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RESUMO

BOZAQUEL-MORAIS, Bruno Leonardo. ldentificagdo de Reguladores do
Metabolismo de Lipidios Neutros em Saccharomyces cerevisiae:
desenvolvimento e aplicagdo de um ensaio fluorimétrico para o estudo de
corpusculos lipidicos. Rio de Janeiro, 2010. Tese (Doutorado em Quimica
Biologica) — Instituto de Bioquimica Médica, Universidade Federal do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2010.

O mundo observa atualmente uma escalada em uma série de patologias
resultantes de anormalidades no metabolismo de lipidios neutros. Muitos
esforcos sao feitos no desenvolvimento de farmacos contra tais enfermidades,
contudo o metabolismo lipidico ainda ndo € completamente compreendido. Um
exemplo disso € o0 caso dos corpusculos lipidicos, estruturas intracelulares de
armazenamento de lipidios neutros, cujo desequilibrio de sintese e mobilizagéo
constitui um fator importante na patogénese de desordens como resisténcia a
insulina e doengas cardiovasculares. O objetivo desta tese € o estudo da
regulacdo do metabolismo de lipidios e sua relacdo com a dinamica dos
corpusculos lipidicos. Como modelo experimental utilizou-se a levedura
Saccharomyces cerevisiae, que além de vantagens praticas e econdmicas,
apresenta homologos de muitos genes de mamiferos. Baseando-se na alta
especificidade da sonda fluorescente BODIPY 493/503 para corpusculos
lipidicos, desenvolveu-se um método fluorimétrico para a avaliacdo de
corpusculos lipidicos no interior de células de leveduras. O ensaio revelou ter
boa reprodutibilidade, além de ser rapido, sensivel e ter baixo custo. Sua
aplicagdo em um experimento de larga escala permitiu a identificacdo de 13
genes de proteina-fosfatases (subunidades cataliticas e regulatérias) cujas
dele¢cbes causaram niveis anormais de corpusculos lipidicos. A analise desses
genes com ferramentas de biologia de sistemas identificou a proteina-fosfatase
do tipo 2C, Ptc1p, como elemento central de uma sub-rede de regulacéo, além
de fornecer 58 genes candidatos a integrarem as vias de sinalizagcédo
reguladoras do metabolismo lipidico. O estudo dos mutantes com niveis
reduzidos de corpusculos lipidicos mostraram que a proteina-fosfatase do tipo
2A, Sit4p, juntamente com a sua subunidade regulatéria Sap190p, interferem
no metabolismo lipidico afetando o estado de fosforilagdo da quinase
Snf1p/AMPK, que, estando fosforilada, torna-se ativa e inibe a sintese de
acidos graxos através da redugao da atividade da acetil-coa carboxilase.



ABSTRACT

BOZAQUEL-MORAIS, Bruno Leonardo. Identification of Neutral Lipid
Metabolism Regulators in Saccharomyces cerevisiae: development and
application of a fluorimetric assay for the study of lipid droplets. Rio de Janeiro,
2010. Tese (Doutorado em Quimica Bioldgica) — Instituto de Bioquimica
Médica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2010.

The world watches an increase in diseases resulting from abnormalities
in the metabolism of neutral lipids. Many efforts are made to develop drugs
against these diseases, but lipid metabolism is still not completely understood.
One example is the case of intracellular lipid droplets, structures that store
neutral lipids, whose imbalance of synthesis and mobilization is an important
factor in the pathogenesis of disorders such as insulin resistance and
cardiovascular diseases. This thesis aims to study the regulation of lipid
metabolism and its relation to the dynamics of lipid droplets. The yeast
Saccharomyces cerevisiae, which, in addition to practical and economic
advantages, presents homologous genes to mammals, was employed as an
experimental model. Based on the high specificity of the fluorescent probe
BODIPY 493/503 to lipid droplets, we developed a fluorimetric assay for the
assessment of lipid droplets inside yeast cells. The assay proved to have good
reproducibility, in addition to being fast, sensitive and have low cost. Its
application in a large-scale experiment allowed us to identify 13 protein-
phosphatase genes (catalytic and regulatory subunits) that caused abnormal
levels of lipid droplets when deletes. The analysis of these genes with system
biology tools has identified the protein phosphatase type 2C, Ptc1p as a central
element of a regulation sub-network, and provided 58 genes which might
integrate the signaling pathways regulating lipid metabolism. The study of
mutants with reduced levels of lipid droplets showed that the protein
phosphatase type-2A, Sit4p, together with its regulatory subunit Sap190p
interfere with lipid metabolism by affecting the phosphorylation state of
Snf1p/AMPK kinase, which, being phosphorylated, becomes active and inhibits
the synthesis of fatty acids by reducing the activity of acetyl-CoA carboxylase.
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1. INTRODUGAO

Acidos graxos e esterdis sdo lipidios integrantes do metabolismo e da
composigao basica de qualquer célula. Eles apresentam papel energético,
como é o caso dos acidos graxos que podem sofrer B-oxidagdo gerando
energia, e estrutural, como € o caso dos esterdis que determinam a fluidez de
membranas bioldgicas. Além disso, acidos graxos e esterdis participam da
regulacdo de expressdo génica, através da ligacdo a elementos reguladores
(Duplus et al., 2000; Shimano, 2001). Por suas propriedades fisico-quimicas,
uma vez sintetizados, acidos graxos e esterdis livres sdo capazes de se inserir
em membranas bioldgicas, o que representa um risco lipotéxico' para as
células (Henneberry & Sturley, 2005). Desse modo, a sintese desses lipidios
deve ser regulada de maneira a se prevenir sua toxicidade sem que as fungdes
celulares relacionadas sejam prejudicadas. De fato, esses lipidios sé&o
convertidos em lipidios neutros biologicamente mais inertes, os triacilglicerois
(TAGS) e ésteres de esterois (EEs) (FIGURA 1F). A etapa final da esterificacao
de acidos graxos e esterdis — que gera TAGs e EEs, respectivamente — ocorre
predominantemente no reticulo endoplasmatico. Como TAGs e EEs néo sao
capazes de compor membranas bioldgicas, a medida que sdo sintetizados,
eles se depositam no reticulo endoplasmatico e se agrupam, dando origem as
estruturas chamadas corpusculos lipidicos (Garbarino & Sturley, 2005). Tais
estruturas vém recebendo maior atencdo da comunidade cientifica ja que
desequilibrios em seu metabolismo estdo envolvidos na patogénese de uma
série de desordens como resisténcia a insulina (Bostrom et al., 2007), doengas
neurodegenerativas (Cole et al., 2002) e aterosclerose (Mori et al., 2001).
Contudo, pouco se sabe sobre os processos celulares que regulam a
biogénese e mobilizacido destas organelas.

Nas proximas sessdes serdo discutidos o metabolismo dos lipidios

envolvidos na biogénese de corpusculos lipidicos, apresentando as vias de

' Nota do autor: o termo lipotoxicidade refere-se as disfun¢des decorrentes de niveis elevados
de &cidos graxos e esterois livres tanto no ambito celular como no tecido/organismo como um
todo, nado se restringindo a adipdcitos. Diversos trabalhos atuais ja vém empregando o termo,
embora ainda ndo seja amplamente reconhecido na clinica (Unger & Zhou, 2001; Weinberg,
2006; Cusi, 2010).
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sintese e seus mecanismos de regulagdo, altamente conservados entre

mamiferos e a levedura S. cerevisiae, modelo experimental desta tese.

A W F Glicose Aminoécidos
O Acidos graxos Acetato
o] \ /
° / OH AMPK’” Ampk”
Acetil-CoA
\IACCas‘e/ \HMG\(
% o} Malonil-CoA Mevalonato
| OAAAAANANA
—g=an FAS

Esqualeno

I )W Acidos graxos

T

Diacilglicerol Esterois

ACAT

HO \/\/\/\/\/\/\/\{0
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Lipidicos

FIGURA 1. Estrutura de lipidios neutros e vias de sintese. A, Acido graxo saturado (acido
palmitico). B, Acido graxo apresentando uma insaturagdo (&cido oléico). C, Exemplo de uma
molécula de triacilglicerol (tripalmitina). D, Ergosterol. E, Exemplo de um esteril éster (ergosteril
palmitato). F, Acetil-coa gerado a partir de glicose, acidos graxos, aminoacidos ou acetato, é
direcionado para a sintese de acidos graxos, pela enzima acetil-coa carboxilase (ACCase), ou
sintese de esterois, pela 3-Hidroxi-3-metil-glutaril-CoA redutase (HMGR), ambas inibidas por
fosforilagdo pela proteina-quinase ativada por AMP (AMPK). Pelo seu potencial lipotdxico,
acidos graxos e esterdis sdo convertidos a lipidios neutros mais inertes, os triacilglicerois
(TAGs) e ésteres de esterol (EEs), e estocados em coLpl]scqus lipidicos. Maiores detalhes
sobre as vias e regulagdes se encontram no texto. AMPK" — proteina-quinase ativada por AMP
(forma fosforilada, ativa), FAS — acido graxo sintase, DGAT - acil-coa:diacilglicerol
aciltransferase, LCAT? - lecitina:colesterol aciltransferase, ACAT - acil-coa:colesterol
aciltransferase.

% Na levedura S. cerevisiae, uma das proteinas responsaveis pela sintese de triacilglicerdis,
Lro1p, € mencionada como uma LCAT por questdo de homologia (Oelkers et al.,2000). No
entanto, deve-se notar que ainda nio foi demonstrada a participagdo de LCATs na sintese de

triacilgliceréis em mamiferos.
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1.1. TRIACILGLICEROIS

1.1.1. ACIDOS GRAXOS: VISAO GERAL

Por definicdo, acidos graxos sao acidos monocarboxilicos, onde uma
carboxila encontra-se ligada a uma longa cadeia de alquila que pode variar de
tamanho (FIGURA 1A) e pode apresentar insaturacbes (FIGURA 1B). Os
acidos graxos desempenham papéis importantes na fisiologia celular. Por
exemplo, o miristato (C:14) e o palmitato (C:16) podem ser empregados em
modificagdes covalentes de proteinas, afetando sua localizagao celular (Resh,
1999). Por ser uma molécula altamente reduzida, o acido graxo é o principal
estoque celular de energia. Além disso, € base para a sintese de lipidios mais
complexos. Assim, o acido graxo é estocado na forma de TAG, um tri-éster
proveniente de uma molécula de glicerol onde cada uma das trés hidroxilas
sofreu uma condensacgéo carboxilica com um &acido graxo (FIGURA 1C). Os
estoques de TAG podem ser mobilizados mediante hidrélise enzimatica, o que

promove a liberagao de acidos graxos prontamente utilizaveis pelas células.

1.1.2. SINTESE DE ACIDOS GRAXOS

O acetil-coa, substrato inicial na sintese de acidos graxos, pode ser
obtido primariamente a partir da oxidagao da glicose (via descarboxilagdo do
piruvato), da f—oxidagao de acidos graxos, da quebra de aminoacidos (leucina,
lisina e aminoacidos aromaticos) e, em menor extensdo, a partir de acetato
(FIGURA 1F). Uma vez gerado, o acetil-coa pode ser encaminhado para
obtencdo de energia, onde sera completamente oxidado, ou ser empregado na
sintese de outras biomoléculas, tais como lipidios.

A reacdo de comprometimento do acetil-coa com a biossintese de
acidos graxos consiste em sua carboxilagdo, gerando malonil-CoA (FIGURA
1F). Essa reacédo é catalisada pela enzima acetil-coa carboxilase (ACCase). O
malonil-CoA produzido sera utilizado como blocos pela enzima acido graxo
sintase (FAS), que se apresenta na forma de um dimero multifuncional onde se
desenrolam todos os passos de sintese. Os intermediarios da sintese sao

deslocados entre os sitios cataliticos gragas a uma proteina carreadora de acila
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(ACP). O primeiro passo consiste na substituicdo dos grupamentos coenzima A
das moléculas de acetil-coa e malonil-CoA pela ligagao a ACP. A partir desta
reagao, seguem-se varios ciclos de condensagao da cadeia nascente de acido
graxo com uma nova molécula de malonil-ACP, fase chamada de elongacao.
Os ciclos de condensacao repetem-se até atingir uma cadeia entre 14 e 18
carbonos (FIGURA 2A).

A etapa limitante desta via sintética € a producao de malonil-CoA pela
acao da ACCase. Em eucariotos, a ACCase apresenta-se como uma enzima
multifuncional com trés componentes - biotina carboxilase, proteina
transportadora de biotinacarboxil e transcarboxilase (Hardie, 1989). No caso de
mamiferos, sdo conhecidas duas isoformas, ACC1 (ou ACCa) e ACC2 (ou
ACCB), com cerca de 265 kDa e 280 kDa, respectivamente. Diferentes na
porcao N-terminal, acredita-se, pela distribuicdo observada entre diferentes
tecidos, que a primeira tenha fungdo de sintese ao passo que a segunda,
ligada a membrana externa da mitocéndria, tenha papel regulatério na -
oxidacao (Munday, 2002). Assim como em mamiferos, a levedura S. cerevisiae
também apresenta duas isoformas de ACCase, codificadas pelos genes HFA1
(Kearsey, 1993) e ACC1 (al-Feel et al., 1992). A Hfa1p, embora mitocondrial
como a ACC2 de mamiferos, localiza-se na matriz mitocondrial (Hoja et al.,
2004) onde participa de um segundo sistema de sintese de acidos graxos
(Brody et al., 1997). Sua delecao é viavel, contudo a mutante nao é capaz de
crescer em substratos nao-fermentativos (Hoja et al., 2004). Ja a Acclp é
citoplasmatica e apresenta-se como proteina homoéloga a ACC1 de mamiferos.
Sua delegao torna a célula inviavel, ainda que se suplemente o meio com
acidos graxos, sendo sugerido que ela desempenhe outros papéis fisioldgicos,
de alguma forma influindo sobre o transporte de RNAm para fora do nucleo
(Schneiter et al., 1996).

Em mamiferos, a sintese de acidos graxos deve ser coordenada com o
estado energético do organismo, o que € sinalizado por hormonios. A insulina,
horménio liberado quando a glicemia do sangue aumenta, promove a ativagao
da ACCase e a sintese de acidos graxos, ao passo que glucagon e adrenalina,
liberados quando a glicemia do sangue diminui, promovem sua inibicao

(Mabrouk et al., 1990). A atividade de ACCase é finamente controlada por
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fosforilagdo reversivel e regulagdo alostérica. No primeiro caso, quando o
estado energético da célula é baixo, a proteina-quinase ativada por AMP
(AMPK), é a responsavel por fosforilar diretamente a ACCase no residuo Ser’®
inibindo a enzima (Munday et al., 1988) (FIGURA 1F). Embora outros sitios de
fosforilagdo tenham sido descobertos na estrutura da ACCase (Boone et al.,
1999), a fosforilacdo do residuo Ser’® parece ser a principal, ja que foi
mostrada sua correspondéncia com a inibigao fisiolégica de ACCase provocada
pelo tratamento de hepatdcitos com glucagon (Sim & Hardie, 1988). Ainda nao
esta claro qual proteina-fosfatase € responsavel pela desfosforilagao e,
portanto, ativacdo da ACCase. Experimentos da década de 80 apontam que
uma proteina-fosfatase do tipo PP2A é capaz de desfosforilar uma ACCase in
vitro, porém nao se sabe a relevancia fisiologica nem se esta fosfatase é a
responsavel pela defosforilagéo in vivo (Gaussin et al., 1996).

Ja a regulagao alostérica tem como efetor o citrato, que age estimulando
a atividade da enzima ao facilitar que os octdmeros de ACCase (forma inativa)
se associem em filamentos (forma ativa). De fato, o citrato é capaz de reverter
parcialmente os efeitos de fosforilagdo da ACCase (Munday, 2002).

Na levedura S. cerevisiae, a ACCase nao é suscetivel a ativacao por
citrato (Matshuhashi et al., 1964), porém, assim como em mamiferos, &
regulada por fosforilagdo reversivel (Witters & Watts, 1990). A proteina-
quinase Snf1p/AMPK, identificada como ortéloga a AMPK de mamiferos, é a
principal proteina-quinase envolvida na fosforilacdo e inativagao de ACCase in
vivo (Woods et al., 1994). Analises proteOmicas em busca de peptideos
fosforilados revelaram apenas um sitio de fosforilacdo para a ACCase de
levedura (Ser'®) (Ficarro et al., 2002). Isto pode n3o representar a realidade, ja
que a ACCase de mamiferos apresenta multiplos sitios. A proteina-fosfatase
responsavel pela desfosforilagao e, portanto, ativacdo de ACCase ainda nao é
conhecida. No entanto, em experimentos de larga-escala, ja foi identificada a
interacdo fisica entre a serina-treonina proteina-fosfatase Sit4p e Acc1p (Ho et
al., 2002). Porém, ainda nao foi demonstrado se Sit4p é realmente capaz de

desfosforilar Acc1p.
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1.1.3. SINTESE DE TRIACILGLICEROIS

Em mamiferos, a sintese de TAGs ocorre principalmente no tecido
adiposo, ja que este é especializado no armazenamento de estoques lipidicos.
Tanto em leveduras como nos adipdcitos, a via pode ser dividida em duas
etapas, primeiramente a producio de diacilglicerol e, em seguida, uma acilacdo
final gerando o triacilglicerol (FIGURA 2B). A primeira reagdo consiste na
acilagdo de uma molécula de glicerol-3-fosfato, intermediario da glicolise

(embora exista uma via alternativa que utiliza a dihidroxiacetona fosfato). Essa

reagao, que
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FIGURA 2. Sintese de acidos graxos e TAGs. A, A sintese de acidos graxos pode ser
compreendida como um processo ciclico no qual uma molécula iniciadora de acetil sofre uma
série de condensagdes com 7 moléculas “extensoras” de malonil (em média). A cada
condensagdo o carbono beta de cada grupamento 3-cetoacil formado é completamente
reduzido por um processo de cetoreducao-desidratagdo-enoilreducédo. A cadeia formada em
um ciclo serve como iniciador do ciclo seguinte, de maneira que a cada ciclo, a cadeia aumenta
em dois carbonos e ¢é liberada uma molécula de bicarbonato. O produto final é liberado como
acido graxo pela acido graxo sintase em animais, ao passo que em leveduras, a enzima libera
um acil-coa (Vance & Vance, 2006). B, A sintese de TAG consiste inicialmente na esterificagéo
de acidos graxos utilizando como esqueleto uma molécula de glicerol. Ocorrem a transferéncia
de trés acilas e uma desfosforilagdo ao longo da via, empregando, portanto, trés moléculas de
acidos graxos. A primeira acilagdo pode empregar como aceptor o glicerol-3-fosfato ou
dihidroxiacetona fosfato, dando origem a acido lisofosfatidico. Este sofrerd nova acilagdo
gerando acido fosfatidico.O acido fosfatidico € desfosforilado, gerando diacilglicerol, substrato
da ultima acilagéo da via. Tanto o acido fosfatidico quanto o diacilglicerol também participam de
vias de sintese de fosfolipidios.
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emprega uma molécula de acil-coa como doador de acilas, produz uma
molécula de acido lisofosfatidico e €& catalisada pela glicerol-3-fosfato
aciltransferase. Enquanto em mamiferos foram identificados quatro (Wendell et
al., 2009), em leveduras até o momento sdo conhecidas apenas duas
isoformas dessa enzima, Gat1p e Gat2p, sendo Gat1p a principal ja que nao
apresenta preferéncia aparente por acidos graxos especificos e localiza-se
tanto em corpusculos lipidicos como no reticulo endoplasmatico.

Em seguida, o acido lisofosfatidico sofre nova acilagdo gerando acido
fosfatidico, reacdo catalisada pela enzima 1-acil-glicerol-3-fosfato
aciltransferase. Enquanto mamiferos apresentam duas isoformas desta
enzima, em leveduras, embora recentemente tenha sido identificada uma
aciltransferase com preferéncia para fosfolipidios, apenas um homdlogo
funcional foi identificado (Slc1p). A Slc1p, assim como Gat1p, localiza-se em
corpusculos lipidicos e no reticulo endoplasmatico.

Finalmente, o acido fosfatidico sofre desfosforilagdo sendo convertido a
diacilglicerol pela enzima acido fosfatidico fosfatase (PAP). Em levedura, a
maior parte da atividade de PAP foi recentemente atribuida a Pah1p, ortéloga
da lipina, proteina que desempenha semelhante papel em células de
mamiferos. Outras proteinas também apresentam atividade PAP como os
produtos dos genes DPP1 e LPP1. Como tanto o acido fosfatidico quanto o
diacilglicerol podem ser encaminhados para a sintese de fosfolipidios e
sinalizadores intracelulares, esta reagao torna-se um ponto chave na regulagéo
do metabolismo de lipidios de uma maneira geral. O acido fosfatidico,
sobretudo, participa de um sistema de regulagéo transcricional do metabolismo
de inositol, envolvendo a proteina regulatéria Opilp e dois fatores de
transcricédo, Ino2p e Ino4p que promovem a transcricdo do gene INO17. Opilp
se liga aos fatores Ino2p/Ino4p impedindo que estes ajam no nucleo, dessa
forma a transcricao de INO1 nao esta ocorrendo. Contudo, a proteina Opilp é
capaz de se ligar ao acido fosfatidico presente nas membranas do reticulo
endoplasmatico, sendo sequliestrada. Nessa situacado os fatores Ino2p/Ino4p se
deslocam para o nucleo promovendo a transcricao de INO1 (Loewen et al.,
2004). Inclusive, parece que este mecanismo atua também na regulagdo da
expressao de ACCase (Chirala et al., 1994; Hasslacher et al., 1993)
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A sintese de TAGs conclui-se com uma terceira e Ultima acilacao
(FIGURA 2B). Essa etapa pode se dar por duas reagdes diferentes. Uma delas,
catalisada pela acil-coa:diacilglicerol aciltransferase (DGAT) Dga1p (Oelkers et
al., 2002), assim como as outras acilagdes da via, emprega como doador de
acilas uma molécula de acil-coa. A enzima Dgalp é, de fato, a principal
aciltransferase de leveduras e localiza-se principalmente em corpusculos
lipidicos. Alternativamente, pode ocorrer outra reacio, envolvendo uma enzima
homologa a lecitina:colesterol aciltransferase (LCAT) de mamiferos, Lro1p, que
utiliza como doador de acilas moléculas de glicerofosfolipidios, sobretudo
fosfatidilcolina e fosfatidiletanolamina (Oelkers et al., 2000). Foi verificado que a
distribuicdo celular de Lro1p restringe-se ao reticulo endoplasmatico. A
predominancia de uma ou outra é dependente da fase de crescimento da
cultura, de modo que Lro1p parece ser mais ativa na fase de crescimento
exponencial ao passo que a atividade de Dga1p é mais pronunciada na fase
estacionaria (Kohlwein, 2010).

A regulacado do metabolismo de TAGs ainda nao é bem compreendida. A
necessidade de TAG oscila entre a sintese de lipidios de membranas e
obtencéo de energia. Em resposta a estimulos proliferativos, a necessidade de
formagdo de membranas promovera a hidrolise de TAGs, o que ira fornecer
blocos para sintese de fosfolipidios. Por outro lado, em situacbes de limitagbes
de nutrientes a hidrélise de TAGs disponibilizara os estoques energéticos
(Kurat et al., 2006). Como acidos graxos de fontes exdgenas nao s&o substrato
facilmente assimilaveis pela S. cerevisiae, nesta levedura toda a necessidade
global de triacilglicerois e fosfolipidios devera ser atendida pela sintese de novo
de acidos graxos pela enzima ACCase, ja discutida no tépico anterior. .

Ainda ndo se compreende o impacto direto da atividade de ACCase na
homeostase de TAGs e tampouco o papel de Snf1p/AMPK na coordenacao
entre os niveis de TAGs e as necessidades energéticas. Acredita-se que um
ponto de regulagao seja a conversao de acido fosfatidico em diacilglicerol pelas
enzimas PAPSs, principalmente Pah1p em leveduras, ja que esta enzima sofre
fosforilagdo, forma na qual apresenta-se menos ativa (O'Hara et al., 2006).
Como ja citado, o nivel de acido fosfatidico, dependente da atividade das
PAPs, pode participar na regulacédo da transcricdo de uma série de genes

envolvidos no metabolismo lipidico, através do sequestro da proteina
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reguladora Opi1p. Além disso, foi demonstrado que Pah1p também afeta a
expressao de genes de maneira nao dependente de Opilp (O'Hara et al.,
2006).

1.2. ESTERES DE ESTEROIS

1.2.1. ESTEROIS: VISAO GERAL

Outro lipidio abordado neste trabalho é o esterol. Assim como os acidos
graxos, os esterois sédo sintetizados a partir de acetil-coa. A estrutura basica de
um esterol consiste em 17 carbonos formando 4 anéis interligados,
apresentando cadeias laterais variaveis e uma hidroxila no carbono 3 (FIGURA
1D). Da mesma forma que os acidos graxos, os esterois sao estocados em sua
forma esterificada, os EEs, também classificados como lipidios neutros. Nesse
caso, a hidroxila do esterol sofre condensagéo carboxilica com um acido graxo,
gerando o EE (FIGURA 1E), biologicamente menos ativo (Henneberry &
Sturley, 2005). Diferentemente de células de mamiferos, cujo principal esterol &
o colesterol, o ergosterol representa 90% dos esterdis totais da levedura S.
cerevisiae (Rattray et al., 1975). Nao se sabe exatamente a vantagem evolutiva
conferida pelo ergosterol as leveduras, ja que as diferengas estruturais sao
minimas entre este e o colesterol (que apresenta apenas uma dupla ligagdo no

anel B e sua cadeia lateral € completamente saturada sem metilacdo no C24).

1.2.2. SINTESE DE ESTEROIS

Para melhor compreensao, a sintese de esterdis pode ser dividida em
duas fases (FIGURA 3). Primeiramente, 2 moléculas de acetil-coa sé&o
empregadas na sintese de 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA). Nesse
momento, sdo empregadas duas enzimas — uma tiolase, que ira gerar o
acetoacetil-coa, e HMG-CoA sintase, que ira gerar o HMG-CoA. A reacao
seguinte catalisada pela HMG-CoA redutase € a etapa limitante da via do
mevalonato, produto desta reagdo. Ao contrario de mamiferos, leveduras
apresentam duas isoformas de HMG-CoA redutases, codificadas pelos genes

HMG1 e HMG?2, e o produto final da via é o ergosterol e ndo o colesterol (Parks
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et al., 1995). A delecdo de uma ou outra isoforma néo afeta significativamente
o crescimento celular, porém a dupla delegao torna as células auxotroficas para
mevalonato (Basson et al, 1987). No entanto, as isoformas apresentam
estabilidades e regulacdes distintas. Os produtos destes genes parecem diferir
quanto a estabilidade, sendo Hmg2p uma proteina menos estavel. Sua
estabilidade é regulada pelo fluxo metabdlico da via do mevalonato (Hampton &
Rine, 1994) e sua degradacédo se da por ubiquitinacdo (Hampton & Bhakta,
1997). Por outro lado, Hmg1p é uma proteina mais estavel (Hampton & Rine,
1994) e sua regulacdo € postranscricional por feedback negativo sinalizado
provavelmente por mevalonato, o produto de sua reagao (Dimster-Denk et al.,
1994; Donald et al., 1997). Interessante notar que embora seja conhecida a
inibicako da HMGR em mamiferos por fosforilacdo mediada pela proteina
quinase AMPK (Hardie, 1992), o mesmo ainda nao foi demonstrado para
leveduras.

Uma vez sintetizado o mevalonato, a primeira reacdo da via de
biossintese de esterdis propriamente dita € catalisada pela enzima esqualeno
sintase (codificada pelo gene ERGY9). O esqualeno gerado passa por mais duas
reacdes catalisadas pelas esqualeno epoxidase (ERG1) e 2,3-oxidoesqualeno
ciclase (ERG7), nesta ordem, até que seja obtido o lanosterol, primeiro
precursor esterdide da via. A partir deste ponto, uma complexa sequéncia de
reacdes ira fornecer as diversas espécies interconversiveis de esterdis que
fazem parte da composicao lipidica da célula. O conjunto de enzimas
envolvidas nesta via, em leveduras, é codificado por uma familia de genes
identificados como ERGs (biossintese de ERGosterol) e sdo foco de grande
interesse cientifico, j& que muitos inibidores desta via constituem antimicoticos
amplamente empregados na clinica, como € o caso dos azoles, inibidores de
Erg11p (Barrett-Bee & Dixon, 1995). Embora a sintese de ergosterol ndo seja
essencial para a célula de levedura (Sturley, 2000), a inibicdo de algumas
enzimas da via sintética por agdo de drogas acaba provocando o acumulo de
intermediarios téxicos (Carrillo-Munoz et al., 2006).

A regulacdo da via de sintese de ergosterol em leveduras ainda ndo é
completamente entendida. Acredita-se que deva existir um mecanismo
semelhante ao presente em mamiferos. Fatores de transcricdo conhecidos

como proteinas ligantes de elementos regulatérios do esterol (SREBPs),
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codificados por dois genes homélogos SREBP-1 e SREBP-2, se encontram
inseridos nas membranas do reticulo endoplasmatico (Brown & Goldstein,
1999). Com a queda dos niveis de esterdis, estas proteinas sofrem
autoproteolise e s&o capazes de se deslocar para o nucleo, onde se ligardo a
sequéncias promotoras conhecidas como elementos reguladores do esterol
(SREs) ativando genes da sintese de esterol. De fato, analise de regibes
promotoras de genes ERGs revelaram o que poderia ser uma sequéncia de
consenso semelhante aos SREs de mamiferos (Dimster-Denk & Rine, 1996).
Além disso, foram identificados fatores de transcricdo que sejam possiveis
SREBPs, tanto por estudos preditivos do genoma (Athanikar & Osborne, 1998)
como estudos de mutantes (Vik & Rine, 2001). Mas ainda n&o esta claro o
mecanismo de agao, visto que ao contrario dos mamiferos, esses fatores de
transcricdo ndo apresentam dominios transmembranas. Outros fatores regulam
a sintese de esterdis, como a disponibilidade de oxigénio e heme, refletindo a

necessidade destes como co-fatores na via (Kwast et al., 1998).

1.2.3. ESTERIFICACAO DE ESTEROIS

Em leveduras, grande parte dos esterdis encontra-se esterificada
(Hunter & Rose, 1972). Essa esterificacdo, a qual emprega acil-coa, é
catalisada por enzimas ditas acil-coa:colesterol O-aciltransferase (ACATS).
Tanto mamiferos como leveduras apresentam duas ACATSs, candidatas a alvos
terapéuticos no tratamento de desordens lipidicas, como o depdsito de placas
nas artérias que ocorre na aterosclerose (Sturley, 2000). Em leveduras, o
produto de dois genes ARE1 e AREZ2 apresentam atividade ACAT (Yu et al.,
1996) que, assim como no caso de mamiferos, também se localizam no
reticulo endoplasmatico (Zweytick et al., 2000). Neste mesmo trabalho,
Zweytick também demonstrou que Arelp e Are2p apresentam diferentes
especificidades para as espécies de esterdis e que mutantes onde ambas as
proteinas foram deletadas ndo apresentam ésteres de esterol (0 que se reflete

no aumento de esteradis livres medidos).
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1.3. CORPUSCULOS LIPIDICOS

Em virtualmente todas as células, de procariotos a eucariotos, TAGs e
EEs sdo acumulados nos corpusculos lipidicos (Murphy, 2001). Talvez por sua
ampla ocorréncia, pesquisadores de campos distintos nomearam-lhes
livremente, motivo pelo qual também sdo chamados de goticulas lipidicas ou
particulas lipidicas, entre outros termos que ja cairam em desuso. Estas
estruturas foram descritas pela primeira vez em trabalhos do século XIX
(Farese, Jr. & Walther, 2009). Inicialmente, por sua natureza lipofilica, assumiu-
se que os corpusculos lipidicos fossem meros reservatorios de lipidios. Grande
parte dos trabalhos publicados até cerca de 20 anos atras tratando de tais
estruturas é de natureza meramente morfolégica. Somente com a descoberta
da perilipina (Greenberg et al., 1991), uma fosfoproteina presente na superficie
dos corpusculos, veio 0 seu reconhecimento como organelas, o que os langou
como topico atual nas ciéncias biolégicas. Em mamiferos, entre outras fungdes,
os corpusculos estdo envolvidos no controle de sintese e secrecdo de
mediadores inflamatérios (Bozza & Viola, 2010) e parecem ter um papel na

propagacao de virus (Samsa et al., 2009).

FIGURA 3. Sintese de ergosterol. A via de sintese de esterdis pode ser dividida em dois
momentos, primeiro, a via do mevalonato segue até obtencdo de esqualeno. Essa via é
independente da disponibilidade de oxigénio. Nesse processo sdo gerados precursores de
outras vias sintéticas. O esqualeno é direcionado para a via de sintese de esterol propriamente
dita (aqui, no caso, € mostrada a via de sintese do ergosterol, como encontrada em leveduras)
e por uma série de reagdes complexas, gerando produtos interconversiveis (ndo mostrado), é
sintetizado o ergosterol. Os compostos intermediarios mais importantes sdo apresentados na
FIGURA. IPP — isopentenil pirofosfato, DMAPP — dimetilalil pirofosfato, GPP — geranil
pirofosfato, FPP — farnesil pirofosfato (Dickinson & Schweizer, 1999).
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1.3.1. ESTRUTURA E BIOGENESE DE CORPUSCULOS LIPIDICOS

Proleu;; &ﬁM}}‘F/mfolipidos
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FIGURA 4. Representacao da estrutura dos corpusculos lipidicos. Os corpusculos lipidicos
sdo constituidos de um core lipidico, formado por triacilglicerois (TAGs) e ésteres de esterois
(EEs), delimitado por uma monocamada de fosfolipidios provavelmente originaria do reticulo
endoplasmatico. Nesta camada também podem ser encontrados esterdis livres, em quantidade
variavel entre os tipos celulares. Associadas aos corpusculos, cobrindo a superficie ou até
mesmo inseridas na camada fosfolipidicas, existem proteinas de fungdo estrutural e
enzimatica. Ja foram encontrados corpusculos com membranas internas e ribossomos
associados, mas o significado desse achado ainda esta em discusséao. Modificado de Fujimoto
et al., 2008.

o

Esterol livre

Os corpusculos lipidicos estao constitutivamente presentes em grande
quantidade em células envolvidas na estocagem de gorduras, como adipdcitos
e células esteroidogénicas. Em outros tipos celulares, a sua formacéo esta
condicionada a certos estimulos fisiolégicos, quando numerosos corpusculos
passam a ser observados (Bozza & Viola, 2010), ou das condi¢cdes do meio,
como demonstrado para células em cultura (Murphy, 2001). Os corpusculos
lipidicos apresentam um nucleo lipidico de TAGs e EEs (FIGURA 4), sendo que
a proporcao destes pode variar entre diferentes células, como é o caso das
células adrenocorticais, nos quais EEs representam a maior parte do conteudo
lipidico, ao contrario de adipdcitos, onde TAGs sao o principal constituinte
(Farese, Jr. & Walther, 2009). No caso de leveduras, os corpusculos lipidicos
extraidos de células em fase exponencial de crescimento revelaram uma
proporgdo de 1:1 entre TAGs e EEs (Clausen et al., 1974;Leber et al., 1994).

Nos modelos eucaridticos discutidos, o nucleo lipidico encontra-se
delimitado por uma monocamada de fosfolipidios (Leber et al., 1994) (FIGURA

4). Os fosfolipidios mais abundantes, tanto em leveduras como em mamiferos,
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sao fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina e fosfatidilinositol. A comparacéao entre
os perfis de fosfolipidios de membranas totais e a monocamada lipidica de
corpusculos, pelo menos no caso de mamiferos, mostra que esta ultima é
enriquecida em lisofosfolipidios ao passo que apresenta menos esfingomielina
e acido fosfatidico (Bartz et al., 2007). Uma pequena fracdo de esterois livres
também é encontrada na composi¢éo de corpusculos lipidicos.

Completando a estrutura dos corpusculos lipidicos, sdo encontradas
proteinas inseridas na monocamada lipidica (FIGURA 4). Trabalhos de
protebmica de corpusculos lipidicos em varios modelos revelam uma
populacdo muito especializada de proteinas associadas. Resta, contudo, ser
esclarecido se existe algum sistema de direcionamento destas proteinas para
0s corpusculos por sequéncia sinal, a exemplo de proteinas mitocondriais e
peroxissomais.

Como mencionado até aqui, a sintese de TAGs e EEs propriamente dita
ocorre no reticulo endoplasmatico, onde estdo localizadas as enzimas
responsaveis pela esterificacdo de diacilcligeréis (em leveduras, Dgalp e
Lro1p) e esterdis (em leveduras, Arelp e Are2p). Os estudos de RMN
sustentam que camadas bilipidicas compostas por fosfolipidios sdo capazes de
acomodar até 3% de TAG e 5% EEs (em relagdo a sua composi¢ao) (Hamilton
& Small, 1982; Hamilton, 1989). Esgotado esse limite, os TAGs e EEs se
agrupam formando esferas que permanecem retidas no espago
intermembranas (FIGURA 5).

Acredita-se que, com a continua deposi¢cado de lipidios neutros neste
espaco, tais esferas aumentem de tamanho até que sao liberadas do reticulo,
dando origem aos corpusculos lipidicos (Murphy & Vance, 1999). Ainda séo
muitas as duvidas sobre o mecanismo que promove essa liberagéo, chegando-
se até aos questionamentos se esta de fato ocorre, ja que é intima a interacéo
dos corpusculos lipidicos com membranas do reticulo (Goodman, 2008). De
acordo com o modelo mais aceito, o acumulo de TAGs e EEs no espaco
intermembrana provoca um inchaco na membrana do reticulo endoplasmatico
que se colapsa, liberando o corpusculo em uma espécie de brotamento

(FIGURA 5a), conforme ja demonstrado para outras vesiculas.
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FIGURA 5. Possiveis mecanismos de biogénese dos corpusculos lipidicos. Os lipidios
neutros (TAG e EE) sdo sintetizados por enzimas localizadas na membrana do reticulo
endoplasmatico. A medida que sdo sintetizados, se acumulam no espago intermembranas do
reticulo endoplasmatico, formando glébulos. Isso forma um inchago local da membrana, forma
precursora de um corpusculo lipidico, que pode ser liberado para o citoplasma por dois
mecanismos propostos: brotamento (a) ou destacamento® (b). A monocamada fosfolipidica dos
corpusculos nascentes pode ser derivada do folheto citoplasmatico do reticulo endoplasmatico,
no processo de brotamento, ou de ambos os folhetos, no caso da chocagem. No primeiro
modelo, a membrana do reticulo deve sofrer uma constrigdo para que o corpusculo se libere,
ao passo que no segundo, a membrana do reticulo deve ser rompida em ambos os lados do
corpusculo nascente. Nesse Ultimo caso, pode ocorrer a liberagdo de porgdes adjacentes da
membrana do reticulo, formando espécie de vincos, o que permitiria que proteinas localizadas
na membrana do reticulo fossem carregadas com o corpusculo. Isso explicaria a presencga de
proteinas transmembranares em corpusculos lipidicos. Modificado de Fujimoto et al., 2008.

® Nota do autor: o termo utilizado em inglés para descrever tal modelo é hatching que foi
livremente traduzido como destacamento, para melhor evidenciar as diferencas entre os

modelos propostos.
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Mais recentemente foi sugerido outro modelo, chamado aqui de
destacamento (FIGURA 5b), de acordo com o qual o corpusculo se destaca da
membrana do reticulo. Deve-se notar que, neste novo modelo, o corpusculo
leva consigo os dois folhetos do reticulo (lumen e citoplasmatico), ao passo que
no modelo de brotamento, a monocamada de fosfolipidio & originaria apenas
do folheto citoplasmatico do reticulo. Além disso, no modelo de destacamento,
a liberagdo do corpusculo forma uma poro transitério no reticulo
endoplasmatico, o que permitiria a translocagédo de proteinas com erro de
enovelamento do lumen para o citoplasma, onde seriam degradadas por
proteossomos. De fato, foi observado em leveduras que condi¢des indutoras de
estresse de reticulo endoplasmatico — por meio de aumento de proteinas mal
enoveladas no reticulo — estimulam a formagao de corpusculos lipidicos (Fei et
al., 2009).

Um terceiro modelo para a biogénese dos corpusculos lipidicos baseia-
se no sistema de formagdo de vesiculas da via secretéria (e, portanto,
carregando consigo os dois folhetos da membrana do reticulo) (Walther &
Farese, 2009). Os lipidios neutros preencheriam essas vesiculas enquanto elas
ainda se encontram contiguas ao reticulo ou depois da liberagdo. O acumulo
de lipidios neutros acabaria por forcar a obliteragcdo do lumen vesicular. Isso
poderia explicar alguns relatos de observacdo de membranas internas em
alguns corpusculos e até mesmo associagao de ribossomos (Wan et al., 2007;
McGookey & Anderson, 1983).

1.3.2. PROTEINAS ASSOCIADAS AO CORPUSCULO LIPIDICO

As proteinas associadas aos corpusculos apresentam tanto funcao
estrutural, de estabilizacdo dos corpusculos, como também enzimatica,
participando da sintese e mobilizacao de lipidios. Em leveduras, estas enzimas
foram bem caracterizadas, tanto em experimentos de protedmica (Athenstaedt
et al.,1999) como em estudos de larga escala com proteinas marcadas (Natter
et al. ,2005). Esses estudos mostram que varias enzimas da via de sintese de
lipidios sdo compartilhadas entre o reticulo endoplasmatico e os corpusculos
lipidicos, no entanto, das enzimas responsaveis pela esterificacao final na

sintese de TAGs e EEs, apenas a Dga1p (Oelkers et al., 2002) se localiza nos
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corpusculos.Outras enzimas encontradas sao lipases, responsaveis pela
mobilizacdo dos estoques de lipidios neutros, TAG lipases (homdlogas a
triacilglicerol lipases de adipécitos, ATGL) — Tgl3p, Tgldp e Tgl5p (Athenstaedt
& Daum, 2003; Athenstaedt & Daum, 2005) — e EE hidrolases (Yeh1p e Tgl1p)
(Koffel et al., 2005). Todas restritas aos corpusculos lipidicos. No entanto,
também é conhecida uma terceira EE hidrolase, localizada na membrana
plasmatica, Yeh2p, que, curiosamente, responde pela maior parte da atividade
de EE hidrolase celular (Millner et al., 2005).

No minimo dez estudos protedmicos de corpusculos lipidicos de células
animais de diversos tipos e tecidos foram publicados até o ano de 2007 (Bartz
et al., 2007). Associadas aos corpusculos foram encontradas proteinas
relacionadas ao trafego de vesiculas, como proteinas rab e a caveolina, além
de enzimas de sintese lipidica, como ACCase (ACC1), e lipases como a ATGL
(Bartz et al., 2007). Também s&o encontradas proteinas consideradas
estruturais, que participam da regulacdo destas organelas. Dentre estas, as
proteinas maijoritarias sdo as perilipinas e a adipofilina, cujas localizagbes se
restringem aos corpusculos. Outra proteina encontrada, mas né&o restrita aos
corpusculos, é a TIP47. Baseando-se na homologia entre suas sequéncias,
estas proteinas foram agrupadas em uma familia batizada de PAT (Perilipina,
Adipofilina e TIP47) (Londos et al., 2005). E provavel que estas proteinas
interajam com os corpusculos inserindo dominios constituidos por hélices
hidrofébicas na monocamada fosfolipidica, de acordo com estudos sobre a
proteina TIP47 (Hickenbottom et al., 2004).

A perilipina, presente em adipdcitos e células esteroidogénicas, é
fundamental na regulacao da lipdlise dos estoques de lipidios neutros (Murphy
& Vance, 1999), tendo sido identificada como substrato da proteina quinase A
(PKA) (Egan et al., 1990). Ja a adipofilina se encontra presente em corpusculos
lipidicos de diversos tipos celulares, mas, no caso dos adipécitos, a adipofilina
€ encontrada apenas nos estagios iniciais de diferenciacdo dando lugar mais
tarde a perilipina. Uma possibilidade € que a adipofilina seja constituinte normal
de corpusculos lipidicos que, acredita-se, sofram turnover continuo de seus
lipidios neutros (Walther & Farese, Jr., 2009), sendo substituida pela perilipina
para “travar” os estoques de lipidios neutros (Murphy, 2001). TIP47, por sua

vez, € bastante semelhante a adipofilina e parece anteceder o surgimento
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desta em corpusculos lipidicos menores, porém sua fungdo ainda nao é clara
(Ducharme & Bickel, 2008). No caso da levedura S. cerevisiae, tentativas de se

encontrar homologos a proteinas PAT foram infrutiferas.

1.3.3. MOBILIZACAO DE TAGs: REGULAGCAO DA LIPOLISE

Embora todas as células sejam capazes de mobilizar TAGs
armazenados em corpusculos lipidicos, a lipélise vem sendo estudada ha mais
tempo em adipdcitos. A mobilizacdo de TAGs se da em trés reacodes
catalisadas por lipases distintas. Primeiramente, a ATGL é responsavel por
hidrolisar a molécula de TAG gerando acido graxo e diacilglicerol. De forma
semelhante, o diacilglicerol sera hidrolisado pela lipase estimulada por
hormonio (HSL), gerando monoacilglicerol, substrato da monoacilglicerol lipase
(MGL) (Bezaire & Langin, 2009).

Um modelo recente propdée que num estado basal (FIGURA 6a) a ATGL
estaria ligada aos corpusculos lipidicos em associagcdo com seu cofator, a
proteina CGI-58, e este a perilipina. Nessa situagcdo, a HSL se encontra na
forma citoplasmatica tendo pouco acesso ao diacilglicerol gerado. Mediante
estimulo (FIGURA 6b), ocorre a fosforilagado da perilipina com subseqliente
liberagdo de CGI-58/ATGL, aumentando a taxa de hidrolise de TAG.
Paralelamente, ocorre a translocacado de HSL para os corpusculos,
promovendo a hidrélise do diacilglicerol. A lipdlise se completaria pela agdo da
MGL. No caso dos adipécitos, os acidos graxos devem ser liberados na
corrente sanguinea, processo assistido pela proteina FABP4, recrutada para os

corpusculos no momento da lipdlise induzida.
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FIGURA 6. Modelo hipotético para lipolise basal (a) e estimulada por horménio (b) em
adipocito. Detalhes no texto. (Bezaire & Langin, 2009)

Esse processo € regulado hormonalmente, respondendo a
catecolaminas, insulina, leptina e, no caso dos adipocitos humanos, peptideos
natriuréticos (FIGURA 7). A adrenalina e noradrenalina tém efeito lipolitico em
adipécitos. A estimulagao de receptores B-adrenérgicos promove a ativagdo da
adenilil ciclase, via proteina G, aumentando os niveis intracelulares de cAMP.
Esse sinalizador intracelular ira ativar a proteina quinase A (PKA) que, por sua
vez, fosforila a enzima HSL, ativando-a. Outro alvo de PKA sao as perilipinas
presentes na superficie dos corpusculos. A fosforilagcdo das perilipinas e HSL
parece permitir que estas interajam, favorecendo a translocagéo da lipase do
citoplasma para os corpusculos lipidicos. Outro estimulo lipolitico conhecido é
exercido pelos peptideos natriuréticos, nesse caso, participa da sinalizacao a
proteina-quinase dependente de cGMP (PKG), de forma analoga a PKA. Esse
estimulo é pronunciado durante exercicios fisicos.

Os estimulos antilipoliticos mais comuns promoverdo direta ou
indiretamente a queda dos niveis intracelulares de cAMP, reduzindo a atividade
de PKA. Isso ocorre mediado por catecolaminas, via receptores o2-
adrenérgicos, promovendo a inibicdo da adenilil ciclase, ou por insulina, via

ativacao da fosfodiesterase 3B, capaz de degradar o cAMP
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A sinalizagdo via insulina, além de inibir a lipdlise interferindo no sistema
de controle por fosforilagdo de HSL, também gera efeitos transcricionais. Além
da inibicdo de PKA mediante reducao dos niveis de cAMP, PKB ¢é capaz de
ativar as maquinarias de transcricdo e tradugdo. Conforme demonstrado,
adipécitos tratados com insulina aumentam a expresséao de peripilina (Prusty et
al., 2002), favorecendo o acumulo de corpusculos lipidicos. Esse efeito
provavelmente se da via mTOR (Laplante & Sabatini et al., 2009). Esta quinase
€ um regulador com efeito local, controlando do crescimento celular em
resposta a nutrientes, e sistémico, participando da regulagdo da massa
corporal de organismos complexos. PKB atua impedindo a ag&o dos inibidores
fisiolégicos de mTOR, o que favorece sua ativagéo (Lindsley & Rutter, 2004) e
resulta em estimulo a tradugédo de proteinas via ativagdo da quinase S6K e
inibicdo do regulador de tradugcdo 4E-BP1, efetores downstream da quinase
mTOR. Interessantemente, o tratamento de adipécitos com rapamicina, inibidor
especifico da quinase mTOR, é capaz de reduzir em 50% o acumulo de TAGs
estimulado por insulina (Soliman et al., 2010).

No que diz respeito a levedura S. cerevisiae, sabe-se que as particulas
lipidicas sdo mobilizadas nas fases iniciais de crescimento da cultura. Acredita-
se que a grande disponibilidade de nutrientes no meio fresco seja um estimulo
proliferativo que gera a necessidade de “sintese” de membrana (Kurat et al.,
2006). Como resposta, as células hidrolisam seus estoques de TAG e EE para
suprir precursores de lipidios estruturais. Essa mobilizacdo ocorre até a fase de
crescimento exponencial quando as células voltam a acumular particulas
lipidicas até atingir o equilibrio na fase estacionaria (Kurat et al., 2006).

Contudo, nada se sabe sobre os sinais e vias que regulam essa dinamica.
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FIGURA 7. Vias de transdugao de sinais implicadas no controle hormonal da lipélise em
adipoécitos. Acoplamento dos receptores adrenérgicos (AR) interferem na atividade da enzima
adenilil ciclase (AC). Um aumento nos niveis intracelulares de AMP ciclico ira ativar a proteina-
quinase A (PKA). A sinalizagdo via insulina favorece a degradagdo de cAMP através da
ativagdo da proteina-quinase B (PKB, também conhecida como Akt) e da fosfodiesterase 3B
(PDE-3B). Peptideos natriuréticos promovem acumulagdo de GMP ciclico (cGMP) ativando
proteina-quinase dependente de cGMP (PKG). PKG e PKA fosforilam a perilipina (PLINA) e a
lipase sensivel a hormdnio (HSL). Acredita-se que as TAG lipase do tecido adiposo (ATGL) e
monoacilglicerol lipase (MGL) ndo sao diretamente reguladas por horménio. LD — corpusculo
lipidico (Bezaire & Langin, 2009).

1.4. FOSFORILACAO REVERSIVEL: PAPEL DE PROTEINA-
FOSFATASES NA REGULACAO DO METABOLISMO LIPIDICO

Como visto, ainda que se reconheca a importancia dos corpusculos
lipidicos, ainda €& escassa a informacédo sobre a regulagdo de suas vias
sintéticas. Um mecanismo recorrente de regulagdo bioquimica, fundamental
para o controle de diversas fungdes celulares, é a fosforilagdo reversivel de
proteina (Cohen, 1997). Quinases e fosfatases, com alto grau de conservagao
entre diversos organismos, formam intricadas redes de sinalizagao,
promovendo a fosforilagdo/desfosforilacdo de residuos de aminoacidos em

proteinas, o que torna possivel uma rapida resposta a estimulos (Johnson &
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Barford, 1993). No entanto, apesar de tal mecanismo ser conhecido desde o
inicio do século passado, a compreensdo da modulacdo dos pares
quinase/fosfatase ainda é um desafio para os pesquisadores. Primeiramente, o
numero de sitios alvos de fosforilagdo em proteinas é imenso quando
comparado ao ‘limitado” arsenal de quinases/fosfatases codificadas no
genoma. Ainda, é intrigante como estas enzimas encontram seus alvos
especificos, ja que, enquanto as quinases, bastante homogéneas, formam uma
unica familia, as fosfatases apresentam grande variabilidade (Cohen, 1997).

O grupo de proteinas fosfatases eucaridticas constitui-se de enzimas
funcional e estruturalmente diversas representadas por familias, com dominios
altamente conservados, sendo a diversidade funcional garantida por dominios
regulatorios e subunidades distintas. Exemplo dessa diversidade funcional é o
caso da familia PP2A de mamiferos, composta por complexos triméricos.
Esses complexos sao formados por subunidades que se convencionou chamar
de C (com atividade catalitica), A (de fungdo estrutural, mantendo as outras
duas subunidades ligadas) e B (com atividade regulatéria, que pode determinar
a localizagdo do complexo e até a especificidade para o substrato) (Mayer-
Jaekel & Hemmnings, 1994), cada qual codificada por genes distintos. Dessa
forma, até 75 holoenzimas ABC da familia PP2A podem ser formadas. Assim, a
atividade PP2A celular é firmemente regulada por mecanismos que incluem a
variacao e fosforilagdo das subunidades que a compdem.

A identificacdo de fosfatases por abordagens bioquimicas no inicio dos
anos 80, gerou uma classificacdo onde as Ser/Thr fosfatases, entdo chamadas
PPs, eram divididas em tipos 1 e 2 (Ingebritsen & Cohen, 1983). Enquanto as
fosfatases do primeiro grupo séo inibidas por concentragdes nanomolares de
inibidores, o segundo grupo mostra-se muito mais resistente. Dentro das
Ser/Thr fosfatases do tipo 2 sdo encontrados trés grupos: tipo 2A (ativas na
auséncia de cations divalentes), tipo 2B (calcio-dependentes) e tipo 2C
(magnésio-dependentes). A partir da década de 90, o desenvolvimento da
biologia molecular, permitiu a comparagdo entre as sequéncias destas
proteinas, sendo entéo proposta uma nova classificagdo (Cohen, 1990). Assim,
as PPs foram agrupadas em duas familias, PPP (Fosfoproteina fosfatase) e
PPM (Fosfoproteina fosfatase dependente de magnésio). Assim, de acordo

com a classificagao corrente, as Ser/Thr proteinas fosfatases da familia PPP
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incluem homologos das fosfatases tipo PP1, PP2A, PP2B e PP5 enquanto a
familia PPM consiste de fosfatases tipo PP2C.

Além das familias PPP e PPM, existe um terceiro grupo, PTP
(Fosfoproteina tirosina fosfatase), constituido por proteina-fosfatases capazes
de desfosforilar residuos de tirosina. A familia PTP é dividida em 4 subfamilias:
PTPs (Tirosina fosfatases especificas), DSPs (Proteina-fosfatase de dupla
especificidade, capazes de desfosforilar tirosina, serina ou treonina), tipo
Cdc25 e LMW (proteina-fosfatases de baixo peso molecular) (Jia, 1997; Tonks
& Neel, 2001; Tonks, 2006). Esta classificacdao encontra-se de forma resumida
na TABELA 1.

No que diz respeito a regulacéo por fosforilagdo de enzimas envolvidas
no metabolismo de corpusculos lipidicos, existem ainda poucos exemplos nao
completamente compreendidos, como o caso ja citado da fosforilagdo de
perilipina (Londos et al., 1995), em mamiferos, e o caso da lipase Tgl4p, em
leveduras que é fosforilada e ativada em resposta a estimulo proliferativo
(Kurat et al., 2009). O estudo da regulacao por fosfatases esclarecera muito as
vias de sinalizagdo envolvidas na regulacao do metabolismo de corpusculos

lipidicos e até mesmo do metabolismo geral de lipidios.
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TABELA 1. Classificagdao das proteina-fosfatases. Atual divisdo das proteina-fosfatases
(modificado de Moorhead et al., 2007).

FAMILIA SUB-FAMILIA |GENES| SUBUNIDADES _EXEMPLOS
(FUNCAO OU SUBSTRATO)
SER/THR
fosfatase
PPP PP1 3 >90 Condensagido de cromossomos
PP2A 2 A, B, etc. Coeséo de cromatides
PP4 1 R1, R2, R3a/B Reparo de DNA
PP5 1 Nenhuma Estresse celular
PP6 1 SAP1-3, etc. via NFxB
PP2B 3 B-regulatéria, CaM  Resposta Imune
PP7 2 Desconhecida
PPM PP2C 18 Nenhuma sinalizacdo TGFp
TYR fosfatase
PTP (CLASSE I) RECEPTORES 21 Adeséo celular
NAO-RECEPTORES 17 Receptor de Insulina
DSP MAPKP 11 sinalizagdo MAPK
SLINGSHOTS 3 Dindmica de actina
PRLs 3 Desconhecida
DSP atipica 19 Desconhecida
CDC14 4 Citocinese
PTEN 5 PIP3 fosfatase
MIOTUBULARINAS 16 Ptdins3P, Ptdins(3,5)P2 fosfatase
PTP (CLASSE Il) CDC25s 3 Promove mitose
PTP (CLASSE Ill) LMW 1 Desconhecida
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi a identificagdo e caracterizagdo de
reguladores do metabolismo de lipidios neutros de Saccharomyces cerevisiae,
focando-se nos corpusculos lipidicos, reservatorios celulares destes lipidios.

Como estratégia, definiram-se os seguintes objetivos especificos deste

trabalho:
1 — Desenvolver e validar um método fluorimétrico de baixo custo e facil
execucao capaz de fornecer rapidamente informacido sobre os estoques de

lipidios neutros em células, sem a necessidade de extracdes de lipidios.

2 — Aplicar o método em experimentos de larga escala para identificacao de

genes relacionados ao metabolismo lipidico.

3 — Identificar e caracterizar as vias de sinalizagdo que participam da regulagao

do metabolismo lipidico.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. REAGENTES, LEVEDURAS E CONDICOES DE CRESCIMENTO

A cepa de levedura S. cerevisiae empregada neste trabalho foi a
BY4741 (MATa his341 leu240 met1540 ura340) e derivadas (TABELA 2). No
caso de cepas com delecdes simples, estas foram obtidas da biblioteca “Gene
Deletion Library” da Open Biosystems, na qual os genes foram deletados por
recombinagcdo homdloga, onde o gene deletado € substituido por um gene
macgador KanR, conferindo resisténcia ao antibidtico geneticina. Utilizou-se
também cepas ERG3-TAP (MATa his341 leu240 met1540 ura340 ERG3-
TAP::HIS3) obtida da biblioteca “TAP Tag Collection” que contém uma insercao
de um epitopo artificial chamado TAP no carboxi-terminal da proteina
estudada. Neste sistema, a sequéncia TAP apresenta um trecho da proteina A,
proteina presente na parede celular de Staphylococcus aureus, capaz de
interagir com a cadeia pesada de imunoglobulinas ligando-se, assim, a regido
Fc. Além disso, a construgao carrega consigo a sequéncia codificante do gene
HIS3, utilizado como marcador da cepa. Outras cepas utilizadas (TABELA 2),
foram construidas neste trabalho ou gentilmente cedidas por Sepp D. Kohlwein
(Universidade de Graz, Austria).

As cepas foram cultivadas em meio rico YPD ou meio minimo SD. O
meio rico YPD é composto por 2% p/v de glicose (Sigma), 1% p/v de extrato de
levedura (BD Company) e 2% p/v de peptona(BD Company). O meio SD é
composto por 2% p/v de glicose (Sigma), 0,67% p/v de base nitrogenada de
leveduras (Sigma) sem aminoacidos e suplementado com aminoacidos (Sigma)
ou base nitrogenada conforme a auxotrofia das cepas estudadas (adicionados
a partir de solugdes estoques 0,3% p/v, concentragéo final de 0,003% p/v).
Meios solidos foram preparados adicionando-se agar para concentragao final
de 2% p/v. Todos os meios de cultura, apds o preparo, foram esterilizados em
autoclave (15 minutos, 1 atm).

As leveduras foram mantidas em placas de meios YPD ou SD sdlidos
com colbnias isoladas, estocadas de 8-10°C. As incubacdes foram realizadas a
temperatura média de 30°C em estufa, no caso de meios sdlidos em placa, ou

sob agitacdo no caso de culturas em meio liquido. Neste ultimo caso, o
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crescimento das culturas foi avaliado mediante a leitura da absorcdo de
amostras diluidas da cultura contra diluicdes equivalentes do meio de cultivo
estéril em 600 nm. A turbidez do meio foi expressa em D.O. (densidade ética
de 1 mL da amostra em cubeta com 1 cm de caminho 6tico). Para a levedura

estudada, 1,0 D.O. equivale, aproximadamente, a 3 x 10’ células.

CEPA GENOTIPO ORIGEM
WT (BY4742) MATo his341 leu2A40 lys240 ura340 Sepp D. Kohlwein
are1A are2A MATa his341 leu2A40 lys240 ura340 Sepp D. Kohlwein
are1A::KanMX are2A4::KanMX
dgaiAlro1A MATa his341 leu240 lys2A40 ura340 Sepp D. Kohlwein

dga14::KanMX Iro14::KanMX
Sit4 AERG3-TAP MATa his341 leu240 met1540 ura340 ERG3-  Este trabalho
TAP::HIS3 sit4A::kanMX

TABELA 2. Cepas empregadas neste trabalho. A construgdo das cepas cedidas por Sepp D.
Kohlwein encontra-se descrita em trabalho previamente publicado (Petschnigg et al., 2009).

3.2. DELECAO DO GENE SIT4

3.2.1. Construgcdo do cassete de delegcéo

Para se obter a cepa sit44AERG3-TAP, empregou-se o método de
recombinagcdao homologa (Ausubel et al., 1991; Wach et al.,1994). O método é
baseado na transformacao de leveduras com um cassete de delegéo produzido
por reagao de PCR (FIGURA 8). Tal cassete consiste na sequéncia de um
gene marcador, no caso, um gene que confere resisténcia ao antibiotico
geneticina (KanR), flanqueado por pequenas sequéncias homoélogas as regides
5-UTR e 3’-UTR do gene a ser deletado (FIGURA 1). Para deletar o gene SIT4
na cepa ERG3-TAP, utilizamos oligonucleotideos iniciadores complementares
as regides 5-UTR (5-
TATTGAAGCTCAAAAACATCCATAATAAAAGGAACAATAACAATGGTACGTA
CGCTGCAGGTCGAC-3') e 3-UTR (5-AATTATTTTTATTCGTCGAGTTAGGG
AGGGCATGCCGTCGTGTTAATCGATGAATTCGACCTCG-3’) de SIT4
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(marcacédo em itélico) e com homologia ao gene KanMX (marcagao em negrito)

a partir do plasmidio pFa6a-KanMX®6.

SIT4

FIGURA 8. Método de delecdao por recombinagao homodloga. Através de uma reagao de
PCR é amplificado um gene marcador (KanR, preto) a partir do plasmidio KanMX6 utilizando
oligonucleotideos iniciadores com homologia as regidbes nado codificantes ado gene a ser
deletado (vermelho). O fragmento obtido consiste na sequéncia codificante do gene marcador
(KanR, azul) flanqueado por sequéncias das regides nao codificantes do gene de interesse
(SIT4, vermelho). As células sao transformadas com este fragmento e, naturalmente, ocorre a
recombinacgao entre as regides complementares do fragmento e do genoma da levedura. Tal
evento promove a retirada do gene de interesse substituindo-o pelo gene marcador. Os
transformantes sdo selecionados e confirma-se a delegdo com um sistema de duas reacgoes de
PCR.
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A reacgao de PCR foi realizada nas seguintes condigées:
CONCENTRAGAO CONCENTRAGAO REAGAO

ESTOQUE FINAL (50 pL)
Tampao fornecido
com a Taq polimerase 10x x o ul
Cloreto de Magnésio 25 mM 1,5mM 3 uL
dNTP 10 mM 0,2 mM 1L
Oligo 5-UTR 10 uM 0,2 uM 1L
Oligo 3-UTR 10 uM 0,2 uM 1L
Taq polimerase 5 U/uL 0,05 U/uL 0,5 uL
H,O milliQ 36,5 pL

Ap0os o preparo do meio de reacao, adiciona-se:

pFa6a-KANMX6 250-750 ng/uL 10-30 ng total 2 uL

Todos os reagentes, com excec¢do dos oligonucleotideos iniciadores,
foram adquiridos de Fermentas. A reagao foi incubada em um termociclador

modelo Mastercycle (Eppendorf), utilizando o seguinte programa:

PASSO TEMPERATURA TEMPO
1. 94°C 5 min
2 94°C 1 min
3. 55°C 1 min
4 72°C 2 min
5 Retornar passo 2
(10 ciclos)
94°C 1 min
65°C 1 min
72°C 2 min
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Retornar passo 6
(20 ciclos)
10. 72°C 10 min

O produto da amplificacdo por PCR foi visualizado através de
eletroforese em gel de agarose 1% em TAE (Tamp&o Tris-Acetato 40 mM,
EDTA 1 mM). Para tanto, a 5 yL do produto de PCR adicionou-se 1 uL de
tampao de amostra (6x concentrado) e aplicou-se o volume total em um pocgo
do gel (FIGURA 2).

2000pb
1500 pb —»

1000 pb —>

FIGURA 9. Cassete de delegdo SIT4-KAN. O produto de PCR foi analisado em gel de
agarose 1,0% em tampéo TAE. 1, padrdo de peso GeneRuler 1 kb PLUS DNA ladder
(Fermentas). 2, controle negativo da reacéo. 3 e 4, duplicatas das reagdes de amplificacdo de
cassetes SIT4-KAN. As bandas correspondentes ao fragmento SIT4-KAN apresentaram 1676
pb (tamanho esperado 1617 pb).

3.2.2. Transformagdo com o cassete de delegdo

Todo o procedimento foi realizado assepticamente em cabine de fluxo
laminar. As células foram crescidas em 15 mL de meio rico YPD até atingir
D.O. 0,7-2,5 e, entao, recolhidas por centrifugacdo a 3000 xg por 5 minutos. A
massa de células foi lavada sendo ressuspendida no dobro do volume inicial de
agua deionizada estéril gelada. Repetiu-se a centrifugacao, e as células foram
ressuspendidas com o0 mesmo volume de solugéo estéril de acetato de litio 0,1
M gelada.(Sigma) Apds centrifugacdo conforme as anteriores, as células foram

ressuspendidas novamente em solugéo estéril de acetato de litio 0,1 M gelada
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de maneira a se obter uma suspensdo a 100 D.O.(volume da solugao foi igual
ao produto da densidade ética da cultura pelo volume de meio, dividido por
100). Adicionou-se entdo 1/9 do volume final de uma solugdo 10 mg/mL de
DNA de esperma de salmado desnaturado (para tanto, a solugdo foi
previamente fervida por 10 minutos e resfriada em gelo). Apods
homogeneizacéao, aliquotas de 30 uL desta suspensdo foram separadas em
tubos conicos para microcentrifuga e mantidas em gelo.

Adicionou-se 15 pL do cassete de delecdo ou agua (como controle
negativo) as aliquotas e incubou-se por 15 minutos a 30°C. Em seguida,
adicionou-se 150 pL do tampéo de transformagao (preparado no momento do
uso através da mistura de 0,1 mL de agua deionizada estéril, 0,1 mL de
solucao de acetato de litio 1 M estéril e 0,8 mL de solucao estéril de PEG3s50 —
15 de PEGsss0 diluidos em 16,5 mL de agua deionizada e esterilizado por
microfiltragdo) e incubou-se por mais 30 minutos a 30°C. Ao final da incubagao,
foi dado um choque térmico nas células trocando-se os tubos para um banho a
42° e incubando-se por 15 minutos.

Finalmente, as células foram coletadas por centrifugacao a 400 xg por 2
minutos. Aspirou-se cuidadosamente o sobrenadante e resuspendeu-se as
células em 200 uL de meio rico YPD. A suspenséo foi incubada a 30°C por 1,5
horas e, ao final deste tempo, foram adicionados mais 200 yL de meio rico
YPD. Homogeneizou-se delicadamente a suspensdo e 100 pL foram
plagueados com o auxilio de uma al¢ga de Drigalski em meio sdélido YPD
contendo geneticina (200 ug/mL, BD Company). As placas foram incubadas em
estufa a 30°C até o surgimento das primeiras colénias, o que levou em média 3
noites. Conforme esperado, a amostra do controle negativo (onde né&o foi

adicionado o cassete de dele¢ao) nao apresentou crescimento.

3.2.3. Selecéo de transformantes

Cinco coldnias obtidas apdés a transformacdo das leveduras foram
escolhidas aleatoriamente. Com o auxilio de palito estéril, as colénias foram

uma a uma recolhidas e foram feitos estoques em 1 mL de solug&o de glicerol

10% estéril em tubo de microcentrifuga, posteriormente foram estocados a -
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80°C. A partir das suspensdes em glicerol, as colbénias foram plaqueadas por

estriamento nos seguintes meios:

SD +ura, +leu, +met
SD +ura, +leu
SD +ura, +met

SD +leu, +ura

As colbnias capazes de crescer apenas no meio SD +ura, +leu, +met,
apos incubacdo a 30°C em estufa, foram selecionados como provaveis
transformantes e, em seguida, foram inoculadas em 3 mL de meio rico YPD.
Apds incubagao por uma noite a 30°C sob agitagdo em banho, as culturas

tiveram o seu DNA gendémico extraido.

3.2.4. Confirmagéao de delegédo: extragdo de DNA genbmico

Culturas de leveduras crescidas em meio rico YPD por uma noite (cerca
de 3 mL) foram centrifugadas por 5 minutos a 3000 xg. O sobrenadante foi
descartado e a massa de células ressuspendida no dobro do volume de agua
deionizada estéril. Repetiu-se a centrifugacédo, ao final da qual a massa de
células foi ressuspendida em 500 pyL de agua deionizada estéril e transferidas
para um tubo cbnico de microcentrifuga. A suspensao foi rapidamente
centrifugada (16000 xg por 10 segundos) e o sobrenadante foi aspirado
cuidadosamente com o auxilio de uma pipeta. Em seguida, ressuspendeu-se o
precipitado em tampéao proprio para a lise (Tampéao Tris-HCI 10 mM pH 8.0,
Triton X-100 2%, SDS 1%, NaCl 100mM, EDTA 1 mM), adicionou-se 0,3 g de
pérolas de vidro (0.8 mm) e, posteriormente, 200 uL de uma solugéo de Fenol-
Cloroférmio (1:1m, Merck). O tubo foi agitado em um aparelho vortex por 3
minutos ininterruptos e, entdo, adicionou-se 200 yL de tampao TE (Tampao
Tris-HCI 10 mM pH 8.0, EDTA 1 mM). Apés homogeneizar, o tubo foi
centrifugado por 5 minutos a 16000 xg e a fase aquosa, cerca de 350 pL, foi
transferida para um novo tubo. A seguir, adicionou-se 1 mL de etanol absoluto

(Merck), homogeneizou-se por inversdo do tubo e incubou-se a -20°C por 30
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minutos. Ao final da incubacdo, descartou-se o sobrenadante e o precipitado,
contendo acido nucléico, foi ressuspendido em 400 pL de tampao TE e tratado
com RNAse A (concentracgéo final de 10 ug/mL) por 5 minutos, a 37°C. Apoés a
incubacao, adicionou-se 10 uL de uma solugcéo de acetato de aménioa4 M e 1
mL de etanol absoluto gelado. O tubo foi mantido a — 20°C por 30 minutos e
entao centrifugado (16000 xg, 5 minutos). O sobrenadante foi descartado e as
paredes do tubo foram cuidadosamente lavadas com etanol 70% gelado.
Finalmente, apds secar, o precipitado de DNA gendmico foi ressuspendido em
20-50 yL de TE.

3.2.5. Confirmacgao de delecado: PCR de confirmacgao

A confirmagéo do sucesso da delegdo do gene desejado é feita através
de duas reagbes de PCR onde se empregam oligonucleotideos iniciadores
para amplificacdo do gene deletado e do gene marcador. Dessa forma, os
resultados devem ser excludentes, ou seja, caso uma reacao seja positiva, a
outra necessariamente devera ser negativa, caso contrario as cepas testadas
sado descartadas. As sequéncias empregadas para amplificacdo da sequéncia
de SIT4 foram: 5-TGCGGGTAATAAGTCTAGTCAAGTC-3 (regiao 5-UTR do
gene SIT4, denominado SIT4-A), 5-GTAGTTTATATCGTCAGGAAAGCCA-3’
(complementar a uma regido da sequéncia codificante do gene SIT4,
denominado SIT4-B) e 5-CTGCAGCGAGGAGCCGTAAT-3’ (complementar a
uma regidao da sequéncia codificante do gene marcador KanR, denominado
KAN-B). Dessa forma, foram feitas duas reacées de PCR empregando como
pares de iniciadores SIT4-A/SIT4-B e SIT4-A/KAN-B. Seguem as reagoes:

CONCENTRAGAO CONCENTRAGAO REAGAO

ESTOQUE FINAL (50 pL)
Tampao fornecido
_ 10x 1x 5 L
com a Taq polimerase
Cloreto de Magnésio 25 mM 1,5mM 3 uL
dNTP 10 mM 0,2mM 1 uL
SIT4-A 10 uM 0,2 uM 1 uL
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SIT4-B ou KAN-B 10 uM 0,2 uM 1 uL
Taq polimerase 5 U/uL 0,05 U/uL 0,5 uL
H,O milliQ 38 uL

Ap0os o preparo do meio de reacao, adiciona-se:
DNA genbmico 0,5 L

Todos os reagentes, com excegao dos oligonucleotideos iniciadores,
foram adquiridos de Fermentas. A reagao foi incubada em um termociclador

modelo Mastercycle (Eppendorf), utilizando o seguinte programa:

PASSO TEMPERATURA TEMPO
1. 94°C 5 min
2 94°C 1 min
3. 45°C 1 min
4 72°C 2 min
5 Retornar passo 2
(10 ciclos)
94°C 1 min
52°C 1 min
72°C 2 min
9 Retornar passo 6
(25 ciclos)
10. 72°C 10 min

O produto das reagdes de PCR foi analisado em gel de agarose 1% em
TAE, misturando-se 2 uL de tampao de amostra de DNA a 10 uL do produto de
PCR e aplicando-se 10 uL por pogo do gel (FIGURA 10).
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FIGURA 10. Confirmacao da obtencdo da cepa BY4741 sit4 A ERG3-TAP. O produto de
PCR foi analisado em gel de agarose 1,0% em tamp&o TAE. Na parte superior, foram
aplicados: 1- padréo de peso molecular (FagoA-Hindlll), 2 - produto da reagdo empregando os
oligonucleotideos iniciadores SIT4-A e SIT4-B para a cepa ERG3-TAP, 3 e 4 - produto da
reacdo empregando os oligonucleotideos iniciadores SIT4-A e SIT4-B para dois clones obtidos
por transformagado com o cassete de delegdo SIT4-KAN. Na parte inferior, a mesma ordem de
aplicacdo foi seguida, no entanto correram-se os produtos da reagdo empregando os
oligonucleotideos iniciadores SIT4-A e KAN-B.

3.3. ENSAIO LIQUIDO DE RECUPERACAO DE FLUORESCENCIA

O nivel de corpusculos lipidicos foi determinado através do ensaio
liquido de recuperagédo de fluorescéncia (FIGURA 11), método desenvolvido
neste trabalho. Células foram crescidas conforme o desejado e a turbidez do
meio foi medida. Em seguida, recolheu-se uma amostra da cultura e adicionou-
se 1/9 do volume de formaldeido (concentracao final aproximadamente 3,7%
v/v, Merck). Incubou-se o tubo por 15 minutos a temperatura ambiente, ao final
do que o tubo foi centrifugado a 3000 xg por 5 minutos, o sobrenadante
descartado e o precipitado ressuspendido em 1 mL de agua deionizada estéril.
A centrifugacao foi repetida e o precipitado de células foi mantido refrigerado
até o uso quando foram ressuspendidos em agua deionizada estéril de maneira
a se obter uma suspenséao celular em torno de 5 DO. Preparou-se, entédo, o
meio de leitura que consiste em uma solucao de BODIPY 493/503 5uM
(Molecular Probes) e iodeto de potassio 500 mM (Fluka). Distribuiram-se
aliquotas de 200 uL do meio de leitura a pogcos de uma microplaca de 96 pocos
fosca, com fundo transparente (Costar). Incubou-se a microplaca a 30°C ao

abrigo da luz para estabilizacido do meio e, em seguida, a amostra de células
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foi analisada 4 vezes, mediante sucessivas adi¢gdes de aliquotas de 5 L da
suspensao celular a cada pogo. Apds cada adicao, foi medida a fluorescéncia
em excitacao a 485 nm com emissao a 510 nm, cufoff de 495 nm, com o auxilio
de um leitor de microplacas Spectramax5 (Molecular Devices). Também foi
feita uma leitura de absorbancia para cada poco a 600 nm. A qualidade dos
dados obtidos foi avaliada através da andlise da linearidade das medidas
comparadas a densidade 6tica do pogo. A partir desta curva, obtém-se o indice
de corpusculos lipidicos (aqui denominado indice CL) que se trata tdo somente
da fluorescéncia relativa obtida por unidade de densidade 6tica de uma cultura
de leveduras. Em caso de R? menor que 0,9 para a curva de uma amostra, a

medida foi descartada e repetiu-se nova medigao.

FIGURA 11. Representacao esquematica do ensaio de recuperagcdo de fluorescéncia.
Baseando-se na alta especificidade da sonda fluorescente BODIPY 493/503 para corpusculos
lipidicos, desenvolveu-se um método fluorimétrico para a avaliagdo de corpusculos lipidicos no
interior de células de leveduras. Neste método, a fluorescéncia do BODIPY encontra-se
suprimida por efeito de um quencher em solucdo. A medida que células sdo adicionadas a esta
solugédo, a fluorescéncia é recuperada devido ao deslocamento passivo da sonda BODIPY da
solugdo para os corpusculos lipidicos, ambiente de exclusdo do quencher.
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FIGURA 12. Ensaio Liquido de Recuperagao de Fluorescéncia. Células s&o crescidas até o
ponto desejado e fixadas. A suspensao celular obtida é adicionada sucessivamente a uma
cubeta de fluorescéncia ou pogo de uma microplaca de 96 pocos. Inicialmente, o tampao de
leitura ndo apresenta fluorescéncia apreciavel, ja que a sonda fluorescente, BODIPY, encontra-
se sobre o efeito do quencher iodeto de potassio. A medida que células sdo adicionadas, a
fluorescéncia é recuperada de forma linear em relagédo a quantidade de células no meio.

3.4. MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

Células foram fixadas adicionando a amostras de culturas 1/9 do volume
de formaldeido (concentragéo final aproximadamente 3,7% v/v). Incubou-se o
tubo por 15 minutos a temperatura ambiente, ao final do que o tubo foi
centrifugado a 3000 rpm por 5 minutos, o sobrenadante descartado e o
precipitado ressuspendido em 1 mL de agua deionizada estéril. A centrifugacao
foi repetida e o precipitado de células foi mantido refrigerado até o uso quando
foram ressuspendidos em agua deionizada estéril de maneira a se obter uma
suspensao celular em torno de 10 DO. As laminas foram montadas aplicando 5
ML da suspensao celular e 5 yL de uma solucdo de BODIPY a 10 yM em uma
lamina de vidro e, entdo, foram cobertas com uma laminula de vidro
previamente tratada com polilisina. A Iamina foi selada com esmalte e mantida
ao abrigo da luz até a observagao ao microscopio de fluorescéncia. Durante a
observacao foram retiradas fotos de 5-9 areas distantes, cada area foi
capturada com 3 tempos crescentes de exposi¢ao. As imagens tiveram a area

total de fluorescéncia determinadas de forma automatizada com auxilio do
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programa Imaged. Em cada condigdo ou cepa foi analisado um niumero minimo

de 100 células.

3.5. SCREENING PARA IDENTIFICACAO DE MUTANTES COM
NIVEIS ANORMAIS DE CORPUSCULOS LIPIDICOS

Pequenas adaptagdes foram necessarias para o0 emprego do ensaio
liquido de recuperagao de fluorescéncia no experimento de larga escala.
Inicialmente, selecionaram-se as mutantes com as quais seriam trabalhadas
(96 no total) e estas, juntamente com 14 clones de uma cepa selvagem
(BY4147) foram distribuidas em duas placas de acordo com seu tempo de
geragdo — uma placa com mutantes que apresentam crescimento normal e
outra contendo mutantes com crescimento lento, de acordo com o banco de
dados do genoma de S. - cerevisiae (SGD, disponivel em
www.yeastgenome.org). Os mutantes escolhidos apresentam delecdes simples
para genes do metabolismo lipidico (31 mutantes) e genes de todas as
proteina-fosfatases e suas subunidades quando nao-essenciais (65 genes), de
acordo com anotagcado do SGD em outubro de 2009.

As células foram mantidas em meio rico YPD sdlido, em placas
retangulares com area suficiente para 96 pontos de inoculagao (Nunc). A partir
destas placas de YPD sdélido, foi feito um pré-inéculo (uma noite de
crescimento) em microplacas contendo meio rico YPD liquido empregando-se
um replicador de 96 pinos. Em seguida, novamente com o auxilio de um
replicador, microplacas contendo meio rico YPD liquido foram inoculadas e
incubadas em incubador proprio para microplacas com agitagdo e sob
temperatura controlada de 30°C. Ao final de duas noites foi verificado que
mesmo os mutantes de crescimento lento haviam atingido a fase estacionaria
(FIGURA 6). Com auxilio de micropipeta de multicanal, fixaram-se as culturas
adicionando 23 pL de formaldeido (concentragao final aproximadamente 3,7%
v/v) e incubando-se por 15 minutos. As microplacas foram centrifugadas a 3000
rom por 5 minutos, o sobrenadante foi descartado e as células lavadas uma
vez com agua deionizada estéril. Ao final do procedimento, as massas de
células foram ressuspendidas em 200 uL de agua deionizada estéril e a partir

destas microplacas foram determinados os indices de corpusculos lipidicos dos
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mutantes. Para o ensaio de fluorescéncia utilizou-se uma microplaca fosca com
fundo transparente, permitindo a leitura da absorbancia e fluorescéncia.

Apds cada adicdo de células ao meio, foram feitas as leituras de
absorbancia e fluorescéncia. Trabalhou-se com o indice de corpusculos
lipidicos (fluorescéncia recuperada por unidade de concentragdo de célula da
amostra). Como descrito anteriormente, a qualidade dos dados foi avaliada
usando como o parametro R? — para ser considerado valido o resultado, este
deveria ser maior que 0,9, indicando boa linearidade entre a concentracao de
células e fluorescéncia detectada. Os indices CL (4 experimentos no total)
foram normalizados pela média dos indices PL de todos os mutantes para cada
experimento. Para efeitos de comparagdes, 14 clones de uma cepa selvagem
foram distribuidos aleatoriamente nas placas. Foi feito um teste-T entre os
indices CL medidos para os mutantes contra os valores obtidos para os clones
selvagens, assumindo-se que a significancia estatistica € menor que 0,05. Em
seguida aplicou-se um corte arbitrario de + 20% em relagdo ao indice PL da

cepa selvagem.

CRESCIMENTO: SUSPENSAO
YPD/30°C/2 NOITES CELULAR

fixagao: formaldeido ~ 3,7%

>
>

nova adigéo
de células

FLUORESCENCIA
E

MEIO DE LEITURA: ABSORBANCIA

Kl + BODIPY

leitura

\

FIGURA 13. Ensaio Liquido de Recuperacdo de Fluorescéncia adaptado para
experimento de larga escala. Adaptagdes na forma de crescimento e no material empregado
permitiram o emprego do ensaio liquido de fluorescéncia em experimentos de larga escala.
Para tanto, o cultivo foi feito em microplacas de 96 pogos, onde foram fixadas, lavadas e
ressuspendidas. A partir da suspensao celular obtida ao final desse procedimento, sucessivas

56



adigbes de suspensao celular foram feitas a uma placa contendo o meio de leitura. A cada
adigao, os pogos foram homogeneizados e tiveram suas fluorescéncia e absorbancia medidas.

Foi feito um estudo preliminar dos resultados do screening empregando
uma ferramenta de analise de redes bioldgica, no caso o aplicativo VISant
(disponivel livremente em www.visant.org.edu). Este aplicativo usa diversos
bancos de dados experimentais e tedricos sendo capaz de compara-los e,
inclusive, sugerir redes baseadas em ortélogos de outros organismos que nao
apenas a levedura Saccharomyces cerevisiae. Genes/proteinas identificados
como possiveis integrantes de redes formadas pelos hits do screening foram
submetidos a  andlise  funcional GO (disponivel no SGD,
www.yeastgenome.org). O enriquecimento de classes foi testado

estatisticamente através da analise de distribuicdo hipergeométrica.

3.6. TESTES DE SENSIBILIDADE A SORAPHEN A E ANFOTERICINA
B

A sensibilidade a drogas foi testada de duas maneiras, em placas de
meio solido ou em meio liquido, em microplacas. No caso dos testes em meios
sélidos, uma coldnia de cada cepa a ser testada foi inoculada em 5 mL do meio
correspondente e incubou-se por 1 noite sob agitacdo a 30°C. Foram medidas
as absorbancias destes pré-indculos e em uma microplaca estéril foram
realizadas 3 diluicbes seriais para cada cepa em uma microplaca estéril. Feito
isso, esterilizou-se um carimbo replicador de 48 ou 96 pinos por flambagem e,
tendo esfriado, inoculou-se as diluicdbes nas placas. Os pontos de indculo
obtidos correspondem a aproximadamente 107, 10° e 10° células
(apresentados sempre da esquerda para direita nas figuras de resultados). As
placas foram incubadas a 30°C por 2 ou 3 noites.

Para o ensaio liquido de sensibilidade a drogas, foram feitos pré-
inéculos das cepas desejadas, conforme ja descrito. Ao final da incubagao, os
pré-inéculos foram diluidos com meio fresco correspondente para 2 X 10°
células/mL e 100 uL foram adicionados a pocos de uma microplaca de 96
pocos. Cada pogo havia sido previamente preenchido com 100 pL de diluicbes
seriais da droga. A placa foi incubada por 24 horas a 30°C, ao final do que o

crescimento foi avaliado medindo-se a absorbancia a 600 nm. O ICsy foi

57



definido como a concentragdo de droga que inibiu o crescimento das cepas em
50% quando comparado ao controle sem droga.

Foram utilizadas solugdes estoques de soraphen (cedido gentilmente por
Rolf Muller (Helmoltz-Zentrum flr Infektionsforschung, Berlim, Alemanha) 0,1

mg/mL (em 10% de metanol) e Anfotericina B 1 mg/mL (aquosa).

3.7. EXTRATOS DE PROTEINAS TOTAIS E ELETROFORESE

Para o estudo do estado de fosforilagdo da quinase Snf1p/AMPK, muito
sensivel a varios tipos de estresse, o extrato de proteinas totais foi preparado
utilizando protocolo adaptado de Yaffe e Schatz (Yaffe & Schatz, 1984).
Culturas crescidas até o ponto desejado tiveram sua turbidez medida em
espectrofotdbmetro. A um tubo de microcentrifuga (1,5 mL), foram adicionados
50 uL de solugao de hidréxido de soédio a 1,85 M e 11 pyL de 2-mercaptoetanol
e homogeneizou-se. Em seguida, adicionou-se 900 pL da cultura,
homogeneizou-se e incubou-se em banho de gelo por 10 minutos. Ao final da
incubacao adicionou-se 50 yL de uma solucdo de acido tricloroacético a 50%,
homogeneizou-se e repetiu-se a incubacéao. Feito isso, o tubo foi centrifugado a
12000xg por 5 minutos a 4°C e o sobrenadante foi aspirado com auxilio de
micropipeta e descartado. O precipitado foi lavado com acetona gelada e
mantido a -20°C. Para a realizagdo da SDS-PAGE, o precipitado foi
ressuspendido em tampao de amostra Laemlli de maneira que se obtivesse
uma suspensdo equivalente a 10 DO. Aliquotas de 10 pL desta suspensao
foram separadas por eletroforese em gel de 7,5% SDS-acrilamida, por cerca de
2 horas a 80 V usando uma cuba Mini-Protean Il (BioRad).

Para a andlise de niveis de proteinas marcadas com o epitopo TAP ou
para imunoprecipitagdo, os extratos totais foram realizados empregando
rompimento mecanico das células com auxilio de pérolas de vidro de 425-600
um  (Sigma-Aldrich). Células crescidas até o ponto desejado foram
centrifugadas a 3000 xg por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado, o
precipitado foi ressuspendido em volume igual de agua deionizada estéril
gelada e repetiu-se a centrifugacdo conforme anteriormente. Ao final disso,
lavou-se o precipitado ressuspendendo-o em 1 mL de tampé&o de lise gelado,

transferindo-o para um tubo de microcentrifuga e centrifugando rapidamente o
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tubo por 30 segundos. O sobrenadante foi descartado, as células foram
ressuspendidas em 400 uL de tampao de lise gelado e transferidas para um
tubo de ensaio de vidro, ao qual se adicionou pérolas de vidro até se atingir o
menisco da suspensao. As células foram rompidas agitando-se vigorosamente
o tubo de ensaio em um aparelho vortex por 5 vezes durante 30 segundos,
intercalando as agitagdes com 30 segundos de incubagdo em banho de gelo.
Ao final disso, o homogenato foi transferido novamente para um tubo de
microcentrifuga e foi centrifugado a 3000 xg por 10 minutos a 4°C. As amostras
de proteina assim preparadas tiveram a concentracdo determinada através do

método de Lowry.

3.8. WESTERN BLOT

Proteinas separadas por eletroforese desnaturante em gel SDS-
acrilamida foram eletricamente transferidas para uma membrana de PVDF
(Immobilon-P, Millipore) por 30 minutos a 18 V em tampéao de transferéncia
(Tris 256 mM, glicina 192 mM e metanol 10%) em uma cuba de transferéncia
trans-blot semi-dry (BioRad). Ao final da transferéncia, a membrana foi
bloqueada com uma solucao de leite desnatado a 5% em TBS-T (Tris 0,24%,
Tween-20 0,1%, NaCl 0,08%, pH 7,6) por 1 hora sob agitagdo em temperatura
ambiente. Em seguida, a membrana foi submetida a 3 lavagens com TBS-T por
15 minutos cada sob agitagdo a temperatura ambiente, ao final das quais, a
membrana foi incubada em 10 mL solugao de anticorpo anti-fosfo-AMPK-T120
(Cell Signaling), anti-Snf1p (Santa Cruz), anti-TAP (Open Biosystems) ou anti-
Pma1 (fornecido por Michel Ghislain, Universidade de Louvain-la neuve,
Bélgica) por uma noite sob agitagdo em geladeira (4-8°C). No dia seguinte, a
membrana foi submetida a 5 lavagens com 20 mL de TBS-T por 10 minutos
cada, sob agitacao a temperatura ambiente. Posteriormente, a membrana foi
incubada por 1 hora com uma solugdo diluida 5000 vezes em TBS-T de
anticorpo secundario (de acordo com o anticorpo primario utilizado) conjugado
a peroxidase de raiz forte. Repetiram-se as lavagens conforme anteriormente e

revelou-se a membrana empregando-se o kit ECL Plus (GE Healthcare).
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3.9. DOSAGEM DE ERGOSTEROL TOTAL

O método foi adaptado de Arthington-Skaggs et al., 1999. As células
foram crescidas até a saturacéo da cultura, coletadas por centrifugacao a 3000
rpm por 5 minutos em tubos cénicos do tipo Falcon e ressuspendidas em agua
deionizada estéril gelada. Apds repetir a centrifugacdo, o sobrenadante foi
descartado e a massa de células ressuspendida na agua residual. A suspensao
foi transferida com uma micropipeta para tubos conicos de microcentrifuga
previamente pesados, os quais foram submetidos a rapida centrifugacao
(16000 xg, 10 segundos) e o sobrenadante foi cuidadosamente aspirado para
se determinar o peso umido do precipitado. Em seguida, a massa de células,
com massa inferior a 1 grama, foi ressuspendida em 3 mL de uma solugéo
hidroalcdolica de hidroxido de potassio (KOH 25% e etanol 35%). O volume
total foi transferido para tubo de vidro com tampa de rosca, agitado
vigorosamente por 1 minuto e incubado a 85-90°C por 1 hora. Apds o que,
esperou-se que o tubo chegasse a temperatura ambiente e, entdo, adicionou-
se 1 mL de &agua deionizada estérii e 2 mL de heptano (Sigma).
Homogeneizou-se a mistura vigorosamente por 2 minutos e centrifugou-se a
3000 rpm por 5 min para favorecer a separacao das fases. A fase organica,
contendo os esterodis totais obtidos, foi cuidadosamente recolhida com auxilio
de uma micropipeta e transferida para tubo cénico de microcentrifuga novo e
mantido ao abrigo da luz. Foi feita uma diluicdo de 200 pL deste extrato em 800
ML de heptano e determinou-se a absor¢cdo da amostra nos comprimentos de
281 e 230 nm. Tanto o ergosterol quanto o 24(28)dehidroergosterol
(24(28)DHE), um intermediario da via de sintese do ergosterol, absorvem no
comprimento de 281 nm, porém apenas o 24(28)DHE apresenta um segundo
pico de absorgdo a 230 nm. A quantidade de ergosterol pode ser estimada
subtraindo-se a quantidade de 24(28)DHE, de acordo com a absor¢ao em 230
nm, do total de ergosterol+24(28)DHE, de acordo com o pico de 281 nm.
Assim, a porcentagem de ergosterol por massa umida de material empregado

na extracao foi determinada de acordo com as férmulas abaixo:
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%l[ergosterol+24(28)DHE] = [(Abszs1 /290)x5]/peso umido (1)
% 24(28)DHE = [(Abs,30/518)x5]/peso umido (2)
%ergosterol = %[ergosterol+24(28)DHE] - % 24(28)DHE (3)

Onde, 5 é o fator de diluicdo do extrato de esterdis totais, 290 e 518 séo
referentes aos coeficientes de extingdo molar determinados para os compostos
e ja convertidos para %/cm. Como controle negativo, juntamente com as
amostras estudas, preparou-se o extrato de esterdis totais de uma cepa erg34,
a qual ndo produz ergosterol, no entanto apresenta acumulo do intermediario
24(28)DHE.

3.10. DOSAGEM ENZIMATICA DE TRIACILGLICEROL

Para a dosagem enzimatica de lipidios neutros, primeiramente foi
preparado um homogenato de células. Culturas foram crescidas em meio rico
YPD liquido até o ponto desejado. As células foram recolhidas por
centrifugacdo a 3000 xg por 5 minutos a temperatura ambiente e o
sobrenadante foi descartado. O precipitado (equivalente a 15 D.O.s totais) foi
ressuspendido no mesmo volume de agua destilada estéril gelada e repetiu-se
a centrifugagédo. Ao final, a massa de células foi transferida para um tubo de
microcentrifuga e ressuspendida em tampao 300 uL de tampé&o contendo Tris-
HClI 50 mM, pH 7,5, e Triton-X 100 0,3% v/v. Foram adicionadas pérolas de
vidro ao tubo e as células foram rompidas por agitagdo em homogeneizador
por 5 ciclos de 30 segundos intercalados com incubagdes por 30 segundos em
banho de gelo. Em seguida, adicionou-se mais 300 uL do mesmo tampéo.

Em seguida, foi realizada uma extragao de lipidios neutros de acordo
com o protocolo de Bligh & Dyer (1959) ajustado para 200 yL do homogenato.
Brevemente, tubos foram homogeneizados por 5 minutos apods adicbes
sucessivas de 750 uL de uma mistura cloroférmio/metanol (1:2, Merck), 250 uL
de cloroférmio e 200 uL de agua destilada. Apés a ultima homogeneizacgéao, os
tubos foram centrifugados a 100 xg por 5 minutos e a fase organica foi coletada
e seca sob vapor de nitrogénio, a temperatura ambiente. Os lipidios neutros

foram ressuspendidos em 150 pL de tampao de extragao.
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Uma vez preparados os extratos de lipidios, triacilglicerois foram
dosados empregando-se um kit clinico de dosagem de triacilgliceréis (Doles),
no qual o triacilglicerol € primeiramente hidrolisado por uma lipase gerando
acidos graxos e glicerol, o qual € dosado mediante a agdo da enzima
glicerolquinase acoplada a reacado da glicerol-fosfato oxidase. Nesta reacgao
ocorre a produgcdo de peroxido de hidrogénio o qual é dosado mediante a
oxidacdo do substrato 4-aminopteridina pela acdo da enzima peroxidase. O
substrato oxidado apresenta coloracdo rosada e absorve no comprimento de

onda de 510 nm. Como padrao utilizou-se uma solugéo de glicerol.

3.11. TRATAMENTO ESTATISTICO DOS DADOS

Todo experimento, a nao ser quando indicado o contrario, foi realizado
ao menos 3 vezes de maneira independente. A significAncia de valores obtidos
experimentalmente foi avaliada aplicando-se teste-T das condicbes
experimentais contra os valores obtidos para controle, assumindo-se que a
significancia estatistica € menor que 0,05. No caso das analises de redes, o
enriqguecimento de categorias genémicas foi testado mediante aplicacédo de um
teste de distribuicdo hipergeométrica, assumindo-se que a significancia

estatistica € menor que 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. ESTABELECIMENTO DE UM METODO FLUORIMETRICO PARA
DETERMINACAO DE CORPUSCULOS LIPIDICOS

Em estudos microscopicos de corpusculos lipidicos por microscopia de
fluorescéncia, o Vermelho do Nilo e o BODIPY® (4,4-difluoro-3a,4a,-diaza-s-
indaceno) sdo empregados como sondas lipofilicas fluorescentes (Bozza et al.,
1996;DiDonato & Brasaemle, 2003;Fowler & Greenspan, 1985). Embora ambas
as moléculas corem preferencialmente corpusculos lipidicos, o ultimo mostrou-
se mais especifico (Gocze & Freeman, 1994). Assim, desenhou-se um método
fluorimétrico capaz de determinar os niveis de corpusculos lipidicos
empregando a sonda BODIPY 493/503. Neste método, a exemplo de outros
ensaios de fluorescéncia reduzida (Liao et al., 2005), a fluorescéncia do
BODIPY encontra-se suprimida por efeito de um quencher em solugdo. A
medida que células sao adicionadas a esta solugdo, ocorre o deslocamento
passivo da sonda BODIPY da solugao para os corpusculos lipidicos, ambiente
de exclusao do quencher. Desse modo, a sonda volta a fluorescer, ou seja, a
fluorescéncia é recuperada (FIGURA 11).

Para tanto, foi investigado um quencher que pudesse ser empregado
neste método. Primeiramente, foram analisadas as propriedades fluorimétricas
do BODIPY 493/503 em solugao aquosa. A varredura do espectro de absorgao
mostra um pico maximo em 485 nm. Uma vez determinado o comprimento de
onda de maior absorgao, foi realizada a varredura do espectro de emissao,
com excitacdo em 485 nm, evidenciando um pico em 510 nm (FIGURA 14A).
Esses parametros estdo de acordo com dados da literatura (Kaiser & London,
1998; Karolin et al., 2002) e o manual fornecido pelo fabricante para moléculas
derivadas do BODIPY. A FIGURA 14B, mostra que na faixa de concentragao
analisada a absor¢cao comportou-se linearmente, ao passo que a fluorescéncia

ja se encontrava saturada.
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FIGURA 14. Espectros de absorcao e emissdo do BODIPY 493/503 e curva padrao de
absorvancia. Uma solucdo de BODIPY (0,5 pM), a 30°C, teve suas propriedades
espectrofotométricas avaliadas. A. Espectro de absorgéo revelou um pico de absorgéo a 485
nm (O). Seu espectro de emissao de fluorescéncia (excitagdo 485 nm) também foi registrado
revelando um pico maximo a 510 nm (@). B, A absorbéancia (O) e intensidade de fluorescéncia
(@) de solugdes com diferentes concentragdes da sonda BODIPY 493/503.

Em seguida, trés quenchers classicamente utilizados em estudos
fluorimétricos (KI, acrilamida e triptofano) tiveram avaliadas suas capacidades
de reduzir a fluorescéncia do BODIPY 493/503 sem interferir em suas
propriedades fluorimétricas (FIGURA 15). Realizaram-se espectros de emissao
de uma solugao do fluoréforo na presenca de concentragbes crescentes dos
quenchers. Conforme observado, nenhum quencher testado interferiu no
comprimento maximo de emissao do BODIPY 493/503, 510 nm (FIGURA 15A-
C). Curiosamente, enquanto Kl e triptofano se comportaram da maneira
esperada, diminuindo a intensidade de fluorescéncia na solugéo, a acrilamida
se comportou de maneira oposta. Isso € melhor representado pelo grafico de
Storn-Volmer (Diaz-Garcia & Badia-Laino, 2005). Neste grafico € mostrada a
variacao da relacao Fo/F (onde, Fy é a fluorescéncia medida na auséncia do
quencher e F é a fluorescéncia em determinada concentragdo de quencher) em
funcdo da concentracdo de quencher. Ao se adicionar concentragdes
crescentes de quencher a uma concentracao fixa de fluorédforo, a relagao Fo/F
ira aumentar, ja que a fluorescéncia final sera menor que a fluorescéncia inicial.
Em se tratando do fendmeno de quenching dindmico, este aumento se dara de
forma linear. De fato é o que se observa para Kl e triptofano (FIGURA 15D,E),

mas nao para acrilamida (FIGURA 15F). Ainda, os graficos de Storn-Volmer
mostram que o Kl é um quencher cerca de 3 vezes mais eficiente que o

triptofano, ja que as constantes de Storn-Volmer observadas foram 44 e 14.2,
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respectivamente. Isto, aliado ao seu baixo custo, fez com que o Kl fosse
escolhido como o quencher empregado no ensaio em desenvolvimento.

Alguns fluoréforos, de acordo com a polaridade do meio em que se
encontram, podem sofrer alteragcbes em suas propriedades fluorimétricas. Esse
€ o caso do vermelho do Nilo que, mediante diminuicdo da polaridade no meio
em que se encontra, apresenta alteracao no pico de emissao de fluorescéncia,
fenbmeno conhecido como blue-shift (Jackson et al., 2004;Petschnigg et al.,
2009). Dessa maneira, investigaram-se eventuais alteragdes nas propriedades
do BODIPY 493/503 enquanto corando corpusculos lipidicos. Pode-se
constatar que a adicao de células fixadas com formaldeido a uma solucéo de
BODIPY 493/503 nao altera os espectros de absor¢cdao e de emissao deste
fluoréforo (FIGURA 16). Além disso, fica claro que, ao contrario do que é
descrito para outras sondas fluorescentes, o sinal de fluorescéncia emitido pelo
BODIPY é pouco suscetivel a polaridade do meio em que se encontra, ja que
nao sao observadas diferencas na fluorescéncia emitida na auséncia e

presenca de células.
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FIGURA 15. Teste de quenchers para o BODIPY. Foram pesquisadas as eficiéncias de
quenchers classicamente empregados em estudos fluorimétricos. Uma solugdo de BODIPY
(0,5 uM) na presenca de diferentes concentragbes de Kl, Acrilamida ou Triptofano, a 30°C, teve
seu espectro de emissao de fluorescéncia registrado (excitagdo a 485 nm). A analise pelo
gréfico de Stern-Volmer mostra que o Kl foi o mais eficiente dos quenchers testados. A,
Espectros de emisséo (excitagdo a 485 nm) de uma solugdo aquosa de BODIPY a 5 yM na
presenca de 0 (0), 0.01 M (m), 0.1 M (A) e 1 M (V) KI (A) ou acrilamida (B). C, Devido a sua
baixa solubilidade nas condi¢des testadas, triptofano foi utilizado em concentracdes diferentes
das previamente citadas, 0 (o), 0.005 M (m), 0.01 M (A) e 0.02 M (V). D,E,F, Graficos de
Stern-Volmer para concentragdes crescentes de Kl (D),acrilamida (E) e triptofano (F).
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FIGURA 16. Adicao de células fixadas nao altera as propriedades fluorimétricas do
BODIPY. Células de leveduras da fase estacionaria foram fixadas, lavadas e adicionadas em
diferentes concentragbes finais a uma solugao aquosa de BODIPY (0,5 uM) a 30°C. As
propriedades espectrofotométricas foram avaliadas (espectros de absorgdo e de emissao de
fluorescéncia). A, Espectros de absor¢do de uma solugdo aquosa de BODIPY (5 uM) apos
adigéo de células fixadas ((o) O; (m) 0,025 DO; (A) 0,05 DO e (V¥) 0,1 DO). B, As mesmas
solugdes tiveram o espectro de emissao de fluorescéncia registrado (excitacao a 485 nm).

De posse desses dados, verificou-se a viabilidade do uso do BODIPY e
do quencher Kl no método proposto (FIGURA 17). Células fixadas com
formaldeido foram adicionadas a uma solucdo de BODIPY 493/503 sob efeito
de quenching pelo KIl. Caso a mecanica do método estivesse correta,
esperava-se que a medida que suspensao celular fosse adicionada ao meio, a
sonda se deslocaria para o interior dos corpusculos lipidicos, ambiente de
exclusdo do iodeto. Agora livre da agdo do quencher, a sonda passaria a
fluorescer, sendo o sinal detectado pelo fluorimetro. A fluorescéncia
“recuperada” seria tdo maior quanto maior a quantidade de células no meio. De
fato foi o que ocorreu, conforme se pode observar na FIGURA 17A. Ao se
adicionar células a uma solucdo de BODIPY+KI observou-se aumento na
fluorescéncia registrada. Interessantemente, com o aumento da concentragao
de Kl houve melhora na linearidade da curva, sendo a faixa o6tima de
concentracdo deste entre 0.25 e 1 M. Assim, decidiu-se trabalhar na
concentracao intermediaria de 0.5 M de Kl a partir deste experimento. Deve-se
notar que como controle utilizou-se uma solucdo de BODIPY na auséncia de
Kl, condigdo na qual néo foi observada alteragédo na fluorescéncia registrada ao
se adicionar células. Outro controle realizado foi uma microscopia de

fluorescéncia na presengca de 0.5 M de Kl (FIGURA 17B) que forneceu
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evidéncia de que a fluorescéncia registrada no experimento anterior néo é
artefato, ja que nado sao observadas alteragcbes no padrdo de marcagdo na
presenga ou auséncia do Kl. Ainda, a andlise das imagens geradas por
microscopia revela que nao ocorre diminuicdo da area média de fluorescéncia
por ceélula, tampouco do numero de corpusculos lipidicos na presenca de Ki
(FIGURA 17C). Para simplificacao da exposi¢ao de dados, resolveu-se chamar
o método como ensaio Liquido de Recuperacdo de Fluorescéncia (ensaio
LRF).

Deve-se notar que a inclinagao da reta obtida no grafico (FIGURA 17A),
devera ser tdao maior quanto maior for o conteudo de corpusculos lipidicos nas
células adicionadas. Tal inclinagao representa a relagdo AURF/células, ou seja,
a variacao de fluorescéncia obtida por unidade de concentragao de célula
adicionada a solugdo. Dessa forma, para simplificacdo da exposicdo de
resultados, tal inclinagdo sera aqui mencionada como indice de corpusculos
lipidicos (indice CL) a partir deste experimento.

Tendo o método se mostrado viavel, foi necessario avaliar a sua
sensibilidade. Verificou-se, entdo, a capacidade de detectar variagdes
fisioldgicas nos niveis de corpusculos lipidicos durante o crescimento. Ao longo
do crescimento de uma cultura em batelada, como todo modelo microbiolégico,
as leveduras apresentam trés fases bem marcadas, a saber: fase lag, quando
ocorre a adaptacdo ao meio fresco, fase log, também conhecido como
crescimento exponencial, e fase estacionaria, quando a cultura atinge a
saturacao e o crescimento praticamente diminui sensivelmente (FIGURA 18A).
Ao longo do crescimento, amostras de células foram retiradas e analisadas
pelo ensaio LRF. Conforme é mostrado na FIGURA 18B, o indice de
corpusculos lipidicos ao longo do crescimento mostra trés fases. Em um
primeiro momento, que se estende da fase /ag até metade da fase log, o indice
CL diminui, o que significa que os lipidios neutros presentes nos corpusculos
estdo sendo mobilizados. A partir desse ponto, o indice CL volta a subir até que
atinge o equilibrio em paralelo com a fase estacionaria, indicando a re-sintese
de lipidios neutros. Deve-se notar que o perfil da dindmica de corpusculos
lipidicos ao longo do crescimento obtido com o ensaio LRF reproduz dados de
naturezas microscopica (Kurat et al., 2006) e bioquimica (Zanghellini et al.,

2008) previamente reportados na literatura. Como controle, acompanhou-se a
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variagdo nos niveis de TAGs ao longo crescimento (FIGURA 19). A curva

obtida apresenta alta correlagao com os indices CL previamente medidos.
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FIGURA 17. A adigao de células ao meio é capaz de recuperar o sinal de fluorescéncia do
BODIPY na presenga de quencher. Foi verificado se o ensaio proposta seria viavel,
adicionando-se células fixadas com formaldeido e lavadas, a 200 yl de uma solugdo de
BODIPY (0,5 uM) quencheada por diferentes concentragdes de Kl, a 30°C, distribuidas em
pocos de uma microplaca. As células foram adicionadas em aliquotas subsequentes de 5 L
em cada pogo, ao que se seguiu a medicdo da intensidade de fluorescéncia (ex/em= 485/510
nm) e da absorbancia (600nm) da suspensao resultante. A. Fluorescéncia recuperada por
concentragbes crescentes de células adicionadas ao meio com diferentes concentragbes de Ki
(0(0),01 M (A), 0.25M (V),0.50 M (¢) ou 1 M (@)).. AURF = diferenca de fluorescéncia
apo6s adicao de células. Dados referentes a um experimento representativo. Para confirmacao
de que a fluorescéncia recuperada era proveniente de corpusculos lipidicos, células fixadas
foram coradas com BODIPY (concentragéo final 0,5 uM) na presenga de Kl e observadas ao
microscopio de fluorescéncia. B, Microscopia de fluorescéncia (aumento de 100x) na auséncia
(painel superior) ou presenga de 500 mM de KI (painel inferior). C, A area média de
fluorescéncia por célula foi determinada (barras brancas, valores normalizados pelo valor
obtido para o controle sem KI). Numero médio de corpusculos lipidicos por células foi
determinado nas mesmas imagens (barras cinza). Coletaram-se dados para um minimo de 50
células.
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FIGURA 18. O ensaio liquido de recuperagdao de fluorescéncia é capaz de detectar a
dinamica do metabolismo de corpusculos lipidicos. A,Células de uma cultura em fase
estacionaria foram inoculadas em meio rico YPD liquido e o crescimento celular foi
acompanhado mediante leitura da absorbancia ao longo de 24 horas (n=3 + S.D.). B, Aliquotas
de células foram coletadas durante o crescimento e fixadas com formaldeido. O indice de
corpusculos lipidicos (fluorescéncia/DO na amostra) foi determinado empregando-se o ensaio
de recuperacao de fluorescéncia. D, Microscopia das mesmas amostras nos tempos indicados.
A area média de fluorescéncia por célula foi determinada (barras brancas, valores
normalizados pelo valor obtido para o controle sem Kl). Numero médio de corpusculos lipidicos
por células foi determinado nas mesmas imagens (barras cinza). Coletaram-se dados para um
minimo de 50 células. *p<0,05, ***p<0,001, comparado aos valores iniciais (tempo 0).
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FIGURA 19. O ensaio LRF tem alta correlagao com a variagao de triacilgliceréis ao longo
do crescimento. A,Células de uma cultura em fase estacionaria foram inoculadas em meio rico
YPD liquido e o crescimento celular foi acompanhado mediante leitura da absorbancia ao longo
de 24 horas (n=3 + S.D.). B, Aliquotas de células foram coletadas durante o crescimento e
lipidios totais foram extraidos pelo método de Bligh & Dyer. Apds secagem do extrato de
lipidios sob atmosfera de nitrogénio, os lipidios foram ressuspendidos em tampé&o contendo
Tris e Triton X100. Os niveis de triacilglicerois foram determinados enzimaticamente com kit
clinico, baseado na hidrdlise de TAG acoplada a dosagem do glicerol liberado. *p<0,05, em
relagdo aos valores iniciais (tempo 0).

E importante comentar que as mesmas amostras foram observadas por
microscopia de fluorescéncia. Conforme trabalhos prévios que estudaram
corpusculos lipidicos (Maya-Monteiro et al., 2008), aqui utilizaram-se dois
parametros para andlise: a contagem de corpusculos lipidicos e a area de
fluorescéncia total medida por célula observada (FIGURA 18D). Os dados
mostram que, apds 6 horas, os corpusculos reduziram tanto em area quanto
em numero, porém a diminuicdo do primeiro pardmetro é maior que a
diminuicdo do ultimo. No entanto, estas duas andlises apresentam certas
dificuldades. O parametro de comparagao mais simples a ser considerado seria
0 numero médio de corpusculos lipidicos por célula, contudo a variabilidade
populacional é muito grande e, devido as limitagdes dos microscépios de

fluorescéncia mais corriqueiros, aumentos no numero de corpusculos lipidicos
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dificultariam a contagem, ja que estas estruturas acabariam se sobrepondo em
planos diferentes de foco. Por outro lado, a determinacdo da area de
fluorescéncia total por célula observada exige que se escolha entre a
delimitagdo manual dos corpusculos lipidicos nas imagens — o que aumenta de
maneira consideravel o tempo despendido (e insere-se o julgamento
tendencioso do pesquisador) — ou a delimitagdo automatica baseada em um
threshold pré-determinado. Ainda assim, corpusculos que tenham menor
tamanho parecem captar menos sonda e torna-se mais dificil sua detecgao em
tempos equiparaveis aos controles. Uma alternativa seria a realizacdo de
imunofluorescéncia, marcando proteinas periféricas dos corpusculos lipidicos,
o que facilita tanto a contagem nominal das particulas como a determinagao de
area.

Parece intuitivo que o ensaio LRF apresente maior correlagdo com o
parametro area de fluorescéncia total por célula. Tal fato foi observado em
experimentos posteriores, também apresentados neste trabalho.

Uma questdo levantada foi a influéncia da composicédo lipidica dos
corpusculos lipidicos nos resultados obtidos com o ensaio LRF, ja que se
pretendia comparar indices de CL entre cepas com mutagbes distintas. A
maneira de verificar isso foi avaliar os corpusculos lipidicos de duas mutantes
com duplas delegcées (FIGURA 20). A primeira mutante, a cepa arelare2, é
incapaz de esterificar esterodis e, portanto, analises ja mostraram que esta nao
apresenta ésteres de esterdis. Essa deficiéncia, no entanto, ndo impediu a
formagao de corpusculos lipidicos, ainda que menores, ja que a area de
fluorescéncia total por célula foi reduzida. Isso se reflete em indice CL cerca de
10% menor em relagédo ao indice CL da cepa selvagem. A segunda mutante, a
cepa dgatlro1, deletada para as duas enzimas responsaveis pela reagao final
da sintese de triacilglicerdis, apresenta niveis muito baixos deste lipidio
(creditando-se a atividade DGAT residual proveniente de Are2p). Nas analises
por microscopia de fluorescéncia, ainda que a marcagao seja muito fraca, a
superexposicdo das imagens revela a existéncia de corpusculos lipidicos
escassos. Como resultado, o indice CL medido é cerca de 35% menor em
relacéo a cepa selvagem.

No que diz respeito ao ensaio LRF, este experimento mostrou que

independente da propor¢cao TAGs/EEs dos corpusculos lipidicos, estes sao

72



normalmente detectados. Além disso, é curioso o fato que, se consideramos
que praticamente 30% do sinal no ensaio LRF é proveniente de marcacgao
background, o indice CL tera grande correlacdo com a area de fluorescéncia

total por célula avaliada por microscopia de fluorescéncia.

WT are1Aare2A dga1Alro1A

indiceCL 1.0+0.02 0.92+0.02*** 0.65%+0.04™*

AF/célula 1.0%0.05 0.62+0.14 ™ nd

FIGURA 20 O ensaio liquido de recuperagdo de fluorescéncia é capaz de detectar a
dinamica do metabolismo de corpusculos lipidicos. Células de uma cultura em fase
estacionaria foram fixadas com formaldeido e os corpusculos lipidicos foram avaliados
microscopicamente e fluorimetricamente, com o ensaio LRF. Células fixadas foram coradas
com BODIPY (concentragao final 0,5 uM) e observadas ao microscoépio. Fotos foram retiradas
com mesmo tempo de exposi¢cao. No caso da mutante dgalro1, foram feitas fotos extras com
o dobro de tempo de exposi¢cdo. As imagens tiveram a area de fluorescéncia por célula
determinada com o programa ImagedJ. As mesmas amostras foram analisadas com o ensaio de
LRF. **p<0,01, ***p<0,001, em relagéo aos valores da cepa selvagem. A analise das imagens
da cepa dgafllrol no mesmo tempo de exposigdo que as outras cepas nao foi capaz de
detectar a fluorescéncia.

Pelos dados apresentados até aqui, o ensaio liquido de recuperacéo de
fluorescéncia empregando a sonda BODIPY 493/503 mostrou-se viavel, ja que
o fluoréforo nado teve suas propriedades alteradas pelo quencher nem pelo
ambiente hidrofébico dos corpusculos lipidicos. Além disso, o método nao
apenas é sensivel o suficiente para acompanhar variagdes fisiolégicas nos
niveis de tais estruturas para uma cepa selvagem (variagado de cerca de 70%)
com o6tima reprodutibilidade, mas também reproduziu dados obtidos com outros
dois métodos (Kurat et al., 2006;Zanghellini et al., 2008).
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4.2. SCREENING DE MUTANTES PARA NIVEIS ANORMAIS DE
CORPUSCULOS LIPIDICOS

Uma vez estabelecido o ensaio liquido de recuperagao de fluorescéncia,
adaptacdées metodologicas no crescimento de leveduras em microplacas
permitiram a realizacdo de experimentos de larga escala. Assim, o novo
método foi empregado em um screening com o intuito de identificar proteina-
fosfatases envolvidas no metabolismo de corpusculos lipidicos. A partir de uma
biblioteca disponivel comercialmente composta por cepas de S. cerevisiae com
delec¢des simples para genes ndo-essenciais, foram coletadas 96 mutantes.
Estas cepas mutantes foram subdivididas em dois grupos, um que funcionaria
como referéncia e outro que seria o grupo de interesse. O primeiro, chamado
de grupo de metabolismo lipidico e no qual FIGURAmM 31 mutantes, é
composto por cepas deletadas para genes que codificam enzimas associadas
a corpusculos lipidicos e/ou enzimas envolvidas no metabolismo de esterol,
triacilgliceréis e ceramida (apéndice |) (Natter et al., 2005). O segundo grupo,
chamado de grupo de fosfatases, contém 65 cepas deletadas para todas as
proteina-fosfatases e respectivas subunidades regulatérias conhecidas
(apéndice 1l) de acordo com anotacédo na base de dados online do genoma de
levedura. Além dos 96 mutantes, foram incluidos 14 clones independentes da
respectiva cepa selvagem (BY4741).

Decidiu-se medir os corpusculos lipidicos a fase estacionaria de
crescimento, quando foram observados maiores indices CL. No entanto, &
importante ressaltar que algumas das mutantes estudadas apresentam
crescimento mais lento em relagéo a cepa selvagem. Dessa forma, trabalhou-
se com culturas apds 48 horas de crescimento, quando todas as cepas ja se
encontravam em fase estacionaria e, como demonstrado (FIGURA 18), apos
24 horas de crescimento o indice CL sofre pouca variagao.

As cepas tiveram seus indices CL medidos e os valores foram
normalizados pela média obtida em cada experimento (apéndices | e Il). Os
valores obtidos de indices CL variaram entre 0,58 e 1,52. Mediante aplicacéo
de um filtro arbitrario de +20% em relagdo ao valor obtido para a cepa
selvagem (indice CL = 0,9135), as mutantes foram classificadas como hlc (alto

conteudo lipidico) ou llc (baixo conteudo lipidico). Os resultados obtidos foram
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divididos em classes e as distribuicbes das freqliéncias de resultados dos

grupos foram analisadas (FIGURA 21).
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FIGURA 21. Analise estatistica de um experimento de larga escala empregando o ensaio
liquido de recuperagao de fluorescéncia. Corpusculos lipidicos foram quantificados pelo
ensaio liquido de recuperacao de fluorescéncia. As distribuigbes das freqliéncias de indice de
corpusculos lipidicos dos grupos de sintese de lipidio (A, n=31) e de proteina-fosfatases (B,
n=65) estdo demonstradas nos graficos. Os dados foram coletados em 4 experimentos
independentes como descrito na secdo de materiais e métodos. Aplicou-se o teste de
normalidade de D’Agostino & Pearson, assumindo-se p<0,05 como estatisticamente
significante. O grupo de sintese de lipidios apresentou uma distribuicdo normal dos resultados
obtidos (p=0,281), ao contrario do grupo de proteina-fosfatase (p=0,016). Assumiu-se um corte
arbitrario (£ 20% em relagcdo aos valores da cepa selvagem) indicado nos graficos por linhas
pontilhadas (chamou-se llc — baixo conteudo lipidico — e hlc — alto conteudo lipidico, as cepas
desviantes).

Como pode ser observado, os valores de indice CL do grupo de
metabolismo lipidico distribuiram-se normalmente. De fato, o indice CL médio
para este grupo nao é estatisticamente diferente em relagdo ao indice médio
apresentado pela cepa selvagem (indices médios foram 0,9539 e 0,9135,
respectivamente, p=0,276). O mesmo nao foi observado para o grupo das
fosfatases, que apresentou uma média significativamente maior que o indice
médio da cepa selvagem (1,023, p=0,0164) e uma super representagdo de
cepas hic, o que reflete em uma distribuigdo ndo-normal. E interessante notar
que este resultado sugere que a perda aleatéria de fungédo de fosfatases mais
provavelmente induzira o superacumulo de corpusculos lipidicos.

Dentre as cepas com valores estatisticamente diferentes da cepa
selvagem, foram identificadas 20 cepas com niveis anormais de corpusculos

lipidicos (apéndices | e Il). Destas, 8 cepas /lc (sendo 5 do grupo de
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metabolismo lipidico e 3 do grupo das fosfatases) e 12 cepas hic (sendo 2 do
grupo de metabolismo lipidico e 10 do grupo das fosfatases).

Os resultados obtidos a partir do grupo de metabolismo lipidico
corroboram resultados prévios da literatura. Entre as cepas /lc (hmg2, dga1,
erg4, ergs e are2), duas sao mutantes para genes diretamente relacionadas
com a etapa final de sintese de lipidios neutros e, portanto, sintese de
corpusculos lipidicos: DGA1, que codifica a diacilglicerol aciltransferase,
enzima responsavel pela ultima reagao na sintese de triacilglicerol (via acil-coa
dependente); e ARE2, que codifica uma isoforma de acil-coa:esterol
aciltransferase a qual contribui majoritariamente para a atividade de
esterificacdo de esterdis. Perfis lipidicos reportados na literatura para tais
mutantes mostram diminuicido dos niveis destes lipidios neutros em relacao a
cepas selvagens (Sandager et al., 2002), o que explica sua identificagdo como
cepas llc . O mesmo pode ser dito sobre a mutante hmg2, deficiente na enzima
HMG-CoA redutase, que cata Liza a etapa limitante na sintese de esterdis
(Lorenz & Parks, 1990). No entanto as mutantes erg4 e erg5, deficientes em
enzimas da via de ergosterol, ja haviam sido reportadas como cepas com
numero elevado de corpusculos lipidicos (Fei et al., 2008). Este dado, a priori
discordante dos obtidos com o ensaio liquido de recuperacao de fluorescéncia,
foi investigado mais cuidadosamente. De fato, a analise microscopica de tais
mutantes (FIGURA 22) confirma que realmente os numeros de corpusculos
lipidicos das cepas erg4 e erg5 sdo maiores em relagdo a cepa selvagem. E
interessante ressaltar, porém, que esse acréscimo de corpusculos lipidicos nédo
€ acompanhado por uma expansao na area média de fluorescéncia observada.
Ou seja, os corpusculos, embora numerosos, sdo menores, diminuindo a

quantidade de sonda capturada no ensaio.
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FIGURA 22. Niveis de corpusculos lipidicos nas mutantes erg44 e erg54 determinado por
microscopia de fluorescéncia. Células foram crescidas até a fase estacionaria e fixadas. Foi
realizada a microscopia destas cepas de acordo com o descrito na se¢gdo de materiais e
métodos. A area média de fluorescéncia por célula foi determinada e expressa em pixels/célula
(barras brancas). Numero médio de corpusculos lipidicos por células foi determinado nas
mesmas imagens (barras cinza). Coletaram-se dados para um minimo de 100 células. *p<0,05;
**p<0,01;***p<0,001; comparado a cepa selvagem (WT).

Ainda no grupo de metabolismo lipidico, duas cepas, tgl3 e sic1, foram
identificadas como mutantes hlc. O primeiro gene codifica uma triacilglicerol
lipase localizada nos corpusculos lipidicos cuja delegdo tem como efeito o
aumento nos niveis celulares de triacilglicerol (Athenstaedt & Daum, 2003).
Ainda que se desconheca sua funcdo exata na formacdo de corpusculos
lipidicos, a delecdo de Slc1p, 1-acilglicerol-3-fosfato aciltransferase,
participante da sintese de acido fosfatidico, também leva ao aumento de
triacilglicerol celular (Athenstaedt & Daum, 1997).

A analise do grupo de metabolismo lipidico, grupo de referéncia, mostra
que os resultados obtidos pelo screening séo validos. Sendo assim, seguiu-se
a analise do grupo de interesse, no caso, o grupo das fosfatases. Entre 65
mutantes testados, foram identificadas 3 cepas llc (reg1, sit4 e sap190) e 10
cepas hlc. Dentre estas, trés mutantes deletadas para proteina-fosfatases do
tipo 2C (ptc1, ptc4, ptc7), trés mutantes deletadas para genes relacionados a
proteina-fosfatases do tipo 1A (ppz2, gac1, bni4), duas mutantes relacionadas

a proteina-fosfatases do tipo 2A (pph21, sap185), além de duas mutantes
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relacionadas a proteina-fosfatases duais que apresentam atividade tirosina-

fosfatase e ser/thr-fosfatase (msg5 e pps1).

4.2.1. O PAPEL DA SER/THR PROTEINA-FOSFATASE SIT4 NO
METABOLISMO LIPIDICO

Escolheu-se estudar mais detalhadamente as mutantes para proteina-
fosfatases identificadas como llc. Dos 3 mutantes /lc, dois estdo intimamente
ligados - Sit4p e sua subunidade regulatéria Sap190p. Em trabalho prévio, ja
haviamos demonstrado que a atividade de Sit4 ¢é essencial para o
redirecionamento do fluxo de carboidrato para gliconeogénese e
armazenamento de glicogénio (Jablonka et al., 2006) e parece ser o homdlogo

funcional a PP6 humana (Morales-Johansson et al., 2009).

4.2.1.1. Sit4p participa da regulagdo do metabolismo de acido graxo

interferindo na atividade da proteina-quinase Snf1p/AMPK

O gene SIT4 codifica uma Ser/Thr proteina-fosfatase tendo sido
primariamente identificada como uma fosfatase do tipo PP2A ativada por
ceramida (Nickels & Broach, 1996). Contudo, ainda nao foram identificados
seus alvos. Sabe-se, porém, que Sit4p participa da via da quinase TOR (target
of rapamycin), juntamente com outra proteina, a principio de fungao inibitoria,
Tap42p (Beck & Hall, 1999), homdloga a proteina a4 de mamiferos. A via da
quinase TOR é responsavel pela resposta a flutuagcdes de nutrientes no meio,
sobretudo coordenando o crescimento celular em fungdo da disponibilidade
daqueles (Rohde et al., 2008). Quando ha disponibilidade de nutrientes no
meio, a quinase TOR se encontra ativada e o complexo Sit4p-Tap42p esta
associado promovendo a traducao de proteinas. Conforme ocorre a queda de
nutrientes no meio, TOR ¢é inativada e o complexo Sit4p-Tap42p é dissociado
(Kim & Sabatini, 2004). Além de Tap42p, Sit4p se associa a pelo menos outras
4 subunidades regulatérias que competem entre si pela ligacdo a subunidade
catalitica, chamadas SAPs (Sit4-associated proteins) (Luke et al., 1996), no

entanto n&o é clara a participacao destes complexos na via TOR.
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Ja o terceiro mutante /ic é deletado para o gene REG1, que codifica uma
subunidade regulatéria da proteina-fosfatase tipo 1, Glc7p. Sabe-se que Reg1
direciona Glc7 para seus alvos (Frederick & Tatchell, 1996;Tu & Carlson,
1995), participando da regulacdo de diversos processos celulares como de-
repressao por glicose e sintese de glicogénio. Reg1 desempenha um papel no
metabolismo energético ao interagir com a quinase Snf1/AMPK, uma Ser/Thr
proteina-quinase homéloga a AMPK (AMP-activated kinase) de mamiferos,
responsavel pela homeostase energética. Com a queda de glicose no meio,
Snf1/AMPK é fosforilada por quinases, sendo ativada (Zhang et al., 2010). Até
onde se sabe, sua desfosforilacdo é promovida pela proteina fosfatase Glc7p,
de maneira Reg1p dependente, j4 que uma cepa mutante reg? apresenta a
quinase Snf1/AMPK hiperfosforilada (McCartney & Schmidt, 2001). Contudo,
este mecanismo parece ser mais complexo, ja que a interacdo Reg1p-
Snf1p/AMPK é maior em condi¢gdes de baixa-glicose, quando Snf1/AMPK se
encontra mais ativa (Ludin et al., 1998).

Assim, verificou-se em bancos de dados a existéncia de interacoes,
fisicas ou genéticas, entre os genes SIT4, SAP190 e REG1 (FIGURA 23)

LN3

C5

PPH3

FIGURA 23. Mapa de interagoes entre os genes SIT4, SAP190 e REG1. Utilizando-se o
aplicativo VisANT foi construido o mapa de interagdes entre os genes SIT4, SAP190 e REG1,
com os menores caminhos possiveis. A espessura das conexdes representa a consisténcia do
dado, ja que esta sera tdo maior quanto maior o numero de evidéncias na literatura. Interagdes
fisicas e genéticas séo indicadas em cinza e marrom, respectivamente. A principio foram
identificados 16 conectores dos quais foram selecionados apenas os relacionados a proteina-
quinases ou proteina-fosfatases. Nenhum conector relacionado a metabolismo lipidico foi
identificado.
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Interessantemente, ja existe relato na literatura da interagdo genética
entre as proteinas Sit4p e Snf1p/AMPK no sistema de regulagao transcricional
do metabolismo de inositol (FIGURA 23, (Shirra et al., 2005)). Dessa maneira,
levantou-se a hipotese de que as participacdes de Sit4p (com sua subunidade
regulatéria Sap190) e Reg1p na regulagdo do metabolismo lipidico tém como
ponto em comum a regulagdo da atividade da quinase Snf1p/AMPK. Para
verificar a validade desta hipdtese, estudou-se o estado de fosforilagdo de
Snf1p/AMPK nas cepas sit4 e sap7190. A quinase Snf1p/AMPK encontra-se
desfosforilada, e, portanto, com atividade reduzida, nas fases iniciais do
crescimento exponencial. A medida que a cultura se aproxima da fase diduxica
— transicdo entre o crescimento exponencial e a fase estacionaria —
Snf1p/AMPK apresenta maiores niveis de fosforilagdo, tornando-se ativa
(FIGURA 24A e E). O mesmo n&o ocorre nas cepas sit4 e sap190, que
apresentam Snf1p/AMPK constitutivamente fosforilada (FIGURA 24B e F, C e

G), a exemplo do ja reportado para a mutante reg7(Hess & Winston, 2005).
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FIGURA 24. Niveis de fosforilagdo da proteina quinase Snf1 ao longo do crescimento.
Culturas de cepas selvagem (WT), sit44 e sap1904 foram crescidas em meio rico YPD liquido
a 30°C sob agitagdo. Aliquotas de 0.9 mL de cultura foram coletadas ao longo do crescimento
(Absgoonm de 1, 2, 4 ou 5) e extratos totais de proteinas foram preparados empregando-se o
método de extracao rapida descrito na secao de materiais e métodos. A-C, A fosforilagdo de
Snf1p/AMPK foi analisada por western blot empregando anticorpo anti-fosfo-AMPK (p-Snf1,
parte superior da FIGURA). Como controle de aplicagao, niveis totais de Snf1 foram revelados
empregando-se anticorpo anti-Snf1 (Snf1, parte inferior da FIGURA). B, Barras representam a
média com desvio padrao da analise de densitometria dos western blots (3 experimentos
independentes).
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Ja que as cepas llc estudadas apresentam Snf1p/AMPK hiperativa,
estudou-se em seguida se existe correlagdo entre a atividade de ACCase e
nivel de corpusculos lipidicos. Na inviabilidade da construgdo de uma cepa
deletada para ACCase, ja que esta € uma enzima essencial (Hasslacher et al.,
1993), decidiu-se verificar se 0 oposto era verdadeiro, ou seja, se alteragdes na
atividade de ACCase induziriam aumento nos niveis de corpusculos lipidicos.
Para tanto, avaliou-se uma cepa snff, na qual, ja demonstrado
bioquimicamente, a ACCase encontra-se hiperativada devido a auséncia de
seu regulador negativo, Snf1p/AMPK (Woods et al., 1994). Como demonstrado
(FIGURA 25), a cepa snfl, em fase estacionaria, apresentou indice de
corpusculos lipidicos estatisticamente maior que a cepa selvagem, no ensaio
LRF. Esse fendtipo de acumulo de lipidios foi corroborado por observagdes de
outro grupo no decorrer da execucao deste trabalho (Kohlwein & Petschnigg,
2007).

A B

Snf1 A —| P<0.001

O I T

indice Relativo de CL

FIGURA 25. A dele¢cdao da proteina-quinase Snfip/AMPK provoca aumento nos
corpusculos lipidicos. A, Células de uma cultura de fase estacionéaria da cepa snff foram
fixadas com formaldeido e analisadas por microscopia de fluorescéncia, conforme descrito na
secdo de materiais e métodos. B, indice de corpusculos lipidicos da cepa snf1 crescida até a
fase estacionaria em meio rico YPD liquido, de acordo com o ensaio de recuperacao de
fluorescéncia (n=3, £ D.P.).

Finalmente, se fez necessario verificar se a hiperfosforilacdo de
Snf1p/AMPK devido a delegdo de Sit4p incorre em inibicdo da atividade de
ACCase. Em caso positivo, espera-se que ocorra uma escassez de substrato,

refletindo no nivel de corpusculos lipidicos ao longo de todo crescimento. E o
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que de fato pode ser observado ao se estudar a dindmica de corpusculos

lipidicos durante o crescimento da mutante sit4 (FIGURA 26).
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FIGURA 26. Niveis de corpusculos lipidicos na cepa sit44 mantém-se reduzidos ao longo
de todo o crescimento. A. Células de uma cultura em fase estacionaria (48 horas) (selvagem,
O, e sit44, @) foram inoculadas em meio rico YPD liquido fresco. O crescimento celular foi
acompanhado por medigdo de absorbéncia a 600nm ao longo de 25 horas. B. Niveis de
corpusculos lipidicos foram determinados pelo ensaio LRF durante o crescimento como
descrito anteriormente. (selvagem, O, e sit44, ®). O indice CL foi normalizado pelo valor da
cepa selvagem na fase estacionaria (linhas continuas). Os valores do mutante sit4 encontram-
se também normalizados em relagdo ao seu proprio indice de corpusculos lipidicos na fase
estacionaria (linha pontilhada). Dados representam a média de dois experimentos
independentes.

Como se pode notar, ao analisar os indices de corpusculos lipidicos da
mutante normalizados pelo indice inicial de corpusculos lipidicos da cepa
selvagem, observa-se que durante todo o crescimento estes se mantém
baixos. No entanto, a cepa é capaz de responder aos estimulos de mobilizacéo
e ressintese de corpusculos lipidicos. Tal observacdo €, per se, evidéncia
preliminar de que a proteina fosfatase Sit4p participa da regulacao de ACCase,

afetando a disponibilidade de acidos graxos, blocos de construgao de lipidios
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mais complexos. Mais experimentos seriam necessarios para verificar o
envolvimento concomitante de Sit4p na regulacdo das enzimas diretamente
responsaveis pela sintese (controlando a esterificagcdo de acidos graxos e
esterdis) ou mobilizagdo (controlando as hidrolases e lipases) dos lipidios
neutros estocados nos corpusculos lipidicos.

Como confirmagao do exposto, foi avaliado o nivel de atividade de
ACCase nas mutantes /lc. Utilizou-se como artificio a sensibilidade das cepas a
um inibidor especifico da ACCase. Sendo uma enzima essencial, a
determinagao da sensibilidade das cepas a droga soraphen A (Vahlensieck et
al., 1994), fornece informagao rapida, ainda que com ressalvas, sobre a
atividade da enzima. Testou-se a sensibilidade das mutantes /lc além de cepas
deletadas para outras subunidades regulatérias de Sitdp (sap4, sap155,
sap180). Como controle, empregou-se a cepa snf1, sabidamente resistente ao
soraphen A (Schneiter et al., 1999;Shirra et al., 2001).
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150- -« WT B 150- « WT
2 = snfld * sap4A
q‘:, - sn 14 + sap1554
£ 100 . 'e_t% 1004 * sap1854
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O  5p- 50-
(6]
X
0- 0-
0.(;01 0.b1 011 ‘i 1l0 0.(;01 0.61 011 ‘i 1I0
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none 0.10 0.15 0.20
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FIGURA 27. As cepas llc apresentam maior sensibilidade a soraphen A, um inibidor
especifico da enzima ACCase. A, Diluigbes seriadas de soraphen A foram usadas para as
cepas indicadas (n=3 £ D.P.). IC5, foram determinados (WT = 0,19, snf1 = 0,95, reg? = 0,11,
sit4 = 0,05, sap4 = 0,36, sap155 = 0,38, sap185 = 0,38 e sap190 = 0,10 pg/ml%. B, Para ensaio
em meio solido, diluicdes seriadas de suspensdes celulares (107, 10° e 10° células/mL, da
esquerda para a direita) foram plaqueadas em placas contendo YPD sélido na presenga de
concentragdes crescentes de soraphen A e incubadas por dois dias a 30°C.

83



Tanto no teste em meio liquido (FIGURA 27A-B) quanto no teste com
diluigdo em meio sélido (FIGURA 27C), as cepas /lc mostraram-se mais
sensiveis ao soraphen A que a cepa selvagem. E interessante notar, porém,
que as cepas deletadas para SAPs (com excecao de sap790), mostraram certa
resisténcia. Embora a literatura sustente que a delecdo de uma das SAPs
favorega a ligagao das SAPs restantes a Sit4p, deslocando o equilibrio normal
destes complexos (Luke et al, 1996), a resisténcia apresentada neste
experimento por sap4, sap155 e sap180 nao pode ser creditada a tal fato.
Experimento que sera apresentado em outra segdo revelou que o gene
marcador inserido no processo de construcdes das cepas mutantes confere
alguma resisténcia ao soraphen A (porém, as resisténcias apresentadas pelas
cepas snf1, como reportado na literatura, e sap780 foram confirmadas em

experimentos com maiores concentragdes da droga).

4.2.1.2. O papel de Sit4p na sintese de esterdis

Uma vez que acetil-coa € a molécula precursora tanto para a sintese de
acidos graxos (e, em ultima analise, triacilglicerdis) como para a sintese de
esterdis, questionou-se o efeito de perturbacdes da atividade de ACCase nos
niveis de esterdis na mutante sit4. Assim, avaliou-se a sensibilidade da
mutante ao antifungico anfoterecina B (Carrillo-Munoz et al., 2006). Este
antibiotico, assim como outros polienos, atua formando poros na membrana
plasmatica ao se ligar a moléculas de ergosterol, esterol majoritario na
composigao lipidica de leveduras (Rattray et al., 1975). Além disso, ja foi
demonstrada a correlacdo entre mudangas nos esterbis e sensibilidade a
nistatina, outra droga classificada como polieno (Woods, 1971). Caso o acetil-
coa em excesso escoasse pelo metabolismo de esterdis seriam esperados
maiores niveis de ergosterol e, consequentemente, maior sensibilidade a
droga. O que de fato foi observado conforme demonstrado na FIGURA 28.

Os polienos séo alvo de grande interesse clinico, ja que raramente sao
isoladas cepas de fungos patogénicos resistentes a estas drogas. Os perfis de

resisténcias relatados sdo geralmente atribuidos a mutagdes nos genes ERG3
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e ERG11 (Carrillo-Munoz et al., 2006). Inicialmente, investigou-se o nivel de

expressao da enzima codificada pelo gene ERG3, C-5 esterol desaturase, que

ANFOTERICINA B (ng/mL)
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Sit4A
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FIGURA 28. Cepa mutante sit4 apresenta maior sensibilidade a anfotericina B. Diluicoes
seriadas de suspensoes celulares (10, 10°® e 10° células/mL, da esquerda para a direita) foram
plaqueadas em placas contendo YPD sodlido na presenga de concentragdes crescentes de
anfoterecina B e incubadas por dois dias a 30°C.

cata Liza a introdugdo de uma ligagdo dupla no episterol, precursor na
biossintese do ergosterol. Mutantes deletados para o gene ERG3 nao
apresentam ergosterol (Arthington et al., 1991), o que resulta em resisténcia a
anfotericina B (FIGURA 28, (Young et al., 2003)). A queda na resisténcia a
anfoterecina B na cepa sit4 poderia ser reflexo de uma maior expressao da

enzima C-5 esterol desaturase, o que nao é o caso (FIGURA 29A).
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FIGURA 29. Biossintese de ergosterol nao é afetada pela delegao de Sit4p. A. Os niveis da
proteina Erg3p na fase logaritmica da cultura foram avaliados nas cepas selvagem (WT) e sit4,
onde a proteina estudada encontra-se marcada com o epitopo TAP. Extratos foram
preparados, separados e transferidos conforme descrito na se¢do material e métodos. Como
controle de aplicagdo de amostra, as membranas também foram reveladas com anticorpo anti-
PMA1. B. Teor de ergosterol foi determinado por método espectrofotométrico nas cepas
selvagem e mutantes. Valores, expressos em % de peso umido de leveduras (n = 3 + D.P.).
Como controle analisou também a cepa erg3, na qual ergosterol ndo é normalmente detectado.
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O nivel total de ergosterol foi medido na cepa sit4 (que apresenta
atividade ACCase mais baixa) e foi comparado a cepa selvagem e snf1 (que
apresenta atividade AACase mais alta), como controle do método, inclui-se na
analise a cepa erg3, a qual nao apresenta ergosterol detectavel. Os resultados
mostram que as mutantes estudas ndo apresentam diferengcas nos niveis de
ergosterol (FIGURA 29B). Assim, embora seja observado um efeito biolégico
que também relacione a fosfatase Sit4p ao metabolismo de esterodis, este
parece ser dar de modo indireto que ndo a via de sintese de esterdis em si.
Estes dados sugerem que a sensibilidade a anfoterecina B seja devido a um
aumento de ergosterol na membrana plasmatica que ndo se reflete no

ergosterol total.

4.2.2. IDENTIFICACAO DE REDES DE REGULACAO DO
METABOLISMO DE CORPUSCULOS LIPIDICOS

Como demonstrado, os mutantes classificados como /lc no screening
apresentam a proteina-quinase Snf1p/AMPK hiperativa o que reflete em uma
atividade diminuida de ACCase e consequiente aumento na sensibilidade a seu
inibidor especifico, a droga soraphen A. Dessa forma, também se avaliou a
resisténcia ao soraphen A dos mutantes dos dois grupos — sintese de lipidios e
proteina-fosfatases — empregados no screening, para verificar em quais destes
o fendtipo observado pode ser correlacionado a regulagdo da atividade
ACCase (FIGURA 30, TABELA 3).

De fato, parece haver uma correlagao entre a resisténcia ao soraphen e
o fendtipo observado para corpusculos lipidicos, ja que, de modo analogo ao ja
explicado para as mutantes llc, observou-se que mutantes hlc apresentam
maior resisténcia para soraphen (TABELA 3). Com efeito, 13 mutantes
apresentam resisténcias a soraphen A diferentes da cepa selvagem, sendo que
em 11 desses mutantes demonstrou-se a correlagao entre a sensibilidade e o
fendtipo de corpusculos lipidicos. Apenas delegdes de Dgalp, que conferiu
resisténcia ao soraphen A e diminuicdo no conteudo de lipidios neutros, e a
delecao de Slc1p, que conferiu sensibilidade ao soraphen A e aumento nos

niveis de lipidios neutros, apresentaram discordancia entre os fendtipos
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analisados. Maiores estudos poderdo revelar regulagdo indireta da ACCase

pelos produtos dessas enzimas.

Soraphen A
controle

wr |ptc7 4 [wr

snif4 [sap1854  Tsnfta
bnid 4 hmg24 pic14
msg54 sict 4 614 4
ppi24 53p1904 fg134
picd 4 dgat A g4
arel 4 gact A regf4
pph214 pps1 4 sitd4

0,1 ug/mL 0,4 ng/mL

FIGURA 30. Perfil de resisténcia a soraphen A de mutante com niveis anormais de
corpusculos lipidicos. Diluicdes seriadas de suspensdes celulares (107, 10°® e 10° células/mL,
da esquerda para a direita) foram plaqueadas em placas contendo YPD sdlido na presencga de
concentragdes crescentes de soraphen A e incubadas por dois dias a 30°C.

Mutante Resisténcia Fenétipo
sap190A4 - llc
erg4A - llc
ergh4 - llc
regliA - llc
sit4A - llc
dgalA + llc
ptclA + hic
ptc4A + hic
ptc7A + hic
sap180A4 + hic
gaclA + hic
ppsiA + hic
slciA - hlc

TABELA 3. Correlagdo entre fenoétipo de corpusculos lipidicos e resisténcia a soraphen
A. Resultados qualitativos para resisténcia a soraphen A do experimento apresentado na
FIGURA 30. Classificaram-se como cepas sensiveis (-), aquelas que sofreram redugédo do
crescimento em presenga de 0,1 uyg/mL (concentragdo na qual a cepa selvagem cresce
normalmente), e como cepas resistentes (+), aquelas que apresentaram algum crescimento em
presenca de 0,4 pug/mL. A cepa snf1 foi incluida como controle. Fendtipos para corplsculos
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lipidicos conforme identificados no screening (llc, do inglés low lipid content, e hic, do inglés
high lipid content).

E interessante notar que diferentes subunidades regulatérias de uma
mesma fosfatase apresentaram fenétipos opostos, pelo menos em dois casos —
Sit4p (com as subunidades Sap190p e Sap185p) e Glc7p (com as subunidades
Reg1p e Gac1p). No primeiro caso, a delecado de Sap180p, gerou um fendtipo
identificado como hlc e, concomitantemente, resisténcia a soraphen, resultados
opostos ao da delecdo de Sap190p. Ja no caso de Glc7p, a delegdo de sua
subunidade regulatéria Gac1p gerou resultados opostos ao da delegcéo de
Reg1p. Essa observagao reforga a idéia de que existe um equilibrio entre os
pares formados por subunidades cataliticas e regulatérias que deve ser a base
da regulagdo das vias de sinalizagbes que envolvam tais fosfatases. Essa
hipétese, no entanto, ainda precisa ser demonstrada.

Em seguida, verificaram-se as interacdes fisicas e genéticas entre os
hits do screening que constem dos bancos de dados disponiveis (FIGURA 31).
Nesta analise, foram também inseridos os genes/proteinas SNF1 (por conta da
relacdo entre seu estado de fosforilagdo e o fendétipo lic), ACC1 (por conta da
relacdo demonstrada entre fendtipo e resisténcia a soraphen) e GLC7
(proteina-fosfatase essencial cujas subunidades, ao serem deletadas, alteram
os niveis de corpusculos lipidicos).

Conforme esperado, Snf1 € um ndédulo central no mapa de interagdes
gerado. Ptc1 também apresenta centralidade dentro do grupo de fosfatases
estudadas ja que apresenta o maior numero de interacdes fisicas com os
membros desse grupo, ainda que nao se possa aferir orientagdes as interagdes
apresentadas. Chama atencdo o fato que, embora outras duas proteina-
fosfatases do tipo 2C também tenham sido identificadas como cepas com
niveis anormais de corpusculos lipidicos, apenas Ptc1p apresente interacdes
no mapa. Essa familia regula uma série de processos, em uma grande
variedade de organismos, e, de uma forma geral, seus membros atuam como
inibidores de sinais de estresse (Lammers & Lavi, 2007). Na levedura S.
cerevisiae ja foram identificados 7 membros, sendo Ptc1p um homdlogo da
Wip1p de mamiferos, proteina de propriedades oncogénicas ja que reprime as
atividades de p38, p53 e ATM (Lammers & Lavi, 2007). Interessantemente,

apenas Ptc1p parece ter relagao funcional com a via da quinase TOR.
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PROTEINA-FOSFATASES MET. LIPIDICO
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FIGURA 31. Mapa de interagcdes diretas entre os genes identificados no screening para
mutantes com niveis anormais de corpusculos lipidicos. Utilizando-se o aplicativo VisANT
foi construido o mapa de interagbes diretas entre os genes identificados no screening com
provaveis participantes da regulacdo do metabolismo lipidico. Além disso, baseando-se nos
dados até aqui apresentados, foram inseridos os genes GLC7, SNF1 e ACC1, representados
em cinza. Na FIGURA estéo representadas as interacdes internas desde conjunto de nédulos.
A espessura das conexdes representa a consisténcia do dado, ja que esta sera tdo maior
quanto maior o numero de evidéncias na literatura. Interagdes fisicas e genéticas sao indicadas
em cinza e marrom, respectivamente. Os nodulos* foram agrupados em meta-nédulos®
submetidos ao screening, de modo que as proteina-fosfatases foram agrupadas de acordo com
sua classificagao.

De acordo com a literatura, a delegcao de Ptc1p afetaria o funcionamento
da via TOR deslocando o equilibrio da formacao do complexo Tap42p-Sit4p
para a forma associada (Gonzalez et al., 2009). Curiosamente, deve ser
mencionada a auséncia de um centralizador no grupo de metabolismo lipidico
gue sirva como porta de entrada de uma sinalizacdo dentre os hits obtidos no

screening.

* Termo comum a Teoria de Graficos, utilizado para designar vértices ou pontos na
representacao grafica de redes. Neste trabalho, o nédulo representa um gene ou uma proteina,
de acordo com analise subjetiva das interagbes mostradas. (Junker & Schreiber, 2008).

® Meta-nédulo: nédulos reunidos por alguma caracteristica em comum. (Junker & Schreiber,
2008).
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Obviamente, as proteina-fosfatases submetidas ao screening relatado
neste trabalho ndo necessariamente afetam as vias de sintese de lipidios
diretamente. Mutagdes que afetem o funcionamento dos peroxissomos, por
exemplo, em ultima analise, alterardo os niveis de corpusculos lipidicos. No
entanto, a assuncao do oposto, ou seja, as proteina-fosfatases estudadas
afetardo os niveis de corpusculos lipidicos mediante acdo sobre enzimas
envolvidas na biossintese de lipidios, simplifica a analise dos resultados
obtidos. Assim, foi feita uma analise modular, isto é, tomando-se os hits do
screening em dois modulos — metabolismo lipidico e fosfatases — verificaram-se
as interagdes fisicas e genéticas entre estes de acordo com a literatura.

Primeiramente, foi realizada uma analise buscando-se nédulos capazes
de estabelecer conexdes entre os hits do screening. Para tanto, buscaram-se
os caminhos® mais curtos de distancia 2 entre os hits. Essa analise retornou
277 novos nédulos, a listagem foi submetida a analise ontolégica por fungéo
molecular e processo biolégico (apéndices Il e 1V, respectivamente).
Comparando-se as frequéncias encontradas no genoma, o grupo de genes
analisados apresenta enriquecimento em categorias de fungédo molecular como
proteina-quinase, transducdo de sinal e regulacdo de atividade enzimatica
(ocorréncias 6,7; 3,6 e 2,9 vezes maiores, todas estatisticamente significantes,
de acordo com teste de distribuicao hipergeométrica). Ao passo que o mesmo
nao ocorreu com a funcao proteina-fosfatase que nao mostrou enriquecimento,
o que pode indicar que o screening foi capaz de excluir com eficiéncia proteina-
fosfatases sem envolvimento significativo com o metabolismo de lipidios
neutros. A analise ontolégica por processos bioldgicos revela o enriquecimento
das categorias sinalizagado, modificagado de proteinas, metabolismo de lipidios,
metabolismo de carboidratos, resposta a estresse e transcricdo (ocorréncias

3,2; 3,2; 3,0, 29; 20 e 1,8 vezes maiores, respectivamente, todas

® Termo da Teoria de Graficos, € usado para designar o conjunto de interacdes (representadas
por linhas) que permitem a conex&o de dois nodulos distintos (vértices) em uma representagao
gréfica de rede. O tamanho do caminho é chamado distancia, que consiste no numero de
interacoes necessarias até se chegar de um ndédulo ao outro. Assim, distancia 2, significa que,
partindo-se de um vértice, percorrendo duas interagbes, é possivel atingir o veértice oposto.
Necessariamente, portanto, havera um terceiro nédulo participando do caminho, que aqui

resolveu-se chamar de conector (Junker & Schreiber, 2008).
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estatisticamente significantes de acordo com teste de distribuicdo
hipergeométrica). Esses dados mostram coeréncia na rede de interagcbes
obtida.

Em seguida, procuraram-se os nédulos que necessariamente fizessem a
conexao entre um noédulo do médulo de proteina-fosfatases € um ndédulo do
modulo de metabolismo lipidico (FIGURA 32). Desse modo, identificaram-se
135 ndédulos, que para simplificacdo, serdo chamados de conectores. De
acordo com a anotacao no banco de dados de S. cerevisiae, os conectores
encontrados foram separados em meta-nodulos, por fungdes ou processos, em
ordem prioritaria: proteina-fosfatase, proteina-quinase, metabolismo lipidico,
transcricao e traducdo. Essa analise apontou 58 conectores de interesse no
estudo de efetores da regulagdo do metabolismo lipidico (a listagem encontra-

se no apéndice V).
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Metabolismo
Lipidico

Proteina
fosfatases

FIGURA 32. Analise de conectores entre os mutantes com niveis anormais de
corpusculos lipidicos. Utilizando-se o aplicativo VisANT foi construido o mapa de interagdes
entre os hits do screening (representados por balbes verdes) buscando-se os menores
caminhos possiveis (caminhos de 2 passos). Os genes conectores obtidos foram agrupados de
acordo com sua ontologia (GO) sendo representados em verde claro aqueles afins aos grupos
do screening e em azul aqueles que fazem a ponte entre o grupo de proteina-fosfatases e
metabolismo lipidico.
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5. DISCUSSAO

A medida que mais evidéncias ligam a desregulacdo do metabolismo de
corpusculos lipidicos a processos patologicos, como a resposta inflamatoria
(Bozza & Viola, 2010), resisténcia a insulina (Bostrom et al., 2007) e até
doencas neurodegenerativas (Cole et al., 2002), além de seu conhecido papel
no armazenamento de lipidios, aumenta-se o interesse por estas organelas no
campo das ciéncias bioldgicas. No entanto, ainda ha questdes fundamentais a
serem resolvidas em relagdo as vias de sinalizagado envolvidas na regulagao
corpusculos lipidicos. De fato, os métodos empregados no estudo de lipidios
nao propiciaram muitos avancgos; tais pesquisas ainda se baseiam em estudos
microscopicos demorados ou em extracbes de lipidios com solventes
organicos, seguindo protocolos dos anos 50 (Bligh & Dyer, 1959), e posterior
analise, geralmente utilizando-se a cromatografia em camada fina de alta
eficiéncia, com intricados sistemas de solventes cuja pureza pode ser
determinante na execugdo da técnica (Connerth et al., 2009). O emprego
destas técnicas exige pesquisadores treinados ja que as etapas envolvidas
podem ser complicadas e trabalhosas. No presente trabalho desenvolveu-se
um novo método fluorimétrico de rapida execugao e baixo custo que, além de
alta reprodutibilidade, foi capaz de evidenciar vias de regulacdao do

metabolismo lipidico.

5.1. ESTABELECIMENTO DE UM METODO FLUORIMETRICO PARA
DETERMINACAO DE CORPUSCULOS LIPIDICOS

Na primeira parte deste trabalho, apresentou-se uma alternativa
metodolégica no estudo de corpusculos lipidicos, reservatorios celulares de
lipidios neutros, sem a necessidade de extragbes. Utilizando-se uma sonda
fluorescente especifica para corpusculos lipidicos, foi possivel desenhar um
ensaio que se mostrou sensivel e reprodutivel para o estudo de variagoes
fisiolégicas nos niveis de corpusculos lipidicos. Além disso, pela simplicidade
do método, é viavel a sua aplicacdo a experimentos de larga escala,
produzindo resultados bastante confiaveis. A sonda fluorescente BODIPY

493/503, que consiste em uma molécula derivada do fluoréforo BODIPY com
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cinco substituicdes, devido a sua natureza lipofilica, acumula-se em
corpusculos lipidicos (Gocze & Freeman, 1994). Conforme demonstrado aqui,
essa marcagao se da de forma passiva, ja que foi possivel a utilizagdo de
células fixadas. A escolha em se trabalhar com células fixadas foi bastante
acertada ja que, além de evitar respostas celulares que possam afetar os niveis
de lipidios neutros, impede a expulsdo da sonda por bombas de drogas (Sepp
Kohlwein, comunicacédo pessoal), sistema de detoxificagdo bastante ativo em
leveduras.

O BODIPY ja vem sendo empregado em estudos de microscopia como
alternativa ao vermelho do Nilo (DiDonato & Brasaemle, 2003;Fowler &
Greenspan, 1985). E interessante observar, porém, que este Ultimo atua mais
como uma sonda hidrofdbica, pois s6 fluoresce em ambientes hidrofébicos de
forma dependente a hidrofobicidade do meio em que se encontra, tendo sido
demonstrado que cora tanto membranas como corpusculos lipidicos (Jackson
et al., 2004;Petschnigg et al., 2009). Por outro lado, o BODIPY apresenta maior
especificidade para corpusculos lipidicos, conforme revelado por citometria de
fluxo (Gocze & Freeman, 1994). Ainda, o BODIPY parece ser menos sensivel
as condi¢cdes do meio, como pH e polaridade (Karolin et al., 2002), o que pode
ser visto como uma vantagem ao se comparar a marcagido de corpusculos
lipidicos em diferentes cepas mutantes, ja que podem ser descartados
artefatos devido a variagées no perfil lipidico destas organelas.

Um método onde as células fossem adicionadas a uma solucado de
fluoréforo sem a necessidade de lavagem seria de grande interesse, pois
permitiria facil aplicagdo para sistemas de larga escala. Para atender este
modelo fez-se necessario reduzir a fluorescéncia da sonda no meio aquoso de
maneira que o sinal s voltasse aos niveis normais quando esta estivesse
marcando as organelas desejadas (FIGURA 11). Dessa forma, o iodeto de
potassio se revelou a melhor opgao, primeiramente, pela alta eficiéncia com
que reduziu a fluorescéncia do BODIPY apenas em meio aquoso, ja que
quando este se encontra no interior dos corpusculos lipidicos o efeito foi
anulado (FIGURAS 15 e 17). Embora nao tenham sido realizados
experimentos, pode-se aventar que por sua natureza ibnica e, portanto,
hidrofilica, € pouco provavel que ions iodeto tenham grande penetragao nos

corpusculos lipidicos, ambiente altamente hidrofébico.
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Uma vez que as condigbes o6timas foram determinadas, o ensaio
apresentado neste trabalho permitiu 0 acompanhamento da dinamica de
corpusculos lipidicos durante o crescimento de uma cultura (FIGURA 18),
fornecendo resultados consistentes com os previamente publicados (Kurat et
al., 2006; Zanghellini et al., 2008). Ainda que n&do compreendidos os
mecanismos moleculares que regulam tal dindmica, do ponto de vista
fisioldgico, sustenta-se que células estacionarias ao se encontrar em meio
fresco mobilizam os estoques de lipidios neutros para sintese de fosfolipidios,
ja que para promog¢ao do crescimento sera necessaria a proliferacao de
membranas. Isso é consistente com o fato de que em situagdo onde nutrientes
sejam abundantes, 0s peroxissomos, organelas responsaveis pela beta-
oxidagao de acidos graxos em leveduras, tém a sua biogénese reprimida. Por
outro lado, uma vez que a concentragao e qualidade dos nutrientes comecem a
cair na cultura, as leveduras, como ja € conhecido para o caso do glicogénio,
retomam a estocagem de lipidios neutros, preparando-se para condi¢des mais
adversas. E interessante notar, que nesta dindmica, mediante estudos de
microscopia, o numero de goticulas por célula ndo mostrou variagao
estatisticamente significativa, ao contrario da area total de fluorescéncia por
célula, de onde inferiu-se que a area média das goticulas diminuiram (FIGURA
18). Assim, pode-se concluir que as medidas realizadas com 0 novo ensaio
fluorimétrico correlacionam-se melhor com a area total de fluorescéncia por
célula. Essa observagao seria mais tarde confirmada quando analisaram-se as
microscopias das cepas erg4 e ergb, que, embora apresentem maior numero
de corpusculos lipidicos, a area média de fluorescéncia por célula € menor que
na cepa selvagem, explicando a obtengdo de menores valores no ensaio
fluorimétrico (FIGURAZ22).

Deve ser mencionado que, embora ndo seja o foco inicial do trabalho, os
experimentos de validagdo do ensaio proposto, mostram uma intima relacao
entre o tamanho dos corpusculos lipidicos e o conteudo de triacilglicerol
medido (FIGURA 19). Por outro lado, os dados sugerem pouca influéncia dos
niveis de ésteres de esterdis nos corpusculos lipidicos, ja que a cepa mutante
arelare2 apresenta pequena diminuicdo na area total de fluorescéncia por
célula — efeito também observado nas medidas fluorimétricas (FIGURA 20).

Dessa forma, pode-se sugerir que problemas na regulagao do metabolismo de
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triacilglicerdis irao refletir maiores variagdes nos niveis de corpusculos lipidicos
medidos.

A validagdo deste método em outros modelos, como células de
mamiferos em cultura, a exemplo do trabalho aqui apresentado para leveduras,
permitira a identificacdo de mecanismos de regulagédo e pesquisa de moléculas
experimentais que interfiram no acumulo e mobilizagcdo de corpusculos

lipidicos.

5.2. APLICACAO DO METODO FLUORIMETRICO A EXPERIMENTOS
DE LARGA ESCALA

Em um segundo momento, tendo o método se mostrado viavel e
sensivel, foi avaliado o seu emprego em experimento de larga escala na busca
de cepas com niveis anormais de corpusculos lipidicos. Nesse caso, foram
testados dois grupos de mutantes; um deles formado por cepas deletadas para
enzimas do metabolismo lipidico, principalmente sintese de lipidios, e a
maquinaria de sintese e mobilizagdo de corpusculos lipidicos. Este grupo foi
tomado como grupo de referéncia e nao apenas validou o screening, como
confirmou observagdes prévias sobre o método desenvolvido, reforcando sua
utilidade ainda que se compare cepas com composicoes lipidicas diferentes.
Em um screening previamente publicado (Fei et al., 2008), no qual a colegao
de cepas deletadas foi analisada microscopicamente em sua totalidade para se
quantificar corpusculos lipidicos, quatro dos hits aqui obtidos foram
identificados com fendtipos anormais. No caso, as mutantes dga7, identificada
previamente como tendo menor numero de corpusculos lipidicos, e tgl3, erg4 e
ergb, identificadas com numero elevado de corpusculos lipidicos. Enquanto
dgal e tgl3 foram coerentemente identificadas no projeto desta tese como
sendo cepas de menor e maior conteudo de corpusculos, respectivamente, as
cepas erg4 e ergb apresentaram menor conteudo de corpusculos, resultado, a
priori, discordante da literatura. Como ja mencionado, isso pode ser atribuido a
corpusculos lipidicos substancialmente menores — o que é refletido na
diminuicdo da area total de fluorescéncia nos estudos de microscopia aqui

apresentados (FIGURA 22) — resultando em menor captacdao de BODIPY,
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portanto, fluorescendo menos. Dessa maneira justifica-se a identificagdo de
erg4 e ergb como cepas de menor conteudo lipidico.

Em relagdo as demais mutantes de metabolismo lipidico que
apresentaram niveis anormais de corpusculos lipidicos, a literatura mostra que
realmente estas apresentam alteragdes nos niveis de lipidios neutros
(Sandager et al., 2002; Lorenz & Parks, 1990; Athenstaedt & Daum, 2003;
Athenstaedt & Daum, 1997).

5.3. IDENTIFICACAO DE VIAS REGULADORAS DO METABOLISMO
LIPIDICO

Um segundo grupo submetido ao screening era constituido por dele¢des
de proteina-fosfatases ndo essenciais e suas subunidades correlacionadas. O
objetivo, neste caso, era a identificagdo de reguladores dos niveis de lipidios
neutros. E interessante notar que em screenings previamente realizados, onde
os parametros utilizados foram o numero (Fei et al.,, 2008) e morfologia de
corpusculos lipidicos (Szymanski et al., 2007) nao foram capazes de identificar
proteina-fosfatases relevantes. Aqui, de 65 cepas deletadas para todas as
proteina-fosfatases nao-essenciais e suas subunidades, 10 apresentaram
niveis elevados de corpusculos lipidicos ao passo que somente 3
apresentaram niveis reduzidos. Este resultado poderia sugerir que € mais
provavel que a perda da funcao de proteina-fosfatases provoque alteragdes na
area total de corpusculos lipidicos, explicando o motivo destas n&o terem sido
identificadas previamente. Além disso, com o emprego da droga soraphen A,
inibidor de ACCase (Vahlensieck et al., 1994), foi possivel sugerir em quais
destas mutantes o efeito se daria na disponibilidade de acidos graxos, blocos
de construgdo de lipidios (TABELA 3). De fato, 11 mutantes mostraram
correlagcdo entre o fendtipo de corpusculos lipidicos e sensibilidade ao
soraphen A. No caso das 10 cepas mutantes de proteina-fosfatases com niveis
elevados de corpusculos lipidicos, 6 (ptc1, ptc4, ptc7, gac1, pps1, sap185)
apresentaram correlagcdo entre o fendtipo de corpusculos e resisténcia a
soraphen A. E interessante comentar que o mapa de interacdes entre estes
genes/proteinas (PTC1, PTC4, PTC7, GAC1, PPS1, SAP185, SIT4, SAP190,

REGT1) revela que todos, com excecdao de PTC4 e PTC7, sao capazes de

97



interagir entre si, com PTC1 ocupando um papel central (FIGURA 31). Outro
fato interessante € que, além da interagao genética entre Ptc1p e Snf1p/AMPK
(Costanzo et al., 2010;Fiedler et al., 2009) demonstrada em experimento de
larga-escala em S. cerevisiae, foi verificado em Arabidopsis thaliana que a
ativacdo de Snf1p (homologa a Snf1p de leveduras e AMPK de mamiferos) &
regulada por PP2C. Isso somado a sua interagdo com a via da quinase TOR,
reforca a importancia desta ultima na regulacdo do metabolismo de lipidios
neutros em S. cerevisiae (Gonzalez et al., 2009).

Obviamente, maiores experimentos devem ser realizados para se
descartar a possibilidade de que tais delecdes alterem a permeabilidade das
células a drogas. Esse pode ser o caso das mutantes erg4 e ergb, ja que em
uma série de screenings empregando drogas é comum a identificagdo de
mutantes ERGs (Sturley, 2000). De toda forma, 7 mutantes, apesar de terem
niveis anormais de corpusculos lipidicos, ndo apresentaram alteracdes na
sensibilidade a soraphen (bni4, msgb, ppz2, are2, pph2, hmg2, tgl3). Além de
indicar Are2p e Tgl3p como provaveis pontos de regulacdo, o enfoque nestes
mutantes podera revelar mecanismos de regulagdo direta da sintese ou

hidrélise de lipidios neutros.

5.4. O PAPEL DA SERINA-TREONINA PROTEINA-FOSFATASE SIT4

Dentre o grupo de proteina-fosfatases, os mutantes classificados como
llc, foram estudados com detalhamento. Primeiramente, verificou-se através do
estudo de interagdes entre proteinas/genes que constam de bancos de dados
se os efeitos das delecdes de Sit4p, bem como sua subunidade Sap190p, e
Reg1p estariam de alguma forma conectados. A analise do mapa de interagcdes
em comum entre Sit4p, uma serina/treonina proteina-fosfatase tipo PP2A, e
Reg1p, subunidade regulatéria da fosfatase do tipo | Glc7p, chama a atengao
para a proteina-quinase Snf1p/AMPK,. Snf1p/AMPK ¢é conhecidamente uma
reguladora do metabolismo de acidos graxos ja que, uma vez ativada, fosforila
a enzima acetil-coa carboxilase, responsavel pelo comprometimento de
carbonos com a sintese de lipidios (Woods et al., 1994). Apesar de até o
momento serem conhecidas trés proteina-quinases responsaveis pela

fosforilacdo de Snf1p e sua consequente ativagdo (Sutherland et al., 2003), o
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controle da atividade de Snf1p/AMPK parece se dar principalmente através da
desfosforilagdo (Tabba et al., 2010). Tal evento, demonstrou-se, € levado a
cabo pela proteina-fosfatase Glc7p e, de fato, é dependente da subunidade
regulatoria Reg1p (McCartney & Schmidt, 2001). Dessa forma, levantou-se a
hipétese de que Sit4p, juntamente a Sap190p, participem da regulagcao de
Snf1p/AMPK, afetando a atividade de acetil-coa carboxilase.

De fato, pesquisadores acreditam que a proteina-fosfatase Sit4p possa
desfosforilar a enzima acetil-coa carboxilase (Tehlivets et al., 2007), enzima
chave na sintese de acidos graxos, ja que foi demonstrada a interagao fisica
entre essas proteinas em experimentos de larga escala (Ho et al., 2002).
Porém, até o presente momento, resultados experimentais mais cuidadosos
nao foram publicados. Os resultados aqui apresentados, embora néo
descartem a hipétese vigente da literatura, propée um novo nivel de regulagéo
da atividade da enzima acetil-coa carboxilase, indiretamente através da
atividade de Snf1p/AMPK.

Isso pode ser sugerido, pois, como demonstrado, ao se avaliar a
dindmica de corpusculos lipidicos da cepa sit4 mostrou-se que esta nao
apresenta maiores anomalias, sendo capaz de mobilizar as goticulas durante a
fase lag e ressintetiza-las a partir da fase logaritmica média (FIGURA 26). No
entanto, ao se tomar os valores iniciais da cepa selvagem para fins de
comparacgao, verifica-se uma menor taxa de sintese, com niveis baixos ao
longo de todo o crescimento. Embora sejam necessarios maiores experimentos
para se descartar defeitos na maquinaria de mobilizacdo e sintese de
corpusculos lipidicos, o efeito da delegdo de Sitdp pode ser creditado a
reduzida disponibilidade de blocos de construgcdo dos lipidios neutros,
sobretudo triacilglicerdis. Isso foi confirmado, jda que a delegdo de Sit4p
aumenta a sensibilidade a droga soraphen A, um inibidor especifico de acetil-
coa carboxilase, o que sugere uma menor atividade desta enzima na cepa sit4
(FIGURA 27). Sabendo-se que a delegcao da proteina Reg1p provoca um
estado de hiperfosforilagdo da proteina-quinase Snf1p/AMPK, investigou-se o
estado de fosforilagdo desta para as cepas sit4 e sap190.
Surpreendentemente, a delecao de Sit4p, ou sua subunidade Sap190p, conduz
a aumento constitutivo da fosforilagdo de Snf1p/AMPK, tornando esta mais
ativa (FIGURA 24).
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Interessantemente, sobre o papel de Sap190p, ha que se destacar o
efeito contrario provocado pela delecdo de outra subunidade regulatéria,
Sap185p (tendo sido classificada como uma cepa hlc no screening e
apresentando maior resisténcia a soraphen A). Esses dados reforcam hipotese
que as SAPs competem entrem si pela ligacdo a subunidade catalitica Sit4p,
existindo um equilibrio entre os complexos formados, conforme ja apresentado
por outros grupos (Luke et al., 1996). Dessa forma, acredita-se que a delegao
de uma das SAPs ira favorecer a formacao de outros complexos, verificando-se
fungdes antagbnicas entre estas (Jablonowski et al., 2009). No entanto, até o
momento, ndo havia sido apresentada uma relagdo antagbnica entre Sap185p
e Sap190p. Mais estudos sdo necessarios para responder ser os efeitos
opostos nos niveis de corpusculos lipidicos estao relacionados. O mesmo
fendbmeno foi observado para as delecoes de Gaclp e Bni4p, ambas as
subunidades regulatérias da proteina-fosfatase Glc7p, quando comparadas a
delecao de Reg1p. Isso indica que o equilibrio entre os complexos parece ser
um tema recorrente na regulacdo da atividade de proteina-fosfatases,
conhecidas por sua promiscuidade de alvos.

Ha que se comentar que a evidenciacdo de Sit4p no metabolismo
lipidico, chama ateng¢do para uma possivel conexdo — para a qual existem
amplas evidéncias na literatura, porém ainda ndo bem compreendida — entre as
vias das quinases TOR - sensivel a disponibilidade de nitrogénio, na forma de
aminoacidos, principalmente - e Snf1p/AMPK, via sensivel a relacao AMP/ATP
e disponibilidade de carboidratos. Reforca-se, assim, o papel de Sit4p em
orquestrar as vias sensiveis a nutrientes e crescimento celular.

Finalmente, também foi investigada a participacédo de Sitdp no
metabolismo de esterdis, outro possivel destino do acetil-coa gerado no
metabolismo de carboidratos, ja que a sintese de acidos graxos esta diminuida.
Ja foi previamente correlacionado o nivel de ergosterol celular, espécie de
maior representagcao nos esterois totais de uma levedura, com a sensibilidade
ao antimicético anfotericina B (Woods, 1971). Ao se avaliar a sensibilidade da
cepa sit4 a esta droga, verificou-se que esta é de fato maior (FIGURA 28). No
entanto, medidas de ergosterol total na célula n&o revelaram diferengas
significativas quando comparadas a cepa selvagem (FIGURA 29). Pelo modo

de acdo da droga, que consiste em ligar-se a moléculas de esterdis da
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membrana celular provocando poros, levanta-se a possibilidade de que,
embora os niveis totais de ergosterol ndo se alterem, a maior parte deste esteja
na forma livre, se inserindo na membrana plasmatica. Isso é plausivel ja que ha
menor disponibilidade de acidos graxos para a esterificacdo dos esterdis
sintetizados e subseqlente armazenamento em corpusculos. Esse dado é de
relevancia clinica, pois eleva Sit4p a possivel alvo no combate a infecgdes por
leveduras resistentes a drogas. Estudos ja estdo em andamento para se

verificar a validade desta hipétese.
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6. CONCLUSOES

Os dados obtidos na primeira parte deste trabalho indicam que:

1. O ensaio de recuperagao de fluorescéncia proposto ndo apenas é viavel
como é capaz de detectar flutuagdes fisiolégicas ao longo do crescimento de
uma cultura.

2. Os valores de fluorescéncia medidos correlacionam-se a area total de
fluorescéncia observada por microscopia. Desse modo, pela forte influéncia
dos niveis de ftriacilglicerdis na area dos corpusculos lipidicos, o método,
indiretamente, representara com maior correlacido variagoes neste lipidio
neutro especificamente.

3. De todo modo, a natureza dos lipidios compondo os corpusculos nao é
impeditivo para aplicagdo do método (como é o caso de mutantes que nao
apresentam ésteres de esterdis).

4. Pelo acima exposto, 0 método pode ser promissoramente empregado em

experimentos de larga escala e na comparacao de mutantes distintos.

Uma vez estabelecido o ensaio de fluorescéncia, este foi aplicado em
um screening gendmico de proteina-fosfatases e suas subunidades
regulatérias no intento de se identificar mutantes com niveis anormais de

corpusculos lipidicos. Dos resultados obtidos, pode-se concluir que:

1. Sit4p, juntamente com sua subunidade regulatéria Sap190p, € um regulador
positivo do metabolismo lipidico de S. cerevisiae, atuando na inibicdo da
quinase Snf1p/AMPK. Assim, indiretamente, Sit4p atua ativando a enzima
chave do metabolismo de &cidos graxos, acetil-coa carboxilase.

2. A delegao de Sit4p provoca sensibilidade ao polieno anfotericina B e os
dados sugerem que isso se deve a alteracido da distribuicdo de esterdis nas
membranas lipidicas.

3. Identificaram-se 6 proteina-fosfatases (Ptc1p, Ptcdp, Ptc7p, Ppsip,
Sap185p, Gac1p) cujas delecdes, a exemplo de Sit4p, também afetam a
atividade de ACCase, porém de forma oposta. Estas proteina-fosfatases

formam uma sub-rede e chama atencéo para uma posigao central de Ptc1p.
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4. O estudo das redes de interagdes entre os mutantes identificados no
screening para niveis anormais de corpusculos lipidicos retornou 58
genes/proteinas candidatos a reguladores do metabolismo de lipidios neutros
em S. cerevisiae.

Parte dos dados aqui apresentados foi publicada em trabalho anexado
(anexo I). O ensaio liquido de recuperacao de fluorescéncia aqui desenvolvido
também constituira capitulo de livro de protocolos cientificos reunidos por
membros do Instituto de Bioquimica Médica da Universidade Federal do Rio de

Janeiro. O manuscrito deste capitulo encontra-se anexado (anexo II).
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APENDICE |

MUTANTES DELETADOS PARA GENES DE SINTESE DE LIPiDIOS
SUBMETIDOS A SCREENING PELO METODO DE RECUPERACAO DE

FLUORESCENCIA
NOME SISTEMATICO PROCESSO BIOLOGICO MEDIA D.P. P
HMG2 YLR450W Sintese de Esterois 0.58 0.19 <0.001
DGA1* YOR245C Sintese de Triacilglicerois 0.59 0.16 <0.001
ERG4* YGLO12W Sintese de Esterobis 0.70 0.18 0.003
ERG5* YMRO015C Sintese de Esterobis 0.71 0.28 0.007
ARE2 YNRO19W Sintese de Esteres de Esterol 0.76 0.21 0.023
LRO1 YNROO8W Sintese de Triacilglicerois 0.81 0.09 0.069
DPP1 YDR284C Sintese de Triacilglicerdis 0.81 0.19 0.095
LPP1 YDR503C Sintese de Triacilglicerdis 0.84 0.12 0.152
ERG2 YMR202W Sintese de Esterdis 0.84 0.06 0.164
GPT2 YKRO67W Sintese de Triacilglicerois 0.85 0.06 0.178
CSG2 YBR036C Sintese de Ceramida 0.85 0.26 0.233
TGL5 YORO081C Lipase (TAG) 0.86 0.17 0.265
AYR1 YIL124W Sintese de Triacilglicerois 0.87 0.19 0.317
LACT1 YKL008C Sintese de Ceramida 0.88 0.09 0.359
HMG1 YMLO75C Sintese de Esterodis 0.88 0.15 0.380
SUR2 YDR297W Sintese de Ceramida 0.91 0.01 0.048
ARE1 YCRO048W Sintese de Esteres de Esterol  0.91 0.10 0.626
IPT1 YDRO072C Sintese de Ceramida 0.93 0.09 0.782
LAG1 YHLO003C Sintese de Ceramida 0.94 0.01 0.577
TGL1 YKL140W Hidrolase (EE) 0.99 0.03 0.189
YEH2 YLR020C Hidrolase (EE) 1.00 0.08 0.540
ERG24 YNL280C Sintese de Esterdis 1.00 0.14 0.546
SCS7 YMR272C Sintese de Ceramida 1.00 0.12 0.531
ERG6 YMLO08C Sintese de Esterodis 1.01 0.20 0.507
SCT1 YBLO11W Sintese de Triacilglicerois 1.01 0.10 0.450
SUR1 YPLO57C Sintese de Ceramida 1.03 0.04 0.332
YEH1 YLLO12W Hidrolase (EE) 1.05 0.03 0.002
Lipase (TAG) and Hidrolase
TGL4 YKR089C (EE) 1.09 0.14 0.095
ERG3 YLRO56W Sintese de Esterodis 1.10 0.27 0.107
SLC1 YDL052C Sintese de Triacilgliceréis 1.17 0.05 0.022
TGL3* YMR313C Lipase (TAG) 1.37 0.17 <0.001

7 de 31 mutantes mostraram niveis anormais de goticulas lipidicas. Andlise estatistica foi
realizada contra valores da cepa selvagem (fluorescéncia média = 0.95, D.P. = 0.15, n = 14).
Foi aplicado um filtro arbitrario de + 20% em relagdo aos valor médio de fluorescéncia da cepa
selvagem. Fendtipos ditos llc (do inglés low lipid content) e hic (do inglés high lipid content)
foram marcados como vermelho e verde, respectivamente. Descricbes de genes estdo de

acordo com o banco de dados de S. cerevisiae (www.yeastgenome.org).

* cepas identificadas em screening previamente publicado



APENDICE II

MUTANTES DELETADOS PARA GENES DE SUBUNIDADES CATALITICAS
E REGULATORIAS NAO-ESSENCIAIS DE FOSFATASES SUBMETIDOS A

SCREENING PELO METODO DE RECUPERAGAO DE FLUORESCENCIA

NOME SISTEMATICO PROCESSO BIOLOGICO MEDIA D.P. P
SIT4 YDLO47W Fosfatase tipo 2A-like 0.63 0.09 <0.001
REG1 YDRO028C Subunidade regulatéria da fosfatase tipo 1 Glc7p 0.68 0.16 0.002
SAP190  YKRO028W Subunidade regulatéria da fosfatase Sit4p 0.73 0.07 0.007
SIS2 YKRO072C Subunidade regulatéria da fosfatase tipo 1 Ppz1p 0.86 0.07 0.223
PIG2 YILO45W Subunidade regulatéria da fosfatase tipo 1 Glc7p 0.89 0.12 0.450
LTP1 YPRO0O73C Tirosina fosfatase 0.90 0.12 0.518
RTS1 YORO014W Subunidade regulatéria da fosfatase tipo 2A 0.91 0.07 0.598
YBRO51W ORF dubio, parcialmente sobrepbe REG2 0.92 0.29 0.809
PTC6 YCRO79W Fosfatase do tipo 2C 0.92 0.10 0.636
GIP2 YERO054C Subunidade regulatéria da fosfatase tipo 1 Glc7p 0.92 0.1 0.646
YVH1 YIR026C Tirosina fosfatase 0.92 0.13 0.653
CNA1 YLR433C Subunidade de calcineurina, fosfatase tipo 2B 0.92 0.10 0.661
PTC3 YBLO56W Fosfatase do tipo 2C 0.93 0.17 0.725
PTC5 YORO090C Fosfatase do tipo 2C 0.93 0.08 0.722
GLCS8 YMR311C Subunidade regulatéria da fosfatase tipo 1 Glc7p 0.93 0.04 0.457
TIP41 YPRO40W Interage fisicamente com Tap42p, regula Sit4p 0.93 0.09 0.781
SIw14 YNLO32W Tirosina fosfatase 0.94 0.10 0.821
CNB1 YKL190W Subunidade de calcineurina, fosfatase tipo 2B 0.94 0.08 0.897
RTS3 YGR161C Subunidade regulatéria da fosfatase tipo 2A 0.95 0.10 0.930
PSR2 YLRO19W Fosfatase involvida em resposta geral a estresse 0.95 0.04 0.992
OCA2 YNLO56W Tirosina fosfatase 0.95 0.22 0.997
SDP1 YIL113W MAP quiinase fosfatase 0.96 0.17 0.971
YNLO10W Similar a serina fosfatase 0.96 0.08 0.948
PTP1 YDL230W Tirosina fosfatase 0.96 0.09 0.932
SIP5 YMR140W Interage com Reg1p/Glc7p 0.96 0.14 0.928
CMP2 YMLO57W Subunidade de calcineurina, fosfatase tipo 2B 0.97 0.12 0.866
YGR203W Similar a Cdc25p, Arr2p e Mih1p 0.97 0.14 0.814
PPH22 YDL188C Fosfatase tipo 2A 0.99 0.14 0.636
PPT1 YGR123C Ser/Thr fosfatase similar a PP5 humana 0.99 0.14 0.622
PPG1 YNRO32W Ser/Thr fosfatase 1.00 0.07 0.596
PTC2 YER089C Fosfatase do tipo 2C 1.01 0.15 0.522
RRD2 YPL152W Ativador da atividade tirosina fosfatase de PP2A 1.01 0.09 0.474
MIH1 YMRO036C Tirosina fosfatase 1.01 0.07 0.458
PIG1 YLR273C Subunidade regulatoria da fosfatase tipo 1 Glc7p 1.01 0.15 0.467
GIP1 YBRO045C Subunidade regulatéria da fosfatase tipo 1 Glc7p 1.02 0.04 0.048
PHO13 YDL236W Fosfatase alcalina com atividade proteina fosfatase 1.02 0.09 0.382
SAP4 YGL229C Subunidade regulatéria da fosfatase Sit4p 1.03 0.16 0.376
Recrutamento da fosfatase Ptc1p para o complexo Pbs2-
NBP2 YDR162C Hog1p 1.04 0.07 0.264



PTP3 YERO075C Tirosina fosfatase 1.05 0.17 0.267
YER121W Proteina putativa de fun¢do desconhecida 1.05 0.07 0.249
VHS3 YORO054C Subunidade regulatéria da fosfatase tipo 1 Ppz1p 1.05 0.15 0.255
NEM1 YHRO004C Provavel subunidade catalitica do complexo Nem1p-Spo7p 1.05 0.10 0.246
PPZ1 YMLO16C Fosfatase tipo 1 1.05 0.16  0.221
PSR1 YLLO10C Fosfatase involvida em resposta geral a estresse 1.05 0.11 0.210
PSY4 YBL046W Subunidade regulatéria da fosfatase tipo 2A Pph3p 1.06 0.19 0.200
SAP155  YFRO40W Subunidade regulatéria da fosfatase Sit4p 1.06 0.14 0.179
PPQ1 YPL179W Ser/Thr fosfatase 1.08 0.21 0.147
PPH3 YDRO75W Fosfatase tipo 2A 1.09 0.04 0.091
PSY2 YNL201C Subunidade regulatoria da fosfatase tipo 2A Pph3p 1.09 0.13 0.098
REG2 YBR050C Subunidade regulatéria da fosfatase tipo 1 Glc7p 1.09 0.05 0.086
PTP2 YOR208W Tirosina fosfatase 1.12 0.22 0.057
OCA1 YNL099C Tirosina fosfatase 1.12 0.25 0.058
PAM1 YDR251W Proteina de fun¢do desconhecida 1.13 0.15 0.028

SPO7

TPD3

YALOOOW Subunidade regulatéria do complexo Nem1p-Spo7p 1.22 0.30 0.172

YALO16W Subunidade regulatéria da fosfatase tipo 2A 1.52 0.39 0.127

13 de 65 mutantes mostraram niveis anormais de goticulas lipidicas. Analise estatistica foi realizada
contra valores da cepa selvagem (fluorescéncia média = 0.95, D.P. = 0.15, n = 14). Foi aplicado um
filtro arbitrario de + 20% em relagcdo aos valor médio de fluorescéncia da cepa selvagem. Fendtipos
ditos llc (do inglés low lipid content) e hlc (do inglés high lipid content) foram marcados como vermelho
e verde, respectivamente. Descricbes de genes estdo de acordo com o banco de dados de S.
cerevisiae (www.yeastgenome.org).



APENDICE IlI

ANALISE ONTOLOGICA POR FUNGCAO MOLECULAR

% NO
FUNGAO MOLECULAR % NA AMOSTRA GEA)NOMA p

PROTEINA-KINASE 13,4 2 <0,001
TRANSDUCAO DE SINAL 2,5 0,7 0,002
REGULADOR DE ATIVIDADE ENZIMATICA 9,7 33 <0,001
TRANSFERASE 30 11,4 <0,001
ATIVIDADE MOTORA 0,7 0,3 0,123
LIGACAO A PROTEINA 15,5 9,7 <0,001
ISOMERASE 14 0,9 0,136
HIDROLASE 18,4 13,1 0,003
NUCLEOTIDILTRANSFERASE 2,2 1,7 0,143
REGULADOR DE TRANSCRICAO 6,1 5 0,069
LIGACAO A LIPIDIOS 14 1,2 0,186
LIASE 14 1,3 0,199
PROTEINA-FOSFATASE 0,7 0.8 0,277
OUTROS 14

NAO ANOTADOS 0,4

277 genes/proteinas que criam redes de interagbes interligando todos os hits do screening
foram submetidos a analise ontolégica por fungdo molecular (www.yeastgenome.org). As
frequéncias das categorias na amostra e no genoma da levedura S. cerevisiae, bem como a
relacdo entre estas sdo mostradas.Em vermelho fun¢gbes moleculares de especial interesse

neste trabalho.



APENDICE IV

ANALISE ONTOLOGICA POR PROCESSO BIOLOGICO

%N
PROCESSO BIOLOGICO % NA AMOSTRA GEA)NO?IIA p

MODIFICACAO DE PROTEINAS 27,8 8,7 <0,001
TRANSPORTE 24,9 16,3 <0,001
METABOLISMO DE RNA 22,7 18,6 0,012
CICLO CELULAR 22,4 8,3 <0,001
RESPOSTA A ESTRESSE 18,4 9,2 <0,001
TRANSCRICAO 17,7 9,6 <0,001
METABOLISMO DE CARBOIDRATO 12,3 4,3 <0,001
ORGANIZAGAO DO CROMOSSOMO 12,3 6,2 <0,001
SINALIZAGAO 11,9 3,7 <0,001
TRANSPORTE POR VESICULAS 10,5 5,6 <0,001
METABOLISMO DE LIPIDIOS 10,1 34 <0,001
ORGANIZAGAO DO CITOESQUELETO 97 35 <0,001
RESPOSTA A ESTIMULO QUIMICO 97 5 <0,001
METABOLISMO DE DNA 9,4 6,3 0,010
ORGANIZAGAO DA MEMBRANA CELULAR 8,3 4.4 0,001
BIOGENESE DE COMPLEXOS ENZIMATICOS 6,9 3,6 0,003
ORGANIZAGCAO DE PAREDE CELULAR 6,1 2 <0,001
CITOCINESE 5,8 1,7 <0,001
MEIOSE 58 2,5 0,001
CONJUGAGAO 5,1 1,8 <0,001
SEGREGACAO DE CROMOSSOMOS 4,7 2,3 0,006
TRADUCAO 4,7 11 <0,001
ENOVELAMENTO DE PROTEINA 4,3 1,4 <0,001
BROTAMENTO CELULAR 4,3 1,4 <0,001
METABOLISMO DE AMINOACIDOS E DERIVADOS 43 4 0,115
ESPORULACAO 4 2 0,012
HOMEOSTASE CELULAR 4 2,2 0,023
GERACAO DE METABOLITOS E ENERGIA 4 3 0,079
MORFOGENESE DE COMPONENTES CELULARES 2,9 0,8 0,002
ORGANIZAGAO DE VACUOLOS 1,8 1 0,082
ORGANIZAGAO DO NUCLEO 1,8 1 0,078
ORGANIZAGAO DE PEROXISSOMOS 1,8 1 0,075
ORGANIZAGAO DE VESICULAS 1,8 1,2 0,122
OUTROS 2,2

NAO ANOTADOS 04

277 genes/proteinas que criam redes de interagcbes interligando todos os hits do screening
foram submetidos a analise ontolégica por processo biolégico (www.yeastgenome.org). As
frequéncias das categorias na amostra e no genoma da levedura S. cerevisiae, bem como a
relacdo entre estas sdo mostradas.Em vermelho processos bioldgicos de especial interesse

neste trabalho.



APENDICE V

NOME SISTEMATICO NOME SISTEMATICO
PROTEINA-QUINASE (12) OUTROS MET. LIPIDICO (25)
YCK1 YHR135C PER1 YCR044C
PTK2 YJRO59W GUP1 YGL084C
KSS1 YGRO040W FEN1 YCRO034W
SKM1 YOL113W LCB1 YMR296C
SNF1 YDR477W 7SC3 YBRO058C-A
FUS3 YBLO16W LAS21 YJLO62W
STE20 YHL007C OPI3 YJRO73C
CLA4 YNL298W SEC14 YMRO79W
PHO80 YOL001W APQ12 YILO40W
HAL5 YJL165C OLE1 YGLO55W
HRK1 YOR267C DGK1 YOR311C
PCL1 YNL289W GPI16 YHR188C

FIG4 YNL325C
TRANSCRICAO (12) FAT1 YBRO41W

ACC1 YNR016C
RPO41 YFLO36W PSD1 YNL169C
TAF2 YCR042C TEP1 YNL128W
GCN5 YGR252W IDP3 YNLOO9W
PHO23 YNL097C ARV1 YLR242C
INO2 YDR123C CHO2 YGR157W
Swi3 YJL176C CHO1 YER026C
RTG3 YBL103C SAC1 YKL212W
RPC40 YPR110C BRR6 YGL247W
RGR1 YLRO71C ISC1 YER019W
SIN3 YOL004W BST1 YFL025C
GAS1 YMR307W

OUTRAS PTN-FOSFATASES
YCS4 YLR272C (4)
TRADUCAO (5) BUD14 YARO014C

RRD1 YIL153W
TEF4 YKLO81W SDS22 YKL193C
YEF3 YLR249W DCR2 YLR361C
TEF2 YBR118W
SSB1 YDL229W
DED1 YOR204W

58 genes/proteinas que criam redes de interagbes necessariamente ligando um gene/proteina
do grupo de proteina-fosfatases a um gene/proteina do grupo metabolismo lipidico (ver
FIGURA 25).
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A New Fluorescence-Based Method Identifies Protein
Phosphatases Regulating Lipid Droplet Metabolism
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Abstract

In virtually every cell, neutral lipids are stored in cytoplasmic structures called lipid droplets (LDs) and also referred to as lipid
bodies or lipid particles. We developed a rapid high-throughput assay based on the recovery of quenched BODIPY-
fluorescence that allows to quantify lipid droplets. The method was validated by monitoring lipid droplet turnover during
growth of a yeast culture and by screening a group of strains deleted in genes known to be invohved in lipid metabolism. In
both tests, the fluorimetric assay showed high sensitivity and good agreement with previously reported data using
microscopy. We used this method for high-throughput identification of protein phosphatases involved in lipid droplet
metabolism. From 65 yeast knockout strains encoding protein phosphatases and its regulatory subunits, 13 strains revealed
to have abnormal levels of lipid droplets, 10 of them having high lipid droplet content. Strains deleted for type | protein
phosphatases and related regulators {ppz2, gacl, bnid), type 2A phosphatase and its related regulator (pph21 and sap185),
type 2C protein phosphatases (ptcl, ptcd, ptc7) and dual phosphatases (ppsT, msg5) were catalogued as high-lipid droplet
content strains. Only regl, a targeting subunit of the type 1 phosphatase Gle7p, and members of the nutrient-sensitive TOR
pathway (sitd and the regulatory subunit sap190) were catalogued as low-lipid droplet content strains, which were studied
further. We show that Snf1, the homologue of the mammalian AMP-activated kinase, is constitutively phosphorylated
{hyperactive) in sit4 and sap190 strains leading to a reduction of acetyl-CoA carboxylase activity. In conclusion, our fast and
highly sensitive method permitted us to catalogue protein phosphatases involved in the regulation of LD metabolism and
present evidence indicating that the TOR pathway and the SNF1/AMPK pathway are connected through the Sitdp-5ap190p
pair in the control of lipid droplet biogenesis.
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Introduction responsible for the mobilization of stored lipids are localized to the
LI Three of these enzymes are TAG lipases — Tal3p, Tgltp and

In virmally every cell, neutral lipids are stored in cvioplasmic Tgldp [12.13] - and two are SE hydrolases — Yehlp and Tgllp

structures called lipid droplets (LDs) rev. [1]). In the budding yeast
&, ceremisige, these structures contain a neatral lipid core composed
of triacylglycerols (TAGs) and sterol esters (SEs) i a 1:1 ratio [2].
This core i delimited by a phospholipid monolayer associated
with a diversity of proteins, which have structural functions and
also show enzymatic activity [3.4]. LDs are thought to originate in
the endoplasmic reticulum [3,6]. It is thought that as TAG and S5E
are synthesized, they accumulate between the mternal and
external endoplasmic reticulum membrane leaflets untl LDs bud
from the endoplasmic reticulum [7]. This hypothesis is reinforced
by the fact that the enzymes that contribute to the esterification of
fatty acids (FAs] and sterols (STEs) e.g., diacylglycerol acyltrans-
ferases Dgalp [8] and Lrolp [9], and acyl-CoAsterol acyltrans-
ferases, Arelp and AreZp are localized to the endoplasmic
reticulum [L0]. Among these enzymes, only Dgalp is found in
LDs [11]. Regarding the utilization of stored lipids, five enzvimes

). PLoS ONE | www plosone.org

[14]. Remarkably, the major enzyme contributing to SE hydrolase
activity [Yeh2p) is localized at the plasma membrane [15]. This
raises the question of whether the LD is more than a mere neutral
lipid deposit. In fact, equilibrium between mobilization and LD
synthesis seems o be important in various aspects of metabolism,
such as cell cycle progression, that requires lipolysis [16],
membrane trafficking and “lipid buffering” to regulate levels of
free FA [17]. Once synthesized, free FAs and free STEs would
represent a lipotoxic threat [18] if not converted by esterification
into more biologically inert lipids, such as TAG and SEs, and then
stored i LIs, In yeast, deletion of the acyltransferases that esterify
fatty acids into TAGs and SEs lead to high sensitivity to
unsaturated fatty acids [19]. In mammals, LDs control the
synthesis and secretion of inflammatory mediators [20] and are
implicated in virus propagation [21]. Different stimuli and
signaling pathways are involved in the biogenesis of LDs; for
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example, in macrophages, leptin-induced LD formation s
mediated by phosphatidylinositel  3-kinase (PI3-K) and the
mammalian target of rapamycin (mTOR) pathways [22].

In veast, LIs are quite dynamic organclles, It was observed that
they are consumed as a response to a proliferative stimulus, such as
the additon of rich medium to stationary cells. During the lag
phase of growth [23], when nutrients are abundant, lipid
mobilization provides construction blocks for the synthesis of
mare complex lipids such as phospholipids, When cells enter the
exponential phase of growth, LDs are re-synthesized [23].
Nevertheless, hittle 15 known about the regulators and pathways
driving these dynamics. It s known that Snfl, a homolog to
mammalian  AMP-activated  kinase (AMPK), i a negative
regulator of fawty acid synthesis and, once phosphorylated,
mediates acetyl-CoA carboxylase phosphorylation and subsequent
inhibition [24,25]. In order to determine the role of protein
phosphorylation in the regulation of LD dynamics, we screened
yeast mutant strains in which protein phosphatases {including
catalytic and regulatory subumits) had been knocked out (no
phosphatase has been reported to regulate lipid droplet metabo-
lism). Since the techniques used in the study of hipids are laborious
and require time-consuming microscopic analysis, our group
developed a new fluorimetric method suitable for high-throughput
experiments. Nile red i an excellent fluorescent probe for
detection of intracellular lipid droplets by luorescence microscopy
and flow eytolluorometry [26-28]. BODIPY® (4, 4-difluoro-3a,da,-
diaza-s-indacene} has also been used in LI microscopie studies,
and has previously been used for a screening of a veast deletion
mutant collection for LD abnormalities [29]. Although both
molecules preferentially stain LDs, the latter seems to be more
specific [26]. Based on BODIPY fluorescence, we were able to
rapidly evaluate LD content without lipid extraction or micros-
copy analysis, Our results showed that this method is suitable for
following LD dynamics during yeast culture growth and can be
¢mp|c}}'¢d O SCTEET A hrgt number of mutants.

Using our new approach, we were able to identify 13 (our of 63)
phosphatase knockout strains that presented abnormal LD levels.
Among these, we further studied Sitd, a Ser/Thr protein
phosphatase, as a positive regulator of LD metabolism. We
propose that Sivkp, in association with its regulatory subunit
Sapl 90p, regulates lipid metabolism by controlling the phosphor-
ylan'.tm status of Snf1 kinase. In far_'t, the snfl-null strain showed
increased LD levels, confirming unpublished data from Kohlwein
and coworkers [30], while sitd- or sap] 90-null strains exhibited the
opposite phenotype, which is consistent with the hyperpho-
sphorylation of Snflp ohserved in these siraims,

Materials and Methods

Reagents

BODIPY™ 4937503 [referred to here as BODIPY) was
purchased from Invitrogen, prepared as a 10 mM stock solution
in DMSO and kept at —70°C. Soraphen A was a gift from Relf
Miiller (Helmoltz-Zentrum fiir Infektionsforschung) and kept as a
1 mgf’ml stock solution i 10% methanol. All other reagents
were from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO).

Strains

Saccharmmyces cerevisiae strain BY4741 (MATa huSAT dn240
meld 340 wraZAU) and BY4741- MATa gene deletion library (Open
Biosystems). BY4742 (MATw his3Al A0 bs2A0 wa3d),
doalirel (MATa hic3A] lew2A0 (w240 wa3A0  doal :KanMX
drod ::KanMX) and arelare? (MATo fusTAT En2A0 220 wraiAd
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aref clmmMY  arel:RanMX) were kindly provided by Sepp D.
Kohlwein (University of Graz, Austria).

Yeast growth and cell fixation

Saccharomyees cerevimiar strams were grown i YPD ligquid-rich
medium (1% yeast extract, 2% peptone and 2% glucose) at 30°C.
For determination of LI content, aliquots were withdrawn during
growth and cells were immediately fixed by adding 1/9 volume of
formaldehyde (final concentration 3.7% v/v]. After mcubation for
L5 min at 25°C, cells were collected by centrifugation (3000 rpm,
5 min] and washed once with distilled water, Cells were
resuspended in water and adjusted o 5 0.Dg0 pesml and kept
at 4°C until use. For use in high-throughput screening selected
strains from the BY4741- MATa gene deletion library (Open
Biosystems) were cultured overnight in YPD medium in 96-well
p]a.(:s. Afterwards lhn:'y were transferred to fresh YPD medium
with the aid of a % -Pin Replicator and grown at 30°C with
shaking. Growth was monitored during 48 hours to ensure that all
deleted strains, even those that have a slow-growth phenotype, had
attaimed the stationary phase. The ODyqp varied between 2.8-6.5.
The mean growth was ODggo=+.2x0.6. Each sample was then
fixed by the addibon of 22 gl of formaldchyde, moubated for
15 mn at 25°C and washed wath distilled water. Fixed cells were
harvested and resuspended in 200 Wl of distilled water,

Liquid fluorescence recovery assay

LD content was determined by recoverng the fluorescence of
quenched BODIPY following the addition of fixed cells (Figure 1).
For this purposc, 5 pl of a formaldchyde-fixed cell suspension was
added to 200 pl of quenched reading buffer containing 5 pM
BODIPY and 500 mM KI, all contained i a 96-well black-wall/
clear-bottom plate (Costar). The settings for {luorescence were
excitation 480 nm, emission 510 nm, cutoff filter at 495 nm, PMT
automate. Concomitant to cach  fluorescence  reading,  the
quantity of cells was determined by measuring the absorbance at
GO0 nm, Each sample was read four times by adding subsequent -
ul aliquots of a formaldehyde-fixed cell suspension o the same
well. Reading blanks were acguired by incubating the reading
bulfer for 5 min at 30°C before the addition of cells. Data quality

Figure 1. A sch tic rep ion of the fluorescence
recovery assay. Based on the high specificity of the fluorescent
probe BODIPY 493/503 for lipid droplets, we designed a rapid
fluorimetric method for the evaluation of lipid droplets inside yeast
cells, With this method, BODIPY's fluorescence is quenched in solution
and, when cells are added, fluorescence is recovered due to passive
BODIPY dislocation fram the medium to lipid droplets, from which the
guencher is excluded.

doi:10.1371 journal pone. 0013692 001
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was analyzed by evaluating the linearity of measurements
compared o cell number, From this curve, the relative
fluarescence per number of cells was determined and denoted
the lipid droplet index (LI} index). If R-square <0.9, data were
discarded (Figure 51 and Figure 52).

Statistical analysis of high-throughput experiments

In order to classify strains as high lipid droplet content [fic] or
low lipid droplet content (] with respect to wild-type, LI} indexes
were compared as follows, For each independent experiment, the
LD mdex of each mdividual stram was normalized to the mean
LD index of all samples contained in the same plate. Then, the
mean LD index from  four independent  experiments  was
r_'(rmpan:d to the mean LI mdex of the wlllcl-l)rp: (\NT] strain
m=14} The F-test was performed to determine whether the
variahility in the data collected for each deletion strain was similar
to that observed for the wild-type strain; a homoscedastic or
heteroscedastic t-test was employed accordingly. Strains with
values statistically different (p=<0.05) were catalogued as & or i
straing when the normalized LD index was at least 20% higher or
lower than that of the wild-type strain, respectively,

Quantification of lipid droplets by fluorescence
microscopy

Aliquats of 5 pl of cellular suspension (10 O 600 nm) and
5 wlof 10 pM BODIPY were mounted onto a polylysine-treated
glass slide, Microscopy was performed on Axio Observer,Z]
(Zeiss) or Olympus IX 81 using a 100x oil immersion objective.
Images captured were analyzed using Image] software and total
fluorcscence was determined with the aid of the nucleus counter
and cell counter function of the Wright Cell Imaging Facility
[(WCIF) plug-in collection. LDs were quantified in at least
50 cells.

Protein homogenate preparation and western blot

Total protein homogenates were prepared using the rapid
procedure described by Yaffe and Schate [31] with minor
madifications. Briefly, 0.25 M NaOH and 1% frmercaptocthanol
(final eoncentration) were added to culture samples, which were
then incubated at room temperature for 10 min, followed by the
addition of trichloroacetic acid to a final concentration of 6%.
Protein was collected by centrifugation and the pellets were stored
at —80°C until use. For western blot analysis, pellets were
rtsul;pendcd din:l:rly m tltt‘lI{)‘Pl‘llthS.IS Laemlh Q.rn'ple budler to
provide a 10-0D suspension. Aliquots of 10 pl of these extracts,
containing 0.1-OD) cells, were separated in 7.5% SDS-acrylamide
gel uming the Mim-Protean [1 {Bil)Ra.d) and electrotransferred o
Immaobilon-F for 30 min at 18 V in 25 mM Tris, 192 mM glvcine
and 0% methanol, using a trans-blot semi-dry cell (BioRad).
Membranes were treated with ant-phospho-AMPKa Thrl72
(Cell Signaling] or anti-Snflp (Santa Cruz) antibodies. Blots were
detected uwsing  the chemiluminescence  ECL Plus kit [GE
Healtheare).

Measurement of triacylglycerol

Cultures were grown in YPD medium, harvested by
centrifugation at 3000 rpm for 5 minutes at Toom temperature
and washed with distilled water. An ;l]iqunl of 153 OD cells was
resuspended in 300 pl of extraction buffer (50 mM Tris-HCI,
0.3% Triton X-100, pH 7.5) and lysed with glass beads vortexing
for 5 r_'yu:ln:'s of 30 seconds at 470, Lys,:d cells were separated and
the glass beads were washed with 300 pl of extraction buffer.
The total lysate was centrifuged at 3,000 rpm for ten minutes.

). PLoS ONE | www plosone.org
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Meutral lipids were extracted from 200 pl of the supernatant as
described by Bligh & Diyer [32]. Briefly cells were incubated with
shaking for 5 minutes after successive addition of 750 pl
chloreform/methanol {1:2}, 230 ul chloroform and 250 pl
distilled water. Tubes were cn:'mrifugv;d at 1,000 rpm for 3
minutes and the organic phase was dried under N3 vapor at
room temperature. MNeutral 1ip"|ds were n::u:pcndr:d in 150 |.l| of
extraction buffer. Triglycerides were measured with a clinical kit
[Doles, Brazil) as indicated by the manufacturer, This kit is based
on hydrolysis of triacylglyeerol with lipase and further determi-
nation of glycerol,

Soraphen A susceptibility tests

Dirug susceptibilities were measured by both broth microdilu-
tion and spot assays, MICs for the straing were determined using
the broth microdilution method. Spot assays were carried out as in
[35]_ Brir;fly, yeast strains were grown in YPD to stal"lnna.ry phasx:
and inoculated at serial dilutdons of ]U’, 10° and 107 cells/ml onto
YFPD plus 2% agar with increasing concentrations of soraphen A
and then incubated for two days at 30°C, as previously described
[34]. For microdilution tests, cclls from stationary culture were
diluted to 10° cells/ml in fresh YPD with ICTEASING CONCeniras
tions of soraphen A in a total volume of 200 il and then incubated
i 96-well microtiter plates at 30°C. Growth was recorded after
24 h by measuring absorbance at 600 nm. The ICsy; was defined
as the drug concentration that inhibited growth by 50% compared
tw growth of the drug-free controls.

Results

Liquid fluorescence recovery assay (LFR assay)

LDs are often visualized by microscopy after staining with Mile
red, osmium or BODIPY [35-37]. BODIPY has a lipophilic
nature and exhibits high specificity for lipid droplets [26]; these
qualities render the compound a good candidate to use as a
probe for LDs in a fluorescent liquid high-throughput experi-
ment. Based on ﬂu(}l‘l‘_ﬁ[_‘tl‘l{_‘t‘qul‘:ﬂt‘l‘]td ASEAYS [38], we selected a
hydrophilic quencher that would permit BODIPY to fluoresce
anly when localized inside LDs and not when present in solution
(Figure 1). Three classical fluorescence quenchers (K1, acrylam-
ide and tryptophan) were titrated against a 5 pM BODIFY
solution. The emission spectra (485 nm excitation) showed that
only KI quenched the fluorescence efficienty (Figure 2A-C),
From Stern=Volmer pl(ns, where the querll:hirlg eml:ir:rlr_'y 5
related to the wtal guencher comcentration [39] it ean be
observed that quenching increased linearly with increasing
concentrations of KI and tryptophane (Figure 2DVE) but not
acrylamide (Figure 2F). From these plots, a Stern-Volmer
constant of 44 and 141 was calculated for K1 and acrylamide,
respectively, KI was selected as the quencher because a higher
Fp/F ratio was reached with this compound as compared to
tryptophan in the eonditions tested.

When fixed-formaldehyde cells were added to a BODIPY-KI-
quenched solution, fluorescence was recovered (Figure 3A). The
best linearity between the number of cells and recovered
flucrescence was obtained using KI in the quenching medium at
a concentration ranging from (.23 M to 1.0 M. For subsequent
experiments, the reading solution contained 500 mM KI and
5 uM BODIPY, To discard artifacts, we verified by microscopy
that KI did not quench the fluorescence of LDs stained with
BODIPY. The fluorescence area/cell and the number of LDs did
not l.'ha.l'lgl: si.gliifil:anlly when 500 mM KI was added, sugesting
that iodide is excluded from LDs (Figure 3B and C). This
phenomenon allows researchers 1o measure the levels of lipid
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Figure 2. Quenchers of BODIPY fluorescence. A and B, Emission spectra (ex 485 nm) of a 5 uM agqueous solution of BODIPY in the presence of KI
(A), acrylamide (B) and tryptophane (C). The concentrations of K1 and acrylamide were: none (), 0.01 M (M), 0.1 M (&) and 1 M (¥}, Due to its
reduced solubility in the conditions tested, tryptophan was used at concentrations of 0 (), 0,005 M (M}, 0.01 M (A) and 0,02 M (¥). RFU = relative
fluorescence unit.D-F, Stern-Yolmer plots (indicate flucrescence quenching (FFl as a function of quencher concentration [39]) for BODIPY with
increasing conceritrations of Kl, tryptophan and acrylamide, respectively. Fy (fluorescence in the absence of quencher) and F {fluorescence in the
presence of quencher].

doizl 0.1371/journal. pone. 0013692002

droplets within the cells in an easy and inexpensive manner absorbance and emission spectra of BODIPY were unaltered,
(Figure 1}, Some fluorophores exhibit a red-shift of the showing maximum absorbance at 485 nm and maximum emission
fluorescence spectra when i a non-polar environment, but the at 310 nm with excitation at 485 nm (Figure §3),
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Figure 3. The BODIPY fluorescence signal quenched by iodide
is recovered by the addition of cells to the medium. A. Increasing
amounts of formaldehydefined cells were added (subseguent 5 pl
additions) to a $6-well plate containing 200 ul of 5 uM BODIPY in the
presence of none (), 0.1 M (&, vellow}, 0.25 M (¥, orange), 0.50 M (.,
green) or 1 M (@, red) KL Fluorescence intensity (ex/em = 485/510 nm)
and absorbance (600 nm) were recorded. A representative experiment
is shown. B. Cells grown In YPD to stationary phase were formaldehyde-
fixed, washed and resuspended to 10 DO 600 nm/ml, An aliquot of 5 pl
of cells was mixed with 5 pl BODIPY solution {10 pM) in the absence
{upper panel) or presence of 500 mM Kl {lower panel). Stained cells
were analyzed by fluorescence microscopy (100% magnification).
Microscopy images were analyzed. The total fluorescence area/cell was
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determined and expressed in pixels/cell (white bars). LDs per cell were
quantified using the same images (gray bars). Data are for at least 50
individual cells. Mo statistical difference was found between data
collected from images stained with 5 M Bodipy with or without
500 mM Kl

doiz10.1371 /journal pone 0013692 003

Sensitivity of the LFR assay

To assess whether our method was able to detect small
flucations in LD levels, we quantified this parameter during
yeast growth as LIDs are actively metabolized during growth
[23,40] (Figure 4A, B). Results obtained with the LFR assay
(Figure 4B} were similar to those obtained by quantifying the TAG
content [Figun: 4C} ar lhrnu.gh IICTOSCOI d.na]'y\'ls from which
we caleulated the total fluorescence area/cell. Furthermore it did
not reflect the number of LDs/cell that docs not vary as much as
the size of LDs along the growth curve (Figure 41, E). The results
were alio in agreement with previous results obtained by
microscopic  analysis [23] and  biochemical quantification of
cellular TAG [40], which indicated that yeast cells consume LDs
when diluted in fresh medium, After six hours, LDs are re-
synthesized reaching highest levels at stationary phase [23,90].
‘This result demonstrates that our assay was able to detect small
physialogical lipid stores fluctations during veast growth without
the need for time-consuming image analysis,

High-throughput experiment employing the LFR assay

We employed the LFR assay to study the involvement of protein
phosphatases in LD metabolism, In this high-throughput exper-
iment, we screened 96 null sirains as well as the BY4741 WT
strain (14 independent WT clones). We subdivided the strains in
bW groups. The first was a reference group, referred to as the |ipid
synthesis group. This reference group included 31 null strains for
genes encoding LD-associated enzymes and/or enzymes involved
n the metabolism of sterols, the metabolism of triglycerides and
the biosynthesis of glycerolipids (Table 1) [41]. The second group,
referred to as the phosphatase group, was composed of 65 null
straing with all known non-essential protein phosphatases and non-
essential phosphatase regulatory subunits (Table 2), according 1o
the annotation in the Yeast Genome Dambase (www.yeastgen-
ome.org, October 2009), As LD content varies substantially during
growth (see Figure 4B) and not all strains have the same growth
rate, we decided to asses LD content in straing grown to stationary
phase, which was anained for all strains after 48 hours of seeding.
A histogram of the distribution of the lipid indexes for all strains
was analyzed and an index for cataloguing strains (as containing a
higher LD index {hic) or a lower LI} index () was elaborated
using an arbitrary cohort of +20% in relation to the LD mdex of
WT strains (Figure 5. When the mean LD index of the lipid
synthesis group was compared to that of the WT strain, no
significant  difference was obhserved (means were 09539 and
0.9135, respectively p=0.276). The same trend was not observed
for the mean LD index of the protem phosphatase group, which
was significantly higher than the WT sample (1023, p=0.0164)
and included an over-representation of Al strains. Interestingly,
this result indicates that lipid aceumulation is more likely provoked
by the random loss of protein phosphatase function as opposed to
the random loss of function among proteins mvolved m lipid
metabolism. After analyzing the groups as a whole, individual
strains were catalogued as having higher (flff) or lower LI) content
[di) (Tables 1 and 2).

Most of the resulis obtamed m the ].ipid E)rnr]'n‘_ﬁi:i group
corroborated results previously reported in the literature. Five
strains were identified as e strains (imgZ, dgal, egd, eg5, areZ) and
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Figure 4. The liquid fluorescence recovery (LFR] assay can detect LD dynamics. A. Stationary yeast cells pre-grown for 48 hours, were
inoculated into fresh YPD medium and cellular growth was recorded by measuring absarbance at 600 nm over the course of 48 hours (n=3= 5.0,
B. Aliguots of cells were withdrawn during growth and fixed in formaldehyde. The LD index was determined (fluorescence/OD cells} using the LFR
assay in =3+ 5.0} C The triacylglycerol content was measured during growth. D and E. LD content was determined by fluorescence microscopy. Cells
were grown for 0 (coresponding to 48 h pre-grown celis), & and 24 hours in YPD, incubated with BODIPY and photographed by fluorescence
microscopy. The total flucrescence area/cell (white bars) were determined and expressed in pixels/cell (white bars). LDs per cell were quantified using
the same images (gray bars). Data are for at least 50 individual cells, *p=0.05, ** p<0.01, **p-<0,001, in comparisen to WT values,

doi: 101371 journal. pone. 001 3692.g004

two were identified as hic stramns (ged and ipl¥). Interestingly,
among the Ue strains we identified were dgaf, which encodes an
enzyme responsible for the last step in TAG synthesis {acyCoA-
dependent pathway); fmg2, which encodes HMG-CoA reductase,
which catalyzes the rate-limiting step in ergosterol synthesis; and
are2, which esterifies sterols. Deletion of Dgalp and Are2p would
lead to diminished levels of TAG and sterol/steryl esters levels
[42], respectively. In the Ak group, we identfied iglf which
encodes 2 TAG lipase, Deletion of this cnzvme increases TAG
Ievels [12], In the same group, we also adentified sicf, which
encodes a l-acylglycerol-3-phosphate acylransterase mvolved in
phosphatidic acid biosynthesis. The exact role of this protein in

:@ PLoS ONE | www plosone.org

LD formation has not been demonstrated, but its deletion led o
higher TAG levels in cells [43]. Reinforcing our results, in a
previously published screening, deaf and g% were identified as
haviug diminished and ncreased number of LDs, respectively
[44]. Although we classified the epd and epd mutants as {fr sirains,
these strams have been reported to have more LDs than WT
strains when analyzed by fluorescent microscopy [44]. Microscop-
ic analysis confirmed that these straing have more LDs than W'T
strains but show dimimshed total fluorescence area (Figure 547,
thus indicating a reduction in LI size. These results are imteresting
because they suggest that fluctuations measured by LFR
due 1o increased total fluorescence area. However the above

ASSAY Are

October 2010 | Volume 5 | lssue 10 | e13692



Table 1. Lipid synthesis null strains screened by LFR assay.
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4% reduction in dgallrod LD index. These results show that the
LFR assay detects the total area/cell of lipid droplets composed of
mainly TAG or 8E and that it is more sensitive than luorescence
microscopy studies,

Sitdp regulates Snafl

L4} YOROZIC Ceramide synthesis 093 Q.09 0782
LAGT YHLMIC Ceramide synthesis 0.94 001 0577
TGL1 YRET40W SF hydrofrse 099 003 0189
YEH2 YLRO20C SE hydrotase 100 008 0540
[ERG24 YNLIAOC STE synithesis 1.00 014 0546
SC57 YMR272C Caramide synthesis 1.00 012 0531
ERGE YAALOOST STE gymithesis 1M 0230 D507
SCT1 YBLOT 1 TAG synthesis 1.01 A D] 0450
SUR1 YPLOSAC Ceramide synthesis 1.03 004 0332
YEHI YLLOT2W SE hydroase 108 003 02
TGL4 YRROESC TAG lipase and SE 1.0% 0.4 0.0%5
hydrolase

[ERG3 YLROSGI STE synithesis 1.0 0.7 0107
sLctY YDLOS2C TAG synthesis 1.17 005 0.022
TGLI%*  YMRI1IC TAG Hpase 137 017 =<0.001

7 out of 31 strains showed abnarmmal LP levels, Sraristical analysis was perfarmed
against WT valwes fmean flusrescence = 0.85, 5.0 =015 n= 4L It was defined a
cutoff using an arbitrary 20% difference between the mutant and WT relative
fhiorescence means. Phenotypes referred as Iic

{Blow lipid content,)

and hie

(¥high fipid content,)

wiere manked in bold. Gene descriptions based in SGD fwww. yeastgenome.ongl.
*strains Identified i a previcusly published screening for LP[25]

doi:1 01371 fjournal pone 0013692 1001

results do not show il differences assayed i the LFR assay are due
to different levels of SE or TAG, or both. To test this we have
compared the fluorescence lipid droplet index and fluorescence
areascell of aredare? and dgalim! cells, lacking SE and TAG,
respectively (Figure 53). The mean fluorescence arca/cell was
4% lower in arefae? compared to WT while the LFR assay
showed an 8% reduction. The dgallrel presented a diffuse pattern
without distinguishable LDs when stained with BODIPY using the
same exposure times as W being not valid to compare the
fluorescence area/cell, however with longer exposure times it was
possible to visualize a few LDs/cell. The LFR assay detected a

). PLoS ONE | www plosone.org

phosphorylation in association with its regulatory
subunit Sap190p. Among the protein phosphatase group, three
strains were marked as llc (sitd, sapl190 and regl). Two of these
genes are related: SIT4 encodes the catalytic subunit of a type 2A-
like Ser-Thr phosphatase and S4PI90 encodes one of its
regulatory subunits. REGT codes for a regulatory subunit of Gle7
phosphatase, an essential type-1 protein phosphatase. On the
other hand, 10 strains were marked as hle. Three of these were
type 20 protein phosphatases (el picd, pie7); three were related to

type | protein phosphatases, a catalytic subunit (pped) and Gle?
regulatory subunits (gac] and beid). Pph2lp is a type 2A protein
phosphatase and Sap185p is a regulatory subunit of Sitdp. Other
null strains marked as bl were ppef and msgd, These results call for
a new perspective on the topic at hand and indicate that an
intricate regulation of protein phosphorylation is involved in the
regulation of LI} metabolism by protein phosphatases. Since
previous screens have mssed i, safd 3 and regl as ha\-'irLg less
LDs we counted LDs and measured the fluorescent area/cell
(Figure 6). Results show that both parameters are significantly

BIOLOGICAL
MAME  SYSTEMATIC PROCESS MEAN 5D. P The Ser/Thr protein phosph
HMG2'  FLRESOW STE synthesis 058 019  <0.001 = hospt

DGA1'™  YOR245C TAG synthesis 059 0186  <0.001

ERG4™*  YGLOTZW STE synthesis 070 018 0.003

ERGS“*  FMROISC STE synthesis 071 028 0,007

AREZ*  YNROTSW SE synthesis 076 0.21 0.023

LRO1 YNROOE W TAG synthesis 081 009 0069

DFP YDW284C TAG synthesis 081 019 00sS

LPP1 YDRSOIC TAG synthesis 084 012 052

ERG2 YMR202W STE symthesis 084 006 0164

GPT2 YKROGTW TAG synthesis 085 006 078

562 YBROZ6C Ceramide synthesis 085 026 0233

TGLS YORGEIC TAG lipase 086 017 0265

AYRI VILT24W TAG synthesis 087 019 037

LACT YiLMOBC Ceramide synthesis 088 009 0359

HMG] YMLOFSC STE symshesis 088 015 0380

SUR2 YDR297W Ceramide synthesis 091 001 0048

m,l vcmw SE M 091 010 0626 l(}\.'-tr {_'(lﬂ'lp'ill'l‘.‘d to “FI‘

We further stuched 8 hats. T{Jgtdn:r with Tap42p, Sil4p 15
known for its participation in the TOR pathway, which senses
nutrient availability and coordinates cell growth [45]. Sitdp was
first idenbfied as a type2A-related phosphatase activated by
extracellular ceramide [46]. Sittp is also regulated by four other
subunits thought to act as targetng subumits: Sapdp, Sapl55p,
SaplBip and Sapl90p. These proteins have different or
overlapping roles in the regulation of the cell cycle [47] and in
translation control [48]. Reglp directs GleTp o s targets,
participating in the regulation of several processes such as glucose
de-repression and glycogen synthesis [49,50]. Reglp plays a role in
energetic metabolism by interacting with Snfl kinase, a Ser/Thr
kinase homologue o mammalian AMPE responsible for main-
taining energy homeostasis. Upon depletion of glucose in the
medium, Snfl is phosphorylated by upstream kinases (called Snfl-
activating kinases, SAKs) and becomes active [51]. Its dephos-
phc}ry]a.tiun 15 prnm()(l:d vy Gll:?p ph{):;phalan: and dep:nde'm
on Reglp, as the segf sirain displays hyperphosphorylated Snflp
[52]. However, this finding must be investigated further because
greater Reglp-Snflp  mteraction s observed i low-glucose
conditions when Snflp is more active [53]. Snflp kinase, in turn,
phosphorylates a key enmyme in FA biosynthesss, acetyl-CoA
carboxylase (Accl), which inhibits the activity of Accl. It has been
shown that deletion of SNFY increases Ace | activity as sifT strain is
more resstant to soraphen A which s a potent mhibator of acetyl-
CoA carboxylase — the more resistant a strain is, the greater is its
level of acetyl-CoA carboxylase activity [24,25,54].

We further investigated whether diminished LI} content in qid
strain was related to a lower rate of synthesis by following its
metabolism in a growing culture (Figure 7). Results show that sitf
strain was able to consume LDs after inoculating in fresh medium,
during the lag phase of growth, after which the rate of synthesis of
L3 was low compared to WT. This result points to a deficient
regulation of act:tyl-ﬂm\ carbnxy]an: activity. In fact, when the
phosphorylation state of Snflp was analyzed during growth, we
observed that Snflp is constimtively phosphorylated in st strain,
whale 1t 15 dcph(urphnrylat:d n the WT strain during the carl}r I(Jg
phase. Furthermaore, phosphorylation of Snflp increases through-
out culture growth and reaches a maximum during the late
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Table 2. Phosphatase null strains screened by LFR assay.

NAME SYSTEMATIC DESCRIPTION MEAN s.0. P
STt YOLOZW Type 2A-related protein phosphatase 0.63 0.09 <0.001
REG1® YORO28C Regulatary subunit of type 1 protein phosphatase Gic?p 0.68 0.16 0.002
SAP190* YRRO28W Regulatory subunit of Sit4 phosphatase 0.73 0.07 0.007
5152 YRROT2C Regulatory subunit of type 1 protein phosphatase Ppzi 0.86 0.07 0223
PIG2 VILBSW Subinit for the type-1 protein phosphatase Glcp 089 [iRF) 0450
TP YPROTIC Pratein fyrasine phosphatase Ll 0az2 0518
RTS1 YORDI4W Regulatary subunit of protein phosphatase 24 051 0.07 0558
YBROSTW Dubious ORF, partially averfaps REG2 0.92 0.29 0809
PTCE YCROFOW Type 2C protein phosphatase 002 .10 0636
GlP2 YERNS4C Subunit for the type-1 protein phosphatase Glc7p 052 on 0646
YWH1 YIR026C Phasphatyrosine-specific protein phosphatase 092 0.13 0653
CHAY YLRA33C Subunit of caleinerin, a type 28 protein phosphatase 092 010 0661
PTC3 YBLOSEW Type 2C protein phosphatase 0.93 017 0725
PTCS YORDS0C Type 2C protein phosphatase 093 0.08 0722
GLCE YMR211C Subunit for the type-1 protein phosphatase GIc7p 093 0.04 0457
P4l YPROGOW Interacts physically and genetically with Tapd2p, reguiates Sird 0.93 0.09 0781
sS4 YNLOIZW Phesphatyrasine-specific protein phosphatase 0.94 010 0821
CHET YRLISOW Subunit of calcineurin, o type 28 protein phosphatase 094 0.08 0897
RTS3 YGRIGIC Regulatory subunit of protein phosphatase 24 095 010 0930
PSR2 YLROTIW Pratein phospharase imvolved i the general stress response 095 0.04 0992
ocAz YNLOSEW Putertive protein tyrosine phosphatase 095 0.22 0957
SDP1 VILITIW MAP kinase phosphatase 096 017 0971
YHLOOW Uinknawn function; similar t phesphaserine phosph 096 0.08 0948
FTP1 YDLZIOW Fhosphatyrosine-specific protein phosphatase 096 0.09 0932
SIPS YMRI40W Unknown function; interacts with both the Reg1p/Glc7p 0.96 0.4 0928
CMP2 YMLOS W Subunit of caleineurtn, a type 28 protein phosphatase 097 012 0866
YGR2O3W Bhesph with imilarity to Cae25p, Arr2p and Mihip 0.97 014 o814
PPHZ2 YDL188C Type 24 protein phosphatase 099 014 0636
PRT1 YGR123C Ser/thr phosphatase with simitarity to human phosphatase PPS 099 0.4 0622
PG YNROZZW Putative serinethreonine protein phosphatase 1.00 0.07 0596
PTC2 YEROSSC Type 2C protein phosphatase ] 015 0522
RRD2 YPLIS2W Activator of the phosphatyrosyl phosphatase activity of PP2A 10 0.09 0474
MiH1 YMRO36C Protein tyrosine phospharase 101 0.07 0458
PIG1 YLR273C Subunit for the type-1 protein phosphatase Gle7p 10 015 0467
GlP1 YBRMSC Subunit for the type-1 protein phosphatase Glc7p 102 0.04 0048
PHO13 YDLZEW Abkaline phosphatase, also has protein phosphatase activity 102 0.09 0382
SAP4 YGL229C Regulatory subunit of Sit4 phosphatase 103 016 0376
NBP2 YDRIG2C Recruitment of phosphatase Pielp to the Phs2p-HogTp comples 104 0.07 0.264
PTP3. YERO7SC Phosphatyrosine-specific protein phosphatase 105 0.47 0267
YERIZIW Putative protein of unknown function 105 .07 0249
WHS3 YORDS4C fRegulatory subunit of type T protein phosphatase Ppzl 105 015 0255
NEM1 YHROMC Probable catalytic subunit of Nemip-5po7p phosphatase 105 010 0.246
PPZ1 YMLOTSE Type 1 protein phosphatase 105 018 0221
PSR YLLoTac Protein phospharase imvolved in the general strets response 105 o o210
P5Y4 YBLO4EW Regulatary subunit of type 24 protein phosphatase Pph3 1.06 019 0200
SAP15S VFRM4OW Regulatory subunit of Sit4 phosphatase 106 014 0.179
PRI YRLIZOW Putertive protein serine/threcnine phosphatase 108 [F 0147
PRH3 YDROTSW Type 2A protein phosphatase 109 0.04 0.091
PSY2 YNL201C Regulatory subunit of type 24 protein phosphatase Pph3 109 0.13 0098
REG2 YBROSOC Regulntory subunit of type 1 profein phosphatase Gic?p 109 0.05 0086
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exponential phase, when the rate of lipid bicsynthesis may have
started 1o slow down (Figure 8). Interestingly Snflp was also
constitutively phosphorylated in sapd 90 sirain during all phases of
culture growth, To further confirm that Snflp is in its active state
in sitd strain (thus inhibiting acetyl-CoA carboxylase activity), we
sereened the sensitivity of these null mutant strains to soraphen A
(Figure 9. Results revealed thar sitf strain is more sensitive to
soraphen A, mgf strain has also been shown to be more sensitive o
soraphen A, and it has been shown that in this strain, Snflp is in its
active state [35] and probably leads to an inhibition of acetyl-CoA
carboxylase, The results observed were consistent with the
classification of st and rapd as e sirains, As a control, we tested
the sensitivity of the sfT strain, As expected, this resulted in
greater resistance to soraphen A due to the activation of aceryl-
Cod carb(}xyla:r: actvity [25134]. Furthermore, we observed that
the sifT strain presented an LD index that was higher than that of
the wild-type (Figure 9D).

The results of testing the sensitivity of SAP proteins to soraphen A
show that sapf 90 strain leads to a probable inhibition of acetyl-CioA
carboxylase acavity, which reinforces its classification as an
mutant, ]nlt:n:qlinghr1 other Sap deletions led to an merease in
lerdphen A reaistance, which is not correlated to an increase in |ipic|
droplets. Such an effect can be explained because it is believed that
Saps compete among themselves for Sitdp association and, thus, the
deletion of one sap will increase the chances that Sivd associates with
the Temaining Sa‘pﬁ [47_]. These results suggest that the Sild'p-
Sapl %0p complex connects the TOR pathway to the SNFL/AMPK
pathway to regulate lipid droplet metabolism (Figure 10},

Discussion

There is increasing interest in LD metabolism in the field of
biclogical science as more evidences connect its deregulation to
several pathological processes, such as the inflammatory response

). PLoS ONE | www plosone.org

Table 2. cont.

NAME SYSTEMATIC DESCRIPTION MEAN 5.0. P
PTR2 YORZ0SW Phosphetyrosine-specific protein phosphatase 112 022 0057
Qcal YNLOSSC Putative protein tyrosine phosphatase 112 035 0058
PAM] YDRZSIW Essential protein of unknown function 1.13 015 0028
PTCTY YHROZEW Type 2C protein phosphatase 114 022 0.028
PPS1* VBR2Z76C Protein phosphatase with specificity for Ser, Tthr and Tyr rasidues 1.15 0.10 0.017
SAP185" YILOSEW Regulatory subunit of Sitd phosphatase 1.16 018 0.015
PPZ2¥ YDR4ISW Type 1 protein phosphatase 118 012 0.007
MSGS* FALOSTI Pual-specificity protein phosphatase 1.18 0.21 0.009
PTC4" YBR1I25C Tvpe 2C protefn phosphatase 1.20 013 0.004
5POF YALODSW Regulatary subunit of Nem 1p-5po7p phosphatase 122 0,30 0172
PPH21* YDL134C Type 24 protein phosphatase 1.23 017 0.002
GACT" VORIZEE Subunit for the type-1 protein phosphatase Glc?p 1.25 014 a.001
BN FNL2I3W Subunit for the type-1 protein phosphatase Gle7p 1.26 011 0.002
PTCI" YDLOOGW Type 2C protein phosphatase 1.28 0.26 <0.001
TPDS YALOTEW Regulatary subunit of prafein phosphatase 24 152 038 0127
13 out of 65 stralns showed ab { LP Jevels Statistical analysis weas against WT values (mean fluorescence =0.95, 5.0, =015 fram 14 WT sampiles). it was
defined a cutoff using an arbitrary 20% difference between the mutant and WT relative fuorescence means. Phenotypes referred as fic

(Slow lipid content,)

and hic

{¥high lipdd content,)

werne marked in bold. Gene descriptions basad in G0 {wwawyeastgenome.org).

doiz10.137 1fjournal.pone.001 3692.t002

[56], insulin resistance [57] and even neurodegenerative disorders
[58], in addion tw the known role of LD in lipid storage.
However, there are stll fundamental questions to be resolved
regarding the signaling pathways invalved in LD regulation. The
metheds employed in lipid studies have not facilitated great
advances; such investigations still rely on time-consuming and
expensive microscopic studies or on organic sobvent extraction and
subsequent analysis. Working with such techniques requires well-
tramed rescarchers because the steps imvolved can be tricky and
laborious. We propose an alternative, sensitive method for the
study of LI} dynamics, which can be applied in high-throughput
experiments to vield reliable results.

BODIPY 493/503 is a BODIPY fluorophore derivative that,
due o its lipophilic nature, accumulates n LDs. It 15 often
employed in microscopic studies of these organelles as an
alternative to Nile red. In fact, Nile red acts more as a
hydrophobic probe because it only fluoresces i hydrophaobic
etvirohments in a manner that is proportional to the surrounding
hydrophobicity; it has been shown that Nile red stains both
membranes and LD [27,28]. On the other hand, BODIPY s more
specific than Nile red for LDs as revealed by flow cytometry
experiments [26,29]. Furthermore, BODIFPY seems to be less
sensitive to environmental conditions, such as pH and polarity
[59], which could be an advantage when comparing LD staining
in different mutant strains. Once optimal conditions  were
determined, our assay was evaluated by following LD dynamics
during culture growth. In this experiment (Figure 4) the size {total
area/cell] and number of LDs was assayed by analyzing
MICTOSCOpE 'h'na.gr_l: of cells stained with BODIPY and TAG levels
were measured biochemically. Our fluorescence-based method
provided results consistent with the TAG content and with the size
of LDs. On the other hand, it did not correlate with the number of
LIDs which do not vary substantially along the growth curve, when
compared to the size of L1Ds,
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Figure 5. Statistical analysis of a high-throughput experiment
employing the LFR assay. LDs were quantified by the LFR assay. The
frequency distribution of the relative LD index of strains from the lipid
synthesis group (A n=31) and protein phosphatase group (B, n=65)
was calculated. Data were collected from four independent experi-
ments as described in the Materials and Methods section. The
XAgosting & Pearson normality test was employed at P<<0.05. The
lipid synthesis group was normally distributed (p=0.281), while the
protein phosphatase group failed to pass the normality test (p=0.016).
The arbitrary cohort (=20% in relation to WT values) is indicated in the
graphs by a dashed lime {lic, low lipid droplet content and hic, high lipid
droplet content).

doi:10.1371/journal. pone. 001 3692.g005

Analysis of a reference group comprising strains in which the
genes for lipid synthesis and LI dynamics have been knocked out
not only validated the entire screening but also reinforced the
reliability of our method. In a previous sereening in which the
entire deletion library was analyzed microscopically to quantify
LDs [44], at least two of our hits (dpal and (203 were idemtified as
inducing abnormal phenotypes. However, erpd and erpd strains,
which were identified as having increased LD number -
phenotypes we confirmed microscopically — were identified in
our screening as having lower fnorescence levels, which indicares
lower lipid content. A plausible explanation is that, although they
contain more LDs, these organelles are substandally smaller,
which could, m turn, result i reduced BODIPY capture and thus
It‘s!i "u()n::ir_'cncr._ lnu:n:ljrlgh-', no n:lr:vu.nt P")[C‘ll'll PI’L(L'TP]'!HHSCE
were identified in the previously mentioned screening. In here,
among 65 straing in which genes for protein phosphatases or
related subunits were knocked out, 10 presented higher lipid

. PLoS ONE | www plosone.org
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Figure 6. LDs size and in Jic phosph mutants. The

total area/cell and the number of LDs were analyzed from microscopic
images of WT, sitd, sap190, regl grown in YPD medium for 48 hours, as
described. ** p<0.01, **p=<0.001, in comparison to WT values.
doi:10.1371joumal pone.001 36929006

droplet content while only 3 [regd, sitf and its regulatory subunit
saff 9 presented lower lipid droplet content. This result suggests
that a loss of protein phosphatase function is more likely to result
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Figure 7. LD dynamics is impaired in the s/t4 strain. A Stationary
yeast cells (WT, O, and sit4.1, @) grown for 48 in YPD were inoculated
into fresh medium. Cellular growth was recorded by measuring
absorbance at 600 nm over the course of 25 hours. B, Lipid droplet
levels were determined by LFR assay during growth as described in
Figure 4, LD index was normalized by stationary WT value. The mean of
two independent experiments is shown.

doi10.1371/journal pone 0013692 9007
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A
WT Sit4A sap190A

Absgoonm 1.0 2.0 4.0 5.0 1.0 2.0 4.0 5.0 1.0 2.0 4.0 5.0

Densitometry 1.0 1.26 2.64 >2.64" >2.64* >2.64%

Figure 8. Snf1 kinase phosphorylation levels during growth, WT, sit4 and sapi90 cells were grown in YPD at 30°C while shaking. Aliquots of
the culture were harvested at different times during growth (0D 600 nm of 1, 2, 4 or 5), and protein was extracted using the rapid NaOH extraction
method [31]. SD5-PAGE gels were loaded with 0.1 OD 44 ., cells per well, 5nf1 phosphorylation was analyzed by western blot using anti-phospho
AMPKa antibody (P-SNF1, upper panel). As a control for loading, total Snfl was revealed with anti-SMF1 antibody (lower panel). For autoradiography
the films were exposed for the minimum time necessary to detect the phosphorylation signal for WT grown to 0D 1.0 which was used as reference.
The numbers below the figure represent the densitometry analysis of the P-SNF1/5NF1 ratio (n = 3). Signals were linear unless marked by*.

doi:10.1371/journal.pone, 001 3692.0008

in fluctuations in LIDs size as compared to the number of LDs. By were identified as ile while seg! as le. GleTp phosphatase interacts
analyzing the overall results our attention was drawn to the with different subunits each leading Gle7p to different substrates
mvolvement of three subunits of Gle? phosphatase. gacl and bnid regulating several cellular processes as cell cycle, glycogen, sugar

A 1 - WT B 1 + WT
- 1A = sapd.a
» regl - sap155.
= sitd » sap1854
g 10 1 + 5ap190.4
o
(L)
ES
0001 001 0.1 1 10 0001 001 04 1 10
Soraphen A (ug/ml) Soraphen A (ug/ml)
Cc D

Soraphen A (ug/ml)
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none 0.10
WT

B 15 5 (B
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sapdA 0.5
sap155A
sap185A 0.0 1 v
sap190A WT snfiA

Figure 9. Soraphen A resistance profiles. Soraphen A resistance was determined by the microtiter assay and the spot assay. A and &, Serial
dilutions of soraphen A were used for the indicated strains (m=3+ 5.0 ICs, were estimated {(wt =0.19, snfl =0.95, regl =0.11, sitd =0.05, sap4
=0.36, sap155 =038, sapI85 =038 and sap190=0.1 pg/mi). C For the spot assay, serial dilutions (107, 10° and 10° cells/mL, from left to right) of a
cellular suspension were seeded onto plates containing YPD solid medium in the presence of increasing concentrations of seraphen A and incubated
at 30°C for two days. 0. Relative LD index of snf1 cells from a stationary culture in YPD medium was determined by LFR assay, as described. (n=3,+
5.0 (***p<0.001},

doi:1 0.1371/journal. pone.00136592.g00%

Relative LD index
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Figure 10. Sitdp orchestrates lipid metabolism in response to
nutrients. 5nfl1 kinase, a central regulator of energetic homeostasis,
when phosphorylated and active, inhibits acetyl CoA carboxylase
activity impairing fatty acids synthesis diminishing LD levels. it is
dephosphorylated by Reg1/Glc? phosphatase as glucose levels in the
medium increase [50], Our results suggest that the Sap190-5it4 pair also
participates in 5nf1 dephosphorylation and links the TOR pathway to
the AMP/ATP-sensitive pathway, mediated by Snf1,
doi:10.1371/journal.pone.0013692.g010

and lipid metabolism [60,61]. Gaclp and Bnidp recruit Gle?p
phosphatase to glveogen synthase Gsy2p [62] or the bud neck
[53], ﬂ‘_ﬁFﬂ:{_‘li\ftly‘ and n.(lrrnally tl'u:y may sequester some Glc7
phosphatase away from Snflp. Their deletion might make more
Glcip available for Reglp-Snflp, thus increasing Snilp dephos-
phorylation/mactivation, therchy mereasing Acclp activity and
fatty acid synthesis. On the other hand interaction of Reglp with
Gle7p is necessary to dephosphorylate Snflp. Its deletion leads to
phosphorylation/activation of Snflp, inhibiting the synthesis of
LDs.

These three genes, REGS, SIT¥ and SAPIS0, have been
identified in a previous screen as necessary for normal growth
on oleic acid. The reason how the presence of Sapl90p-Sitdp
prevents oleate inhibition is not known [64]. Kohlwein et al [17]
have shown that TAG synthesis plays an important role to buffer
excess oleic acid, as strains lacking the acyltransferases Lrolp,
Dgalp, Arelp, and Are2p are sensitive to this fatty acid. Together
with our results, these observations suggest that mgl, sit# and
sl 3 are necessary to induce synthesis of LDs in the presence of
oleate, thus preventing its toxicity.

We further studied the role of Sitdp partiopation m lipd
metabolism. The sitd strain LI dynamics showed a lower rate of
LD synthesis afier lag-phase, in comparison o WT (Figure 7).
Although we cannot discard defects in LD synthesis or the
degradation apparaws, the Sitdp deletion effect is likely due to the
diminished availability of construction blocks such as FA, In fact,
researchers believe that Sitd phnmphatam: right dEphuﬁphnrylam
acetyl-CoA carboxylase, a key enzyme in fatty acid metabolism.
However, experimental results have not been published [65-67].
Here, we showed that w4 deletion imcreases sensitivity to soraphen
A, an acetyl-CoA carboxylase inhibitor. The same is observed for
the deletion of sap ] 30, a regulatory subumit of SIT4, Morcover, it is

. PLoS ONE | www plosone.org
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important to observe that sapf/#3 deletion induced a phenotype
opposite to that ehicited by sap 790 deletion; the sapf8T knockout
strain was detected as a high lipid content strain during screening.
Altlmugh SAPs compete for Sicd hinding [4«?] and have exhibited
opposing  functions [68], so far, no antagonistic relatonship
between Sap]ﬂﬁp and Sapl?ﬂp has been observed. More studies
will be necessary to answer whether the opposing LI} phenotypes
resulting from these SAP genes deletions are related, indicating the
existence of a novel antagonistic pair.

To explore a possible connection between TOR and Snfl
signaling pathways (because Snfl takes part in nitrogen signaling
and both arc implicated in lifespan extension mechanisms), we
investigated  Snfl phosphorvlation status in the st strain,
Surprisingly, the deletion of sit4 (or its subunit sapl20) leads to
increased constimtive Snfl phosphorylation, being more active.
This finding would explain an increase in soraphen A sensitivity
due to a decrease in acetyl-CoA carboxylase activity. Although we
cannot discard the hypothesis that Sitd directly dephosphorylates
acetyl-CoA carboxylase, we provide evidence that Sit4 participa-
tion in lipid metabolism occurs through the regulation of Snfl
phosphorylation status and links the TOR pathway to the AMP/
ATP-sensitive pathway, which is regulated by Snfl /AMPK.

Supporting Information

Figure 81 Liquid fluorescence recovery assay (LFR assay).
Schematic representation of the LFR assay, where cells are first
fixed in 3.7% lormaldehyde, washed and then added to BODIPY-
quenched solution containing 5 pM BODIPY plus 500 mM KI.
Fluorescence 15 recovered and detected with a Quorimeter (ex/
em =485/510 nm}

Found at: doi:10.137 1 journal pone. 0013692 5001 (1.46 MB TIF)

Figure 82 High-dj'mughput n:n:en'mg of a knockout collection.
Individual strains are pre-grown to statienary phase at 30°C and
fixed m ﬁ)nnald:hydt {3.7%) Cells are washed and added to a 96-
well black-wall/clear-bottom plate. Fluorescence [ex/em =485/
510 nm) and absorbance (600 nm) are recorded. Three more
subsequent readings were performed after the addition of cells to
the wells in order to determine the LD index.,

Found at: doi: 100137 1/journal pone. 001 36925002 (0,46 MB TIF,

Figure 83 Fluorescence properties of BODIPY are not altered in
the presence of cells. An agueous solution of BODIPY (5 uM) was
incubated in the presence of the indicated of nene (0, 0.025 OD
[squarc), .05 OD (A} and 0.1 OD (V) of cells and the absorption
spectra (upper panel) and emission {excitation at 485 nm) (lower
panel] of BODIFY were recorded. Results are in agreement with
information provided by the manufacturer (BODIPY Lipid Probes
manual, available online at www.invitrogen.com), which states
that BODIPY -dervative fluorescence parameters are inscnsitie to
environmental conditions and not quenched by water,

Found at: doi:10.137 1 Journal pone.001 36925003 (0.62 MB TIF)

Figure 84 LD content m ergd and epd strains was determined by
fluorescence microscopy. Cells were grown to stationary phase and
meubated with BODIPY. The total fluorescence arcafcell was
determined and expressed in pixels/cell white bars). LDs per cell
were quantified using the same images (gray bars). Data provided
are for at least 100 individual cells. LD index is indicated below
the graph for cach strain. *p<<(L03, ** p<0.01, **p<0.001, in
comparison to W values.

Found at; doi: 10,137 1/journal. pone.0013692,5004 (1.59 ME TIF)

Figure 85 LD index correlates with cither TAG or SE content.
WT, arel 4 are24 and dgalA lrof A strains were grown to stationary
phase and incubated with BODIPY. Images were captured for
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17msec, A second capture (74msec) for dgeld fmld, is also shown
(last panel). At the bottom aof the figure the LD index (LFR assay)

=

3) and size (fluorescence area/cell LDs, microscopy images

n= 1 cclh] for each strain are shown. ## p‘iﬂ.’Dl, “"pﬂiﬂ_ml,
in comparison to WT values.
Found at: doi:10.1371 /journal pone. 0013692 5005 (2.78 MB TIF)
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INTRODUGAO

Acidos graxes e esteréis sfo importantes compoenentes lipidicos de toda célula,
tanto do ponto de vista energético, quanto estrutural. Além disso, funcionam como
sinalizadores intracelulares afetando a expressfio de uma série de genes. Fica claro que
um eventual aumento nos niveis destes lipidios representaria um evento toxico para a

¢élula, Uma maneira de driblar tal lipotoxicidade ¢ a conversdo em moléculas inertes,



no caso, lipidios neutros (Garbarino & Sturley, 2005), que uma vez sintetizados sdo
armazenados em estruturas circulares citoplasmaticas delimitadas por monocamada
fosfolipidica com um core composto por ésteres de esterdis e triacilglicerdis. Tais
estruturas sdo mencionadas na literatura como corpiisculos lipidicos, goticulas lipidicas
ou particulas lipidicas (denomigdo a qual sera adotada ao longo desse texto). Sua
biogénese ainda nao foi satisfatoriamente entendida, no entanto ¢ bem aceita a hipotese
que credita ao reticulo endoplasmico o papel de sitio de geragio de particulas lipidicas
(Murphy & Vance, 1999). Inicialmente, assumiu-se que as particulas lipidicas eram
meros reservatorios de lipidios neutros, porém hoje ja existem evidéncias de sua
participagio no metabolismo energético, no trafego de membranas e em mecanismo de
detoxificagdo de algumas drogas (Czabany er col, 2007). E crescente a atencflo dada ao
estudo de particulas lipidicas, tendo em wvista seu envolvimento na patogénese de
algumas doengas humanas como aterosclerose, obesidade e diabetes tipo 1l (Murphy &
Vance, 1999). Aqui se descreve um método fluorimétrico rapido capaz de avaliar os
niveis de particulas lipidicas de células fixadas em suspensio. A principio, o método foi
validado para o estudo de células de leveduras Saccharomyces cerevisiae, porém

adaptagdes permitem o estudo em outros modelos celulares.

Principios: Em estudos microscdpicos de particulas lipidicas, o vermelho do nilo e,
mais recentemente, o BODIPY 493/509 (uma molécula derivada do fluoréforo
BODIPY ®) sdo empregados como sondas fluorescentes, Embora ambas as moléculas
corem particulas lipidicas preferencialmente, o tltimo parece ser mais eficiente (Gocze

& Freeman, 1994). Valendo-se das caracteristicas fisico-quimicas do BODIPY 493/509,



desenvolveu-se um método fluorimétrico que apresenta uma boa correlagio com
analises microscopicas.

Neste ensaio, o fluoréforo encontra-se em uma solugdo de iodeto de potassio,
um supressor de fluorescéncia classico, portanto ndo fluorescendo. Adicionando-se
células ao meio, o bodipy em solugiio se desloca passivamente para as particulas
lipidicas, ndo mais sofrendo agdo do iodeto e agora, fluorescendo. Assim, havendo
bodipy em excesso, adighes sucessivas de células causario acréscimos na fluorescéncia
lida. Conhecendo-se a quantidade de células adicionadas, é possivel plotar a
fluorescéncia lida contra a concentragdo de células no meio. Obtém-se, assim, uma
curva cuja inclinagio representard o nivel médio de particulas lipidicas na amostra.
Espera-se que quanto maior for o conteldo de particulas lipidicas em determinada
condi¢do, maior sera o aumento da fluorescéncia lida para uma mesma quantidade

adicionada de células, e, consequentemente, a inclinagio da curva obtida serd maior.

Vantagens:

 Em relagio ao custo, o equipamento utilizade € mais barato e ndo requer alta
qualifica¢do para sua opera¢do, quando comparado 4 andlise microscopica.

e A andlise das imagens obtidas na microscopia ¢ complexa ¢ esta sujeita a
mnterferéncia do proprie pesquisador. O que ndio ocorre no método fluorimétrico.

* Ao se medir concentragdes crescentes de amostra, tém-se diminuigdo do erro
expermmental.

e Alta reprodutibilidade e sensibilidade, detectando pequenas variagdes

estatisticamente significantes.



s O método foi desenhado originalmente para microplacas, permitmdo adaptagdes

para experimentos de larga escala.

Desvantagens:
e A leitura, apods a adigdo de células, deve ser feita o mais rapido possivel para
evitar a sedimentagdo.
® Ao contrario de analises microscopicas, os dados obtidos s0 revelam um
aumento ou diminuigdo global de particulas lipidicas, ou seja, ndo se pode
mferir se a alteragdo se deve a mudangas no numero total ou no tamanho médio

das particulas lipidicas.

EQUIPAMENTOS

«Fluorimetro com controle de temperatura(para cubetas ou microplacas)
«Cubetas ou microplacas proprias para a leitura de fluorescéncia.

«Vortex

SOLUCOES

«Solugdo de BODIPY 493/509 (2,5 mg/ml preparado em dimetilsulfoxido)
«Solugdo de wodeto de potassio 0,5 M

s Formaldeido 37% (concentragdo comercial).

O formaldeido deve ser manuseado com luvas e em capelas com exaustdo.

«Meio de cultura rico YPD (2% peptona, 2% glicose, 1% extrato de levedura)



PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

9.

. Cresgauma cultura de levedura nas condigdes e até o ponto desejados.
. Recolha entre 5 ¢ 10 x 107 células e fixe adicionando 1/9 do volume de formaldeido.

. Homogenize e incube a temperatura ambiente por 15 minutos.

Centrifugue por 5 minutes a 3000 rpm. Descarte o sobrenadante e ressuspenda as

células no mesmo volume de dgua destilada autoclavada.

. Repita a centrifugag¢do. Descarte o sobrenadante e ressuspenda a massa de células

em | mL de agua destilada autoclavada.
Prepare o meio de leitura: solucio de KI 0,5 M ¢ BODIPY (dihuir 2000x). Mantenha

ao abrigo da luz.

. Em uma cubeta propria para fluorimetro, adicione 3 mL do meio de leitura. Espere

estabilizar a temperatura. Leia a fluorescéncia (excitaciio em 485 nm e emissfio em
510 nm).

Homogenize a suspensdo celular e adicione 0,005 mL a cubeta,. Homogenize a
mistura da cubeta com o auxilio de uma pipeta e faga uma nova leitura.

Repita o passo 8 por cerca de 5 vezes,

10. Plote um grafico da concentragdo de células contra a fluorescéncia medida. A

inclinagdo do grafico representara a quantidade de fluorescéncia recuperada por

unidade de concentragio de céhulas,

GUIA DE SOLUCAO DE PROBLEMAS:

-

O formaldeido comercial pode apresentar precipitagiio com o passar do tempo. Para

evitar 1sso0, normalmente os fabricantes adicionam metanol. Assim, o tempo de



fixagdo da celulas em formaldeido deve ser bem observado, caso contrario podera

ocorrer a dissolugéo das particulas lipidicas

Deve-se levar em consideragio que, neste método, dois fatores mfluenciario no
sinal de fluorescéncia recuperada. O primeiro ¢ o nivel de corpisculos nas células
estudadas, contribuindo positivamente 4 cada adigiio de células, enquanto o segundo
¢ a turbidez do meio, contribuindo negativamente, ja que a luz emitida sofrera
espalhamento antes de atingir o detector. Dai a importincia de se controlar a

turbidez do meio de leitura.

A leitura da fluorescéncia deve ser feita o mais rapido possivel apos a adigdo de
células ¢ homogeneizagio do meio, a fim de se evitar sedimentagio aprecidvel, que

possa interferir na medida.

E altamente recomendivel controle da temperatura durante a leitura no fluorimetro,

Jja que a ntensidade da fluorescéncia sofre efeito desse fator.

O meio de leitura deve ser preparado e imediatamente usado, para que se evite a

oxidagio do 10deto em solugdo e a degradagio do fluoroforo.
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FIGURA 1: Formula estrutural do BODIPY 493/509

FIGURA 2: A sonda sofre efeito do supressor de fluorescéncia hidrofilico, fluorescendo
apenas no interior das particulas lipidicas.
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