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RESUMO

A levedura Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) é capaz de fermentar substratos
industriais, tais como hidrolisados de amido, os quais sdo compostos por aglicares como a
maltose e a glucose. No entanto, devido ao efeito repressivo pela glucose no metabolismo de
fontes alternativas de carbono, todos os outros aguUcares fermentaveis permanecem néo
utilizados pela levedura, até que a glucose no meio seja totalmente consumida. Para melhorar o
desempenho fermentativo de S. cerevisiae em processos industriais, foi obtido anteriormente,
por tratamento mutagénico aleatorio por UV, um mutante designado PYCC 5334, capaz de co
fermentar a glucose e a maltose. A caracterizacdo do mutante mostrou que o fendtipo
desreprimido desta estirpe resultou de uma falha nas vias de inducéo e repressao, cuja extensédo
apenas pode ser avaliada por abordagens de rastreio global, como € o caso da protedmica.

Assim, neste trabalho, pretendeu-se identificar proteinas diferencialmente expressas entre a
estirpe selvagem PYCC 5297 e as estirpes mutantes diploide PYCC 5334 e haploide PYCC
5334-6 de S. cerevisiae através de uma andlise proteémica baseada em eletroforese
bidimensional (2DE) acoplada a técnicas de espetrometria de massa (MS). As estirpes
estudadas foram crescidas em glucose e recolhidas em final da fase exponencial. Os extratos
proteicos totais foram analisados por 2DE, num gradiente de pH 4-7. Os géis 2D das fracdes
proteicas das estirpes PYCC 5297, PYCC 5334 e PYCC 5334-6 apresentaram um total de 697,
616 e 586 spots de proteina, respetivamente. Curiosamente, os perfis proteicos de PYCC 5297
e PYCC 5334 mostraram-se bastante distintos, identificando-se apenas 53 spots comuns. Por
outro lado, os proteomas de PYCC 5297 e PYCC 5334-6 revelaram-se muito semelhantes e apés
a sua avaliacdo estatistica foi possivel quantificar 45 spots diferenciais. Foram identificadas 16
proteinas por MS. Destas, encontraram-se proteinas diferencialmente expressas com funcdes
importantes na resposta ao stress e em processos do metabolismo energético, tanto na

fermentacdo como na respiracao.

Palavras-chave: Saccharomyces cerevisiae; Desrepressdo; Eletroforese Bidimensional,

Metaboldmica.






ABSTRACT

Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) is able to ferment industrial substrates like starch
hydrolysates, which are composed of sugars like maltose and glucose. However, due to the
repressive effect by glucose in the metabolism of alternative carbon sources, all other fermentable
sugars remain unused by the yeast until glucose has been depleted. In order to improve
fermentation performance, a mutant was previously obtained by a random UV mutagenesis,
designated PYCC 5334, with the ability to co-ferment glucose and maltose. Previous
characterization of the mutant showed that the derepressed phenotype of this strain resulted from
a failure in the induction and repression pathways, whose extension can only be assessed by
global screening approaches such as proteomics.

In this context, we aim to identify proteins differentially expressed between S. cerevisiae’s wild
type PYCC 5297 and mutant strains PYCC 5334 and PYCC 5334-6 by proteomic analysis based
on two-dimensional electrophoresis (2DE) coupled to mass spectrometry techniques (MS). The
wild type and the derepressed mutants were grown on glucose and collected at the end of the
exponential phase. The soluble fractions were analysed by 2DE in the pH range 4-7. The 2D gels
of the total protein fractions of PYCC 5297, PYCC 5334 and PYCC 5334-6 strains showed 697,
616 and 586 spots, respectively. Interestingly, protein profiles of PYCC 5297 and PYCC 5334
displayed significant differences, with only 53 common spots. On the other hand, the PYCC 5297
and PYCC 5334-6 proteomes showed many similarities and after protein matching and statistical
validation, 45 differential spots were detected. Sixteen proteins were identified by MS. Between
those proteins, we found differentially expressed proteins with important functions in the stress

response and energy metabolism processes, both in fermentation and in respiration.

Keywords: Saccharomyces cerevisiae; Derepression; 2D Electrophoresis; Metabolomics.
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1. INTRODUCAO

1.1. Aplicacdes biotecnolégicas de leveduras

As leveduras séo definidas como um grupo de microrganismos eucariotas, pertencentes ao
Reino Fungi, Dominio Eukarya, cujo crescimento vegetativo resulta predominantemente de
gemulacéo ou fissdo. Sdo maioritariamente unicelulares, no entanto, algumas leveduras podem
multiplicar-se formando cadeias de células unidas, pseudohifas, e tornar-se como seres
multicelulares. Compreendem atualmente representantes dos filos Ascomycota e Basidiomycota
(Pretorius, 2000; Kurtzman and Piskur, 2006; Kurtzman, Fell and Boekhout, 2011).

Sao organismos quimio-organo-heterotréficos capazes de utilizar diferentes fontes de
carbono e energia como D-glucose, D-galactose, D-xilose, glicerol, sorbitol, etanol, acidos
organicos, entre outras. Podem usar substratos de origem vegetal, como flores, frutos e
exsudados de plantas, sendo que as popula¢cdes mais densas estdo associadas a substratos
gue contém agucares e outras fontes de carbono rapidamente assimilaveis (Barriga et al., 2011).
Podem ser classificados como aerdbios obrigatérios ou, nalguns casos, anaerébios facultativos,
sendo que os parametros que permitem o seu crescimento e sobrevivéncia incluem valores de
pH entre os 3 e 0s 8 e temperatura 6tima entre 25-38°C (Phaff, Miller and Mrak, 1978).

Por fim, possuem uma ampla distribuicdo na natureza, podendo ser isoladas de ambientes
muito diversos: terrestres, aquaticos e aéreos, sendo a selecdo de um dado nutriente ou
condicgdo, por exemplo, temperatura, responsaveis por determinar a diversidade de espécies em
diferentes nichos. Até agora sdo conhecidas cerca de 1500 espécies de leveduras que estao
depositadas em colec¢des de cultura. No entanto, estima-se que 99% da biodiversidade deste
grupo de microrganismos eucarioticos seja ainda desconhecida (Barriga et al., 2011).

As leveduras séo, dos microrganismos eucarioticos conhecidos, 0os mais importantes a nivel
econdémico e cientifico, com uma vasta utilizacdo em processos biotecnologicos. A utilizagéo
destes organismos no processamento de alimentos e fermentacdo de bebidas alcodlicas
remonta a varios milénios. Os géneros de leveduras associados a producéo de alimentos, como
bebidas alcodlicas, produtos de panificacdo, queijos, salsichas, produtos lateos, entre outros,
sdo principalmente: Brettanomyces, Candida, Cryptococcus, Debaryomyces, Galactomyces,
Geotrichum, Hansenula, Hanseniaspora, Hyphopichia, Kluyveromyces, Metschnikowia, Pichia,
Rhodotorula, Saccharomyces, Saccharomycodes, Saccharomycopsis, Schizosaccharomyces,
Torulopsis, Trichosporon, Yarrowia e Zygosaccharomyces (Tirker, 2014).

Para além disso, estes microrganismos tém sido utilizados como fontes ricas em proteinas,
minerais, vitaminas (particularmente vitamina B) e outros nutrientes para humanos e animais.
Muitas espécies tém sido utilizadas para a producdo de biomassa, tais como Candida utilis,
Candida spp. ndo-metilotroficas, Saccharomycopsis (Endomycopsis) fibuligera, Kluyveromyces
spp. e Saccharomyces cerevisiae. Outras espécies, em particular, Saccharomyces boulardii tém

sido utilizadas como agentes probidticos para prevenir ou tratar varios distlrbios intestinais,



nutricionais e toxicoloégicos. JA as espécies Candida pintolopesii, Candida saitoana e S.
cerevisiae sdo usadas como aditivos probiéticos em alimentos para animais. As leveduras
possuem um papel fundamental na area da agricultura, uma vez que agem como agentes de
biocontrolo, biorremediacdo e como indicadores de qualidade ambiental (Johnson, 2013a,
2013b; Turker, 2014).

A nivel biotecnolégico, as leveduras alcangaram um enorme interesse nas Ultimas décadas,
permitindo a producgdo de inimeros produtos valiosos de metabolismo primario e secundario,
enzimas e proteinas com interesse farmacéutico. Atualmente, os trés grandes campos de
aplicacdo na biotecnologia moderna séo a producdo de metabolitos, producdo de proteinas
recombinantes e biotransformag&o in vivo (Buzzini and Vaughan-Martini, 2006; Mattanovich,
Sauer and Gasser, 2014). Embora a espécie de levedura mais conhecida e mais utilizada seja
S. cerevisiae, tém sido introduzidas outras espécies de importancia biotecnoldgica para produzir
produtos industriais além dos alimentos tradicionais (Tabela 1.1) (Turker, 2014).

Nas ultimas décadas, estudos de diversidade metabdlica de leveduras nao-convencionais
revelaram inUmeras propriedades promissoras. Espécies como Pichia pastoris (Komagataella
pastoris), Hansenula polymorpha (Ogataea parapolymorpha), Yarrowia lipolytica, Pichia stipitis
(Scheffersomyces stipitis), e Kluyveromyces marxianus foram desenvolvidas para a producao
heterbéloga de enzimas e proteinas, incluindo proteinas farmacéuticas (Buzzini and Vaughan-
Martini, 2006).

Tabela 1.1 — Exemplos de espécies de leveduras e suas aplica¢des biotecnoldgicas (Adaptado de Turker,
2014).

Espécies Aplicacdo

Candida shehatae Bioetanol

C. sake Bioetanol

C. oleophila Bioetanol

C. maltosa Proteina de célula Unica (SCP) em hidrocarbonetos

Debaryomyces hansenii

D. (Schwanniomyces) occidentalis
Eremothecium ashbyi

Geotrichum candidum
Hanseniaspora uvarum
Kluyveromyces marxianus

K. lactis

Pachysolen tannophilus

Phaffia rhodozyma

Pichia angusta (Hansenula polymorpha)

P. anomala
P. jadinii (C. utilis)

P. pastoris

Queijo, amadurecimento da salsicha, protéase
Amilase

Riboflavina

Amadurecimento do queijo

Fermentagao alcodlica

Fermentagao do leite, SCP de soro de leite
Fermentacgao do leite, SCP de soro de leite
Bioetanol

Astaxantina

Bioetanol

Bioetanol

Matéria-prima

Proteina heter6loga




P. stipitis Bioetanol

Pseudozyma flocculosa Bioetanol
Rhodotorula glutinis Caroteno
Schizosaccharomyces pombe Fermentacgédo da cidra

Fermento de cerveja, padeiro e vinho, bioetanol,

Saccharomyces cerevisiae . . .
invertase, proteina heteréloga

S. boulardii (S. cerevisiae) Probioticos
Saccharomycopsis fibuligera Amilase
Zygosaccharomyces rouxii Molho de soja

1.2. Saccharomyces cerevisiae

Saccaromyces cerevisiae (S.cerevisiae) € um dos microrganismos eucariotas mais
estudados, sendo considerado como modelo para variados estudos. O nome Saccharomyces
deriva do latim: saccharo~ que significa aglucar (saccharum) e ~myces que significa fungo. Por
sua vez, cerevisiae deriva do termo para cerveja em latim (Kurtzman, Fell and Boekhout, 2011).

Tal como as restantes leveduras, S. cerevisiae, estd equipada com uma parede celular
espessa que mantém a forma e integridade celular e confere prote¢gdo osmotica e fisica a célula.
A parede celular de S. cerevisiae é composta por uma camada interna que é constituida por uma
rede flexivel de moléculas de B-glucanos (formados por ligacbes de B-1,3 e B-1,6) e quitina
ligados covalentemente, sendo responsavel pela resisténcia mecanica, proporcionando também
os locais de ligacdo para as proteinas que formam a camada externa da parede. Esta camada
externa fibrilar de manoproteinas limita a permeabilidade da parede celular e protege a
membrana plasmatica de enzimas e compostos estranhos (Pardo et al., 2000; Klis et al., 2002;
Klis, Boorsma and De Groot, 2006; Braconi et al., 2011). A membrana plasmatica, constituida
por uma bicamada lipidica, contém uma mistura de lipidos polares e proteinas que, pelas suas
interag@es, sustentam a estrutura da membrana (van der Rest et al., 1995)

S. cerevisiae é uma levedura ascomiceta e pode existir de forma estdvel em estados
haploides ou diploides. Em condi¢des de escassez de nutrientes, as células haploides podem
fundir-se produzindo uma célula diploide, que pode sofrer meiose dando origem a quatro esporos
haploides (Bergman, 2001; Bisson, 2004). As suas células contém 16 cromossomas lineares
com um tamanho variando de aproximadamente 200 a 2200 kb (Bergman, 2001). A sequéncia
do genoma indica a existéncia de aproximadamente 6000 genes funcionais presentes (Bisson,
2004).

Durante décadas este organismo eucaridtico foi o mais bem caracterizado do ponto de vista
genético e filogenético. Como tal, é atualmente um dos principais organismos utilizados para
estudos de genomica comparativa, devido as diversas vantagens que apresenta i) é eucariota
(tendo semelhancas com células animais); ii) € unicelular (tornando-se “simples” de estudar); iii)

€ de facil manipulacdo genética; iv) foi o primeiro organismo com o genoma totalmente



sequenciado; v) é facil e econdmico de cultivar e manter e vi) ndo é patogénico (Williams, 1996;
Kurtzman and Piskur, 2006).

Esta levedura é bastante utilizada em biotecnologia, devido a sua fisiologia Unica e por possuir
um papel historico importante em fermentacgdes de alimentos e outros processos industriais. Esta
espécie, também conhecida como a “levedura do vinho”, ou “levedura de padeiro” tem sido
utilizada durante varios séculos na producéo de alimentos, como o pédo e também de bebidas
alcodlicas, nomeadamente cerveja, uisque e rum, devido a sua alta capacidade de fermentacao
e alta tolerancia a condi¢cbes ambientais adversas deste processo. Hoje em dia, para além de
ser utilizado de forma caseira, sob a forma de “fermento de padeiro”, para a confecao de bolos,
massas e diversos tipos de pédo, este organismo é também utilizado como hospedeiro para a
producdo comercial de proteinas farmacéuticas, tais como a insulina e vacinas contra a hepatite
B, como hospedeiro para expressao de biocatalisadores de proteinas e vias multi-enzimaticas
para a sintese de produtos quimicos finos e compostos de pequeno peso molecular de
importancia medicinal e nutricional (Kurtzman, Fell and Boekhout, 2011; Tirker, 2014). Assim,
os estudos em leveduras, em particular em S. cerevisiae, sdo considerados o ponto de partida
para a descoberta de novas estruturas e processos em células eucariéticas, que possam depois
ser utilizados como base para o estudo de sistemas eucariotas mais complexos, como células

animais e vegetais (Bauer and Pretorius, 2000; Johnson, 2013b).

1.2.1. Fermentacéo alcodlica

As leveduras, como é o caso de S. cerevisiae, utilizam aglcares com o objetivo de obter
energia e material biossintético usados na realizacéo das suas atividades fisiolégicas, no seu
crescimento e reprodugdo. A fermentacdo compreende um conjunto de reacdes
enzimaticamente controladas, através das quais uma molécula orgénica é degradada em
compostos mais simples, libertando energia. E um processo realizado desde ha muitos séculos
como um recurso eficaz e de baixo custo para preservar a qualidade e a seguranca dos
alimentos. Existem vérios tipos de fermentacdo, sendo a fermentacéo alcodlica a mais antiga
forma de aplicacao biotecnoldgica de um microrganismo (Bauer and Pretorius, 2000).

Bioquimicamente a fermentacé&o alcodlica consiste na transformacao de hidratos de carbono
em etanol e diéxido de carbono (CO.) para regeneracao do NAD*, necessario na glicélise. Inicia-
se com um processo denominado glicolise, que resulta na producao de duas moléculas de acido
piravico por cada molécula de glucose. Cada uma destas moléculas origina uma de acetaldeido
e uma de CO2. ApOs a reducdo do acetaldeido formam-se duas moléculas de etanol, e
consequentemente o NADH é oxidado a NAD* necessario a continuagéo do processo (Glazer
and Nikaido, 2007; de Alencar et al., 2009) (Figura 1.1).



2 ADP +Pi 2ATP

2 NADH + 2 H* N
2 NAD* * 2C0; 2NADH+2H*  2NAD*
glucose 2 acido piravico 2 acetaldeido 2 etanol
CeH1z08 glicdlise CH:COCOO0H piruvato CH;CHO alcool CH2CHz0H
descarboxilase desidrogenase

Figura 1.1 — Via de fermentacao alcoolica (Adaptado de Glazer & Nikaido 2007).

Antoine Lavoisier, em 1789, foi pioneiro nos estudos cientificos sobre fermentacéo alcodlica,
e descobriu que 100 partes em peso de acUcar sdo convertidas em 60,17 partes de alcool, 36,81
de diéxido de carbono e 2,61 de acido acético, descrevendo a equagao como “mosto da uva =
diéxido de carbono + alcool”. Mais tarde, em 1815, Joseph Gay-Lussac estimou que 100 partes
de acUcar sé@o convertidas em 51,34 partes de alcool e 48,66 partes de didxido de carbono. A

equacdo geral da fermentacéo alcodlica é a seguinte:

CeH1206 > 2 C2HsOH + 2 CO2 (1.2)

Segundo esta equacao, 100 partes de acUcar sdo convertidos em 51,19 partes de alcool e
48,90 partes de diéxido de carbono, confirmando os estudos anteriores (Barnett, 1998, 2003).
Na realidade, para além do etanol e CO2 outras substancias sdo produzidas em menores
guantidades pela levedura, tais como glicerol, &lcool isoamilico ou 3-metil-1-butanol, n-propanal,
2-feniletanol, aldeidos, ésteres e acetatos. Estes metabolitos podem desempenhar um papel
importante, uma vez que alguns sdo compostos quimicos responsaveis pelo aroma podendo
influenciar, por exemplo, as propriedades organolépticas das bebidas alcodlicas produzidas por
processos fermentativos (Ward, 1991).

No geral, os microrganismos utilizados no processo de fermentacdo alcodlica devem ter
caracteristicas especificas, tais como elevada velocidade de fermentagdo, osmotolerancia,
tolerancia ao etanol, capacidade para producdo de elevadas quantidades de etanol, tolerancia
ao meio 4cido, elevada viabilidade celular e resisténcia a altas temperaturas (de Alencar et al.,
2009).

1.2.2. Metabolismo de S. cerevisiae

A adaptacdo as mudancas no ambiente € um processo chave para a sobrevivéncia bem-
sucedida dos organismos e a resposta das suas células a estas alteracdes € mediada por uma
grande variedade de vias de sinalizacdo. As células podem detetar varios estimulos intra- e
extracelulares e a informacéo recebida sera posteriormente propagada através de uma cascata
de sinais fisico-quimicos. Os recetores finais destes sinais determinardo a resposta celular,

atuando em diferentes niveis regulatérios (transcricdo, traducdo, pds-traducao, etc.). A maioria
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das células de leveduras, como as de S. cerevisiae, sao sensiveis a disponibilidade de fontes de
carbono em seu redor e, na presenca do seu agucar favorito (glucose), desencadeiam uma
cascata de sinalizacdo que reprime a utilizagcdo de outras fontes de agucar, bem como a funcéo

de diferentes vias catabdlicas (Gancedo, 2008; Christensen, Oliveira and Nielsen, 2009a).

1.2.1.1. Metabolismo da glucose

As leveduras sé@o capazes que crescer em variadas fontes de carbono, incluindo hidratos de
carbono, alcoois, acidos organicos, aminoacidos, n-alcanos e lipidos. Os hidratos de carbono
(monossacaridos, oligossacaridos e polissacaridos) sédo a fonte de carbono mais comum e
também a mais importante em termos de aplicacdes biotecnolégicas de leveduras. Entre os
monossacaridos, destacam-se as hexoses (glucose, frutose, manose), cujo metabolismo é
realizado em grande parte pela via glicolitica (DickinsonJ.R and Kruckeberg, 2006). A glicélise
ou via Embden-Meyerhof-Parnas é a via catabdlica principal e comum a todos os fungos,
resultando na oxidacdo de uma molécula de glucose e sua conversao em duas moléculas de
acido piravico. O metabolismo dos aclcares em levedura distingue-se pelo destino do piruvato.
Este pode ser carboxilado, com producdo de oxaloacetato que, por sua vez, entra no ciclo de
Krebs; transportado para a mitocondria e ser oxidado a acetil-CoA que segue para o ciclo de
Krebs ou descarboxilado pela piruvato-descarboxilase e convertido em acetaldeido. Assim, na
via fermentativa (fermentacdo alcodlica), o piruvato € convertido em etanol e CO. e na via
respiratéria o piruvato é metabolizado através do ciclo de Krebs (Broek, Uden and Uden, 1989;
Gancedo and Serrano, 1989).

A resposta da levedura S. cerevisiae a presenca de glucose é um exemplo interessante da
resposta de uma célula a uma mudanc¢a no ambiente. A glucose, para além de ser uma fonte de
carbono para este organismo, € também uma molécula que afeta a sua fisiologia regulando
varios aspetos do crescimento celular, metabolismo e desenvolvimento. A presenca de glucose
leva a alteragdes na concentracdo de metabolitos intracelulares, modifica¢des e degradacéo de
algumas enzimas, alteracdes na estabilidade de mRNAs e inducdo ou represséo da transcricdo

de diferentes genes (Gancedo, 2008).

1.2.1.1.1. Proteinas transportadoras de hexose (HXT)

De modo a enfrentar as diferengas na concentracdo de glucose gue ocorrem no meio
ambiente, S. cerevisiae desenvolveu uma complexa e regulada familia de transportadores de
hexose com caracteristicas e cinéticas especificas que permitem as células ajustar o transporte
de hexose de forma a otimizar o seu crescimento e metabolismo (Hordk, 2013). Os
transportadores de hexose (HXT) sdo proteinas que abrangem a membrana e medeiam o

transporte de hexoses através da membrana plasmatica pelo mecanismo de difusdo facilitada.



O genoma de levedura contém 20 genes pertencentes a familia de transportadores de hexose,
seis dos quais (HXT1-HXT4, HXT6, HXT7) codificam as principais proteinas responsaveis pelo
transporte da glucose. Estes transportadores exibem diferentes afinidades para a glucose e os
genes sao induzidos e/ou reprimidos por diferentes niveis de glucose. Dois outros genes desta
familia, SNF3 e RGT2, codificam proteinas que atuam como sensores de glucose e geram um
sinal para a indugéo da expressao dos genes HXT. A proteina Rgt2p reage com elevados niveis
de glucose e ativa os transportadores Hxt1p, Hxt3p e Hxt4p; a proteina Snf3p deteta baixos niveis
de glucose e ativa a transcricdo dos genes HXT2, HXT4 e HXT6/7. Na auséncia de glucose
apenas sao expressos os genes HXT5 e HXT6/7 (Carlson, 1998; Polish, Kim and Johnston, 2005;
Horéak, 2013).

Os genes HXT1 e HXT3 codificam transportadores de baixa afinidade para a glucose com
valores de Km de aproximadamente 100 mM e 30-60 mM respetivamente, enquanto que 0s
genes HXT6 e HXT7 codificam transportadores de alta afinidade (Km de 1-2 mM) para a glucose.
Ja os genes HXT2 e HXT4 séo classificados como genes que codificam transportadores com
moderada afinidade (valores de Km de aproximadamente 10 mM) para a glucose. Os
transportadores de baixa afinidade sdo expressos em concentragées elevadas de glucose, ja os
de alta afinidade sdo expressos em concentragfes baixas de glucose. Em contraste com 0s
genes referidos anteriormente, o gene HXT5, que codifica o transportador de hexose Hxt5 com
afinidade moderada (com Km de aproximadamente 10 mM) para a glucose, € regulado por taxas

de crescimento e nado por niveis de glucose extracelular (Maier et al., 2002; Horak, 2013).

1.2.1.2. Repressao por glucose em S. cerevisiae

Como muitos outros microrganismos, a levedura S. cerevisiae usa preferencialmente a
glucose como fonte de carbono fermentavel em detrimento de outros aclUcares e &cidos
organicos. Assim, num meio de cultura complexo que contenha glucose em conjunto com outros
acucares, como a galactose ou a maltose, a glucose € utilizada em primeiro lugar e a transcri¢cdo
de genes necessérios para a utilizacéo de fontes alternativas de carbono é reprimida — represséo
pela glucose. Este efeito repressivo pela glucose é transmitido a maquinaria celular através de
interacdes regulatdrias interligadas e vias de sinalizacdo (Gancedo, 1998; Kayikci and Nielsen,
2015).

A repressao pela glucose € o principal sistema regulatorio na levedura e € um dos mais bem
estudados neste eucariota modelo, tendo suscitado grande interesse devido ao seu envolvimento
no controlo da fermentacéo alcodlica. Este sistema regulador afeta a expressdo de um grande
namero de enzimas envolvidas no metabolismo dos hidratos de carbono, incluindo o transporte
de acucares, a hidrélise de dissacaridos como a maltose e sacarose, a neoglucogénese, o ciclo
de Krebs e a fosforilacdo oxidativa (Rose, Albig and Entian, 1991; Salema-Oom et al., 2011).

Foram identificadas duas principais vias de sinalizacdo responsaveis pela
utilizac@o/repressao da glucose em S. cerevisiae: uma via de repressao mediada pelo complexo

Snfl e pelo fator de transcrigdo Migl e uma via de inducéo da glucose mediada pelos recetores
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de membrana Snf3 e Rgt2 e o fator de transcricdo Rgtl (Christensen, Oliveira and Nielsen,
2009b). A sinalizacédo pelo complexo Snfl é fundamental para a funcionalidade da represséo
pela glucose e para ajustar o metabolismo a disponibilidade de glucose. A proteina Snfl é uma
cinase serinal/treonina altamente conservada em células eucariéticas que possui um homologo
em mamifero, a subunidade catalitica a da proteina cinase ativada por AMP (AMPK, do inglés
AMP-activated protein kinase). O complexo cinase Snfl em S. cerevisiae tem uma estrutura
heterotrimérica com uma subunidade a catalitica (Snfl), uma subunidade regulatéria y (Snf4) e
uma das trés subunidades B (Sip1, Sip2 e Gal83). Snfl é ativada por fosforilagéo realizada pelas
proteinas cinases Sakl, Tos3 e EIm1 a montante, enquanto que a fosfatase Glc7 em conjunto
com a sua subunidade regulatoria Regl é responsavel pela sua desfosforilagdo e consequente
ativacdo. Quando os niveis de glucose sdo elevados, o complexo Snfl cinase é inativado por
auto inibicdo, como resultado da interacéo entre o seu dominio catalitico N-terminal e os seus
dominios reguladores C-terminais. A inativagdo da cinase Snfl previne a fosforilacdo do seu
substrato, o fator de transcri¢do Migl, que nao fosforilado migra para o ndcleo onde, juntamente
com a hexocinase Hxk2 e o complexo Ssn6/Tupl impede a transcricdo de genes envolvidos na
utilizacéo de fontes alternativas de carbono. Por outro lado, quando a concentragdo de glucose
€ baixa, o complexo Snfl é ativado e, na sua forma ativa, liga-se a cada uma das trés
subunidades B e o complexo Snf1-Gal83 assim formado entra no nucleo impedindo a represséo.
Tal é conseguido através da fosforilacao e consequente inativacéo de Migl que promove a sua
relocalizacdo para o citosol, permitindo assim a expressdo de genes ligados ao metabolismo
respiratério, a neoglucogénese e o metabolismo de acidos gordos dependendo da fonte de
carbono disponivel (Figura 1.2) (Gancedo, 1998; Conrad et al., 2014; Kayikci and Nielsen, 2015).
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Figura 1.2 - Via de represséo pela glucose mediada pela proteina cinase Snfl. Snfl é ativado na forma
fosforilada pelas proteinas Sak1, Tos3 e EIm1. Rgtl é responsavel pela sua desfosforilagdo. O mecanismo
de detecdo de glucose, onde Hxk2 parece desempenhar um papel importante, ativa a proteina fosfatase
Glc7-Regl para desencadear a desfosforilacdo de Snfl. Na sua forma ativa, Snf1-Snf4 liga-se a cada uma
das trés subunidades B, adquirindo especificidade diferencial para localizagao e fosforilagdo alvo. Apés o
esgotamento de glucose, o complexo Snfl-Gal83 entra no nucleo para desencadear a desrepressao
através da ativacdo dos fatores de transcricdo Adrl, Sip4 e Cat8 e inativagdo de Migl, desalojando a sua
interacdo com Hxk2 e promovendo a sua localizacao citosélica por fosforilacdo. Estes acontecimentos
levam & expressdo de uma ampla gama de genes envolvidos na utilizacdo de fontes alternativas de
carbono (Adaptado de Conrad et al., 2014).

A via de sinalizac@o Snf3/Rgt2 é uma cascata sensorial que deteta niveis extracelulares de
glucose e ajusta a entrada de glucose na célula. Os sensores Snf3 e Rgt2 pertencem a familia
dos genes HXT em conjunto com as proteinas Hxt1-17 e Gal2, em que todas, exceto a proteina
Hxt12, podem transportar glucose (e outras hexoses) cada uma com uma afinidade diferente.
Snf3 e Rgt2 sdo proteinas membranares que, embora sejam estruturalmente semelhantes aos
transportadores de hexose, ndo tém capacidade de transportar glucose atuando apenas como
recetores que detetam a glucose externa. Snf3 deteta niveis baixos de glucose extracelular,
enquanto que Rgt2 deteta niveis altos deste acglcar. Quando existem elevados niveis de glucose
extracelular, esta é detetada pelas proteinas transmembranares Snf3 e Rgt2, ativando as cinases

Yckl e Yck2 do tipo | que se encontram ligadas & membrana. Este acontecimento recruta duas



proteinas parélogas reguladoras, Mthl e Stdl, para a membrana plasméatica onde sao
fosforiladas, seguidamente marcadas por ubiquitinagdo por Grrl e, por ultimo, degradadas pelo
proteossoma. Libertado destas proteinas, o ativador Rgtl é fosforilagéo por PKA (proteina cinase
A) e é assim transformado num ativador transcricional para a expressao de genes HXT. Por outro
lado, na auséncia de glucose, Yckl e Yck2 ndo conseguem fosforilar Mthl e Std1, ou seja, ndo
sdo degradadas, entram no ndcleo e associam-se a Rgtl para reprimir a expressao dos genes
HXT1-4 (Figura 1.3) (Gancedo, 2008; Conrad et al., 2014; Kayikci and Nielsen, 2015).

(a) Presenca de glucose (b) Ausénciade glucose
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Figura 1.3 — Via de dete¢éo da glucose Snf3-Rgt2. (a) A ligacédo da glucose aos sensores Snf3/Rgt2 recruta
Mthl e Std1l para a membrana plasmética onde séo fosforilados por Yck1,2. Esta fosforilagdo visa a
ubiquitinacdo por Grrl e a degradacao pelo proteossoma, permitindo que Rgtl seja fosforilado por PKA.
Uma vez fosforilado, Rgtl transforma-se num ativador para a expressdo de genes HXT. (b) Na auséncia
de glucose, Mth1 e Std1 nao séo fosforilados, o que faz com que ndo sejam degradados e entrem no nucleo
para reprimir a expressao dos genes HXT (Adaptado de Conrad et al., 2014).

1.2.1.3. Metabolismo da maltose

A maltose € um produto da hidrélise do amido em consequéncia da a¢édo de amilases. Produz
cerca de 55% dos agUcares fermentaveis em misturas tradicionais de malte da industria da
cerveja e destilacdo, sendo o conhecimento do seu metabolismo de grande importancia para
melhorias em processos industriais. A maltose é transportada para o interior da célula por
transporte ativo, com o auxilio de um transportador transmembranar especifico, a permease de

maltose, sendo de seguida hidrolisada pela enzima intracelular alfa-glucosidade (maltase) em
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duas unidades de glucose, que séo depois conduzidas através da via glicolitica (Fraenke, 1982;
Lagunas, 1993; Novak, Zechner-krpan and Mari, 2004).

O metabolismo da maltose em S. cerevisiae esta sob o controlo de trés mecanismos de
regulacéo geral: inducéo, e represséo e inativacdo pela glucose. E necesséria a presenca de
maltose no ambiente celular para ocorrer inducdo da sintese de enzimas maltase e de
transportadores de maltose. Por outro lado, com a adi¢cdo de glucose a um meio de maltose,
ocorre inativacao total do sistema de transporte da maltose. No entanto, quando as células sao
repostas num meio com apenas maltose, observa-se uma rdpida regeneracao do sistema de
transporte da maltose, ocorrendo inducéo de novas proteinas (Novak, Zechner-krpan and Mari,
2004).

Para além do gene do transportador, MALx1 (MAL21, MAL31, MAL61), AGT1, MPH2, ou
MPH3 a utilizacdo de maltose requer os produtos de outros dois genes, maltase (MALx2) e um
ativador de transcricdo (proteina Malx3). Estes trés genes podem ser encontrados em loci
diferentes denominados MAL1, MAL2, MAL3, MAL4 ou MALG. O metabolismo da maltose requer
a presenca de pelo menos um destes loci. As estirpes que carregam um ou mais locus MAL séo
capazes de crescer em maltose como a Unica fonte de carbono. As estripes haploides de
levedura capazes de crescer em maltose contém apenas uma Unica copia de um dos genes MAL
(frequentemente referida como a copia dominante) (Needleman et al., 1984; Lagunas, 1993). A
clonagem de MALG6 permitiu identificar trés genes no locus: MAL61, MAL62 e MALG3. O gene
MALG1 codifica a permease de maltose; o gene MAL62 codifica a maltase e MAL63 codifica uma
proteina reguladora, Mal63, que induz a transcri¢do dos genes MAL61 e MAL62. Uma mutagao
no gene MALG63 impossibilita a indugdo da expressdo dos genes MAL61 e MAL62 e estes
mutantes ndo podem utilizar a maltose como fonte de carbono. Supressores do mutante mal63
possuem expressdo constitutiva dos genes MAL61 e MAL62, mas sé@o sensiveis a repressao
pela glucose (Change et al., 1988; Gancedo, 1998).

Apesar de ndo haver informacéo suficiente sobre o mecanismo pelo qual MAL63 é ativado na
presenca de maltose, pensa-se que a esta se liga a MAL63 produzindo uma conformacéo com
atividade funcional. Os alelos constitutivos de MAL63 ou o alelo selvagem de MAL43 (um gene
equivalente no locus MAL4) possuem multiplas substituicbes de aminoacidos na regido C-
terminal podendo adotar a conformacdo ativa, mesmo na auséncia de maltose (Wang and
Needelman, 1996).

A interacdo entre o complexo Migl (repressor transcricional de ligacdo ao DNA dos genes
SUC2, GAL e MAL) e as proteinas ativadoras de MAL, como Mal63, parece ser o principal passo
na represséo pela glucose do metabolismo da maltose. A presenca da glucose afeta tanto a
transcricdo de MAL63 como a sua conformacéo ativa. A interrupcdo de Migl ou a remocgéo de
um local de ligacdo do mesmo no promotor MAL63 aumenta a expresséo deste gene na presenca
de glucose (Gancedo, 1998). Para além de atuar ao nivel da transcricdo, a glucose também
aumenta os niveis de degradacéo das proteinas e do mRNA. Estudos tém demonstrado que a
presenca de glucose degrada consideravelmente o mRNA de MALG62 (e provavelmente o mRNA
de MAL61) (Novak, Zechner-krpan and Mari, 2004).
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A fermentacéo de hidrolisados de amido é a base de muitos processos biotecnolégicos de
leveduras, sendo o aglcar predominante nestes processos a maltose. No entanto, na maioria
das estirpes de levedura envolvidas em processos biotecnol6gicos, a maltose apenas pode ser
fermentada apdés o esgotamento da glucose. Uma répida co fermentacdo da glucose e da
maltose pela levedura podera aumentar a eficiéncia dos processos biotecnoldgicos a base de
amido. O desenvolvimento de mutantes capazes de co fermentar os dois agUcares torna-se
assim importante de forma a superar a limitacdo na produtividade das fermentacdes industriais.
Uma abordagem frequentemente utilizada é a aplicagdo de tratamentos mutagénicos
convencionais, seguidos pelo isolamento seletivo de mutantes desreprimidos em meio de cultura,
incorporando analogos de glucose repressivos, mas ndo metabolizaveis, como 2-desoxiglucose
ou 5-tioglucose. As mutagdes aleatdrias podem levar a uma reducao das taxas de absor¢éo de
glucose que dao origem a fenétipos de desrepresséo aparente. Outra abordagem mais direta é
a mutagénese direcionada ao local de genes conhecidos para desempenhar um papel
fundamental na principal via de repressédo pela glucose em S. cerevisiae, como HXK2, SNF1 ou

MIG1 (Gamo, Lafuente and Gancedo, 1994; Salema-Oom et al., 2011).

1.3. Estudos protedmicos

Apesar dos avancos da gendémica e de existir bastante informacéo genética em resultado da
sequenciacdo do genoma de diversos organismos, somente a anélise da sequéncia do DNA néo
é suficiente para esclarecer a fungéo bioldgica das proteinas por ele codificadas, bem como o
nivel de expressdo e as modificacBes co- e péds-traducao. Assim, de forma a compreender os
aspetos funcionais da célula, tem sido importante o desenvolvimento de métodos que visam a
analise descritiva em larga escala do proteoma, o qual contempla as proteinas codificadas pelo
genoma de determinados organismos, tecidos, células ou fluidos biolégicos. A andlise do
proteoma €, no entanto, uma tarefa dificil, uma vez que este € mais complexo que o genoma,
devido a processos como o splicing, eventos pos-traducéo, degradacdo de proteinas, entre
outros. Para além disso, o proteoma é bastante dindmico e pode sofrer alteracdes em resposta
a fatores ambientais (Almeida, Rodrigues and Lampreia, 2001; Gilmore and Washburn, 2010).

Os estudos protedmicos fundamentam-se na caracterizacdo metdédica de amostras
complexas de proteinas, empregando diversas técnicas de separacdo, identificacdo e
guantificacao sistematica e simultanea de varias proteinas originarias de uma Unica amostra
(Almeida, Rodrigues and Lampreia, 2001). Apesar de terem surgido varias tecnologias
alternativas no inicio do milénio, a eletroforese bidimensional (two dimensional gel eletrophoresis
— 2DE) continua a ser uma das metodologias mais utilizadas para o estudo do proteoma,
permitindo a separacdo e quantificacdo de misturas complexas de proteinas, extraidas de
células, tecidos ou outras amostras biolégicas. Com uma elevada resolugéo e sensibilidade, esta
poderosa técnica possibilita a separacdo de milhares de proteinas num Unico gel. A eletroforese

2D tem sido fundamental para a evolu¢cdo da protebmica e tem a capacidade de detetar
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modificacdes co- e pés-traducdo que ndo podem ser previstas a partir da sequéncia do genoma.
As aplicagOes da eletroforese 2D sédo vastas: analise do proteoma, diferenciacéao celular, detegéo
de biomarcadores e marcadores de doenga, purificacdo de proteinas em microescala,
verificagbes de pureza, patogénese bacteriana e caracterizagdo de produto (O’Farrell, 1975;
Gorg, 2004; Magdeldin et al., 2014).

1.3.1. 2D-PAGE

A separacao de proteinas por 2DE remota a década de 1950, sendo que a primeira técnica
desenvolvida por Smithies e Poulik em 1956 combinava a utilizac@o de papel de filtro, para
separar as proteinas na primeira dimensao em tampéo de eletroforese e gel de amido, para
separagdo na segunda dimensao. No entanto, exceto a utilizacdo desta técnica para separar
proteinas séricas, antes de 1975 a separacao de proteinas por 2DE n&o era muito comum. A
possibilidade de aplicacdo clinica tornou este método atraente e apds 1975 expandiu-se
consideravelmente. O interesse crescente na separacgdo de proteinas por esta técnica prendeu-
se na possibilidade de separacdo de proteinas complexas ou mesmo de extratos celulares totais
(Klose, 2009).

No comeco da década de 70 estavam disponiveis duas separacgdes eletroforéticas de alto
desempenho: i) eletroforese em condicBes desnaturantes, descrita por Laemmli e ii) focagem
isoelétrica, descrita por Gronow e Griffith (Rabilloud and Lelong, 2011).

Foi em 1975 que O’Farrell desenvolveu o método de eletroforese bidimensional em gel de
poliacrilamida. Este método separa as proteinas de acordo com o seu ponto isoelétrico por
focagem isoelétrica na primeira dimensdo, e de acordo com o0 seu peso molecular por
eletroforese na segunda dimenséo (Figura 1.4). A introducdo, no final dos anos 80, de tiras de
gel de poliacrilamida com gradientes de pH imobilizados (strips de IPG — Immobilized pH
gradient) melhorou drasticamente o alcance e a reprodutibilidade das separacbes. O
desenvolvimento de técnicas de espetrometria de massa (MS) permitiu a identificacéo dos spots
de proteina, sendo possivel a sequenciacdo das mesmas por técnicas de MS-MS (O’Farrell,
1975; Klose, 2009; Rabilloud and Lelong, 2011).
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Figura 1.4 — Esquema representativo do principio de eletroforese 2D acoplada a espetrometria de massa.
A primeira etapa compreende a preparagdo da amostra, na qual é realizada a extragdo do material proteico
das amostras biol6gicas (A). De seguida, as proteinas sédo separadas de acordo com o seu ponto isoelétrico
— focagem isoelétrica (B), e em seguida de acordo com as suas massas moleculares numa eletroforese
em gel de poliacrilamida sob condi¢cdes desnaturantes (SDS-PAGE) (C). Apos a detecao das proteinas no
gel e a sua andlise quantitativa para a detegdo dos spots de interesse, as proteinas correspondentes sao
excisadas, digeridas enzimaticamente (geralmente com tripsina) e os péptidos resultantes séo eluidos e
analisados por espetrometria de massa, de modo a identificar e caracterizar as proteinas em questao (D)
(Adaptado de Rabilloud & Lelong 2011).

A eletroforese 2D € um processo que ocorre em cinco etapas: i) preparacdo da amostra; ii)
primeira dimensdo — focagem isoelétrica (Isolectric Focusing — IEF); iii) passo de equilibrio -
interface com a segunda dimenséo; iv) segunda dimenséo — eletroforese em gel de poliacrilamida
em condicbes desnaturantes (Sodium Dodecyl Sodium - Polyacrilamide Gel Eletrophoresis —
SDS-PAGE) e v) dete¢do de proteinas (Rabilloud and Lelong, 2011).

A preparacao apropriada da amostra € um passo crucial para a obtencéo de bons resultados.
Idealmente, a preparacéo da amostra desnatura, desagrega, reduz e solubiliza quantitativamente
todas as proteinas na amostra, sem qualquer alteragdo adicionada durante todo o processo, de
modo a assegurar que cada spot representa um polipéptido individual. Para além disso, elimina
também todos os outros compostos que possam interferir com a focagem isoelétrica. Em primeiro
lugar, as células devem ser lisadas de forma a poderem ser analisadas todas as proteinas
intracelulares. Para tal, utilizam-se métodos fisicos e/ou quimicos, dependendo do tipo de

amostra e do objetivo da andlise (se é direcionada a todas as proteinas ou a uma fragcéo

14



subcelular, em particular). Em seguida, a amostra deve ser homogeneizada na presenca de um
inibidor de proteases, a fim de evitar a hidrélise de proteinas causada pelas proteases libertadas
durante a lise celular. Se a amostra contiver ides salinos, estes podem interferir com a separacao
eletroforética e devem ser removidos se a sua concentragdo for muito alta (100 mM). A sua
remocgao pode ser conseguida por didlise, por centrifugacdo ou por precipitacdo das proteinas
com TCA (do inglés, trichloroacetic acid) ou solventes organicos (por exemplo, acetona). Os
polissacaridos e os acidos nucleicos também devem ser removidos, estes Ultimos utilizando
endonucleases (DNase e RNase), uma vez que podem aumentar a viscosidade, obstruir os poros
do gel e ligar-se as proteinas através de interacdes eletrostaticas e assim, impedir a focagem.
Para finalizar, as proteinas devem ser desnaturadas e solubilizadas, sem sofrerem alteracéo de
carga. Agentes caotrépicos, tais como a ureia e tioureia e detergentes neutros como o CHAPS
sdo usados em combinacgéo para tal (Gorg, 2004; Goérg, Weiss and Dunn, 2004; Schneider and
Riedel, 2010; Rabilloud and Lelong, 2011).

Tal como foi referido anteriormente, a focagem isoelétrica (primeira dimensao) é uma técnica
eletroforética que separa as proteinas de acordo com 0s seus pontos isoelétricos (pl). Esta
técnica é realizada em strips de IPG onde, sob influéncia de um campo elétrico, as proteinas se
deslocam para a posi¢do onde a sua carga elétrica é zero, ou seja, quando o pH corresponde ao
seu pl (Gorg, 2004).

Antes da segunda dimensé&o é essencial preparar as strips, o chamado “passo de equilibrio”.
Para tal, as proteinas sao reduzidas pelo ditiotritol (DTT) e, em seguida, alquiladas com
iodocetamida de forma a impedir a sua reoxidagdo durante a eletroforese. A iodocetamida
também remove o excesso de DTT. Em seguida, € realizada a eletroforese (SDS-PAGE) que
separa 0s polipéptidos de acordo com as suas massas moleculares relativas (My). Esta técnica
€ realizada em géis de poliacrilamida contendo dodecilsulfato de sodio (SDS) (Gérg, 2004).

Para finalizar, apos a eletroforese 2D, as proteinas separadas tém de ser visualizadas no gel,
0 que € conseguido através de métodos de coloracdo. Existe uma grande variedade de métodos
de coloracdo, sendo os mais comuns nitrato de prata, azul de coomassie coloidal e marcagéo
com sondas fluorescentes. O resultado final apés a coloracéo dos géis é um perfil proteico onde
cada spot corresponde, idealmente, a uma proteina. A analise dos géis é realizada com o auxilio
de softwares de imagem em gel 2D, tal como o ImageMaster™ 2D Platinum, que permite a
contagem do nimero de spots, a determinacao do pl e da massa molecular correspondente e a
andlise dos diferentes niveis de expressao da proteina entre dois ou mais géis (Gorg, 2004; Gorg,
Weiss and Dunn, 2004). Por dltimo, as proteinas analisadas podem ser identificadas recorrendo

a técnicas de MS.

1.3.2. Prote6mica em S. cerevisiae

S. cerevisiae é considerado um organismo modelo para estudos de prote6mica, uma vez que
se encontra bem caracterizado a nivel fisioldgico e gendémico (tendo sido o primeiro organismo

eucariota a ter todo o seu genoma sequenciado). Possui ainda um grande nimero de estirpes
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mutantes, nas quais 0s genes sao inativados ou amplificados (Kim et al., 2006; Pham and Wright,
2007).

Na década de 1990 foram realizados vérios estudos usando técnicas de 2DE com a finalidade
de “construir’ o proteoma de S. cerevisiae. Em 1995, Boucherie et al. relacionaram proteinas
resolvidas em mapas 2D desta levedura com o0s seus genes correspondentes, marcando assim
0 inicio da construcdo de um mapa gene-proteina. Neste estudo foi utilizado como referéncia a
estirpe S288C e a experiéncia permitiu detetar 200 spots de polipéptidos. Os autores
identificaram 36 proteinas correspondentes aos produtos de 26 genes com funcdes relacionadas
com quatro areas principais da fisiologia celular da levedura: metabolismo de carbono, choque
térmico, biossintese de aminoacidos e biossintese de purinas (Boucherie et al., 1995). Em 1996,
Shevchenko et al. num estudo que combinava 2DE, MALDI e nano-ESI-MS/MS e utilizando a
mesma estirpe (S288C) detetaram um total de 150 spots de proteina no gel, identificando mais
de 32 novas proteinas (Shevchenko et al., 1996). No mesmo ano, e com o objetivo de elucidar a
funcao fisioldgica e bioguimica dos novos Open Reading Frame (ORF) de levedura, foi descrita
a base de dados de duas estirpes de S. cerevisiae (X2180-1A e X2180-2B). Através de
comparacao de géis e analise de composicdo de aminoacidos e/ou microssequenciacdo foram
identificadas mais de 100 proteinas (Sanchez et al., 1996). Um ano mais tarde, Garrels e seus
colaboradores conduziram estudos protedGmicos em S. cerevisiae e conseguiram estender o
mapa 2D de proteinas de levedura para 169 spots identificados com base na sequéncia do
genoma de levedura, e mostraram que os métodos de identificacdo de spots com base no ponto
isoelétrico e massa molecular previstos e na determinacdo da composicdo parcial de
aminoacidos de géis marcados com radioisotopos eram suficientes para a identificacéo de pelo
menos 80% dos spots que representam proteinas abundantes (Figura 1.5). Utilizando os mapas
2D e a informagéo disponivel na Base de Dados de Levedura (YPD — Yeast Protein Database),
os autores também realizaram experiéncias com o objetivo de caracterizar proteinas associadas
a: i) alteracdo ambiental (choque térmico), ii) mutacao sensivel a temperatura, iii) mutacao que
afeta a modificacdo pos-traducdo e iv) fracdo subcelular purificada (Garrels et al., 1997). Em
2002 foi criado um mapa 2D de referéncia para proteinas alcalinas de células de leveduras
usando diferentes gradientes de pH até 12 (pH 6-12, pH 9-12 e pH 10-12). Os autores
identificaram 106 proteinas com pontos isoelétricos tedricos entre pH 11 e 15 e massas
moleculares entre 7,5 e 115 kDa (Wildgruber et al., 2002).

Varios outros estudos proteémicos em S. cerevisiae tém sido reportados até a data com o
intuito de estudar a resposta da levedura face a diferentes condicbes ambientais. Estudos de
crescimento de leveduras em culturas quimiostaticas limitadas por glucose e etanol (Kolkman,
2005), identificagdo de proteinas que alteram o0s seus niveis de expressdo em células
transferidas de um meio deficiente em glucose para um meio rico em glucose (Giardina, Stanley
and Chiang, 2012), resposta a nivel protebmico de S. cerevisiae em condicbes de elevada
glucose com suplementagdo de aminoacidos (Trong Khoa Pham and Wright, 2008), alteracdes

no proteoma em fungéo da concentragéo de cadmio (Vido et al., 2001), de litio (Bro et al., 2003),
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de acido ascorbico (De Nobel et al., 2001) e da presenca de perdxido de hidrogénio (Pedroso et

al., 2012) séo alguns exemplos de trabalhos que tém sido realizados ao longo dos anos.
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Figura 1.5 — Mapa do gel 2D que evidencia as proteinas identificadas a partir de células da estirpe S288C
crescidas a baixa densidade em meio rico com glucose, resultado dos estudos de Garrels et al., 1997
(Adaptado de Garrels et al., 1997).
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1.4. Contextualizacéo do trabalho e objetivos

A manipulacdo de estirpes industriais de levedura de modo a que o seu metabolismo
permaneca principalmente fermentativo, mas ao mesmo tempo, serem capazes de fermentar
outros agucares simultaneamente com a glucose, € um procedimento Gtil de forma a minimizar
atrasos de tempo relacionados com a utilizacdo sequencial de aglcares em misturas contendo
glucose e maltose.

Em 2010 foi publicado um artigo que descreve o desenvolvimento de um mutante de S.
cerevisiae, PYCC 5334, que foi desregulado de forma a utilizar a maltose na presenca de altas
concentragdes de glucose (Salema-Oom et al., 2011). Este mutante desreprimido foi isolado por
mutagénese aleatéria a partir de uma estirpe industrial, adquirindo a capacidade de utilizar a
glucose simultaneamente com maltose e possivelmente também sacarose e galactose. Ao
contrario do que foi verificado por outros autores, os resultados descritos neste artigo mostram
gue o fendtipo de desrepressao de PYCC 5334 néo é causado pela diminui¢cao do transporte e
da taxa de consumo de glucose. A caracterizacdo deste mutante mostrou a existéncia duma
falha nas vias de inducéo e repressdo que modulam a expressédo de genes HXT. No entanto, a
desrepressao nao € justificada por um fluxo insuficiente dos transportadores de glucose, uma
vez que, quando um transportador de alta capacidade (HXT1p) é sobre expresso no mutante, a
capacidade de transporte de glucose € recuperada, mas mantém-se o fenotipo desreprimido.

Neste contexto, com o0 objetivo de identificar proteinas diferencialmente expressas
consequentes da mutacéo que permitam elucidar quais as vias de sinalizacéo afetadas, utilizou-
se uma abordagem prote6mica comparativa baseada em eletroforese bidimensional acoplada a
técnicas de espetrometria de massa para a estirpe do tipo selvagem (PYCC 5297) e estirpes
mutantes: diploide (PYCC 5334) e um haploide derivado do anterior (PYCC 5334-6). Para o efeito
foram realizados crescimentos das estirpes em meio YNB (Yeast Nitrogen Base) contendo
glucose e os seus extratos proteicos totais foram analisados num gradiente de pH 4-7.

Adicionalmente pretendeu-se comparar o desempenho da estirpe PYCC 5334-6 em culturas
contendo glucose e outras fontes alternativas de aclcar, como a maltose e a galactose. Para tal,
a estirpe foi inoculada em meios contendo uma mistura de acUcares (2% glucose + 2% maltose
e 2% glucose + 2% galactose) e os seus consumos foram monitorizados por HPLC durante o
seu crescimento.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Reagentes

Para a realizacéo dos crescimentos celulares utilizou-se um meio base (Yeast Nitrogen Base,
YNB) da marca Difco e glucose da Fagron. Para a preparagédo do meio 2DOG (2-desoxiglucose)
utilizou-se igualmente YNB, 2-desoxiglucose da Sigma, maltose da Merck e agar adquirido a
LabChem. Para a realizacdo da andalise dos consumos de aclcares por HPLC utilizou-se
igualmente YNB, glucose, maltose e galactose da marca Sigma e peptona e extrato de levedura
da Bacto.

Para a preparacdo dos extratos proteicos analisados por electroforese bi-dimensional (2DE),
recorreu-se a um cocktail inibidor de proteases (complete EDTA free) e desoxirribonuclease |
(DeoxyrinoNuclease |, DNasel) ambos provenientes da Roche e ribonuclease | (RNasel)
adquirido a Sigma. Para a quantificacao de proteina foi utilizada albumina de soro bovino (bovine
serum albumin, BSA) da GE Healthcare.

Na realizacdo da eletroforese 2D foram utilizados os seguintes reagentes: 3-[(3-
colamidopropil)dimetilamonio]-1-propanosulfonato(3-[(3cholamidopopyl)dimethyl -ammonio]-1-
propanesulfonate (CHAPS, 99%), ureia (99,5%), N-dodecil-sulfato de sodio (sodium dodecyl
sulfate, SDS, = 99%), tris-base (tris-base(hydroxymethyl)aminomethane), 40%:3% acrilamida:bis
(razdo 37.2:1 ideal para eletroforese) e agarose (com grau de pureza ideal para separacdo de
acidos nucleicos) da Sigma, ditiotreitol (DTT, 99%), tampé&o de gradientes de pH imobilizado
(immobilized pH gradient, IPG buffer), persulfato de aménia (PSA, 98%) e tetrametietilediamina
(tetramethylethylenediamine, TEMED, 99%) adquiridos a GE Healthcare, tioureia (99%), azul de
bromofenol e 2-iodocetamida (grau de pureza ideal para sintese) da Merck, glicerol (87%) da
Panreac, HCI (hydroclhloric acid, 37%) da Pronalab e isopropanol da Riedel. Para a coloracéo e
descoloracéo dos géis foram utilizados acido ortofosférico (orthophosphoric acid, 85%) e azul
brilhante de coomassie (Coomassie Brilliant Blue G250, CBB G25, com grau de pureza para
eletroforese) adquiridos a Merck, etanol (96%) da Scarlab e sulfato de aluminio
hexadecahidratado (aliminum sulfate hexadecahydrate, = 95,0%) da Sigma.

Todas as solugBes foram preparadas com agua de pureza A, proveniente de sistemas
Millipore MilliQ (resistividade> 18,2 MQcm™, a 25°C).

2.2. Equipamentos

Os meios de cultura foram esterilizados por filtracao a vacuo, sendo que o agar foi esterilizado
na autoclave Uniclave 88. As células foram crescidas numa incubadora com agitacdo orbital da
marca Gallenkamp. Todos os processos de inoculagdo foram realizados em condi¢des de
assepsia, a chama de um bico de Bunsen. As células foram recolhidas usando a centrifuga

Sorvall RC-5C Plus (rotor SLA1500) e as densidades 6ticas medidas no espetrofotémetro da
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marca Amersham Biosciences, modelo Ultrospec 3300 pro. As células foram homogeneizadas
no homogeneizador Potter-Elvejhem da Multifix, partidas numa prensa francesa (French Press,
Thermo-FA-080A) e centrifugadas na centrifuga Eppendorf 5810R (rotor F-34-6-38). As
medicBes das absorvéancias para quantificacdo de proteina foram realizadas no espetrofotometro
Shimadzu, modelo UV 160A. As strips foram reidratadas no tabuleiro de reidratacdo Immobile
Dry strip Reswelling Tray da Amersham Biosciences e a focagem isoelétrica foi realizada no
sistema Ettan IPGphor 3 da GE Healthcare. As strips foram equilibradas num agitador basculante
(Rocking Platform) da VWR. Os géis 2D foram polimerizados no caster Hoefer 600 da GE
Healthcare e os processos de coloracdo e descoloracdo dos mesmos ocorreram sob agitacédo

basculante no Rocking Platform da VWR.

2.3. Microrganismos

Neste trabalho foram usadas trés estirpes da levedura Saccharomyces cerevisiae (S.
cerevisiae): a estirpe PYCC 5297 (estirpe selvagem, DGI 342), proveniente de Danisco
(Copenhaga, Dinamarca), a estirpe diploide PYCC 5334, que resulta de uma mutacdo da estirpe
PYCC 5297, adquirida por exposicdo a radiacdo UV (Salema-Oom et al.,, 2011) e a estirpe
haploide PYCC 5334-6 obtida a partir da estirpe diploide PYCC 5334 ap0s esporulacédo. Estas
estirpes pertencem a Portuguese Yeast Culture Collection (PYCC) localizada no Departamento
de Ciéncias da Vida (DCV) da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidade Nova de
Lisboa (FCT/UNL, Caparica).

2.4. Meios de cultura e crescimentos

As leveduras foram cultivadas em meio minimo YNB (Yeast Nitrogen Base) com 2% de
glucose, a 30° C com agitacdo orbital a uma velocidade de 180 rpm. O meio de represséo seletivo
2DOG incluiu 0,67% de YNB, 0,03% de 2-desoxiglucose, 1% de maltose e 2% de agar. As
leveduras foram pré-inoculadas em meio minimo e apés 24 h inoculadas em 500 mL do mesmo
meio e deixadas crescer até uma densidade 6tica (DO) de, aproximadamente 1,6. O crescimento
foi seguido pela medigdo da DO a 640 nm. A recolha das células foi realizada por centrifugagéo
do meio de cultura a 13000 rpm (20° C, 10 min). O sedimento assim obtido foi lavado e
centrifugado por duas vezes, em primeiro lugar com agua destilada e em seguida com tampao
fosfato 10 mM pH 7. Apés as centrifugacdes o sedimento foi armazenado a -20° C para posterior
utilizac@o. Apds crescimento, as culturas foram controladas em meio seletivo para confirmacgéo

do fendtipo de represséo e foi determinado o peso seco.

20



2.5. Analise do consumo de agucares por HPLC

Os acucares consumidos ao longo do crescimento pela estirpe mutante haploide PYCC 5334-
6 foram quantificados por HPLC (Cromatografia liquida de alta eficiéncia, do inglés High
performance liquid chromatography). A estirpe foi pré-inoculada em meio YP (Yeast extract-
Peptone, meio rico de extrato de levedura e peptona) contendo: 1) 2% glucose; 2) 2% maltose
ou 3) 2% galactose. Os pré-indculos em maltose e glucose foram transferidos para um meio YP
contendo uma mistura de 2% glucose e 2% maltose e os pré-indculos de glucose e galactose
foram transferidos para um meio YP contendo uma mistura 2% glucose e 2% galactose. O seu
crescimento foi monitorizado durante 12 horas.

A andlise por HPLC foi realizada no Laboratério de Analises REQUIMTE - Rede de Quimica
e Tecnologia, Departamento de Quimica da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia/Universidade
NOVA de Lisboa. Foi utilizado um equipamento DIONEX ICS3000 equipado com uma coluna
Carbopac PA10 250x40 mm + Aminotrap e um detetor PAD.

2.6. Analise protedmica das estirpes de S. cerevisiae
2.6.1. Preparacao da amostra

As células foram homogeneizadas na presenca de um cocktail inibidor de proteases numa
concentracgéo final de 0,02 mg/mL e de uma mistura de endonucleases, DNase | e RNase | numa
concentracao final de 0,005 mg/mL. Em seguida, as células foram lisadas numa prensa francesa
a 1250 psi e centrifugadas a 8000 rpm, durante 15 min a 4 °C. Os extratos proteicos resultantes

foram armazenados a -80° C para posterior utiliza¢ao.

2.6.2. Quantificacdo de proteina

A quantificacdo da proteina total de S. cerevisiae foi realizada utilizando dois kits comerciais,
0 BioRad Protein Assay (BioRad) e o 2-D Quant Kit (GE Healthcare).

O kit BioRad Protein Assay é baseado no método de Bradford e fundamenta-se na alteragdo
de cor do corante Coomassie Brilliant Blue G-250, em resposta a varias concentracbes de
proteina, ligando-se aos residuos aromaticos e basicos (principalmente arginina) dos
aminoacidos, e alterando o maximo de absor¢cdo de 465 nm para 595 nm (‘Bio-Rad protein
assay’, 2010), valor ao qual foi medida absorvancia.

O 2-D Quant Kit baseia-se na ligacéo especifica dos ides cobre a proteina. O procedimento
utiliza a combinacdo de um precipitante e de um co-precipitante, de forma a precipitar
guantitativamente as proteinas em solugao deixando os contaminantes interferentes em solugéo.
A proteina é sedimentada por centrifugacdo e ressuspendida numa solucdo alcalina de ides
cobre. O cobre livre € medido com um agente colorimétrico, a 480 nm. A absorvancia medida é

inversamente proporcional a concentracao de proteina (‘2-D Quant Kit’, 2009).
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Nos dois métodos foi utilizada, como solugdo padrao, albumina de soro bovino (bovine serum
albumin, BSA).

2.6.3. Eletroforese bi-dimensional (2D)
2.6.3.1. Reidratacéo das strips

As strips de IPG (Immobiline Dry Strips), strips de géis de poliacrilamida de 13 cm com um
gradiente de pH imobilizado, entre 4 a 7, foram re-hidratadas durante 16 h, numa solugéo
contendo 7 M de ureia, 2 M de tioureia, 4% (m/v) de CHAPS, 1,5% (v/v) de tampéo de IPG,
0,002% (m/v) de azul de bromofenol e 0,28% (m/v) de DTT e 250 ug de proteina.

2.6.3.2. 12 Dimenséo: Focagem isoelétrica (IEF)

Apos a reidratacdo das strips de IPG foi realizada a focagem isoelétrica a 20 °C, com o

programa abaixo, perfazendo um total de 24200 Vh, durante 6 h:

Passo 1: voltagem constante de 300 V (300 Vh, 1 h);

Passo 2: gradiente de voltagem de 300 V até 1000 V (650 Vh, 1 h);
Passo 3: gradiente de voltagem de 1000 V até 8000 V (11250 Vh, 2h30);
Passo 4: voltagem constante de 8000 V (12000 Vh, 1h30).

2.6.3.3. Equilibrio das strips de IPG

Apb6s a focagem isoelétrica, o equilibrio das strips de IPG foi realizado em dois passos. No
primeiro passo, as strips foram incubadas numa solucéo de tamp&o de equilibrio (6 M de ureia,
50 mM de Tris-base-HCI a pH 8,8, 30% (v/v) de glicerol, 2% (m/v) de SDS e 0,002% de azul de
bromofenol) com 10 mg/mL de DTT, durante 10 min num agitador basculante. No segundo passo,
as strips foram novamente incubadas durante 10 min. sob agitacdo, na mesma solu¢édo tampéao
de equilibrio, mas com 25 mg/mL de 2-iodoacetamida.

2.6.3.4. 22 Dimensao: SDS-PAGE

Apés o equilibrio das strips de IPG, estas foram colocadas no topo do gel de poliacrilamida
de 16x16 cm num caster da Hoefer, numa unidade vertical preparado com 0,375 M tampé&o Tris-
HCI, pH 8,8, 12,5% de acrilamida:bis, 0,2% SDS, 0,05% de TEMED e 0,04% de PSA. Os vidros
foram selados com 1% de solucdo de agarose em tampédo de corrida (0,025 M de Tris-base,

0,192 M de glicina e 0,2% de SDS). A eletroforese foi realizada aplicando-se em primeiro lugar
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uma voltagem de 80 V durante 30 min, de modo a ocorrer migracdo da amostra da strip de IPG

para o gel de 22 dimenséo e, por fim, uma voltagem constante de 250 V durante 3h.

2.6.3.5. Coloracao do gel

Apés a eletroforese desnaturante (22 dimensédo), os géis foram corados numa solucéo
contendo 0,02% (m/v) de azul coomassie coloidal CBB G250, 5% (m/v) de sulfato de aluminio
hexadecahidratado, 10% (v/v) de etanol e 2% (v/v) de acido ortofosférico. Para tal, apds retirar
0s géis dos vidros estes foram lavados com &gua destilada trés vezes durante 10 min, sob
agitacao basculante. Em seguida, os géis foram incubados em 200 mL de uma solugéo de azul
coomassie coloidal durante 16 h, sob agitacdo. Seguidamente os géis foram lavados com agua
destilada duas vezes durante 2m30s e incubados em 200 mL de uma solucao de descoloragéo
(10% (v/v) de etanol e 2% (v/v) de acido ortofosférico) durante 2 h, sob agitacdo basculante. Por

fim, os géis foram lavados novamente duas vezes em agua destilada durante 2m30s.

2.6.3.6. Andlise dos géis 2D

A analise de imagem dos géis 2D, bem como a validagdo estatisticas das abundancias
estatisticas de proteinas nos géis, foram realizadas através do software Melanie 7.0 da GeneBio.
A intensidade dos spots foi determinada a partir do volume relativo do spot de cada proteina em
comparagdo com o volume normalizado das proteinas. Em seguida foi realizado o
emparelhamento (matching) entre os géis, onde as imagens dos géis sdo comparadas de modo
a encontrar correspondéncia entre spots. Por fim, foi determinado um valor de razdo de variagédo
(fold change) entre a média dos volumes relativos dos spots em cada classe. Consideraram-se
proteinas diferencialmente expressas aquelas que apresentaram uma razao de variacdo superior
a 2 e p-value (ANOVA) inferior a 0,05.

2.6.3.7. Andlise dos spots de interesse — Analise por Espetrometria de Massa
(MALDI-TOF/TOF)

Foram selecionados 16 spots que foram excisados a partir dos géis 2D e analisados pela
Unidade de Espetrometria de Massa ITQB/iIBET (UniMS). Os dados foram adquiridos por MS/MS
em modo refletor positivo num aparelho MALDI-TOF/TOF 4800 Plus (AB Sciex). As identificacfes
foram realizadas por comparacdo dos resultados obtidos por MS com a base de dados de

sequéncias da UniProt com restricdo taxonémica para Saccharomyces cerevisiae.
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2.7. Replicados realizados para a analise proteémica

Para cada estirpe em estudo (PYCC 5297, PYCC 5334 e PYCC 5334-6) foram realizados trés
replicados biol6gicos que correspondem a trés crescimentos distintos. Para o caso das estirpes
PYCC 5297 e PYCC 5334 para cada replicados biologico foram realizados trés replicados
técnicos (que correspondem a trés géis 2D para cada estirpe). No caso da estirpe PYCC 5334-
6 para cada replicado biolégico foram realizados dois replicados técnicos (que correspondem a
dois géis 2D). Assim, para a andlise dos géis no software Melanie 7.0 foram obtidos no total nove
géis 2D de PYCC 5297 e PYCC 5334 e seis géis 2D de PYCC 5334-6.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Como foi referido anteriormente, S. cerevisiae é um microrganismo bastante utilizado em
processos industriais, sendo o desenvolvimento de estirpes capazes de co fermentar dois
acucares em simultaneo, como a glucose e a maltose, uma vantagem em termos biotecnoldgicos
abrindo a possibilidade de aumentar a velocidade nestes processos. Com este objetivo, foi
anteriormente desenvolvida uma estirpe mutante de S. cerevisiae, PYCC 5334 e um seu derivado
haploide, PYCC 5334-6 ambos com a capacidade de metabolizar em simultdneo glucose e
maltose. Assim, esta dissertacdo divide-se em duas partes. A primeira parte centra-se no estudo
fisiolégico das estirpes mutantes, PYCC 5334 e PYCC 5334-6, mais concretamente, sao
estudados os seus crescimentos celulares e os consumos de aclicares do haploide durante o
crescimento. Na segunda parte deste trabalho pretende-se identificar proteinas diferencialmente
expressas entre a estirpe do tipo selvagem e as estirpes mutantes em estudo, através de uma
analise prote6mica baseada na técnica de eletroforese bidimensional, com posterior anélise por

técnicas de espetrometria de massa.

3.1. Crescimento celular e consumos de aclcares

As curvas de crescimento obtidas para as estirpes mutantes diploide PYCC 5334 e haploide
PYCC 5334-6 de S. cerevisiae estao representadas na Figuras 3.1. As células de cada estirpe
foram crescidas em meio YP e testadas em quatro condigdes: i) pré-inéculo em 2% glucose e
transferéncia para meio contendo 2% glucose e 2% maltose (Figuras 3.1 (A)); ii) pré-indculo em
2% maltose e transferéncia para meio contendo 2% glucose e 2% maltose (Figura 3.1(B)); iii)
pré-inéculo em 2% glucose e transferéncia para meio contendo 2% glucose e 2% galactose
(Figura 3.1 (C)) e iv) pré-inoculo em 2% galactose e transferéncia para meio contendo 2%

glucose e 2% galactose (Figura 3.1 (D)).
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Figura 3.1 — Curvas de crescimento das células de S. cerevisiae PYCC 5334 (®) e PYCC 5334-6 (+) em
meio YP. Em (A) foi realizado um pré-in6culo em 2% glucose, seguido de transferéncia para meio contendo
2% glucose e 2% maltose; em (B) foi realizado um pré-indculo em 2% maltose, seguido de transferéncia
para meio contendo 2% glucose e 2% maltose; em (C) foi realizado um pré-inéculo em 2% glucose, seguido
de transferéncia para meio contendo 2% glucose e 2% galactose e em (D) foi realizado um pré-indculo em
2% galactose, seguido de transferéncia para meio contendo 2% glucose e 2% galactose.

Pela andlise da Figura 3.1 pode-se verificar que, das quatro fases caracteristicas do
crescimento (fase lag, exponencial, estacionaria e morte celular), duas delas sdo evidentes em
todos os ensaios realizados — fase lag e fase exponencial. Para além disso € possivel constatar
gue as curvas de crescimento apresentam uma fase de crescimento lento (fase lag) (cerca de 3
h), apds a qual as células comegam a crescer exponencialmente até aproximadamente as 9 h/10
h para o caso da estirpe PYCC 5334 e 12 h para o caso da estirpe PYCC 5334-6. Apés o
crescimento exponencial segue-se uma fase estaciondria, na qual existe um esgotamento dos
nutrientes no meio e as células param de crescer. Este efeito € mais claro nas curvas de
crescimento das células da estirpe PYCC 5334. E de salientar que a fase de declinio ou morte

celular ndo foi observada em qualquer um dos crescimentos efetuados.
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Destaca-se que, apesar de terem sido realizados pré-in6culos em meios contendo diferentes
aclcares, a adaptacao das células ao meio de crescimento foi idéntica para as duas estirpes.

Os parametros de crescimento celular, tais como a taxa especifica de crescimento (u) e o
tempo de duplicacdo (Td) para as varias curvas de crescimento foram calculados a partir do
tracado semi-logaritmico da fase exponencial e encontram-se representados na Tabela 3.1.
Como esperado, os valores de u sdo superiores e, por sua vez os valores de Td sé&o inferiores
para a estirpe PYCC 5334, exibindo uma variacdo de trés a cinco vezes, concordante com as

curvas de crescimento obtidas.

Tabela 3.1 — Taxa especifica de crescimento () e tempo de duplicacédo (Td) das células das estires PYCC

5334 e PYCC 5334-6 de S. cerevisiae crescidas em meio YP nas diferentes condi¢c@es testadas.

Crescimento em glucose + Crescimento em glucose +

maltose galactose

Pré-in6culo em  Pré-in6culo em Pré-in6culo em Pré-in6culo em

glucose maltose glucose galactose
PYCC u(h™ 2,050 1,858 2,254 1,486
5334 Td (h) 0,338 0,373 0,308 0,466
PYCC  u(h?) 0,427 0,619 0,774 0,545
5334-6 Td (h) 1,623 1,121 0,895 1,272

Em trabalhos realizados anteriormente no nosso laboratério, foi analisado o comportamento
desrepressivo da estirpe mutante PYCC 5334 e da estirpe selvagem PYCC 5297 de S. cerevisiae
num meio contendo fontes alternativas de aclcar. Nesse estudo, o crescimento celular foi
realizado em culturas contendo uma mistura de glucose e maltose em concentrag@es relativas
similares as utilizadas industrialmente na confe¢éo da cerveja (1,5% de glucose e 7% de maltose)
em meio YP. Estes estudos concluiram que quando o mutante PYCC 5334 foi pré-inoculado em
glucose e depois transferido para um meio contendo a mistura de agUcares, a maltose e a
glucose foram consumidas simultaneamente, embora o tempo total de fermentacdo se tenha
mantido aproximadamente em comparac¢do com o tipo selvagem, indicando que as taxas globais
de consumo de glucose e maltose pelo mutante sdo semelhantes as da estirpe selvagem. No
entanto, quando as células do mutante foram pré-inoculadas em maltose antes da transferéncia
para o meio contendo maltose e glucose, verificou-se que a maltose foi preferencialmente
consumida, e apenas depois de esgotada esta fonte de acUcar é que se iniciou a absor¢ao de
glucose (Salema-Oom et al., 2011).

De forma a confirmar estes resultados e a perceber se a estirpe mutante haploide PYCC
5334-6 apresenta o0 mesmo comportamento que o mutante diploide foi realizado um estudo nas
mesmas condi¢des, mas utilizando misturas de 2% de glucose + 2% maltose e 2% de glucose +

2% de galactose como meios de crescimento (Figura 3.2).
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Figura 3.2 — Consumos dos aglicares glucose (=), maltose (+) e galactose (*) da estirpe PYCC 5334-6 em
meio YP. Na primeira experiéncia a estirpe foi pré-inoculada em 2% de glucose (A) ou 2% de maltose (B)
e em seguida transferida para um meio contendo a mistura contendo 2% de glucose e 2% de maltose; na
segunda experiéncia a estirpe foi pré-inoculada em 2% de glucose (C) ou 2% de galactose (D) e em seguida
transferida para um meio contendo uma mistura de 2% de glucose e 2% de galactose.

Pela Figura 3.2 A e B pode-se observar que em ambos 0s casos a glucose e a maltose estao
a ser consumidas em simultédneo, embora se note que quando as células de PYCC 5334-6 foram
pré-inoculadas em maltose, a glucose esteja a ser consumida a um ritmo mais lento. Assim, a
estirpe mutante haploide parece apresentar um comportamento semelhante ao diploide, cujos
estudos foram relatados anteriormente, indicando que num meio com maltose esta €
preferencialmente consumida pela levedura. Estes resultados sugerem que as proteinas
necessarias para o metabolismo da maltose ndo foram inativadas pela glucose, confirmando
assim o fenétipo desreprimido desta estirpe.

As estirpes de S. cerevisiae apresentam também um fenétipo desreprimido em relacéo a
outros acgucares, como € o caso da galactose (Figura 3.2 C e D). Neste caso foi também possivel
constatar que os dois aglcares estdo a ser consumidos em simultaneo pela levedura em ambas

as condicdes testadas (pré-inoculo em glucose e pré-inoculo em galactose). Pode-se observar

28



um pequeno atraso no uso da galactose quando o mutante foi pré-inoculado em glucose, que
podera estar relacionado com a inducdo dos genes necessarios para o metabolismo da

galactose.

3.2. Andlise protedmica

3.2.1. Quantificacao de proteina

Na técnica de eletroforese bidimensional a quantificagdo precisa da amostra a ser analisada
€ um procedimento fundamental, uma vez que é necessario garantir que seja aplicada a mesma
guantidade de proteina total nas strips em todos os ensaios. No entanto, esta quantificagédo pode-
se tornar um processo dificil, uma vez que no passo da preparagdo da amostra séo comummente
utilizados agentes redutores, detergentes, agentes caotrépicos e anfélitos que sao incompativeis
com ensaios de quantificacdo de proteina comuns (Gorg, 2004). Deste modo, a quantificacéo
das amostras de S. cerevisiae PYCC 5297, PYCC 5334 e PYCC 5334-6 foi realizada utilizando
dois métodos: o kit BioRad Protein Assay (método de Bradford) e 2D-Quant Kit, este dltimo
especificamente adequado para eletroforese 2D, sendo, contudo, a sua utilizagdo mais complexa
e dispendiosa. As curvas de calibracdo obtidas pelos dois métodos estdo representadas na
Figura 6.1 no Apéndice 1.

Pela andlise da Figura 6.1 (A) em apéndice, que representa a curva de calibragéo obtida
utilizando o kit BioRad Protein Assay, pode-se constatar que existe uma proporcionalidade direta
entre a absorvancia medida e a concentracdo de proteina. Por este motivo, a curva apresenta
um declive positivo. Este ensaio fundamenta-se na alteracdo de cor do corante Coomassie
Brilliant Blue G-250, em resposta a varias concentracdes de proteina, ja que se liga aos residuos
aromaticos e basicos dos aminoacidos, principalmente arginina. A Figura 6.1 (B) em apéndice
representa a curva de calibracédo obtida pelo 2D Quant kit. Neste método, baseado na ligagéo
especifica dos iBes cobre a proteina, utiliza-se duas solu¢des: precipitante e co-precipitante que
permitem obter um sedimento proteico que é de seguida dissolvido numa solucao alcalina dos
iBes cobre. Posteriormente, o cobre livre é monitorizado a 480 nm pela adicdo de um agente
colorimétrico. Ao contrario do método de Bradford, a medida que a concentracdo de proteina
aumenta, a intensidade da cor diminui havendo uma proporcionalidade inversa entre a
absorvancia medida e a concentragéo de proteina, obtendo-se assim uma curva com um declive
negativo.

Através da equacdo da reta de ajuste as curvas de calibracdo, foi possivel obter as
concentragdes de proteina total das amostras de S. cerevisiae, cujos valores se encontram

apresentados na Tabela 3.2.
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Tabela 3.2 — Valores de concentracédo de proteina total das amostras de S. cerevisiae. Foram realizados

duplicados de cada amostra, que por sua vez correspondem a triplicados biolégicos.

Amostras Concentracao (pg/uL) Concentragao (ug/pL)
BioRad Protein Assay 2D-Quant Kit
7,40+0,1 10,64 +£ 0,02
PYCC 5297 9,10£0,1 13,00 + 0,03
7,70+ 0,1 10,10 £ 0,02
5,10+0,3 7,73+0,03
PYCC 5334 3,20+£0,3 5,60 £0,1
5,37 £ 0,01 8,72+0,01
4,10+0,1 5,41 + 0,02
PYCC 5334-6 3,60£0,2 9,84 + 0,02
580+0,1 9,24 +0,01

Através da andlise da Tabela 3.2 é possivel verificar que os valores de concentragao de
proteina total das diferentes amostras variam um pouco de método para método, encontrando-
se um pouco mais elevados quando é utilizado o método de 2D-Quant Kit. Para além disso, os
valores obtidos pelo método de Bradford apresentam erros mais elevados do que os obtidos pelo
segundo método. Isto podera ser devido a erros associados ao proprio método. Por este motivo,
e embora seja um método mais dispendioso e envolva uma maior manipulagdo da amostra, o
método 2D-Quant Kit foi selecionado como o preferencial para quantificar a proteina total ao
longo do trabalho.

E possivel observar uma concentracio mais elevada para as amostras correspondentes aos
replicados biologicos da estirpe selvagem PYCC 5297. E de salientar que depois do processo
de lise celular, a amostra correspondente a estirpe PYCC 5297 apresentou sempre uma maior
turbidez comparativamente a das mutantes. Contudo, ndo houve qualquer diferenca na
constituicdo do meio de cultura para os crescimentos nem na preparacao dos extratos proteicos
para a realizacéo de eletroforese 2D. Por sua vez, os extratos celulares foram ressuspensos num
volume proporcional a sua quantidade, de forma a aproximar o mais possivel as concentracdes
totais. Assim, as diferencas de concentragbes entre as estirpes em estudo poderdo estar

relacionadas com fatores intrinsecos as préprias fragées celulares.

3.2.2. Eletroforese 2D

Os extratos proteicos totais das células da estirpe selvagem - PYCC 5297 - e das estirpes
mutante diploide - PYCC 5334 — e mutante haploide — PYCC 5334-6 — de S. cerevisiae foram

analisados através de eletroforese bi-dimensional de modo a identificar proteinas
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diferencialmente expressas que contribuem para o fenétipo desreprimido. Os proteomas estao
representados na Figura 3.3.

Figura 3.3 — Mapas de géis 2D dos extratos proteicos totais de células das estirpes (A) selvagem PYCC
5297, (B) mutante diploide PYCC 5334 e (C) mutante haploide PYCC 5334-6 de S. cerevisiae, onde MW

significa massa molecular relativa. As proteinas (250 pg) foram separadas em strips de IPG de 13 cm de

pH 4 - 7, seguido por eletroforese SDS-PAGE em géis de 12,5% de acrilamida. Os géis foram corados com
azul coomassie coloidal. [imagens obtidas no software Melanie 7.0.].

As imagens dos géis 2D foram processadas pelo software Melanie 7.0 e uma analise
preliminar detetou 697 spots no gel da estirpe PYCC 5297 e 616 spots no gel da estirpe PYCC
5334. Estes valores correspondem a média de nove géis de trés replicados biologicos para cada
estirpe em estudo. Curiosamente, os proteomas da estirpe PYCC 5297 e da estirpe PYCC 5334

exibem perfis bastante diferentes. Uma possivel explicacdo para tantas mudancas sera o

31



Mw

tratamento mutagénico aleatorio com radiacdo UV utilizado. O gel da estirpe PYCC 5297
mostrou-se bastante idéntico a géis de estirpes selvagens de S. cerevisiae existentes na
literatura e ao da Figura 6.2 presente no Apéndice 2. Contudo, em ambos os casos foi possivel
constatar a existéncia de uma grande quantidade de spots com massa molecular relativa elevada
(37 — 150 kDa) e na gama de pH 4,5 — 6,5. Uma vez que se verificou uma diferenga bastante
acentuada no perfil dos géis, ndo foi possivel realizar a correspondéncia estatisticamente valida.
Neste caso, optou-se por uma analise individual dos géis de cada amostra. Como resultado
identificaram-se 53 spots de proteina com massas moleculares e pontos isoelétricos bastante
semelhantes entre as duas estirpes (Figura 3.4).

A B
 250k0a 260 KDa
150 kDa 150 kDa

100 kDa

100 kDa
- 7800 75kDa
50 kDa 50 kDa
- 37KDa B 37kDa

H
25kDa 25kDa
20kDa 20kDa

Figura 3.4 — Mapas de géis 2D dos extratos proteicos totais de células (A) da estirpe selvagem PYCC 5297
e (B) da estirpe mutante diploide PYCC 5334 de S. cerevisiae, onde MW significa massa molecular relativa.
As proteinas (250 pg) foram separadas em strips de IPG de 13 cm de pH 4 - 7, seguido por eletroforese
SDS-PAGE em géis de 12,5% de acrilamida. Os géis foram corados com azul coomassie coloidal. Os spots

assinalados correspondem a spots comuns as duas estirpes. [imagens obtidas no software Melanie 7.0.]

Devido ao elevado numero de diferengas encontradas entre estes perfis proteicos resolveu-
se analisar, nas mesmas condi¢des, o perfil protedmico das células da estirpe mutante haploide
PYCC 5334-6, que foi obtida a partir da PYCC 5334 apos esporulacéo, na qual o fenotipo
desreprimido também se encontra presente (Figura 3.3 (C)).

Como referido anteriormente, as imagens dos géis 2D (dois replicados técnicos para trés
replicados biolégicos para o caso da estirpe PYCC 5334-6) foram analisadas pelo software
Melanie 7.0 tendo-se detetado 586 spots numa gama de pH 4 — 7. Foi possivel verificar uma
maior quantidade de spots de proteina entre a gama de pH 4,5 — 6,5 e com massas moleculares
relativas elevadas (37 — 150 kDa).

Visto que os perfis proteicos da estirpe PYCC 5297 e desta estirpe mutante PYCC 5334-6

apresentaram grande semelhanca, foi realizada uma analise estatistica na qual se consideraram
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como proteinas diferencialmente expressas as que apresentaram uma razdo de variagdo do
volume relativo do spot superior a 2 e o p-value (ANOVA) menor que 0,05. Assim, foram
encontrados 45 spots diferencialmente expressos dos quais 18 encontravam-se sobre expressos
na estirpe PYCC 5297 e os restantes 27 na estirpe PYCC 5334-6 (Figuras 3.5 (A) e 3.6 (A)).
Para além disso, 280 spots foram detetados exclusivamente na estirpe PYCC 5297 e 196 spots
na estirpe PYCC 5334-6 (Figuras 3.5 (B) e 3.6 (B)). Note-se que por spots exclusivos, entende-
se todo o spot que numa condi¢do ou noutra estavam fora do limite de detecdo proporcionado
pelo tipo de coloracéo usado. Acrescenta-se também que a analise apresentada neste trabalho
se refere apenas a gama de pH 4-7, faltando obter outros intervalos de pH, e como tal, de ponto

isoelétrico.

31.0.;

-
~ 20kDa

Figura 3.5 — Mapas dos géis 2D dos extratos proteicos totais de células da estirpe selvagem PYCC 5297
de S. cerevisiae, evidenciando: (A) spots sobre expressos e (B) spots exclusivos nesta estirpe. Nas
imagens, MW significa massa molecular relativa. As proteinas (250 ug) foram separadas em strips de IPG
de 13 cm de pH 4 - 7, seguido por eletroforese SDS-PAGE em géis de 12,5% de acrilamida. Os géis foram
corados com azul coomassie coloidal. [imagens obtidas no software Melanie 7.0.]
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Figura 3.6 — Mapas dos géis 2D dos extratos proteicos totais de células da estirpe mutante haploide PYCC
5334-6 de S. cerevisiae, evidenciando: (A) spots sobre expressos e (B) spots exclusivos nesta estirpe. Nas
imagens, MW significa massa molecular relativa. As proteinas (250 ug) foram separadas em strips de IPG
de 13 cm de pH 4 - 7, seguido por eletroforese SDS-PAGE em géis de 12,5% de acrilamida. Os géis foram

corados com azul coomassie coloidal. [imagens obtidas no software Melanie 7.0.]

Dado o objetivo do trabalho, assume-se que a identificagdo dos spots que se encontram sobre
expressos ha estirpe PYCC 5334-6, assim como alguns spots “exclusivos” detetados na mesma
estirpe, podera ser mais esclarecedora. Torna-se, portanto, de extrema relevancia a identificacéo

dos mesmos por técnicas de espectrometria de massa.

3.3. Identificag&o de proteinas por Espetrometria de Massa (MALDI-TOF/TOF)

Inicialmente foram selecionados 16 spots proteicos para identificacdo por espetrometria de
massa, incluindo spots exclusivos da estirpe PYCC 5297 e da estirpe PYCC 5334-6, spots sobre
expressos na estirpe PYCC 5297 e na estirpe PYCC 5334-6 e spots comuns a ambas as estirpes.
E importante salientar que esta selecéo foi realizada apds a analise, com o recurso ao software
Melanie 7.0, de apenas um gel de cada estirpe, ou seja, ainda ndo tinha sido realizada a andlise
estatistica. Por este motivo, algumas das proteinas selecionadas ndo sao diferencialmente
expressas. As proteinas identificadas, assim como o spot proteico correspondente no gel de

eletroforese bidimensional podem ser visualizados na Tabela 3.3.
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Tabela 3.3 — Proteinas identificadas correspondentes a spots proteicos nos géis obtidos através de
eletroforese 2D, com identificacdo do respetivo gene, do score obtido apds a andlise e da respetiva massa
molecular relativa (MW) e ponto isoelétrico (pl) existentes na literatura (tedrico) e os valores obtidos
diretamente do gel 2D (prético). A Ultima coluna indica a variagdo da expressdo das proteinas nas duas
estirpes em estudo, onde as setas (1 e |) indicam a sobre e sub expresséo das proteinas e os valores

numeéricos correspondem a respetiva variagdo.

MW Expresséao
. . . MW (Da) pl pl
Spot Identificacio da proteina Score* Gene o . (Da) " PYCC PYCC
Teorico Teorico ] Pratico
Prético 5334-6 5297
908 Peroxirredoxina tipo 2 66 AHP1 19103 5,01 22000 4,9 Exclusivo

909 Peroxirredoxina TSA1 167 TSAl 21576 5,03 25000 5,1 Exclusivo

750  Piruvato descarboxilase 467 PDC1l 61472 58 60000 5,9 Exclusivo
isoforma 1
700 Subunidade ada ATPasede 458 VMAl 64774 5,17 67000 51 Exclusivo
membrana vacuolar
592 Fator de alongamento 1-beta 110 EFB1 22613 4,3 27000 4,3 Exclusivo
110 Proteina de choque 529 SSAl1 63398 52 47000 5,2 14,03
térmico 70

145  Subunidade beta da ATP 851 ATP2 54760 5,52 55000 51 12,43
sintase mitocondrial
96 Proteina nuclear 2 ubiquinol 379 QCR2 40379 7,67 42000 6,2 19,35
citocromo-c redutase
de 40 kDa
99 Alcool desidrogenase 4 82 ADH4 41116 5,76 42000 57 1 -4,87

107 Frutose-bifosfato aldolase 277 FBA1 39596 5,51 43000 5,6 1 -3,48

255 Cetol-acido redutoisomerase 1120 ILV5 44341 9,1 42000 6,6 Comum
mitocondrial

255 Cetol-Acido redutoisomerase 399 ILV5 44341 9,1 42000 6,6 Comum
mitocondrial

71 Proteina ribossomal acidica 161 RPPO 33696 4,75 36000 4,7 Comum

PO 60S

186 Proteina de ligacéo 1300 SSB2 64731 5,43 72000 5,2 Comum
YNL209Wp

57 Yralp 10 SuUB2 11932 32000 4,3 Comum

*Apenas os scores de proteinas superiores a 61 sdo significativos (p<0,05), sendo o score calculado a partir

da formula -10*Log(P) onde P é a probabilidade de que o evento observado seja um evento aleatério.
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Em primeiro lugar, é importante referir que a proteina Yralp apresenta um score inferior a 61,
pelo que esta sera descartada da analise efetuada a seguir.

Pela observacdo da tabela 3.3 pode-se verificar que foram analisadas duas amostras que
correspondem ao mesmo spot (255), cuja proteina identificada foi a Cetol-Acido redutoisomerase
mitocondrial. As duas amostras foram excisadas cada uma de um gel 2D de cada estirpe,
servindo esta proteina de controlo, tendo-se confirmado o mesmo ponto isoelétrico e 0 mesmo
peso molecular.

A préxima andlise serd com vista a comparar o peso molecular e o ponto isoelétrico tedricos,
ou seja, os valores presentes em bases de dados com os mesmos determinados a partir do gel
2D. Relativamente ao spot 96, cuja proteina identificada foi a Proteina nuclear 2 ubiquinol
citocromo-c redutase de 40 kDa, é possivel verificar que o pl teérico (7,67) se encontra fora do
intervalo de valores estudados (4-7) e que 0 mesmo determinado a partir do gel 2D foi de 6,2.
Este spot corresponde a uma proteina que se encontra sobre expressa na estirpe PYCC 5334-
6, que podera ter sofrido uma mutacao que alterou a carga do aminoacido e, consequentemente,
0 seu ponto isoelétrico. O mesmo acontece com o spot 255, cujo pl € de 9,1 e o determinado a
partir do gel 2D foi de 6,6. Relativamente ao spot 145, cuja proteina identificada foi a Subunidade
beta da ATP sintase mitocondrial, o pl teérico (5,52) é superior ao determinado a partir do gel 2D
(5,1), o que pode indicar igualmente uma mutagao.

Pode-se observar também que o spot 110, que corresponde a Proteina de choque térmico
70, apresenta um MW determinado a partir do gel 2D (47000 Da) muito inferior aquele que foi
identificado (63398 Da). O mesmo acontece com o spot 186 (Proteina de ligacdo YNL209Wp)
cujo MW determinado a partir do gel 2D (72000 Da) € superior ao previsto (64731 Da).

Em seguida, para tentar descobrir possiveis relagbes funcionais entre as proteinas
identificadas, foi realizada uma andlise GO (GO Term Finder) na plataforma SGD
(Saccharomyces Genome Database), onde 0s genes estudados sdo agrupados por processo
bioldgico, funcao e localizagdo celular. Para esta andlise foram selecionados 10 genes da lista
de genes identificados por MS que tém a sua expressdo alterada (ou se encontram
diferencialmente expressos ou sdo exclusivos de uma das duas estirpes em estudo). Esta

informag&o encontra-se presente na Tabela 3.4.
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Tabela 3.4 — Termos GO para os genes identificados com alteracdo na expressao (diferencialmente
expressos ou exclusivos), com a respetiva frequéncia de amostra, frequéncia de background, P-value e os

genes correspondentes.

Frequéncia Frequéncia
Termos GO q de P-value Genes
de amostra
background
Processo Bioldgico
. 73/7165; ATP2, FBA1, PDC1
. 0 il Ll El i)
Metabolismo de ATP 4/10; 40,0% 1,0% 0,00131 QCR2
Regulacdo negativa do 3/10; 30,0% S/7165; 0,00269 SSA1, TSAL, AHP1
envelhecimento celular 0,1%
Producao de metabc_nlltos 4/10; 40,0% 155/7165; 0.00616 ADH4, FBA1, PDC1,
precursores e energia 2,2% QCR2
EFB1, SSAl, VMAL,
Processo celular de . o 2626/7165; ADH4, ATP2, FBA1,
organismo unico 10/10; 100 % 36,7% 0,00666 PDC1, AHP1, TSA1L,
QCR2
. . 60/7165;
Metabolismo da glucose 3/10; 30,0% 0.8% 0,00990 FBA1, PDC1, TSA1
Componente celular
Polissoma 2110;200% 335 0,00286 SSAL, TSAL
EFB1, SSA1l, VMAL,
. 3398/7165; ADH4, ATP2, FBA1
. o ; ) ) )
Componente do citoplasma 10/10; 100% 47.4% 0,00321 PDC1, AHP1, TSAL
QCR2
Funcdo molecular
o . . _ 7/7165;
Atividade de peroxirredoxina  2/10; 20,0% 01% 0,00161 AHP1, TSA1l
Atividade de peroxidase 2/10;20,0% (17165 0,00161 AHP1, TSAL
tiorredoxina 0,1%
Transportador 61/7165:
transmembranar de ides de 3/10; 30,0% 0.9% ! 0,00297 VMAL, ATP2, QCR2
hidrogénio o7
Atividade de ATPase . 2/10: 20,0% 16/7165; 0,00916 VMAL, ATP2
transportadora de protdes 0,2%
Atividade de transportador 71/7165:
transmembranar de catides 3/10; 30,0% 1.0% ’ 0,00468 VMAL, ATP2, QCR2

inorganicos monovalentes

Relativamente aos seus processos bioldgicos e fungdes moleculares, as proteinas analisadas
dividem-se em trés grupos: metabolismo energético (incluindo metabolismo da glucose),
regulagdo negativa do envelhecimento celular e outros processos celulares (biossintese de
proteinas).

Metabolismo energético

Das proteinas identificadas cerca de metade apresentou funcdes relacionadas ao
metabolismo energético de S. cerevisiae, em que quatro foram identificadas na estirpe mutante:
duas com sub expressdo (Alcool desidrogenase 4 e Frutose-bifosfato aldolase) e outras duas
com sobre expressao (Proteina nuclear 2 ubiquinol citocromo-c redutase de 40 kDa e

Subunidade beta da ATP sintase mitocondrial). Para além disso, outras duas foram encontradas
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como exclusivas na estirpe selvagem (Piruvato descarboxilase isoforma 1 e Subunidade a da
ATPase de membrana vacuolar).

A Alcool desidrogenase 4 (ADH4) é uma proteina responsavel por reduzir o acetaldeido a
etanol durante a fermentacao da glucose e é altamente expresso em estirpes utilizadas no fabrico
de cerveja (Drewke and Ciriacy, 1988; Dickinson, Salgado and Hewlins, 2003). Evidéncias
experimentais demonstram que a atividade desta proteina em S. cerevisiae é ativada pelo zinco
e a sua expressdao € regulada positivamente pelo litio e negativamente pelo DMSO
(Dimeltilsulfoxido) (Williamson and Paquin, 1987; Yuan, 2000). A Frutose-bifosfato aldolase
(FBA1) codifica uma enzima citoplasmatica que catalisa a converséo de 1,6 bifosfato de frutose
em dois produtos de 3 carbonos: gliceraldeido-3-fosfato e fosfato de dihidroxiacetona. Para além
disso, é capaz de catalisar a reacao inversa, ou seja, a sintese de frutose 1,6 bifosfato a partir
do gliceraldeido-3-fosfato e da dihidroxiacetona fosfato. Em S. cerevisiae Fbalp consiste em
duas subunidades idénticas de 40 kDa, cada uma contendo um &atomo de zinco fortemente
ligado, essencial para a fungéo catalitica (Lobo, 1984; Schwelberger, Kohlwein and Paltauf, 1989;
Compagno, Ranzi and Martegani, 1991). Como referido anteriormente, ambas as proteinas
encontram-se sub expressas na estirpe PYCC 5334-6, o que pode ser justificado pelo facto de
nesta estirpe a capacidade de fermentacéo ser ligeiramente inferior a estirpe selvagem (Salema-
Oom et al., 2011).

A Piruvato descarboxilase isoforma 1 (PDC1) é a maior das trés isoenzimas de piruvato
descarboxilase (PDC1, PDC5 e PDC6) e catalisa a descarboxilacédo do piruvato em acetaldeido,
em que a maior parte é reduzido a etanol pela alcool desidrogenase, sendo por vezes necessario
para a producao de acetil-CoA citosélico para vias biossintéticas (Eberhardt et al., 1999). E uma
enzima chave na fermentacéo alcodlica, comprometendo o produto final da glicélise, o piruvato
e a producao de etanol. Para além disso, é capaz de descarboxilar alfa-cetoacidos mais
complexos do que o piruvato, que parecem principalmente envolvidos no catabolismo de
aminoacidos (Eberhardt et al., 1999). A piruvato descarboxilase é conservada entre leveduras,
bactérias e plantas e tem sido bem caracterizada ao nivel estrutural e enzimatico. E regulada por
glucose e etanol sendo ativada por fosforilagdo em resposta aos niveis de glucose (Eberhardt et
al., 1999). Sendo uma enzima importante na fermentacdo, seria esperado que estivesse
igualmente presente no proteoma da estirpe PYCC 5334-6. No entanto, estudos indicam que as
estirpes haploides de levedura (como € o caso de PYCC 5334-6) possuem trés isoformas
homologas de Pdc codificadas pelos genes PDC1, PDC5 e PDC6 e que a expressao de apenas
um destes trés genes é suficiente para conferir atividade Pdc (Karlsson et al., 1999).

A Subunidade a da ATPase de membrana vacuolar (VMAL) codifica a subunidade A do
dominio V-ATPase V1 de levedura. As (H)-ATPases vacuolares (V-ATPases) sdo bombas de
protbes dependentes de ATP que acidificam os compartimentos vacuolares intracelulares em
células eucaritticas. A acidificacdo vacuolar é importante para varios processos celulares,
incluindo endocitose, segmentacado de enzimas lisossdmicas recentemente sintetizadas e outros
processos de segmentacdo molecular (Hirata et al., 1990; Kane et al., 1990). Na levedura S.

cerevisiae, a membrana vacuolar H+-ATPase vacuolar pode também participar na manutencgéo
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da homeostasia do calcio citoplasmético (Hirata et al., 1990). Os mutantes de S. cerevisiae que
possuem um fenotipo Vma- sdo incapazes de crescer a pH 7,5, apresentam sensibilidade a Ca?*,
sensibilidade a Zn?* e incapacidade de utilizar fontes de carbono nédo fermentaveis (Oluwatosin
and Kane, 1998; Sambade et al., 2005). As V-ATPases sao grandes complexos constituidos por
varias subunidades estruturalmente organizados em dois dominios principais, V1 e V0. Estudos
sugerem que a oxidacgdo da glucose pode fornecer energia quimica necesséria para a montagem
adequada da subunidade C em V1V0. Para além da glucose, este processo pode ser
desencadeado por outros acUcares rapidamente fermentaveis, como a frutose (Parra, Chan and
Chen, 2014). Esta proteina encontra-se ausente na estirpe mutante PYCC 5334-6.

ATP2 codifica a subunidade beta da ATPase mitocondrial (F1FO ATPase ou complexo V), um
grande complexo de enzimas, evolutivamente conservado e necessario para a sintese de ATP.
O ATP é produzido a partir de ADP na presenca de um gradiente de protBes através da
membrana, que é gerado por complexos de transporte de eletrbes da cadeia respiratoria. A
regido 3’ nédo traduzida do mRNA de ATP2 contém um elemento de sequéncia que medeia a
localizagdo do mRNA na mitocondria. A mutagdo deste elemento também resulta num defeito de
crescimento em fontes de carbono néo fermentaveis (Saltzgaber-muller, Kunapuli and Douglas,
1983; Takeda, Vassarotti and Douglas, 1985; Liu and Liu, 2007). Por fim, a Proteina nuclear 2
redutase de citocromo-c ubiquinol de 40 kDa (QCR2) é uma proteina localizada na mitocéndria
e faz parte do complexo ubiquinol-citocromo-redutase (também conhecido como complexo ).
Este complexo constitui uma parte da cadeia respiratéria mitocondrial, sendo esta proteina
necesséria para a montagem do complexo (Oudshoorn et al., 1987). Estudos anteriores
estimaram a taxa de respiracdo em células PYCC 5334 e PYCC 5297 crescidas em glucose e
concluiram que a capacidade respiratéria aumentou trés vezes em PYCC 5334
comparativamente com a estirpe selvagem. Este aumento revela que a via oxidativa do consumo
de glucose também se encontra relativamente desreprimida na estirpe mutante (Salema-Oom et
al., 2011). Estes resultados estdo em concordancia com as observacdes de que as proteinas
ATP sintase e a redutase de citocromo-c encontram-se sobre expressa na estirpe PYCC 5334-
6.

Regulacdo negativa do envelhecimento celular: Atividade de peroxidase e resposta ao

stress

Proteinas envolvidas na regulacdo do envelhecimento celular apresentam funcdes
relacionadas com a destoxificacdo celular e resposta ao stress. Estas apresentam diferentes
expressfes nas duas estirpes estudadas. Por exemplo, as peroxirredoxinas do tipo 2 (Ahpl) e
Tsal foram identificadas como estando presentes apenas no proteoma da estirpe mutante PYCC
5334-6. Sdo duas das peroxiderroxinas mais abundantes em S.cerevisiae sendo ambas
proteinas envolvidas em processos antioxidantes. Mais especificamente, a Ahplp é uma
proteina citosolica especifica para grupos tiol com atividade hidroperoxidase de alquilo (Lee et
al.,, 1999). Esta envolvida na resisténcia ao stress osmotico e na destoxificacdo da célula,
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reduzindo os hidroperéxidos de forma a proteger a célula de danos oxidativos (Trivelli et al.,
2003). Por sua vez, a Tsalp é uma proteina de resposta ao stress de importancia fisiolégica,
constituindo uma defesa enzimatica contra radicais contendo enxofre (Ho Zoon Chae et al.,
1993). Durante condi¢des de crescimento normais (ndo stressantes), Tsal possui atividades
duplas como peroxidase e como chaperone. A sua atividade de chaperone é essencial também
para o crescimento em condic¢des de deficiéncia de zinco (Yuan, 2000). Os mutantes de levedura
gue ndo possuem esta proteina acumulam agregados de proteinas ribossémicas, indicando que
Tsal estd envolvida na manutencéo e integridade do aparelho de traducéo, onde protege as
proteinas ribossémicas contra danos oxidativos e agregacao de proteinas inespecificas (Trotter
etal., 2008; Lu et al., 2013). Para além de desempenhar fungGes como antioxidante e chaperone,
estudos recentes demonstram que Tsal tem um papel crucial na obten¢cdo de uma transicao
eficiente da glicélise para a neoglucogénese (Irokawa et al., 2016). Tal é conseguido através da
interacdo com Pyk1 (piruvato cinase), que catalisa a reacao irreversivel que gera ATP e piruvato
a partir do fosfoenolpiruvato e ADP no passo final da glicélise, sendo essencial quando uma fonte
de carbono fermentavel, como a glucose é utilizada. Resumindo, Ahpl e Tsal séo as duas
peroxirredoxinas mais abundantes da levedura S. cerevisiae, pelo que se esperava encontrar
também no proteoma da estirpe PYCC 5297. E importante voltar a referir que por spots
exclusivos entende-se aqueles que se encontram fora do limite de detecéo proporcionado pelo
tipo de coloragdo usado. Assim, embora ndo sejam detetdveis no gel 2D nas condi¢des
estudadas, estas proteinas podem também estar expressas na estirpe PYCC 5297.
Relativamente as proteinas associadas a resposta ao stress, Hsp70 (Ssal), foi identificada
com sobre expressao na estirpe mutante. As proteinas de choque térmico (HSP) séo essenciais
para o folding de proteinas intracelulares durante o stress e protegem as células de eventos de
desnaturacéo e agregacgdo que podem levar a morte celular. Ssap e Ssbp séo as subfamilias de
Hsp70s mais abundantes em S. cerevisiae. SSA1 é induzido quando a temperatura é aumentada
e leveduras que ndo possuem este gene exibem um fenétipo sensivel a temperatura. Pelo
contrario, a transcricdo de SSB2 diminui a temperaturas elevadas. Ha evidéncias que mostram
gue Ssb interage com o fator de transcricdo HSF1, reduzindo a sua atividade. Foi descrito
também que Ssbp é crucial para uma regulacao eficiente da via de sinalizagéo envolvendo Snfl,
permitindo assim uma resposta apropriada a mudanca nos niveis de glucose no meio (Von
Plehwe et al., 2009). O choque térmico causa uma modulacdo profunda nas vias de sinalizacéo
celular que conduzem a ativacdo de um grande numero de proteinas cinase (Pi-3K, ERK,
P38MK, PKA e j-junK), que podem influenciar positiva ou negativamente a resposta ao choque
térmico (S. K. Calderwood et al., 2010). Assim, a sobre expressao da proteina de choque térmico

na estirpe PYCC 5334-6 pode indicar a ativacdo de proteinas cinase nesta estirpe.

Outros processos celulares: biossintese de proteinas

Por ultimo, o fator de alongamento 1-beta trata-se de uma proteina ausente da estirpe PYCC

5334-6. O fator de alongamento 1-beta (EFB1) é um membro da familia de fatores de troca de
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nucleétidos de guanina, cujas atividades sdo importantes para a regulacdo de proteinas G,
criticas para muitos processos celulares (Hiraga et al., 1993). EFB1 é uma proteina altamente
conservada que catalisa a troca de GDP por GTP no fator de alongamento EF-1alfa, um passo
necessario para assegurar a continuidade da sintese proteica. Esta proteina esta envolvida na
via de alongamento da cadeia polipeptidica, que por sua vez, faz parte da biossintese de
proteinas (Kinzy and Woolford, 1995; Carr-Schmid et al., 1999).
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4. CONCLUSOES E PERSPETIVAS FUTURAS

Ao contrario da estirpe selvagem PYCC 5297 de S. cerevisiae, os mutantes PYCC 5334 e
PYCC 5334-6 tém a capacidade de fermentar simultaneamente glucose e um outro agucar
alternativo, como a maltose, proporcionando uma vantagem em processos biotecnolégicos e
industriais. O objetivo principal desta dissertacdo passou entdo pela identificacdo das proteinas
gue tém a sua expressao alterada como resultado da mutacao, através da andlise dos proteomas
das estirpes em estudo por eletroforese bidimensional e posterior identificacdo por técnicas de
espetrometria de massa.

Em primeiro lugar, o crescimento da estirpe PYCC 5334-6 em meio YP contendo uma mistura
de acucares (glucose + maltose e glucose + galactose) permitiu concluir que esta estirpe
apresenta fenétipo desreprimido em relagdo a maltose e a galactose, uma vez que estes
aclcares sdo consumidos em simultaneo com a glucose. Concluiu-se também que quando as
células sao pré-inoculadas em meio com maltose o consumo da glucose é realizado a um ritmo
mais lento.

Apés uma andlise protedmica, os perfis proteicos das estirpes PYCC 5297 e PYCC 5334
concluiu-se que estes mostraram-se bastante diferentes. Pelo contrario, os géis das estirpes
PYCC 5297 e PYCC 5334-6 encontram-se bastante similares, tendo-se identificado 45 spots
diferencialmente expressos.

A analise MS a 16 spots permitiu concluir que as proteinas sobre expressas na estirpe PYCC
5334-6 apresentam funcdes relacionadas com a respiracdo celular e resposta ao stress. Por
outro lado, as proteinas sub expressas na mesma estirpe desempenham func¢des importantes
na fermentacdo e na glicélise. Concluiu-se também que as proteinas presentes exclusivamente
na estirpe PYCC 5334-6 estéo envolvidas em processos de destoxificacédo celular e as proteinas
presentes apenas ha estirpe selvagem estdo envolvidas em processos do metabolismo
energético e na biossintese de proteinas.

Neste trabalho ndo foi possivel identificar um ndmero significativo de proteinas
diferencialmente expressas, no entanto os resultados obtidos comprovam a viabilidade do
projeto. Assim, as tarefas futuras para completar a analise realizada neste trabalho deverdo
incluir;

e Analise por eletroforese 2D das estirpes PYCC 5297, PYCC 5334 e PYCC 5334-6
utilizando outras gamas de pH, nomeadamente 3-5 e 6-11, uma vez que muitas proteinas
das estirpes PYCC 5334 e PYCC 5334-6 poderéo ter o seu ponto isoelétrico alterado como
resultado da mutacgéo;

e Repetir a andlise por MS de alguns spots analisados neste trabalho de forma a confirmar
as identificacdes realizadas;

e Anadlise por MS de outros spots de interesse, nomeadamente 0s spots de proteinas
expressas diferencialmente nas estirpes PYCC 5334-6 e PYCC 5297, de forma a
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compreender mais detalhadamente as vias de sinalizacdo que se encontram alteradas
como resultado da mutagéo;

Validacdo dos resultados obtidos por eletroforese 2D utilizando técnicas de
transcriptémica, de forma a estudar as alteragcdes a nivel da expressdo genética nas

células das estirpes mutantes de S. cerevisiae em comparacdo com a estirpe selvagem.
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6. APENDICE

Apéndice 1 — Curvas de calibracao utilizadas na quantificacdo de proteina.
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Figura 6.1 — Curvas de calibragdo utilizadas para a quantificacdo de proteina total das amostras de S.
cerevisiae pelo (A) método de Bradford (y = 1,3826x — 0,0008 ; R2 = 0,9909) e (B) pelo método de 2D-
Quant Kit (y = -0,0074x + 0,853 ; R2 = 0,9949). A proteina utilizada como padréo foi a BSA. Em ambos os

gréaficos os valores correspondem a média de dois ensaios.
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Apéndice 2 — Gel 2D da estirpe S288C de S. cerevisiae crescida exponencialmente em glucose.
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Figura 6.2 — Gel 2D que corresponde as proteinas solUveis sintetizadas pela estirpe S288C de S.
cerevisiae crescida exponencialmente em glucose (Adaptado de 2D Gel Map of Saccharomyces cerevisiae

proteins, 2009)
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