de água ultrapura. Um volume de 
100 μL de fenol saturado em tampão TE (10 mM de Tris, pH 8,0, 1 mM de EDTA) foi 
adicionado à solução e a mistura homogeneizada e centrifugada a 16.000 x g por 10 
min. Um volume de 90 μL da fase aquosa superior foi transferido para tubos 
Eppendorf limpos e o DNA plasmidial foi precipitado com 50 μL de 7,5 M de acetato 
de amônio e 300 μL de etanol absoluto gelado. O DNA plasmidial foi coletado por 
centrifugação a 16.000 x g e lavado duas vezes com etanol 70% gelado. O DNA foi 
dissolvido em 20 μL de água ultrapura. 
A análise das amostras de DNA plasmidial foi feita em gel de agarose 0,8% 
em tampão TAE 1X (40 mM de Tris, pH 8,0, 19 mM de ácido acético, 1 mM de 
EDTA), contendo 0,5 μg/mL de brometo de etídeo. Antes da aplicação das amostras 
no gel, foram adicionados 3 μL de tampão 80 mM de Tris, pH 8,0, contendo 40% de 
sacarose e 0,1% de azul de bromofenol. Os géis foram analisados em 
transiluminador de luz UV (Amersham). 
 
VIII.4. Análises com enzimas de restrição 
 
Todas as enzimas de restrição utilizadas foram enzimas da New England 
Biolabs e os protocolos de digestão foram específicos para cada enzima, de acordo 
com instruções do fabricante. Os produtos das reações de digestão foram 
analisados por eletroforese em gel de agarose 0,8% em tampão TAE 1X (40 mM de 
Tris, pH 8,0, 19 mM de ácido acético, 1 mM de EDTA) contendo brometo de etídeo a 
0,5 μg/mL. 
 
VIII.5. Seqüenciamento de DNA 
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As reações para sequenciamento automático de DNA foram realizadas em 
termociclador, utilizando-se o kit Big Dye (Perkin Elmer). A metodologia utilizada foi 
baseada na reação de Sanger et al. (1977), por meio da utilização de trifosfatos de 
didesoxinucleosídeos marcados com corantes fluorescentes derivados da rodamina. 
Para o seqüenciamento foi utilizado o seqüenciador automático ABI PRISM-377 
DNA SEQUENCER (Perkin Elmer). Para cada reação de seqüenciamento foram 
utilizados 400 ng de DNA, 3,2 pmols de oligonucleotídeos direto ou reverso, 2 μL de 
tampão 200 mM de Tris, pH 9,0, e 5 mM de MgCl
2
 e 2 μL do kit Big Dye (Perkin 
Elmer). A reação em termociclador consistiu de 40 ciclos de 96
o
C por 30 segundos, 
52
o
C por 30 segundos, 60
o
C por 4 minutos, após denaturação inicial de 96
o
C por 2 
minutos. O DNA foi precipitado pela adição de 80 μL de isopropanol 70%, lavado 
com 1 mL de etanol 70% por 2 vezes e, após secagem à temperatura ambiente, 
estocado a –20
o
C até o momento do uso. 
 
VIII.6. Ferramentas de bioinformática 
 
  Várias ferramentas de bioinfomática foram usadas neste trabalho. As 
seqüências de DNA resultantes dos vários seqüenciamentos de DNA realizados 
foram analisadas e alinhadas utilizando-se o programa BioEdit (Hall, 1999), o qual 
possui o algorítimo ClustalW para alinhamento de seqüências e está disponível para 
download no sítio 
www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html. As análises 
densitométricas foram realizadas utilizando-se o programa de domínio público 
ImageJ (
http://rsb.info.nih.gov/ij). A obtenção de seqüências de proteínas e 
realização de BLASTN foram feitos por meio da página do National Center for 
Biotechnology Information, NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov). A predição de sítios 
potenciais de fosforilação por PKA na enzima glicogênio sintase foi realizada com o 
programa NetPhosK (www.cbs.dtu.dk/services/NetPhosK). Análises de sítios de 
enzimas de restrição em seqüências de cDNA foram realizadas com o programa 
WebCutter2.0 (http://rna.lundberg.gu.se/cutter2). 
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 I. Análise da estrutura primária da GSN 
 
 Como abordado anteriormente, as enzimas GS de fungos e mamíferos são 
reguladas por fosforilação. O trabalho de de Paula et al. (2002) que descreveu o 
isolamento do cDNA gsn e a partir dele deduziu a seqüência polipeptídica da GSN, 
mostrou que, por alinhamento de seqüências, os resíduos S632, S636, T641 e T645 
da região C-terminal da GSN podem corresponder, respectivamente, aos sítios de 
fosforilação 3a, 3b, 4 e 5 da enzima GS de músculo de coelho, a enzima deste grupo 
melhor estudada do ponto de vista de sítios de fosforilação. Com a disponibilidade 
da seqüência primária da GSN bem como de muitas outras seqüências de GS 
ortólogas no banco de dados do NCBI, um alinhamento de seqüências foi realizado 
para localizar esses potenciais sítios de fosforilação na seqüência da GSN (Figura 
4). 
  Utilizando o programa NetPhosK, motivos de fosforilação de várias proteínas 
quinases foram observados na seqüência polipeptídica da GSN. Particularmente 
para a proteína quinase dependente de AMPc (PKA), proteína quinase específica 
para Serina/Treonina e que fosforila resíduos dentro de motivos RX
1-2
S(T), quatro 
sítios teóricos foram encontrados na GSN: T429, T579, S632 e T641. Os dois 
primeiros resíduos estão localizados em uma região mais central na seqüência 
primária e os dois últimos estão localizados na região C-terminal e são dois dos 
resíduos que alinham com os sítios da enzima de músculo de coelho. 
 
Figura 4 – Alinhamento de parte da região C-terminal das enzimas glicogênio sintase 
de diferentes organismos. As setas indicam os sítios de fosforilação correspondentes à 
enzima de músculo de coelho. O asterisco ressalta o resíduo de aminoácido 624 da 
sequência da enzima GSN a partir do qual a isoforma GSNΔ624 está truncada
. 
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II. Mutagênese sítio-dirigida 
 
Visando verificar se os resíduos S632, S636, T641 e T645 realmente 
possuem participação no processo de regulação da enzima GSN, cDNAs contendo 
mutações nos códons destes resíduos foram obtidos. O objetivo foi alterar os códons 
de Ser ou Thr para códons de Ala, um aminoácido de cadeia lateral simples (grupo 
metil) e que não pode ser fosforilado. 
 As reações de mutagênese sítio-dirigida foram realizadas por PCR utilizando 
oligonucleotídeos carregando a mutação específica e seguindo as condições 
descritas em Materiais e Métodos. Nas reações foi utilizado como DNA molde a 
construção pET-gsn, já existente em nosso laboratório, e foram obtidos 11 cDNAs 
mutantes. A Figura 5 mostra os produtos das reações de amplificação com um 
tamanho de aproximadamente 7,4 kb, correspondente a 5,3 kb do plasmídeo 
pET28a e 2,1 kb do cDNA gsn. Os produtos das reações de amplificação foram 
usados para transformar células competentes de E. coli da linhagem XL1-Blue e 
cinco clones de cada construção mutante foram utilizados para a extração de DNA 
plasmidial. As mutações introduzidas foram confirmadas por seqüenciamento da 
região mutada. Um clone apresentando corretamente a mutação desejada teve o 
cDNA totalmente seqüenciado para a verificação da integridade do restante da 
seqüência. A Figura 6 mostra um alinhamento de todos os resultados de 
seqüenciamento da região que contém os nucleotídeos alterados em cada um dos 
cDNAs mutantes obtidos neste trabalho. Como podemos observar o primeiro 
nucleotídeo das trincas dos códons TCA, TCG, ACT e ACC, que codificam  
respectivamente os aminoácidos S632, S636, T641 e T645 da seqüência primária 
da GSN, foram corretamente trocados pelo nucleotídeo guanina. Isso gerou um 
códon de Ala no lugar de cada um dos quatro códons anteriormente citados. 
 
III. Produção e purificação das proteínas GSN selvagem, mutantes e GSNΔ624 
 
Uma vez obtidas as construções com as mutações no cDNA gsn, as mesmas 
foram utilizadas para transformar células competentes de E. coli BL21(DE)pLys-S 
com o objetivo de produzir as respectivas proteínas na forma recombinante. Da 
mesma maneira, isso foi feito para construções carregando o cDNA gsn selvagem e 
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Figura 5 – Produto das reações de mutagênese sítio-dirigida por PCR.  1, Padrão de 
Peso Molecular 1 kb ladder; 2, pET-gsnS632A;  3, pET-gsnS636A;  4, pET-gsnT641A;  5, 
pET-gsnT645A; 6, pET-gsnS632/636A; 7, pET-gsnT641/645A; 8, pET-gsnS632/636AT641A; 
9, pET-gsnS632/636AT645A; 10, pET-gsnS632AT641/645A; 11, pET-gsnS636AT641/645A; 
12, pET-gsnS632/636AT641/645A. Análise em gel de agarose 0,8 % contendo brometo de 
etídeo (0,5 ug/ml). 
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 ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
    190 10 
 gsn  ATCTCGTCCC TTC
   1890  0 19  1920 
TCAGTAC CGGGCTCGCC TAGAGACCGG 
 S632 S636 
 
 S632A  ATCTCGTCCC TTCGCAGTAC CGGGCTCGCC TAGAGACCGG 
 S636A  ATCTCGTCCC TTCTCAGTAC CGGGCGCGCC TAGAGACCGG 
 T641A  ATCTCGTCCC TTCTCAGTAC CGGGCTCGCC TAGAGACCGG 
 T645A  ATCTCGTCCC TTCTCAGTAC CGGGCTCGCC TAGAGACCGG 
 S632/636A  ATCTCGTCCC TTCGCAGTAC CGGGCGCGCC TAGAGACCGG 
 T641/645A  ATCTCGTCCC TTCTCAGTAC CGGGCTCGCC TAGAGACCGG 
 S632/636AT641A ATCTCGTCCC TTCGCAGTAC CGGGCGCGCC TAGAGACCGG 
 S632/636AT645A ATCTCGTCCC TTCGCAGTAC CGGGCGCGCC TAGAGACCGG 
 S632AT641/645A ATCTCGTCCC TTCGCAGTAC CGGGCTCGCC TAGAGACCGG 
 S636AT641/645A ATCTCGTCCC TTCTCAGTAC CGGGCGCGCC TAGAGACCGG 
 S632/636AT641/645A ATCTCGTCCC TTCGCAGTAC CGGGCGCGCC TAGAGACCGG 
 
 
 
 
 ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
 1930 1940 1950 1960 
 gsn  
ACTGGTATGA TGACCCCTGG CGATTTTGCT AGTCTTCAGG  
 T641 T645 
 
 S632A  ACTGGTATGA TGACCCCTGG CGATTTTGCT AGTCTTCAGG 
 S636A  ACTGGTATGA TGACCCCTGG CGATTTTGCT AGTCTTCAGG 
 T641A  GCTGGTATGA TGACCCCTGG CGATTTTGCT AGTCTTCAGG 
 T645A  ACTGGTATGA TGGCCCCTGG CGATTTTGCT AGTCTTCAGG 
 S632/636A  ACTGGTATGA TGACCCCTGG CGATTTTGCT AGTCTTCAGG 
 T641/645A  GCTGGTATGA TGGCCCCTGG CGATTTTGCT AGTCTTCAGG 
 S632/636AT641A GCTGGTATGA TGACCCCTGG CGATTTTGCT AGTCTTCAGG 
 S632/636AT645A ACTGGTATGA TGGCCCCTGG CGATTTTGCT AGTCTTCAGG 
 S632AT641/645A GCTGGTATGA TGGCCCCTGG CGATTTTGCT AGTCTTCAGG 
 S636AT641/645A GCTGGTATGA TGGCCCCTGG CGATTTTGCT AGTCTTCAGG 
 S632/636AT641/645A GCTGGTATGA TGGCCCCTGG CGATTTTGCT AGTCTTCAGG 
 
 
 
 
Figura 6 – Alinhamento das seqüências nucleotídicas dos cDNAs mutados. As 
seqüências obtidas foram alinhadas com uso do programa BioEdit (algorítimo ClustalW). Na 
seqüência do cDNA gsn selvagem estão sublinhados as trincas nucleotídicas que formam 
os códons dos aminoácidos S632, S636, T641 e T645. Os nucleotídeos alterados nos 
diferentes cDNAs mutantes estão destacados.
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o cDNA gsnΔ624, o qual permite a produção da GSN truncada no aminoácido 
Glu624 e, portanto, sem a região C-terminal que abrange os resíduos estudados. A 
Figura 4 mostra o aminoácido a partir do qual a isoforma GSNΔ624 está truncada. A 
Figura 7 mostra um esquema de todas as isoformas mutantes geradas neste 
trabalho. 
Como descrito em Materiais e Métodos, a produção das proteínas 
recombinantes foi induzida com IPTG a 30 ºC durante 4h. Após a indução, as células 
foram coletadas, lisadas e centrifugadas para separação do sobrenadante e 
precipitado. Posteriormente, o sobrenadante foi submetido à purificação por 
cromatografia de afinidade em coluna carregada com Ni
+2 
 (HiTrap), uma vez que as 
proteínas recombinantes foram produzidas como proteínas fusionadas a uma cauda 
de poli-His (His6). As proteínas ligadas na coluna foram eluídas com um gradiente 
linear de 10-500 mM de imidazol. Amostras das frações eluídas na purificação bem 
como amostras do sobrenadante e precipitado antes do processo cromatográfico 
foram analisadas em gel SDS-PAGE. As figuras 8-12 mostram os resultados das 
purificações das proteínas GSN selvagem , mutantes e da GSNΔ624. As proteínas 
foram produzidas com Pesos Moleculares de aproximadamente 81 kDa para as 
proteínas GSN selvagem e mutantes e de 72 kDa para a proteína GSNΔ624. 
Embora as proteínas tenham sido produzidas com baixa solubilidade (a maior parte 
foi observada no precipitado celular), a purificação a partir de uma grande 
quantidade de extrato (sobrenadante proveniente de 2 L de cultura induzida) 
permitiu que fossem obtidas frações com boa quantidade das proteínas 
recombinantes. A fração contendo a proteína com boa quantidade e pureza foi 
dialisada contra tampão 50 mM de Tris pH 8,0. Para todas as purificações 
realizadas, glicerol foi adicionado às preparações finais a uma concentração final de 
20% e as proteínas foram estocadas a -20 ºC para uso posterior. Ensaios de 
Western blot utilizando anticorpo anti-His6 conjugado com fosfatase alcalina foram 
realizados para confirmar a presença da proteína GSN recombinante nas amostras 
purificadas. Os resultados são mostrados nas figuras 13 e 14. 
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Figura 7 – Relação das proteínas obtidas por mutagênese sítio-dirigida. Sítios 
conservados em relação a GS de músculo de coelho foram trocados para alanina por 
mutagênese sítio-dirigida. O símbolo (|) indica presença de sítio e o símbolo (X) indica troca 
de Ser ou Thr para Ala
. 
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Figura 8 - Purificação das proteínas GSN selvagem e GSNΔ624. A fração solúvel do 
extrato de células induzidas com 0,1 mM de IPTG a 30 ºC por 4h foi submetida a 
cromatografia de afinidade em coluna de Ni
+2
 e as frações eluídas foram analisadas em gel 
SDS-PAGE corado com Coomassie-blue Brilliant R250. A, GSN selvagem; B, GSNΔ624; P, 
fração do precipitado; S, fração do sobrenadante; 1 a 7, frações das eluições. Os números à 
esquerda dos géis mostram os Pesos Moleculares em kDa
. 
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Figura 9 - Purificação das proteínas S632A, S636A e T641A. A fração solúvel do extrato 
de células induzidas com IPTG a 30 ºC por 4h foi submetida a cromatografia de afinidade 
em coluna de Ni
+2
 e as frações eluídas foram analisadas em gel SDS-PAGE corado com 
Coomassie-blue Brilliant R250. A, S632A; B, S636A; C, T641A; P, fração do precipitado; S, 
fração do sobrenadante; 1  a 7, frações das eluições. Os números à esquerda dos géis 
mostram os Pesos Moleculares em kDa
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Figura 10 - Purificação das proteínas T645A, S632/636A e T641/645A. A fração solúvel 
do extrato de células induzidas com IPTG a 30 ºC por 4h foi submetida a cromatografia de 
afinidade em coluna de Ni
+2
 e as frações eluídas foram analisadas em gel SDS-PAGE 
corado com Coomassie-blue Brilliant R250. A, T645A; B, S632/636A; C, T641/645A; P, 
fração do precipitado; S, fração do sobrenadante; 1 a 7, frações das eluições. Os números à 
esquerda dos géis mostram os Pesos Moleculares em kDa
. 
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igura 11 - Purificação das proteínas S632/636AT641A, S632/636AT641A e 
632AT641/645A. A fração solúvel do extrato de células induzidas com IPTG a 30 ºC por 4h 
;
S632AT641/645A 
 P S 1  2 3 4  5 6 7 
50
20
80
C 
 
 
 
 
 
 
F
S
foi submetida a cromatografia de afinidade em coluna de Ni
+2
 e as frações eluídas foram 
analisadas em gel SDS-PAGE corado com Coomassie-blue Brilliant R250. A, 
S632/636AT641A;  B, S632/636AT641A;  C,  S632AT641/645A  P, fração do precipitado; S, 
fração do sobrenadante; 1  a 7, frações das eluições. Os números à esquerda dos géis 
mostram os Pesos Moleculares em kDa.   
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igura 12 - Purificação das proteínas S636AT641/645A e S632/636AT641/645A. A fração 
olúvel do extrato de células induzidas com IPTG a 30 ºC por 4h foi submetida a 
romatografia de afinidade em coluna de Ni
+2
 e as frações eluídas foram analisadas em gel 
DS-PAGE corado com Coomassie-blue Brilliant R250. A, S636AT641/645A; B, 
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S632/636AT641/645A; P, fração do precipitado; S, fração do sobrenadante; 1 a 7, frações 
das eluições. Os números à esquerda dos géis mostram os Pesos Moleculares em kDa. 
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igura 13 – Western blot das proteínas purificadas. Proteínas recombinantes foram 
urificadas por cromatografia de afinidade e fracionadas em gel SDS-PAGE 9%. 
osteriormente as proteínas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose, 
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 B 
GSN 
 
 
 
 1 2 3 4 5  6 7 
GSN 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
F
p
P
incubadas com anticorpo monoclonal anti-His de coelho conjugado com fosfatase alcalina e 
reveladas com solução contendo NBT e BCIP. A, gel corado com Coomassie-blue Brilliant 
R250; B, membrana após revelação; 1, GSN selvagem; 2, S632A; 3, S636A; 4, T641A; 5, 
T645A; 6, S632/636A; 7, T641/645A
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igura 14 – Western blot das proteínas purificadas. Proteínas recombinantes foram 
urificadas por cromatografia de afinidade e fracionadas em gel SDS-PAGE 9%. 
osteriormente as proteínas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose, 
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 GSNΔ624 
 
 
 
 
 
F
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P
incubadas com anticorpo monoclonal anti-His de coelho conjugado com fosfatase alcalina e 
reveladas com solução contendo NBT e BCIP. A, gel corado com Coomassie-blue Brilliant 
R250;  B,  membrana após revelação; 1, S632/636AT641A; 2,  S632/636AT645A;  3, 
S632AT641/645A; 4, S636AT641/645A; 5, S632/636AT641/645A; 6, GSNΔ624
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IV. Fosforilação in vitro com extrato RP-1 
 
  A participação dos potenciais sítios de fosforilação S632, S636, T641 e T645 
sada em ensaios de fosforilação in vitro 
tilizando as isoformas selvagem, mutantes e truncada (GSNΔ624). As reações de 
las podemos observar que os aminoácidos estudados motraram-
no processo de fosforilação da GSN foi anali
u
fosforilação foram realizadas utilizando o extrato da linhagem de N. crassa RP-1 
(gsn
rip
), a qual não sintetiza a enzima glicogênio sintase, como fonte de proteínas 
quinases. Nos ensaios, as proteínas recombinantes foram incubadas com tampão 
de reação contendo γ-
32
P-ATP e com a fonte de proteínas quinases, como descrito 
em Materiais e Métodos. Posteriormente, as proteínas recombinantes foram 
recuperadas com beads de Ni-NTA agarose e separadas em gel SDS-PAGE. Após 
eletroforese, o gel foi corado com Coomassie-blue Brilliant R250, seco e exposto ao 
filme radiográfico. Posteriormente, as bandas de interesse foram excisadas a partir 
do gel e a intensidade da radiação das mesmas foi quantificada em cintilador. A 
incorporação de fosfato foi expressa pela razão entre o valor da medida de 
radioatividade e a quantidade de proteína obtida densitometricamente com o uso do 
programa ImageJ. 
  As Figuras 15 e 16 mostram os géis dos ensaios de fosforilação in vitro, suas 
respectivas autoradiografias e a relação incorporação de fosfato por quantidade de 
proteína. A partir de
se como potenciais sítios de fosforilação já que para todas as proteínas mutantes 
houve diminuição da incorporação de fosfato em relação à proteína selvagem. A 
incorporação de fosfato pela proteína truncada no aminoácido Glu624, que já havia 
sido descrita anteriormente por de Paula (2004) foi confirmada neste trabalho. Este 
resultado sugere a existência de possíveis sítios de fosforilação fora da região C-
terminal da enzima GSN. 
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Figura 15 – es. A, as proteínas 
combinantes (30µg) foram incubadas com extrato celular (6 mg/ml) na presença de γ-
32
P-
TP por 30 min a 30 ºC. Posteriormente as proteínas foram recuperadas com beads de Ni
+2
 
 Fosforilação in vitro das proteínas selvagem e mutant
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e analisadas em gel SDS-PAGE corado com Coomassie-blue Brilliant R250; B, 
autoradiografia do gel; C, a incorporação de fosfato foi determinada pela razão entre o valor 
da medida de radioatividade pela quantidade de proteína nas bandas de interesse; 1, GSN 
(controle, ausência de extrato); 2, GSN; 3, S632A; 4, S636A; 5, T641A; 6, T645A; 7, 
S632/636A; 8, T641/645A. Os números à esquerda dos géis mostram os Pesos Moleculares 
em kDa. 
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Figura 16 – Fosforilação in vitro das proteínas selvagem, mutantes e GSNΔ624. A, as 
roteínas recombinantes (30µg) foram incubadas com extrato celular (6 mg/ml) na presença 
e  γ-
32
P-ATP por 30 min a 30 ºC. Posteriormente as proteínas foram recuperadas com 
p
d
beads de Ni
+2
 e analisadas em gel SDS-PAGE corado com Coomassie-blue Brilliant R250; 
B, autoradiografia do gel; C, a incorporação de fosfato foi determinada pela razão entre o 
valor da medida de radioatividade pela quantidade de proteína nas bandas de interesse; 1, 
GSN (controle, ausência de extrato); 2, GSN; 3, S632/636AT641A; 4, S632/636AT645A; 5, 
S632AT641/645A; 6, S636AT641/645A; 7, S632/636AT641/645A; 8, GSNΔ624. Os números 
à esquerda dos géis mostram os Pesos Moleculares em kDa
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V. Clonagem e produção das isoformas truncadas GSNΔ450 e GSNΔ300 
 
  A ocorrência de fosforilação in vitro da isoforma GSNΔ624 nos levou a tentar 
. Com 
ste objetivo, duas outras isoformas truncadas foram produzidas: GSNΔ450 e 
SNΔ
rução pET-gsn como DNA molde, como 
nsformação de 
igura 19 
localizar a região do possível sítio de fosforilação fora da região C-terminal
e
G 300. Comparada à proteína GSNΔ624, a isoforma GSNΔ450 exclui 10 
resíduos de serinas e 6 de treoninas conservados em relação a outras proteínas GS 
ortólogas. Da mesma maneira, comparada à proteína GSNΔ450, a isoforma 
GSNΔ300 exclui 5 resíduos de serinas e 7 de treoninas também conservados em 
relação a outras proteínas GS ortólogas. 
  Para a produção das isoformas truncadas GSNΔ450 e GSNΔ300, seus 
respectivos cDNAs foram obtidos por amplificação por PCR utilizando 
oligonucleotídeos específicos e a const
descrito em Materiais e Métodos. Os produtos das amplificações foram analisados 
por eletroforese em gel de agarose (Figura 17) e bandas de 1350 e 900 pb foram 
observadas para os cDNAs gsnΔ450 e gsnΔ300, respectivamente. Posteriormente, 
os produtos das amplificações foram clonados no vetor pMOS-Blue. 
  Uma vez clonados no vetor pMOS-Blue, os cDNAs foram removidos com a 
enzima de restrição BamHI e, posteriormente, subclonados no vetor de expressão 
pET28a, previamente digerido com a mesma enzima. Após a tra
células competentes da linhagem de E. coli DH10B, clones positivos contendo os 
insertos foram identificados após análises de restrição com a enzima BamHI (Figura 
18) e as construções confirmadas por seqüenciamento de DNA. As construções 
plasmidiais pET-gsnΔ450 e pET-gsnΔ300 com insertos na orientação correta foram 
utilizados para transformar células competentes de E. coli BL21(DE)pLys-S. 
  Colônias isoladas de cada transformação foram analisadas para a produção 
da proteína recombinante em pequena escala. Deste modo, colônias foram 
crescidas em 50 ml de meio LB e induzidas com IPTG a 37ºC por 4h. A F
mostra os géis de um clone com boa produção da proteína para cada uma das 
isoformas truncadas obtidas. As proteínas foram produzidas, como esperado, com 
Pesos Moleculares de aproximadamente 50 kDa para a proteína GSN Δ450 e de 36 
kDa para a proteína GSNΔ300. Da mesma maneira ao observado para as proteínas 
GSN selvagem e GSNΔ624, ambas se mostraram altamente insolúveis. 
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Figura 17 – Amplificação dos cDNAs gsnΔ450 e gsnΔ300. Os cDNAs foram amplificados 
or PCR seguindo a metodologia descrita em Materiais e Métodos. A, amplificação do cDNA 
snΔ450; B, amplificação do cDNA gsnΔ300; L, Padrão de Peso Molecular 1 kb ladder; F, 
p
g
fragmento amplificado. Os produtos das amplificações foram analisados por eletroforese em 
gel de agarose 0,8% contendo brometo de etídeo a 0,5 μg/mL
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Figura 18 – Análise de restrição dos DNAs plasmidiais para os cDNAs gsnΔ450  e 
snΔ300. O DNA plasmidial dos clones transformados foram digeridos com a enzima 
amHI. 1, Padrão de Peso Molecular 1 kb ladder; 2 a 9, DNAs plasmidiais dos diferentes 
g
B
clones após digestão; A, digestão dos clones transformados com o produto de ligação 
pET28a-gsnΔ450; B, digestão de clones transformados com o produto de ligação pET28a-
gsnΔ300. Análise em gel de agarose 0,8% contendo brometo de etídeo a 0,5 μg/mL. 
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Figura 19 – Ensaio de 450 e GSNΔ300. 
élulas BL21(DE)pLys-S transformadas com as construções plasmidiais pET-gsnΔ450  e 
ET-gsnΔ300 foram induzidas em 50 ml de meio LB com IPTG a 37 ºC por 4h. As células 
ram coletadas por centrifugação, lisadas e o extrato resultante centrifugado para 
eparação de sobrenadante e precipitado. Amostras dos extratos foram separadas em gel 
 
 produção das proteínas recombinantes GSNΔ
C
p
fo
s
SDS-PAGE corado com Coomassie-blue Brilliant R250. PM, padrão de Peso Molecular 
(kDa); S, sobrenadante; P, precipitado; A, GSNΔ450; B, GSNΔ300. Os números à esquerda 
representam os Pesos Moleculares em kDa. 
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Uma vez obtido clones com boa produção das proteínas GSNΔ450 e 
GSNΔ300, os mesmos foram utilizados para a produção das proteínas em maior 
escala (2L). As células induzidas com IPTG por 4h a 30ºC foram coletadas por 
centrifugação, ressuspensas em tampão e lisadas por sonicação. O lisado foi 
centrifugado e o sobrenadante foi submetido a cromatografia de afinidade em coluna 
de Ni
+
r PKA. Para testar se a GSN pode ser fosforilada por esta enzima, foi 
alizado um ensaio inicial de fosforilação in vitro utilizando-se a proteína GSN 
 
ubunidade catalítica da PKA comercial bovina, como descrito em Materiais e 
Métodos. Como pode ser obs
2
 (HiTrap), como descrito em Materiais e Métodos. Ambas proteínas não 
ligaram bem à coluna, de modo que apenas uma quantidade muito pequena foi 
obtida nas frações eluídas (dados não mostrados). Deste modo, as proteínas foram 
purificadas a partir do precipitado (corpos de inclusão) como descrito em Materiais e 
Métodos. Da mesma maneira, as proteínas GSN selvagem e GSNΔ624 foram 
purificadas também a partir de corpos de inclusão para que os ensaios futuros com 
as quatro proteínas utilizassem as mesmas purificadas pelo mesmo procedimento. O 
renovelamento protéico foi realizado por diálises sucessivas durante 3 dias em 1 L de 
tampão desnaturante no qual a uréia foi sendo retirada lentamente. Posteriormente, 
as proteínas foram dialisadas contra tampão 50 mM de Tris, pH 8,0. Para todas as 
purificações realizadas, glicerol foi adicionado às preparações finais a uma 
concentração final de 20% e as proteínas foram estocadas a -20 ºC. A Figura 20 
mostra o resultado da análise eletroforética da preparação final de cada uma das 
quatro proteínas recombinantes purificadas a partir de corpos de inclusão, bem como 
o resultado de um Western blot confirmando a presença da proteína GSN nas 
preparações. 
 
VI. Influência da via de sinalização mediada por AMPc na fosforilação da GSN 
 
Como descrito anteriormente, a GSN possui 4 sítios teóricos para a 
fosforilação po
re
selvagem purificada a partir de corpos de inclusão na presença de γ-
32
P-ATP e da
s
ervado na Figura 21, a GSN foi mostrada ser 
fosforilada por PKA in vitro. A partir deste resultado, outros ensaios foram realizados 
de modo a variar a concentração da enzima quinase e a concentração do substrato 
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Figura 20 – Western 
lot. As células após indução foram coletadas por centrifugação, lisadas e centrifugadas 
ara separação de sobrenadante e precipitado. O precipitado celular foi lavado várias vezes 
m tampão de clarificação e, posteriormente, as proteínas foram solubilizadas em tampão 
esnaturante e renaturadas. Amostras de cada preperação foram fracionadas em gel SDS-
AGE 9% e posteriormente, as proteínas foram transferidas para uma membrana de 
itrocelulose, incubadas com anticorpo monoclonal anti-His de coelho conjugado com 
sfatase alcalina e reveladas com solução contendo NBT e BCIP. A, gel corado com 
 Proteínas GSN após purificação a partir de corpos de inclusão e 
b
p
e
d
P
n
fo
Coomassie-blue Brilliant R250; B, membrana após revelação; 1, GSN selvagem; 2, 
GSNΔ624; 3, GSNΔ450; 4, GSNΔ300. 
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Figura 21 – Fosforilação 
foi incubad
in vitro μg de GSN 
a com 3 U de PKA na presença de γ-
32
P-ATP por 30 minutos a 30ºC. 
osteriormente, as amostras foram fracionadas em gel SDS-PAGE 9 %, o qual foi seco e 
xposto ao filme radiográfico. A, gel corado com Coomassie-blue Brilliant R250; B, 
utoradiografia do gel; 1, controle (ausência de PKA); 2, reação na presença de PKA. Os 
úmeros à esquerda dos géis mostram os Pesos Moleculares em kDa. 
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GSN. Podemos observar que a fosforilação foi dependente da concentração da 
uinases. Os extratos utilizados neste ensaio foram os das linhagens cr-1 (deficiente 
e PKA baixa (cr-1), normal (RP-1) e 
ace
enzima quinase (Figura 22) e que a reação mostrou ser dependente da 
concentração do substrato GSN (Figura 23). 
  Outro ensaio realizado para testar a influência da via de sinalização mediada 
por AMPc foi o de fosforilar in vitro a enzima GSN com extratos celulares de 
linhagens mutantes de N.crassa nesta via de sinalização, como fonte de proteínas 
q
na atividade adenilato ciclase), RP-1 (mutante deficiente na atividade glicogênio 
sintase) e mcb (deficiente na subunidade regulatória da PKA). Deste modo, a GSN 
foi incubada com extratos contendo atividad
ex rbada (mcb). Como podemos observar na Figura 24, a fosforilação da GSN 
mostrou mais uma vez ser modulada por PKA, já que, em relação à reação que 
utilizou o extrato RP-1, a enzima apresentou incorporação de fosfato diminuída 
quando utilizado o extrato da linhagem cr-1 e incorporação aumentada quando 
utilizado o extrato celular da linhagem mcb como fonte de proteínas quinases. 
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Figura 22   da GSN. A 
roteína GSN (2ug) foi incubada com γ-
32
P-ATP e com as concentrações indicadas de PKA 
or 30 minutos a 30ºC. Posteriormente, as amostras foram fracionadas em gel SDS-PAGE 9 
oi seco e exposto ao filme radiográfico. A, gel corado com Coomassie-blue 
B, autoradiografia do gel; C, a incorporação de fosfato foi medida pela 
ensitometria das marcações no filme após a autoradiografia com o uso do programa 
ageJ; 1 a 7, concentrações crescentes de PKA: 0, 0,1 U, 0,2 U, 0,4 U, 0,8 U, 1,6 U e 3,2 
, respectivamente. Os números à esquerda dos géis mostram os Pesos Moleculares em 
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Figura 23 – 
Influência da concentração da GSN na sua fosforilação por PKA. A proteína 
uinase A (2U) foi incubada com as concentrações indicadas de GSN, na presença de γ-
32
P-
TP, por 30 minutos a 30ºC. Posteriormente, as amostras foram submetidas a um gel SDS-
AGE 9 %, o qual foi seco e exposto ao filme radiográfico. A, gel corado com Coomassie-
lue Brilliant R250; B, autoradiografia do gel; C, a incorporação de fosfato foi medida pela 
ensitometria das marcações no filme após a autoradiografia com o uso do software 
ageJ; 1 a 6, concentrações crescentes de GSN: 0,1ug, 0,2 ug, 0,4 ug, 0,8 ug, 1,6 ug e 3,2 
g, respectivamente. Os números à esquerda dos géis mostram os Pesos Moleculares em 
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Figura 24 – Ensaio de 
linhagens de 
fosforilação in vitro utilizando extratos celulares de diferentes 
N. crassa como fonte de proteínas quinases. Cerca de 10 ug de proteína 
SN recombinante foram incubadas com diferentes extratos celulares (cr-1, RP-1 ou mcb) 
omo fonte de proteínas quinases, na presença de γ-
32
P-ATP, por 30 minutos a 30ºC. 
osteriormente, as proteínas foram fracionadas em um gel SDS-PAGE 9 %, o qual foi seco 
 exposto ao filme radiográfico. A, gel corado com Coomassie-blue Brilliant R250; B, 
utoradiografia do gel; C, a incorporação de fosfato é expressa pela razão entre a medida 
a marcação do filme radiográfico e a quantidade de proteína de suas respectivas bandas 
G
c
P
e
a
d
no gel. Tanto a marcação do filme quanto a quantidade de proteína foram medidos 
densitometricamente com o uso do programa ImageJ; 1, controle (ausência de extrato); 2, 
cr-1; 3, RP-1; 4, mcb. Os números à esquerda dos géis mostram os Pesos Moleculares em 
kDa. 
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O fungo Neurospora crassa é um importante organismo modelo para estudos 
bioquímicos e genéticos. Este fungo tem se mostrado bastante interessante uma vez 
que seu genoma já foi seqüenciado e mostrou a presença de um grande número de 
enes sem ortológos em outros organismos (Galagan et al., 2003). Portanto N. 
crassa passa a ser, juntamente com Saccharomyce
trabalho iniciamos um estudo de caracterização dos sít
glicogênio sintase de N. crassa (GSN). Dentro deste contexto, de controle por 
fosforilação, realizamos alguns experimento
elacionada 
ao acesso a um espectrômetro de massas apr
 
os sítios 3a, 3b, 4 e 5 da GS de músculo de
g
s cerevisiae, um organismo 
modelo bastante interessante para o estudo de processos celulares básicos. Neste 
ios de fosforilação da enzima 
s visando analisar a influência da via de 
sinalização mediada por AMPc no mecanismo de fosforilação da enzima. 
A proposta inicial do trabalho foi a de utilizar uma estratégia baseada em 
espectrometria de massas para tentar identificar peptídeos trípticos da enzima 
modificados por fosforilação. Deste modo, o objetivo foi produzir a enzima GSN 
recombinante em um sistema eucarioto (Pichia pastoris), portanto, um sistema capaz 
de realizar modificações pós-traducionais, para a identificação dos sítios fosforilados 
por espectrometria de massas. Uma vez identificados, os sítios seriam mutados e 
estudos poderiam ser realizados para verificar a influência de cada sítio na atividade 
da enzima. Entretanto, devido a algumas dificuldades, principalmente a r
opriado para as análises de peptídeos 
fosforilados, aliadas ao tempo curto de um Curso de Mestrado, esta abordagem foi 
abandonada temporariamente e uma nova estratégia de estudo foi realizada. 
Nosso laboratório havia previamente clonado o cDNA que codifica a GSN e a 
seqüência polipeptídica da proteína (706 resíduos de aminoácidos) foi possível de 
ser deduzida. Utilizando a enzima de músculo esquelético de coelho, a enzima 
melhor estudada em relação a sítios de fosforilação (Roach, 1990; Skurat et al., 
1994; Skurat e Roach, 1995), e um alinhamento de seqüências polipeptídicas de 
glicogênio sintases de diferentes organismos, 4 sítios de fosforilação foram 
identificados para a GSN: Ser632, Ser636, Thr641 e Thr645 (de Paula et al., 2002). 
Estes sítios estão na região C-terminal da proteína e alinham, respectivamente, com
 coelho. Da mesma maneira, três destes 
resíduos (Ser632, Ser636 e Thr645) alinham com os sítios Ser650, Ser654 e Thr667 
da enzima Gsy2p de S. cerevisiae demonstrados serem fosforilados por Hardy e 
Roach (1993). 
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De posse desta informação e do cDNA gsn, iniciamos a construção de um 
banco de cDNAs gsn contendo mutações nos códons dos resíduos de serina e 
treonina identificados como possíveis alvos de fosforilação. As reações de 
mutagênese sítio-dirigida trocaram corretamente o primeiro nucleotídeo das trincas 
dos códons TCA, TCG, ACT e ACC, que codificam, respectivamente, os 
aminoácidos S632, S636, T641 e T645 da seqüência polipeptídica da GSN, pelo 
nucleotídeo guanina. Isso gerou um códon de Ala no lugar de cada um dos quatro 
códons anteriormente citados. A escolha das trocas de resíduos de Ser ou Thr por 
Ala é 
uindo uma 
estraté
utilizada no cálculo para expressar a incorporação de fosfato é dada pela 
devido ao fato que este último aminoácido tem cadeia lateral simples (apenas 
um grupo metil) e não pode ser fosforilado. No total foram construídos 11 diferentes 
cDNAs  gsn  com mutações individuais e combinadas para os 4 resíduos de 
aminoácidos em estudo, incluindo um cDNA com mutação para os quatro resíduos, 
os quais foram utilizados para produzir as proteínas mutantes em E. coli. 
Neste trabalho, as proteínas mutantes foram fosforiladas in vitro utilizando o 
extrato celular da linhagem de N. crassa RP-1 como fonte de proteínas quinases e 
na presença de γ-
32
P-ATP. Esta linhagem não sintetiza a glicogênio sintase, portanto 
não temos a interferência da incorporação de fosfato radioativo pela proteína 
endógena. As proteínas selvagem e uma isoforma truncada no aminoácido Glu624 
(portanto sem a região C-terminal que abrange os resíduos estudados), cuja 
construção plasmidial já era existente em nosso laboratório, foram também 
produzidas e utilizadas. Todas as proteínas foram fosforiladas in vitro seg
gia já utilizada pelo grupo de Roach e colaboradores para o estudo dos sítios 
de fosforilação das enzimas glicogênio sintase de músculo de coelho e de levedura 
(Zhang et al., 1993; Pederson et al., 2000). O índice de fosforilação das proteínas foi 
expresso como uma relação entre a quantidade de radioatividade (medida em 
cintilador) e a quantidade de proteína (estimada no gel corado). 
Na estratégia empregada, a participação dos sítios no processo de 
fosforilação da GSN in vitro foi avaliada pela comparação da incorporação de fosfato 
nas proteínas mutantes em relação à incorporação pela proteína selvagem. Devido 
ao grande número de proteínas a serem analisadas, os experimentos de fosforilação 
in vitro foram realizados separadamente, portanto, apenas resultados de um mesmo 
experimento podem ser comparados entre sí, já que a quantidade de proteína 
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densitometria das bandas no gel corado e géis distintos podem ser corados e 
descorados com intensidades diferentes. Os resultados mostraram que os quatro 
resídu
r preferencialmente fosforilados. Isto 
foi mo
 obtidos neste trabalho: 
gsnΔ4
os de aminoácidos estudados da GSN são fosforilados in vitro. Todos os 
mutantes apresentaram incorporação de radioatividade reduzida em relação à 
proteína selvagem, sendo possível observar uma diferença mais acentuada nos 
mutantes com três e quatro resíduos mutados. 
O fato de a diminuição na incorporação não ser, em alguns casos, 
proporcional ao número de sítios mutados pode ser devido a alguns fatores. Como 
foi utilizado um extrato celular bruto como fonte de proteínas quinases, é possível 
que a quantidade de proteínas quinases presentes no extrato não tenha sido 
suficiente para a fosforilação completa do substrato GSN que aparece na banda do 
gel corado. Um experimento variando a concentração de proteína presente no 
extrato ainda não foi realizado. Outro fator poderia ser o fato de que os diferentes 
resíduos de aminoácidos podem apresentar diferenças nas intensidades de 
fosforilação, ou seja, alguns resíduos podem se
strado para a enzima Gsy2p produzida em E. coli e analisada in vitro em 
relação aos sítios de fosforilação (Pederson et al., 2000). 
A incorporação de fosfato pela proteína truncada no resíduo de aminoácido 
Glu624 já havia sido descrita anteriormente por de Paula (2004) e foi confirmada 
neste trabalho. Este resultado foi bastante interessante, pois sugere a existência de 
possíveis sítios fora da região C-terminal. Este resultado nos levou a começar a 
estudar a hipótese da existência destes sítios, o que constitui um resultado ainda 
não descrito na literatura para esta classe de enzimas. Uma isosforma truncada da 
proteína Gsy2p (Gsy2pΔ643) foi analisada em realação à incorporação de fosfato 
radioativo tanto in vitro quanto in vivo e nenhuma incorporação foi observada (Hardy 
e Roach, 1993). Neste sentido, outros dois cDNAs foram
50 e gsnΔ300, os quais codificam proteínas GSN truncadas nos aminoácidos 
Ile450 e Gly300, respectivamente. Após a produção em E. coli, ambas isoformas 
truncadas apresentaram-se altamente insolúveis e foram purificadas a partir de 
corpos de inclusão para posteriores ensaios de fosforilação in vitro. Entretanto, os 
experimentos ainda não puderam ser realizados devido à baixa capacidade de 
ligação destas proteínas as beads de Ni-NTA agarose. É possível que a ausência de 
grande parte da região C-terminal em ambas isoformas influencie, de certa forma, o 
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enovelamento das mesmas de modo que a extremidade N-terminal que possui a 
cauda poli-His não esteja livre para a ligação as beads. 
Finalmente, foram realizados alguns ensaios para verificar a influência da via 
de sinalização mediada por AMPc na fosforilação da GSN. Isto foi analisado por 
meio de duas maneiras: realizando ensaio de fosforilação in vitro utilizando a 
subunidade catalítica de uma enzima PKA comercial e extratos celulares de 
linhagens de N. crassa mutantes nesta via de sinalização. A GSN mostrou ser 
eficientemente fosforilada in vitro pela PKA comercial. Além disso, esse evento 
mostrou ser dependente da concentração da enzima quinase e do substrato GSN. 
Embora a fosforilação in vitro tenha sido observada, não podemos afirmar que a 
GSN seja fosforilada in vivo por esta quinase. Esta proteína quinase também foi 
mostra
os resultados de nosso 
labora
da fosforilar a proteína GS de músculo de coelho in vitro (Zhang et al., 1993) 
e a proteína Gsy2p de S. cerevisiae (Hardy e Roach, 1993). 
Adicionalmente, a influência da via de sinalização por AMPc foi testada com 
um ensaio de fosforilação in vitro da GSN utilizando os extratos celulares das 
linhagens de N. crassa RP-1 (mutante deficiente na atividade glicogênio sintase), cr-
1 (deficiente na atividade adenilato ciclase) e mcb (deficiente na subunidade 
regulatória da PKA) como fonte de proteínas quinases. Mais uma vez a fosforilação 
da enzima GSN mostrou ser modulada por PKA, já que, em relação à reação que 
utilizou o extrato da linhagem RP-1, a enzima apresentou incorporação de fosfato 
diminuída e aumentada quando utilizados os extratos celulares das linhagens cr-1 e 
mcb, respectivamente. Estes dados vão de acordo com outr
tório em que os níveis de expressão do gene gsn e o conteúdo de glicogênio 
foram alterados nas mesmas linhagens mutantes (de Paula, 2004; Freitas, 2007). A 
influência da via de sinalização mediada por AMPc, descrita nestes experimentos 
não implica necessariamente em uma atuação direta da PKA na fosforilação da 
enzima. 
O banco de cDNAs gsn mutantes construído neste trabalho, bem como os 
três cDNAs que codificam as proteínas GSN truncadas em diferentes pontos na 
região C-terminal, constituem um valioso material para estudos in vivo visando 
determinar os resíduos envolvidos na modulação da atividade da enzima GSN por 
fosforilação. Estes cDNAs podem ser inseridos em vetores específicos e serem 
usados para transformar conídios de uma linhagem de N. crassa que favorece o 
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processo de inserção gênica por recombinação homóloga. Uma vez obtidas as 
linhagens mutantes de N. crassa, a participação de cada sítio poderia ser verificada 
pela medida da atividade glicogênio sintase e acúmulo de glicogênio. Uma outra 
estraté
ma. 
 
gia interessante de estudo in vivo seria a de introduzir estes cDNAs em um 
sistema de expressão eucarioto, como leveduras, crescer as culturas em meios 
contendo fosfato inorgânico marcado radioativamente (
32
Pi) e medir a incorporação 
de fosfato na enzima glicogênio sintase recombinante. 
Os resultados obtidos neste trabalho trazem uma grande contribuição ao 
projeto em desenvolvimento no laboratório. Foi demonstrado que os quatro resíduos 
de aminoácidos mutados são fosforilados por proteínas quinases de N. crassa, 
portanto a enzima do fungo apresenta um sítio de fosforilação adicional quando 
comparada à enzima de S. cerevisiae. Além disso, a fosforilação mostrou sofrer 
influência da via de sinalização mediada por AMPc. Os resultados a serem obtidos 
de experimentos in vivo poderão fornecer, no futuro, informações mais conclusivas 
sobre a real participação de cada sítio na fosforilação da enzima e, portanto, a 
influência de cada sítio no controle da atividade da enzi
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