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RESUMO

Céadmio é um metal pesado ainda muito utilizado nos processos industriais e
encontra-se em grande quantidade na natureza. Tornou-se uma preocupa¢do ambiental,
uma vez que possui alta toxicidade e dispGe de um longo tempo de meia-vida. Sendo
assim, ao entrar em contato com este metal, muitas espécies o acumulam cronicamente
no organismo, podendo sofrer danos celulares irreversiveis.

Saccharomyces cerevisiae tem sido extremamente utilizada como modelo para
estudar mecanismos moleculares envolvidos no processo de toxicidade/desintoxicacédo
do cadmio. Dois importantes fatores de transcri¢do nesta levedura, Yapl e Yap2, sdo 0s
principais responsaveis pela regulacdo da defesa contra o cadmio. Yapl possui um
mecanismo de defesa contra este metal bem definido e sua principal funcédo € a inducao
de genes de defesa contra o estresse oxidativo. Apesar de Yap2 possuir grande
homologia com Yapl, o papel dessa proteina na resposta ao cadmio ainda nao foi
totalmente esclarecido.

Nesse sentido, o presente estudo objetivou analisar o papel do fator de
transcricdo Yap2 na resposta ao estresse por cadmio em S. cerevisiae. Inicialmente, o
Capitulo 1 abordara a discussdo sobre ensaios de tolerancia ao cadmio, expressao génica
e proteica empregados para compreender melhor se Yap2 € requerido na defesa contra o
cadmio. Os dados mostram que, além de Yapl, Yap2 é altamente induzido pelo cadmio
estimulando a expressdo do seu conhecido gene-alvo FRM2 em resposta ao metal.
Segundo a literatura, a ativacdo da expressdo génica mediada por Yapl e Yap2 depende

do transporte destes dois fatores de transcricdo do citoplasma para o nucleo, o que



parece ser dependente da formacédo de pontes dissulfeto intramoleculares. Portanto, no
Capitulo 2, avaliou-se o papel da proteina cinase Rckl na via de sinalizacdo induzida
pelo cadmio. Rckl mostrou um papel inibitorio sobre Yap2 no estresse por cadmio,
reduzindo o tempo de permanéncia de Yap2 no nucleo, diminuindo o tempo de meia-
vida desta proteina. Esses fatores levaram a uma mudanca na célula, fazendo com que a
proteina Yapl fosse mais expressa e se tornasse mais estavel. As alteracdes que Rckl
provoca nos dois fatores de transcricdo prejudicam a regulacdo de genes de defesa
antioxidante que atuam na resposta ao estresse por cadmio.

O Capitulo 3 mostra uma nova funcdo regulatoria para Yap2 em resposta ao
cadmio, o qual regula positiva e parcialmente os genes SLT2, RLM1 e CHS1 que
codificam proteinas da via de integridade da parede celular (CWI, Cell Wall Integrity).

A partir do presente trabalho, desvendou-se uma via de sinaliza¢do celular em
resposta ao cadmio sob controle de Rck1l e regulada por Yapl e Yap2, além disso péde-
se verificar que Yap2 é altamente requerido para a atenuacdo do estresse oxidativo e

manutencdo da integridade da parede celular.

Palavras-chave: Saccharomyces cerevisiae; cadmio; Yapl; Yap2; Rckl; CWI; defesa

antioxidante.



ABSTRACT

Cadmium is a heavy metal still used in the industry and it is found in large
amounts in the nature. It has become an environment concern since it has high toxicity
and a long half-life. Therefore, when in contact with this metal, many species
accumulate it chronically in the organism with irreversible damages.

Saccharomyces cerevisiae has been extensively used as an experimental model
to study the molecular mechanisms involved in the process of toxicity/detoxification of
cadmium. Two important transcription factors in this yeast, Yapl and Yap2, are the
primarily responsible by regulation of defense against cadmium. Yapl has a mechanism
of defense against this metal well defined and its major function is the induction of
defense genes against oxidative stress. Even though Yap2 has wide homology with
Yapl, the role of this protein in the response to cadmium stress has not been totaly
clarified.

In this context, the present study aimed to analyze the role of the transcription
factor Yap2 in the response to cadmium stress in S. cerevisiae. Firstly, the Chapter 1
will address the discussion about sensitivity to cadmium, gene and protein levels
analysis were applied to understand better if Yap2 is required in the defense against
cadmium. The data showed in addition Yapl, Yap2 is highly induced by cadmium
stimulating the expression of its well-known target gene FRM2 in response to this
metal. According to the literature, the activation of gene expression mediated by Yapl
and Yap2 depend on their transports of the cytoplasm to the nucleus and appear to

depend of intramolecular disulfide bounds. Therefore, in Chapter 2, it was evaluated the



role of the protein kinase Rckl in the signaling pathway induced by cadmium. Rckl
showed an inhibitory function under Yap2 in the cadmium stress, reducing its residence
time in the nucleus, decreasing the half-life time and the protein stability. These factors
have led to a change in the cell, causing Yapl was more expressed and become more
stable. The changes caused by Rckl on these two transcription factors impair the
regulation of antioxidant defense genes that act in the cadmium stress response.

Lastly, with assays of gene expression, the Chapter 3 shows a novel regulatory
function to Yap2 in response to cadmium, this transcription factor regulated positively
and partially the genes SLT2, RLM1 and CHSL1 that codify proteins of the Cell Wall
Integrity pathway (CWI).

From this work, it was uncovered a pathway of cellular signaling in response to
cadmium under Rckl control and regulated by Yapl and Yap2, also could be verified
Yap2 is highly required to the attenuation of oxidative stress and maintenance of the

cell wall integrity.

Key-words: Saccharomyces cerevisiae; cadmium; Yapl; Yap2; Rckl; CWI; antioxidant

defense.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

°C = graus centigrados

AMPc = Monofosfato de Adenosina ciclico

AmpR = Ampicilina resistente

ARE = AP-1 Recognition Element (elemento de reconhecimento de sitio AP-1)
ATP = trifosfato de adenosina

BER = Base Excision Repair (reparo por excisao de base)

b-ZIP = Basic Leucine Zipper domain

cDNA = DNA complementar

CF = Contraste de Fase

CIP = Calf Intestinal Phosphatase (fosfatase alcalina intestinal)

CCD = Charge Coupled Device

c-CRD = carboxyl-terminal cysteine-rich domains (dominio rico em cisteina localizado
na regido carboxi-terminal)

Cd = cadmio

CDF = Cation Diffusion Facilitator

Cd(GS)2 ou GS-Cd-GS = bis-glutationato de cadmio

CHX = cicloheximida

cm = centimetros

CWI = Cell Wall Integrity

Cys = cisteina

DABCO = 1,4-diazadicyclo[2.2.2]octane



DAPI = 4’ 6-diamidino-2-phenylindole

DEPC = dicarbonato de dietila

DMSO = dimetil sulfoxido

DNA = acido desoxirribonucleico

DNAse = desoxirribonuclease

DNP = dinitrophenol

dNTP = deoxirribonucleotideos trifosfatados

EDTA = &cido etilenodiaminotetracético

ERO = espécies reativas de oxigénio

Fw ou Fwd = primer forward

g =grama

GFP = Green Fluorescent Protein (proteina verde fluorescente)
GPx = glutationa peroxidase

GRAS = Generally Recognized as Safe (geralmente reconhecido como seguro)
GSH = glutationa

HA = human influenza hemagglutinin

HEPES = 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid
HIS = histidina

HOG = high osmolarity glycerol

H>0> = peroxido de hidrogénio

ICP-MS = Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry (Espectrometria de Massa
com Plasma Acoplado Indutivamente)

ITQB = Instituto de Tecnologia Quimica e Bioldgica


https://en.wikipedia.org/wiki/Hemagglutinin_(influenza)

IPTG = isopropil-p-D-tiogalactopiranosideo

Kan = canamicina

kb = quilobases = 1.000 pares de bases

kDa = quilo Dalton = 1.000 Dalton

LB = Luria-Bertani (meio)

LEU = leucina

M = molar

MAP = Mitogen Activated Protein Kinase (proteina cinase ativada por mitdgeno)
mg = miligrama

min = minutos

mL = mililitro

MDA = malondialdehyde (dialdeido maldnico)

mM = milimolar

MMR = Mistmatch Repair

MSC = multiplo sitio de clonagem

Kg = micrograma

pL = microlitro

UM = micrometro

UM = micromolar

NADPH = Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate (Fosfato de dinucleotideo de
nicotinamida e adenina)

NCBI = National Center for Biotechnology Information

NER = Nucleotide Excision Repair


https://en.wikipedia.org/wiki/Malondialdehyde

NES = Nuclear Exportation Signal (sinal de exportacdo nuclear)
Ni-Cd = niquel-cadmio

ng = nanograma

nm = nanometros

n-CRD = amino-terminal cysteine-rich domains (dominio rico em cisteina localizado na
regido amino-terminal)

O™ = radical superoxido

OD = densidade optica

O.N = over night

ORF = Open Reading Frame (fase aberta de leitura)

pb = pares de base

PBS = Phosphate Buffered Saline (tampéo fosfato salino)

PCR = polimerase chain reaction (reacdo de polimerizacdo em cadeia)
PEG = polietilenoglicol

pH = potencial hidrogenidnico

PHMG = polihexametileno guanidina

PIPES = piperazine-N, N'-bis(2-ethanesulfonic acid)

PKA = proteina cinase dependente de AMPc

pmol = picomol

PMSF = phenylmethylsulfonyl fluoride

PVC = policloreto de polivinila

gRT-PCR = PCR em tempo real

RNA = 4cido ribonucleico



RNAm = acido ribonucleico mensageiro

RNAr = &cido ribonucleico ribossomal

RNAse = ribonuclease

rpm = rotagBes por minuto

RT = Reverse Transcriptase (transcriptase reversa)

Rv ou Rev = primer reverse

S = sulfeto

SC = Synthetic Complete (meio sintético completo)

SD = Synthetic Dextrose (meio sintético minimo)

SDS = Sodium Dodecyl Sulfate (dodecil sulfato de sodio)
SGD = Saccharomyces Genome Database

SOB = Super Optimal Broth (meio)

SOC = Super Optimal Broth with Catabolic repressor (meio)
SOD = superdxido dismutase

TB = Terrific Broth (tampéo)

TBARS = Spectrophotometric Thiobarbituric Acid Reactive Substances (Espécies
Reativas ao Acido Tiobarbitdrico)

t-BOOH = terc-butil hidroperoxido

TEMED = tetramethylethylenediamine

TCA = &cido tri-cloro acético

Tris = tris(hidroximetil)aminometano

TRP = triptofano

U = unidade



UNL = Universidade Nova de Lisboa

URA = uracila

UV = ultravioleta

V = voltagem

WT = cepa selvagem

X-Gal = 5-bromo-4-cloro-3-indoil-p-D-galactosideo

Yap = Yeast activator protein

YNB = Yeast Nitrogen Base (base nitrogenada de levedura)
YPD = Yeast Extract Peptone Dextrose (meio)

YRE = Yap Response Element (elemento de resposta a Yap)



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Mecanismos carcindgenos do CAdMI0.........cccivvereeieiiieie e 38

Figura 2 — Transportadores responsaveis pela entrada e saida de cddmio em S. cerevisiae

Figura 3 — Complexo formado entre cadmio e glutationa, bis-glutationato de cadmio —
(010 [(C13) 7SSOSR 44

Figura 4 — Mecanismo de desintoxica¢do do cadmio mediado pela glutationa e Ycfl..45

Figura 5 — Caracteristicas estruturais da Familia Yap .........ccccoccevvveviiiiiiic i 48
Figura 6 — Mecanismo de resposta ao H20. regulado por Yapl em S. cerevisiae.......... 52
Figura 7 — Dois mecanismos de regulacdo realizados por Yapl em S. cerevisiae ......... 54

Figura 8 — Visdo esquemaética da homologia entre 0 c-CRD de Yapl e Yap2 e a
representacdo da substituicdo da regido inteira de Yapl pela de Yap2..........ccccccvevueenene 56

Figura 9 — Potencial efeito combinado entre membros da Familia Yap...........c.ccccue.... 60

Figura 10 — Produtos finais utilizados na construcdo dos plasmideos pRS416YAP1-HA,
PRS416YAP2-HA € PRSALERCKIL-HA. . ..o 78

Figura 11 — Produtos finais utilizados na constru¢do do plasmideo pMet-RCK1-HA...79

Figura 12 — Analise da tolerancia ao caddmio das cepas mutantes nos genes YAP1 e YAP2
0B S. CEIBVISIAR ..veiviieiie sttt sttt et e e e et e et e e sb e e e e e s teeareesneeenes 101

Figura 13 — Efeito do cddmio na expressdo de RNAm de YAP1 e no nivel da proteina
R ] PO 104



Figura 14 — Efeito do cAdmio na expressdo de RNAm de YAP2 e no nivel da proteina
D - 0 PSSP T R PR 105

Figura 15 — Analise do efeito do cadmio e do envolvimento de Yapl na expressdao de
RNAM U8 YAPZ ...ttt sttt st b e st e et e e e te e saaeebeenneas 107

Figura 16 — Efeito do cadmio na atividade de Yap2 e expressio de RNAm de

Figura 17 — Busca pelo interatoma ligado a Yap2 através da ferramenta de
bioiNfOrmMAtiCa STRING ..ot enes 112

Figura 18 — Efeito do cadmio no crescimento celular da cepa mutante no gene RCK1 de
S CBIBVISIAR ... tieieeie ettt ettt et e et e st e st e et e e ae e s aeesteese e e be e be e st e saeenteenneaneenreete s 114

Figura 19 — Analise da tolerancia do cddmio das cepas mutantes no gene RCK1 de S.
(00 =Y - T USSP 116

Figura 20 — Efeito do cadmio no nivel da proteina RCKL..........cccoeovvviniiiiiciiicnn 119

Figura 21 — Andlise da tolerancia ao cadmio das duplas e tripla mutantes construidas
LS (o= (0o [ TSSOSO 122

Figura 22 — Anélise do efeito do cadmio e do envolvimento de Rckl na atividade de
Yap2 e expressdo de RNAM de FRM2 ..o 124

Figura 23 — Anélise do efeito do cadmio e do envolvimento de Rckl na fosforilagéo de
D £ 0 RSP 126

Figura 24 — Analise do efeito do cadmio e do envolvimento de Rckl na expressdo de
RNAM A8 YAPZ ...ttt ettt e s te s e sraenaeeneeaneenes 128

Figura 25 — Analise do efeito do cadmio e do envolvimento de Rckl na estabilidade e
no tempo de meia-vida da proteina Yap2 .........ccceeeiieieeiccie e 130



Figura 26 — Analise do efeito do cadmio e do envolvimento de Rckl na localizacdo
CEIUIAN 08 YAPZ ...t 132

Figura 27 — Andlise do efeito do cadmio e do envolvimento de Rckl na localizagdo
(o0 L] U0 I o USSP 134

Figura 28 — Analise do efeito do cadmio e do envolvimento de Rckl na fosforilagcdo, no
nivel da proteina e na estabilidade da proteina Yapl........cccoeoeiiieiiiiininiencneeee, 136

Figura 29 — Anélise do efeito do cadmio e do envolvimento de Rckl na expressdo de

RNAM d& TRX2 € GPX2Z ...ttt bbb eneas 140
Figura 30 — Analise do estado de carbonilacdo de proteinas...........cccccvevevvereeriesnenne. 143
Figura 31 — Analise do contetdo de peroxidos lipidiCoS........cccevvviieivciecieie e 144
Figura 32 - Representacdo esquematica da parede celular de levedura ....................... 146

Figura 33 — Andlise do efeito do cddmio e do envolvimento de Yapl e Yap2 na
expressdo de RNAM dos genes da Via CWH........ccueiiiiiiiniiiiieeeee s 149

Figura 34 — Andlise da tolerdncia ao cadmio das cepas mutantes nos genes da via CWI
A€ S. CEMBVISIAL ...c.veeuvectie ittt ettt e st e e e s te et e e e e saeesteensesnaesreeneeas 150

Figura 35 — Representacdo do mecanismo de sinalizacdo celular regido por Yapl, Yap2
e dependente de Rckl em S. cerevisiae em resposta ao estresse oxidativo gerado pelo
(07 To [ 4 o S P P PTPRRPR 153

Figura 36 — Representacdo do mecanismo de sinalizacdo celular regido por Yap2 em S.
cerevisiae em resposta aos danos causados a parede celular gerados pelo cadmio...... 154



LISTADE TABELAS

Tabela 1 — S. CEIBVISIAR ....oveueiiiieieeieie e 65
TaDEIA 2 — E. COI ..o 66
Tabela 3 — Oligonucleotideos utilizados nas CONSIUGDOES .........ccecvvereerieeieeiieenieerieseenes 68
Tabela 4 — Oligonucleotideos utilizados para QRT-PCR ..........ccccccceviveviivciieceee e 70
Tabela 5 — Vetores utilizados neste trabalno.............ccoceoiiiiiiinncce 71
Tabela 6 — Ferramentas de Bioinformatica e SEUS SIteS..........ccouvereirinereinc e 72
Tabela 7 — Solucdes utilizadas para preparo do gel de poliacrilamida...............cc.c........ 90

Tabela 8 — Contetdo intracelular de cadmio (ICP-MS) ........cccccoeviiiiiiic i 120



SUMARIO

1. INTRODUGAO... oottt 26
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA ......ooviiiiineineineiiesiseine s essssssessesssssssssssnenes 29
2.1 CADMIO ...ttt 29
2.1.1. Toxicidade dO CAOMIO .......coueriiiiiriiiisiiceee e 31
2.1.1.1. Asimilaridade COM ZINCO ......ccoevuiiieiieiiiie e e 31
2.1.1.2. Envolvimento com 0 eStresse OXIAatiVO .........ccevereriiininieienie e 32
2.1.1.3. Potencial mutagénico e CarCiNOGENICO ........ccverververieriiriieieieieie e 34
2.2. SACCHAROMYCES CEREVISIAE COMO MODELO EXPERIMENTAL........... 38
2.2.1. Transporte de cddmio em S. cerevisiae: mecanismos de entrada X
mecanismos de saida € deSINTOXICACAD ...........ccveieerueiiieiiere e 39
2.2.2. Papel da Glutationa na defesa contra 0 CAAMIO ..........ccoceveerineiiiineieenc s 42
2.2.3. Papel da Familia Yap na resposta ao estresse em S. Cerevisiae.............c.o.o.... 46
2.2.3.1. Yapl, o maior regulador da resposta ao estresse oxXidativo .............cccccoevrvrennne. 49
2.2.3.2. YAP2 ..ottt r bttt e b bt nenne e 55
2.2.3.3. Outros fatores de transcri¢do da Familia Yap ........ccoceoeeieinieninenneseeene s 58
3. OBUIETIVOS ...ttt et sttt 62
3.1 OBIETIVO GERAL ...ttt et e 62
3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS ......ovveeveeeeeiseeeeeses e sesiess s sesas s s senasnenns 62
4. MATERIAL E METODOS........coeeeeeeeeeeeeee ettt 64
4.1. CONSIDERAGOES GERAIS.......cooviieveeieeieeeeeesee s sesissessessesen s senasnenns 64
4.2. MICRORGANISMOS UTILIZADOS. ...ttt 64
4.3. MEIOS DE CULTURA ..ottt 64
4.4. ESTOQUE E CONDICOES DE CULTIVO ..o 66
4.5. OLIGONUCLEOTIDEOQS (PRIMERS) ....covviiivriieieiceessieeessieessssesissesessessenessenns 66
A4.6. VETORES ... oo et e et e e snae e e saae e e snae e e nnaes 67
4.7. FERRAMENTAS DE BIOINFORMATICA .....coooviveveeeeeeeeeeeeeeeesen s 72
4.8. CELULAS COMPETENTES DE BACTERIA .....c.ooiiiiiiiieesee e 72
4.9. TRANSFORMAGAO BACTERIANA.........ooiieeeieeteeeeee e ere s s 73

4.10. CELULA COMPETENTE DE LEVEDURA .......oooovoieieieeeeeeeeee e 73



4.11. TRANSFORMACAO EM LEVEDURA COM PLASMIDEO NAO-

RECOMBINANTE ..ot e e e srae e e snbe e e nnae e e snneeans 74
4.12. ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE ......ccooiiiiiiiieine e 74
4.13. CONSTRUQAO DO VETOR CONTENDO OS GENES YAP1, YAP2 E RCK1
LIGADOS AO EPITOPO HA ...ttt 75
4.14. QONSTRUQAO DAS MUTANTES PELA TECNICA DE RECOMBINAQAO
HOMOLOGA ...ttt sttt b et s bttt et et e e are st 80
4.14.1. Construcao das cassetes de INEFTUPGAD .......ccuevververeririeieieesie e 80
4.14.2. Transformacédo em levedura com plasmideo recombinante...............cc......... 81
4.15. PCR DE COLONIA .....cooooitiiiriiie sttt 82
4.16. CURVA DE CRESCIMENTO E ENSAIO DE SENSIBILIDADE .............c....... 83
4.17. TOLERANCIAAO ESTRESSE .....cooeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eeen s e eneeen s 84
4.18. CONTEUDO INTRACELULAR DE CADMIO .......covveiieerieieeseeesererserienens 84
4.19. EXPRESSAO DE RNAM ..ottt eeeeee et eee e een s e s es s 85
4.19.1. Extracdo de RNATOtal .......ccoovviiiiiiecce e 86
4.19.2. Verificagdo da integridade do RNA por eletroforese.........ccoceveveicicnennnnn 86
4.19.3. Digestdo com DNAse e purificacdo do RNA ... vieiecic e 87
4.19.4. ObtenGa0o dO CDNA ... .o 87
4.19.5. Quantitative Real Time PCR (QRT-PCR) — SYBR Green..........ccccceeveeueenee. 88
4.20. EXPRESSAQO PROTEICA.......ooiiiiiiiiniiieiee st 88
4.20.1. EXTrato PrOTEICO ..cviiuieiieeie ettt ettt e ns 89
4.20.2. Quantificacio de ProteiNas .........ccoererririieise s 89
4.20.3. WESEEIN DIOT ... e 90
4.21. ESTABILIDADE DAPROTEINA .....oooiieeeeeeeeeeeeeee e, 92
4.22. ENSAIO DE FOSFORILAGAO ......ovveieeiieeeeeeeeeteeess s sesasses s sensenenns 93
4.23. LOCALIZAQAO CELULAR ...t 9
4.24. PROTEINA CARBONILADA .....ooveveeeeeeeevee e teeeses e sesae s senaenens 95
4.25. PEROXIDAGAQ LIPIDICA .....ovveveeeeeeeeveeeeeeeneeeeeseessssessesneesnsenesssess s 96
4.26. ANALISE ESTATISTICA ...t 97
5. RESULTADOS E DISCUSSAOQ .......ovuiiiiiniieiseissie s 99
5.1. CAPITULO 1: YAP2 ATIVO NA RESPOSTAAOQO CADMIO .....c.coovvvverrreenen, 99
5.1.1. Yapl e Yap2 na tolerancia a0 Cadmio..........cccooerereninininieiene e 100

5.1.2. Cadmio induz a expressao génica de YAPL e YAP2 ......ccccoceiveveiicviecieenn, 102



5.1.3. Yap2 esté ativo na resposta a0 CAAMIO..........ccevverveiiieieere e 108
5.2. CAPITULO 2: RCK1 REGULA OS FATORES DE TRANSCRIC;AO YAPL1 E

YAP2 EM RESPOSTAAO CADMIO ...t ses s 111
5.2.1. Proteina Rck1 envolvida na resposta ao cadmio ..........ccccoeevveieienencienennnn. 113
5.2.2. Yapl e Yap2 medeiam a resisténcia da mutante rckIA4 ao cadmio................ 121
5.2.3. Rckl parece nao afetar a fosforilagéo e a expressao de YAP2/Yap2............ 125
5.2.4. Rckl diminui a estabilidade e o tempo de meia-vida de Yap2...................... 129
5.2.5. Aexportacdo nuclear de Yap2 é afetada por RCK1 ........ccccoovviiiiiininenn. 131
5.2.6. Rckl interfere na expresséo e estabilidade Yapl........ccocoovieiiiievnesieennnn, 135
5.2.7. Yapl e Yap2 medeiam a indugéo de genes de defesa antioxidante observados
NA MUEANTE FCAIA ...t 137
5.3. CAPITULO 3: YAP2 REGULA GENES DA VIA DE INTEGRIDADE DA
PAREDE CELULAR.......oot ittt sttt nneas 146
6. CONCLUSOES. ..ottt 158
7. PERSPECTIVAS ...ttt bbbttt nne s 160
8. REFERENCIAS ......oiviiiieiieeieie sttt 162

9. ANEXOS ... 186



25

INTRODUCAO



26

1. INTRODUCAO

As condicdes adversas que causam alteracdes fisiologicas como resposta nos
organismos séo conhecidas como situacdes de estresse, as quais sdo agressoes diretas ou
indiretas com origens diversas que causam um desequilibrio interno. Muitas situaces
ambientais como alteraces osmoticas, de temperatura, exposi¢do a oxidacdo e presenca
de metais pesados, podem causar a perturbacdo da ordem biologica e prejudicar o
funcionamento celular normal.

Um pré-requisito para a sobrevivéncia e evolucdo de um organismo é a
capacidade deste se adaptar as mudangas ambientais. O conjunto de mecanismos
moleculares que tornam o organismo apto as novas condi¢des ambientais € conhecido
como resposta ao estresse (Rodrigues-Pousada et al. 2010).

Dentre os diferentes tipos de causadores de estresse, 0s metais pesados ainda
hoje sdo uma grande preocupacdo a nivel ambiental, uma vez que a grande utilizacdo de
metais pela industria e a mineracdo em grande escala acarretam o aumento de rejeitos
altamente contaminados, os quais acumulam nas aguas, solos e plantas (Nagajyoti et al.
2010; Ali et al. 2013). Diversas pesquisas com enfoque em metais e seus efeitos toxicos
tem surgido nos Ultimos anos, uma vez que metais pesados tém uma alta permanéncia
no ambiente e possuem alta toxicidade a uma grande variedade de organismos
(Emamverdian et al. 2015; Tchounwou et al. 2012; Chang e Leu 2011; Ayres 1992).

O cadmio é um metal pesado que ainda é bastante utilizado na inddstria na
fabricacdo de baterias, pigmentos e na galvanoplastia (Joseph 2009). Com a sua alta
producdo e utilizacdo, este metal acaba por ser emitido no ambiente, representando um
importante contaminante, ja que ndo pode ser destruido na natureza (Jarup e Akesson
2009; Thevenod e Lee 2013).

Quando acumula no ambiente, o cadmio entra em contato com o0 organismo de
diversas formas e causa danos aos tecidos pelos seus diferentes mecanismos de
toxicidade, levando ao aparecimento de doencas, muitas vezes, fatais (Marettova et al.
2015).
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O entendimento dos mecanismos regulatdrios celulares em resposta a agentes
toxicos como o cadmio, é essencial para esclarecer os processos fisioldgicos e
patoldgicos nos organismos.

A levedura de panificagdo Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) tem sido
utilizada como modelo experimental para estudar as vias de sinalizacdo celulares em
resposta a metais pesados por conservar muitos processos celulares e moleculares de
organismos eucariotos mais complexos (Rodrigues-Pousada et al. 2010; Adamis et al.
2007; Yang e Pon 2003). Além disso, atua como biorremediador de metais e € um
micro-organismo acessivel a todas as técnicas de biologia molecular (Khurana e
Lindquist 2010).

Esta levedura possui um complexo e flexivel programa de expressdo de genes
que respondem a diversos estimulos ambientais e atuam em vias de sinalizacdo e
regulacdo com importante funcdo na defesa celular. A Familia Yap corresponde a uma
familia de fatores de transcricdo com dominio b-ZIP de ligacdo ao DNA que sdo de
grande relevancia para a defesa contra o estresse em S. cerevisiae. Yapl é o principal
regulador de resposta ao estresse oxidativo, seu mecanismo de ativacdo por H.O> e por
agentes reativos a tidis esta bem esclarecido na literatura. Além disso, muito genes
importantes no processo de desintoxicacdo celular do cadmio sdo regulados por Yapl
(Rodrigues-Pousada et al. 2010). Por outro lado, Yap2, um homélogo de Yapl (Bossier
et al. 1993; Wu et al. 1993), confere resisténcia ao cadmio quando superexpresso, mas o
fato de um mutante yap24 ndo apresentar sensibilidade ao metal (Wu et al. 1993;
Bossier et al. 1993; Hirata et al. 1994; Lesuisse e Labbe 1995; Azevedo et al. 2007),
deixou duvidas sobre a real funcdo desse fator de transcrigdo na defesa contra o cadmio.

A existéncia de possiveis genes que estejam relacionados com Yap2 poderia
esclarecer e responder algumas questdes permanentes sobre o papel desse fator de
transcricdo na defesa contra o estresse causado pelo cadmio. Nesse sentido, o presente
trabalho teve como objetivo analisar o papel do fator de transcricdo Yap2 na resposta ao

estresse por cadmio em S. cerevisiae.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. CADMIO

O c&dmio (Cd) é um metal pesado que foi descoberto em 1817 na Alemanha por
Friedrich Strohmeyer, que observou que a calamina (carbonato de zinco) com presenca
de impurezas mudavam de cor durante 0 aquecimento e isso ndo ocorria com a calamina
pura. Estudos mais aprofundados mostraram que o elemento responsavel pela mudanca
para uma cor amarelada em vez de branca era conhecido como cadmio. Assim, a
Alemanha se tornou o Unico produtor importante de cddmio durante 100 anos (USGS
2015).

O sulfeto de cadmio (CdS), conhecido como Greenockita, € o Unico mineral
especifico de cadmio e possui a composi¢do de 77,81 % de Cd e 22,19 % de S. No
entanto, a grande maioria do cadmio é resultado do subproduto do processamento de
minérios de zinco, cobre e chumbo. Ainda, cadmio é um metal de transicdo que
pertence ao grupo IIB da Tabela Periodica e € encontrado na crosta terrestre em uma
faixa de concentracdo entre 0,1 a 1 ppm (IARC 1993). Também esté classificado em 67°
lugar em quantidade entre outros 90 elementos encontrados naturalmente na Terra.
Sendo assim, cddmio é introduzido no ambiente tanto de forma natural, quanto por
atividades antropogénicas, visto que esta Gltima contribui até dez vezes mais para o
acumulo de cadmio no ambiente. As principais formas de insercdo do cadmio no
ambiente se ddo através da atividade vulcénica, incéndios florestais, queima de
combustiveis fosseis e transporte de particulas contaminadas do solo através do vento
(Joseph 2009).

Nos dias atuais a maior producédo de cadmio se da na Asia, mas este metal tem
sido utilizado mundialmente em muitos processos industriais, fazendo com que a
producdo seja da ordem de 22.200 toneladas segundo dados de 2015 (USGS 2015). A
principal forma de aplicacdo é na fabricacdo de baterias de Ni-Cd, a qual representa
mais de 80 % do consumo global do metal (USGS 2015). As demais formas de
utilizacdo na industria, em ordem decrescente, sdo na producédo de pigmentos de tintas,

cerdmica, esmalte, vidros e plasticos, uma vez que o sulfato de cAdmio possui coloracéo
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amarela e o seleneto de cadmio coloracdo vermelha; na galvanoplastia, revestindo
metais como aluminio, ferro, aco, com o objetivo de aumentar a protecdo por evitar a
corrosdo (Joseph 2009) e aumentar a condutividade elétrica (Marder et al. 2004); e
como estabilizador para PVC, uma vez que previne a sua degradagdo quando o material
é exposto a luz UV (ultravioleta) ou ao aguecimento (Joseph 2009).

Desta forma, os humanos podem entrar em contato com o cadmio através da
ingesta de agua e alimentos, uma vez que plantas e peixes podem absorver o metal da
agua e do solo e possuem alta capacidade de acumula-lo. A inalacdo é outra forma
importante de contaminacdo e pode ocorrer nas areas de mineracdo, na inddstria ou pela
fumaca do cigarro. Obviamente o cadmio ndo é adicionado de forma proposital ao
cigarro, nem o tabaco que € utilizado para a producdo de cigarro contém cadmio na sua
constituicdo natural. Nao obstante, o tabaco é obtido a partir das folhas da espécie
vegetal Nicotiana tabacum (Musk e De Klerk 2003) que possui grande facilidade em
concentrar cadmio. O teor deste metal no tabaco estd em uma faixa de 1-2 pg/g de peso
seco, proporcional a 0,5 - 1 pg por cigarro (Satarug e Moore 2004).

Com um tempo de meia-vida em torno de 20 anos nas células do figado e rins,
considerado extremamente longo (Brzéska e Moniuszko-Jakoniuk 2001; Martelli et al.
2006) e com um carater cumulativo na cadeia alimentar da qual o homem faz parte, o
cadmio torna-se um fator cada vez mais agressivo ao ambiente e a salde humana, uma
vez que, mesmo em quantidade subtoxicas, o fendmeno de bioacumulacédo leva a niveis
de risco nos elos finais da cadeia trofica (Moore 2004).

Em contato com o organismo, a absorcdo do cadmio ocorre pela similaridade
com metais essenciais, como calcio, ferro, cobre e zinco. Cerca de 3 a 10 % é absorvido
pelo sistema gastrointestinal e até 50 % pode ser absorvido apos inalagdo, mas muito
pouco é absorvido através da pele (Sahmound et al. 2005). Por fim, o cadmio é
armazenado nos rins, figado, pulmdes, cérebro, sistema nervoso central, coragéo,
testiculos e ossos, podendo facilitar o aparecimento de certas doencas como enfisema
pulmonar nédo hipertrofico, alergia, dano tubular renal irreversivel, osteoporose,
distdrbio no metabolismo do calcio, cancer de prostata, entre outras (Valko et al. 2005;
II’yasova e Schwartz 2005; Giaginis et al. 2006).
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2.1.1. Toxicidade do cadmio

Metais pesados e metaldides sdo frequentemente citados na literatura por seu
alto nivel de toxidez, mesmo em baixas concentragdes, merecendo destaque o cadmio
(Fulekar e Sharma 2008). Cadmio é mutagénico, sendo classificado pela Agéncia
Internacional de Pesquisa em Céancer (IARC) como um agente carcinogénico (IARC
1993). Segundo pesquisas realizadas em 2005 pelas agéncias americanas Agency for
Toxic Substances and Disease Registry (ATSDR) e Environmental Protection Agency
(EPA), o cadmio ocupa o sétimo lugar na lista de substancias toxicas com maior risco
de causar danos ao homem.

A toxicidade de uma substancia estd intimamente relacionada com seu potencial
para provocar efeito adverso a satde. No caso do cadmio, muitos efeitos indesejados
sdo conhecidos, tanto nos homens como em plantas e animais, confirmando assim a sua
propriedade toxica. O efeito toxico de um metal é dependente da dose, do tempo de
exposicao, da forma fisica / quimica do elemento e da via de administracdo / absorgao.
Assim, esse carater toxico depende do tipo de interacdo que este tem com o organismo,
e ocorre em trés estdgios: a) absorcdo; b) transporte, distribuicdo, acumulacdo e

biotransformacao; c) efeito e eliminacdo pelo organismo (Hodgson, 2004).

2.1.1.1. A similaridade com zinco

A toxicidade causada por cadmio pode estar associada a diversas vias e muitos
desses efeitos toxicos estdo intimamente relacionados com a similaridade que o cadmio
possui com o zinco. A despeito de o zinco ser um metal essencial ao funcionamento
celular, o caddmio néo possui funcédo bioldgica especifica no homem e na grande maioria
dos organismos. Mas a semelhanca apresentada pelos dois metais mostra-se
principalmente nas suas propriedades quimicas, uma vez que pertencem ao mesmo
grupo da Tabela Periddica (11B), apresentam os sub-niveis 3d e 4d completos, ambos
tém valéncia Il, sdo estaveis como cations divalentes Cd** e Zn* e ndo sofrem
mudangas no nimero de oxidacdo (Brzoska e Moniuszko-Jakoniuk 2001; Martelli et al.
2006).
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Assim, sendo tdo similares, o cddmio pode substituir o zinco nas estruturas
enzimaticas, levando a reducdo ou perda de sua atividade (Martelli et al. 2006). Enzimas
reguladoras responsaveis pela sintese de DNA, RNA e envolvidas com o reparo, que
necessitam do zinco como cofator, também podem ser prejudicadas por essa
substituicdo (Giaginis et al. 2006; Waisberg et al. 2003). Entdo, cadmio e zinco
competem entre si na absor¢cdo no organismo, na distribuicdo pelos tecidos e na
absorcdo na célula, prejudicando processos metabdlicos importantes para o bom
funcionamento celular (Brzoska e Moniuszko-Jakoniuk 2001).

No contexto intracelular, os dois metais interagem com macromoléculas através
dos elementos enxofre, oxigénio e nitrogénio, se ligando as proteinas albumina na
corrente sanguinea e a metalotioneinas, as quais sdo proteinas ligantes de metais e
amplamente difundidas em muitos organismos. Também possuem compatibilidade por
estruturas bioldgicas com grupamento sulfidrila (SH), porém, o cddmio possui maior
afinidade que o zinco (Brzdska e Moniuszko-Jakoniuk 2001).

Alguns estudos demostraram que o efeito toxico do cadmio pela exposi¢cdo ao
cigarro se deve a substituicdo do zinco por este metal em enzimas que controlam a
producdo de espermatozoides, ocasionando a falta de fertilidade (Mortada et al. 2004).
Além disso, o cadmio pode substituir o zinco em enzimas gque atuam no processo de

calcificacdo dssea, levando a osteoporose e osteomalécia (Satarug et al. 2003).

2.1.1.2. Envolvimento com o estresse oxidativo

Os organismos vivos possuem um sistema de regulacdo que ajuda a manter
baixos 0s niveis de espécies reativas de oxigénio (ERO), deixando sua producdo e
eliminacdo equilibradas para ter como resultado niveis de ERO em estado estacionario.
No entanto, em determinadas situagdes, este equilibrio pode ser perturbado por diversos
motivos, como 0 aumento dos niveis de compostos oxidantes ligado ao aumento de
ERO; diminuigdo das reservas antioxidantes de baixo peso molecular; inativagdo de
enzimas antioxidantes; diminuicdo da producdo de enzimas antioxidantes e de
antioxidantes de baixo peso molecular ou a combinacdo de duas ou mais situagoes
(Lushchak 2014).
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Sendo assim, qualquer desses desequilibrios que afetam muitos processos vitais
para a célula, geram o que se chama de Estresse Oxidativo. As consequéncias, graves ou
ndo, irdo depender dos niveis de geracdo de ERO, do sistema antioxidante ser eficiente,
da plasticidade, recursos energéticos e dos alvos celulares que interagem (Lushchak
2014).

Os metais, de forma geral, podem ser produtores de danos oxidativos nas células
de diferentes organismos (Collinson et al. 2002) e metais como mercurio, chumbo,
niquel, cadmio e cobre auxiliam na producdo de radicais livres (Garcia-Fernandez et al.
2002).

Diferentemente de metais com potencial redox, certos metais ndo podem gerar
ERO de forma direta, mecanismo comum nas reacdes redox bioldgicas como nas
reacOes de Haber Weiss e de Fenton. Entretanto, esses metais induzem a geragdo de
ERO de forma indireta, com a estimulacdo de NADPH oxidases, substituindo cations
essenciais dos seus sitios especificos de ligagdo em enzimas e através da inibicéo
enzimatica, uma vez que tem afinidade por grupos sulfidrila das enzimas (Shahid et al.
2014).

A absorcdo de cadmio conduz a um estresse oxidativo indireto. O metal cadmio
se liga aos sistemas de defesa antioxidante, como glutationa, prejudicando a protecédo
celular contra o estresse oxidativo (Adamis e col., 2003).

O cadmio aumenta a producdo de ERO uma vez que inibe o funcionamento da
Cadeia Transportadora de Elétrons (CTE) na mitocondria. A atividade da transferéncia
de elétrons no complexo Il é inibida, gerando um acimulo de ubiquinona parcialmente
reduzida no sitio Q. deste complexo. A ubiquinona parcialmente reduzida € instavel e
doa um elétron ao oxigénio molecular, formando o radical O>™ (Wang et al. 2004).

Este metal ainda pode causar danos a membrana celular, causando o aumento da
peroxidacdo lipidica, ja que o primeiro ponto de acdo dos metais em organismos
celulares é a membrana plasmatica, além da facilidade em que acidos graxos
insaturados que compde a estrutura molecular das membranas tem de serem atacados
por metais (Howlett e Avery 1997).

Liu e colaboradores (2005), mostraram que 250 uM de CdCl, foram capazes de
aumentar em até 3,5 vezes a peroxidacéo lipidica em S. cerevisiae e, consequentemente,

induzir a ativacao das defesas por superoxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase
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(GPx) em 2,8 e 5,2 vezes, respectivamente. Ainda, uma publicacdo recente mostrou os
efeitos negativos do cadmio em ratos, que tiveram 0s niveis de peroxidacdo lipidica
cerebral aumentados mesmo com uma administracdo de cadmio por um curto periodo
de tempo (Haider et al. 2015).

Esses dados mostram que o cddmio, mesmo em baixas concentraces ou durante
um curto periodo de tempo, pode acarretar deterioracdo da membrana plasmatica, o que

compromete a viabilidade da célula.

2.1.1.3. Potencial mutagénico e carcinogénico

O cédmio é um composto inorganico que foi classificado pela IARC e pela
German MAK Commission como um agente carcinégeno do Grupo | para humanos
(Hartwig 2013). Ele esta relacionado com diversos tipos de cancer, como: de prostata,
renal, leucemia, pulmao, nos testiculos, no pancreas, entre outros (llI'yasova e Schwartz
2005; Satarug et al. 2003). Nesse sentido, cAdmio contribui para o aparecimento de
cancer nao sO por aumentar os niveis de ERO que se relacionam com o aparecimento de
danos e mutagdes, mas também por inibir os sistemas de reparo do DNA e pelo
potencial de inducdo de proto-oncogenes (c-myc e c-jun), fatores relevantes na inducgéo
de hipermutabilidade (Giaginis et al. 2006; Jin et al. 2003).

Os sistemas de reparo sdo 0s principais mecanismos de defesa contra danos ao
DNA, cuja funcdo é manter a sequéncia genética integra, minimizando mutacdes e erros
de replicacdo. Existem dados na literatura que demonstram a interferéncia do cadmio
nos sistemas de reparo como: (1) Mistmatch Repair (MMR) — uma via bioldgica
altamente conservada que mantém a estabilidade genémica através da correcdo de
incompatibilidade entre bases, que pode ocorrer durante a replicacdo do DNA ou em
decorréncia de modificagdes quimicas nas bases, como OO metilguanina e 8-
oxoguanina; (2) Sistemas de reparo por excisdo — onde as bases incompativeis ou
danificadas em uma das duas fitas sdo cortadas e substituidas por bases corretas, usando
a outra fita como molde. E composta por duas categorias: (a) Base Excision Repair
(BER) - a base danificada é retirada através da quebra da ligacdo glicosidica entre a

base e a ribose, gerando um sitio abasico e, atraves da DNA polimerase, ocorre 0
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emparelhamento com uma base ndo danificada e a ligagdo pela DNA ligase (Memisoglu
e Samson 2000; Nilsen e Krokan 2001); (b) Nucleotide Excision Repair (NER) — néo se
restringe apenas a uma base afetada, mas pode atuar em outras areas danificadas do
DNA como volumes maiores que ndo estejam relacionados estruturalmente (Giaginis et
al. 2006).

Em uma revisdo de literatura atual, muitas publicacbes mostram os efeitos
deletérios do cadmio nos sistemas de reparo ao DNA (Bishak et al. 2015). O cadmio
afeta 0 MMR uma vez que tem o potencial de inativar enzimas que atuam neste sistema
de reparo, resultando na reducdo das suas atividades de ligacdo ao DNA e suas
habilidades de reconhecer os desalinhamentos entre bases (Lutzen et al. 2004; Giaginis
et al. 2006; Wieland et al. 2009). Como consequéncia, ocorre a reducdo da capacidade
de reparar pequenos desalinhamentos e incompatibilidades base-base (Jin et al. 2003),
alterando a capacidade de controlar o ciclo celular G2 de checkpoint e levando ao
acumulo de células mutadas (Bertin e Averbeck 2006).

Outro sistema de reparo, BER, também pode ser afetado pelo cddmio. Baixas
concentragcdes do metal prejudicaram o reparo dos danos oxidativos de bases de DNA
em células de mamiferos (Fatur et al. 2003). Algumas proteinas com funcdo importante
no BER como a formamidopiramidina-DNA-glicosilase sdo diretamente afetadas por
este metal (Bertin e Averbeck 2006), assim como as interagdes do zinco com fatores de
transcricdo relacionados ao reparo do DNA (Vercesi et al. 1997). Ademais, algumas
etapas do BER sdo suprimidas, como a polimerizacdo e ligacdo da fita de DNA,
inativando proteinas como a DNA Pol 3, PARP e Ligase I (Giaginis et al. 2006).

Quanto ao sistema de reparo NER, os efeitos deletérios do cadmio afetam uma
proteina desse sistema de defesa, conhecida como Xeroderma Pigmentosum A (XPA), a
qual ¢ responsavel pelo reconhecimento de alteragdes no DNA (Hartwig et al. 2002).

Outra forma importante de acimulo de mutagdes causadas pelo efeito toxico
deste metal é através dos efeitos deletérios do cadmio sobre a apoptose (Joseph 2009).

O mecanismo de apoptose € uma forma de morte celular programada,
geneticamente regulada e com um papel fundamental no desenvolvimento e manutengéo
da homeostase do tecido de diversos organismos, além de participar da eliminacdo de
células que possuem mutacdes (Joseph 2009). O gene TP53 codifica a proteina p53, um

fator de transcrigdo envolvido no controle do ciclo celular e na supresséo de tumor por
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apoptose, € um dos mediadores do ciclo celular, considerado um dos mais importantes
na inducdo a apoptose em resposta a genotoxicidade (Anetor 2012). Obviamente, a
inativacdo da p53 é considerada um fator determinante para o desenvolvimento tumoral,
podendo levar a uma instabilidade no genoma e ao aparecimento de cancer (Spike e
Wahl 2011).

Uma série de estudos mostram o mecanismo mutagénico do cadmio envolvido
com a apoptose. Este metal pode se ligar a grupos tiol bem como substituir o zinco na
estrutura da proteina p53 (Anetor 2012) e, desta forma, pode afetar a estrutura e fungéo
desta proteina (Urani et al. 2014). No estudo de Riger e colaboradores (2011) foi
observado que, mesmo em uma concentracio dez vezes menor que outros metais (Cu?*,
Ni?* e Cr¥), o cadmio mostrou-se mais toxico, reduzindo de forma consideravel a
sobrevivéncia celular e, principalmente, evidenciando maior porcentagem de células
contendo p53 ndo funcional. Além disso, Aimola e colaboradores (2012) observaram
que a alteracdo funcional da p53 causada pelo cadmio contribui para a aquisicdo da
resisténcia apoptdtica no cancer de préstata. Em uma publicacdo mais antiga, Achanzar
e colaboradores (2000) comprovaram que a expresséo do gene TP53 foi
significativamente menor nas células submetidas a 48 horas de cadmio comparadas com
o controle sem o metal, sendo que cerca de 65 % das células morreram apés a
exposicao.

O mecanismo apoptdtico também envolve a ativacdo das caspases em todos 0s
mecanismos multicelulares. As caspases sdo proteases que catalisam a clivagem de
proteinas depois do residuo de acido aspartico, assim, uma caspase consegue clivar
outras caspases, ativando-as. Com a ativacdo, uma caspase iniciadora cliva outra,
gerando sempre uma caspase executora, a qual destrOi proteinas vitais a célula, ativa
proteinas toxicas e prejudica proteinas essenciais para a protecdo contra a apoptose.
Todos esses fatores sdo causadores de morte celular (Hengartner 2000). O Citocromo
C, presente no espaco intermembrana da mitocondria, ativa a Caspase-9, capaz de
iniciar o processo apoptético (Pulido e Parrish 2003). Assim, para que a integridade
celular seja mantida, é necessario que o Citocromo C ndo seja liberado para o
citoplasma. No entanto, o cadmio pode causar danos a membrana da mitocdndria,

através do seu efeito na formacdo de ERO, aumento da osmolaridade, aumento do
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calcio intramitocondrial, entre outros fatores, e que auxiliam na liberacdo desses
componentes pro-apoptéticos (Oh et al. 2004).

Esses dados mostram o0s mecanismos pelos quais o cadmio € indutor de
mutagénese.

Entretanto, muitos outros estudos apresentam o cadmio e seu efeito no
aparecimento de cancer, com dados que apontam que, apds a exposicdo cronica com
cadmio, h& inducdo de tumores malignos em multiplos 6rgdos, como testiculos,
prostata, rins, adrenal (Waalkes et al. 1999a, 1999b, 2000). Também tem sido
relacionado ao cancer de prostata em diversos estudos (van Wijngaarden et al. 2008;
Julin et al. 2012; Lin et al. 2013), sendo que Cheung e colaboradores (2014), através de
um levantamento de dados da National Health and Nutrition Examination Survey
(NHANES I11), mostraram que a concentragdo de cddmio na urina é um importante
indicador de mortalidade por cancer de préstata. Pacientes com cancer de bexiga
apresentaram altas concentracdes de cadmio no sangue comparados com controles sem
cancer (Kellen et al. 2006). Concordando com esses estudos, Kazi e colaboradores
(2008) apresentaram em seus resultados que os niveis de caddmio no sangue e na
amostra de escalpo do cabelo de individuos homens com céancer de pulmao foram
significativamente mais altos que os controles.

A metilagdo aberrante do DNA é considerada outro mecanismo carcinégeno do
cadmio (Huang et al. 2008). A metilacdo é uma modificacdo que acontece naturalmente
no DNA e esse processo envolve a adicdo de um grupo metil ao carbono da posicdo 5
do anel de citosina, formando 5-metilcitosina (Robertson e Jones 2000). A
hipermetilagdo na regido promotora de supressores tumorais, juntamente com o
silenciamento desses genes, atuam como mecanismos protetores contra proliferagdo
tumoral (Esteller et al. 2001). No entanto, tecidos tumorais possuem como caracteristica
a reducdo do padrdo de metilacdo global e, desta forma, a hipometilacdo pode gerar uma
reducdo na integridade genémica (Laird 1997). Huang e colaboradores (2008),
mostraram que o cadmio, além de estimular a proliferacdo celular, aumentar ERO e
causar danos ao DNA, também leva a hipometilacdo global do DNA.

O esquema a seguir resume 0s mecanismos carcindgenos do cadmio (Figura 1).
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Fig. 1. Mecanismos carcindgenos do cadmio. Estdo apresentados 0s mecanismos
pelos quais o cddmio pode causar carcinogénese. Maiores detalhes sdo descritos no
topico 2.1.1.3 (Adaptado de Bishak et al. 2015).

2.2. SACCHAROMYCES CEREVISIAE COMO MODELO EXPERIMENTAL

A levedura de panificacdo S. cerevisiae, € utilizada como modelo experimental
por conservar muitos processos celulares e moleculares de organismos eucariotos mais
complexos, o que permite responder a diversas questdes relacionadas a diviséo celular,
diferenciacéo, transducdo de sinal e metabolismo (Khurana e Lindquist 2010).

As principais vantagens da sua utilizagdo como micro-organismo modelo estéo
na sua facil manipulacdo genética, seja através de modernas técnicas de biologia
molecular ou pela genética classica; apresenta um genoma completamente sequenciado;
possui um curto tempo de geracdo, o que facilita a obtencao de resultados mais rapidos

gue em organismos mais complexos e é um microrganismo Generally Regarded As Safe
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(G.R.A.S), ou seja, ndo patogénico a humanos. Além disso, células desta levedura
apresentam notaveis semelhancas com a bioguimica de células animais. Esta
similaridade pode ser constatada pelo fato de que proteinas deste micro-organismo tém
se mostrado funcionalmente capazes de substituir proteinas ortélogas humanas e vice-
versa (Khurana e Lindquist, 2010; Kachroo et al. 2015). Desse modo, 0s conhecimentos
gerados a partir dos estudos com esse modelo serdo relevantes para esclarecimento dos
mecanismos moleculares e celulares em humanos.

S. cerevisiae € utilizada em diferentes areas de pesquisa da biologia dos seres
Vvivos, incluindo areas de “gendmica funcional” e “biologia de sistemas”, dominios estes
relevantes por ndo focarem apenas no estudo de genes e proteinas especificas, mas na
forma em que interagem formando uma rede atuante dentro da célula (Botstein e Fink,
2011).

E necessario entender as alteracdes que acontecem nas células em decorréncia
do estresse por cadmio, uma vez gue as rotas bioguimicas e 0s mecanismos de protecdo
celulares que auxiliam na tolerancia e resisténcia aos toxicos sdo pouco conhecidos.
Assim, S. cerevisiae tem mostrado ser um potente organismo para desvendar os detalhes
moleculares de acdo dos metais e estratégias de desintoxicacdo (Wysocki e Tamas
2010). Nesta levedura, bem como em outros organismos, as células usam de uma
variedade de mecanismos de tolerancia e homeostase que conduzem a disponibilidade
de metais essenciais e limitam os efeitos prejudiciais de metais toxicos (Wysocki e
Tamas 2010).

2.2.1. Transporte do cddmio em S. cerevisiae: mecanismos de entrada X

mecanismos de saida e desintoxicacéo

A captacdo de cadmio pela célula de S. cerevisiae necessita do metabolismo
celular e do transporte ativo (Adamis et al. 2003). Assim sendo, a entrada do metal ndo
essencial Cd?* ocorre baseada no mimetismo molecular através de proteinas de
membrana envolvidas na captacdo de metais essenciais como Fe3* (Fet4), Mn?* (Smfl e
Smf2), Zn?* (Zrt1), Ca?* (Mid1) (Wysocki e Tamas 2010) e Mg?* (Alrl) (Kern et al.
2005), como pode ser visto na Figura 2.
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Fig. 2. Transportadores responsaveis pela entrada e saida de cadmio em S.
cerevisiae. A entrada de cadmio na célula da levedura: proteinas de transporte
localizadas na membrana plasmatica que transportam Cd?* de fora da célula para o
citoplasma pelo seu mimetismo molecular com outros metais. Mecanismo de
desintoxicacdo do cadmio: proteinas de membrana plasmatica e vacuolar que
transportam Cd?* e Cd(GS): do citoplasma para fora da célula e para dentro do vactolo,

respectivamente (Adaptado de Wysocki e Tamas 2010).

A proteina Zrtl ¢ um transportador de alta afinidade de zinco e pertence a
Familia ZIP de proteinas como Zrt e Irt (Eng et al. 1998). No entanto, além de
transportar zinco, Zrtl é uma das mais importantes vias de transporte de cadmio e este
dado é comprovado por diversos estudos que demonstraram que a falta de Zrtl levou a
uma menor absorc¢ao de cadmio do meio, enquanto que a captacao de zinco fica inibida
pelo cadmio. Além disso, células que s@o expostas a um meio pobre em zinco,

aumentam a expressdo de Zrtl, o que torna a célula mais sensivel ao cadmio. Em
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contrapartida, sob altas concentracdes de zinco e cadmio, Zrtl € inativada a fim de
prevenir a captacdo toxica do cadmio e do excesso de zinco (Gomes et al. 2002; Gitan et
al. 2003).

A segunda via mais importante de transporte de cadmio é regulada pelas
proteinas Smfl e Smf2 transportadoras de manganés, as quais Sd0 pertencentes a
Natural resistance-associated macrophage protein Family (Familia Nramp). No
entanto, além de transportar Cd®* e Mn?*, Smf1 ainda transporta Co?*, Cu®*, Fe®** e Zn?*,
Quando SMF1 e SMF2 sdo superexpressos, as células de levedura mostram um aumento
de sensibilidade ao cadmio (Ruotolo et al. 2008).

Fet4, uma proteina de baixa afinidade responsavel pela entrada de ferro, pode
mediar a entrada de cobre, zinco e cddmio. A expressdo desta proteina € regulada
positivamente pelos fatores de transcricdo Aftl e Zapl em resposta a baixos niveis de
Fe3* e Zn?*, e negativamente regulada por Rox1 em condi¢des aerdbicas. Assim, a falta
de Roxl levou ao aumento da expressdo de FET4 e, consequentemente, maior
sensibilidade da célula ao cAdmio (Jensen e Culotta 2002).

Também se sugere que proteinas transportadoras de célcio seriam potenciais
transportadores de cadmio. Um estudo mostrou que a expressdo da proteina heteréloga
transportadora de célcio Lctl, capaz de substituir a funcdo do transportador de célcio na
levedura Midl, foi responsavel pelo grande acUimulo de cadmio na célula e o
consequente aumento da sua sensibilidade (Clemens et al. 1998).

Além de compreender as diferentes formas de entrada de cadmio na levedura
que explica o efeito toxico na célula, também ¢é bastante relevante entender os
mecanismos de remocao dos metais toxicos do citoplasma, que ocorre através de vias de
exportacdo que tornam as células mais tolerantes ao estresse (Figura 2).

Uma proteina localizada na membrana plasmatica, chamada de Pcal, é
considerada a principal rota de exportacdo de cddmio do citoplasma em S. cerevisiae.
Foi demonstrado que a expressao de Pcal confere maior tolerancia a célula uma vez que
reduz os niveis intracelulares de cadmio. Ainda que a expressdo desta proteina seja
constitutiva, ela ndo é detectada em condi¢fes normais, uma vez que possui um rapido
turnover. Por outro lado, Pcal é estabilizada na membrana em resposta ao cadmio,

aumentando seu efluxo e a tolerancia da célula a este metal (Adle et al. 2007).
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Outros transportadores da membrana plasmaética sdo conhecidos por exportar
cadmio do citoplasma. Yorl pertence a Familia de transportadores ATP-binding cassette
(ABC), que estdo relacionados a proteinas responsaveis pela resisténcia a multidrogas
em humanos (Mrpl) e em levedura (Ycfl). A delecédo de YORL acarreta sensibilidade
moderada ao cadmio e parece ser responsavel pela retirada do cadmio na sua forma
conjugada a glutationa (Cd(GS).) (Nagy et al. 2006). Alrl, uma proteina responsavel
pela entrada de Mg?* para o citoplasma, parece contribuir para o controle dos niveis
intracelulares de cddmio, dado que a mutagdo em ALR1 levou ao aumento do contetido
de cadmio na célula, tornando-a mais sensivel (Kern et al. 2005).

Mesmo sabendo que todos esses mecanismos de exportacdo do cadmio para fora
da célula sdo importantes para a desintoxicacdo do metal, o transporte de cadmio para
dentro do vacuolo é o meio mais relevante conhecido.

A proteina Ycfl representa a principal via de transporte vacuolar de metais
conjugados a GSH e xenobioticos e foi identificada em um screen de genes que, quando
superexpressos, aumentam a tolerancia ao cddmio. Ainda, células com YCF1 deletada
sdo altamente sensiveis a este metal (Szczypka et al. 1994).

Mais estudos mostram outros transportadores vacuolares com potencial de
transportar cadmio para o vacuolo. Paralogos de Ycfl, Bptl e Vmrl possuem um papel
menos especial no transporte vacuolar de cadmio, pois atuam somente na auséncia de
Ycfl. Além desses, Zrcl - uma proteina da Familia cation diffusion facilitator (CDF) —
tem a funcdo de transportar zinco para o vactolo quando em excesso no citoplasma. No
entanto, Zrcl é também um transportador de cadmio para o vacuolo. O primeiro dado
que comprovou o envolvimento de Zrcl na defesa contra o cadmio foi em 1989, onde
0s autores mostraram que a superexpressdo de ZRC1 confere resisténcia ao cadmio
(Kamizono et al. 1989).

2.2.2. Papel da Glutationa na defesa contra o cadmio

O antioxidante glutationa (GSH, y-Glutamil-Cisteinil-Glicina) é formado por

glutamato (Glu), cisteina (Cys) e glicina (Gly), contendo uma y-ligacdo peptidica entre
o0 glutamato e a cisteina (Anderson 1998). Esta ligacdo da estabilidade ao tripeptideo,
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pois evita que ele seja facilmente degradado. A sua sintese ocorre no citoplasma e sua
degradacéo nos espacos periplasmaticos e no vacuolo (Rebbeor et al. 1998)

A glutationa mostrou-se de grande relevancia no mecanismo de defesa contra o
cadmio no estudo de Vido e colaboradores (2001). Os autores analisaram o proteoma de
células de S. cerevisiae apds exposicdo a 1 mM de CdSOs4 e verificaram que a
biossintese de glutationa foi altamente induzida nessas condi¢cfes, juntamente com
outras proteinas envolvidas no sistema de defesa antioxidante. Nesse contexto, Lafaye e
colaboradores (2005) investigaram o0 metaboloma de células desta levedura e
verificaram uma alta producdo de GSH ap6s indu¢do com 50 uM de cadmio. Pouco
antes, em 2002, Fauchon e colaboradores analisaram o proteoma das células expostas ao
cadmio e observaram o aumento da expressdo do gene GSH1 envolvido na sintese de
glutationa. Desta forma, a glutationa é considerada o principal metabdlito na protecao
contra o cddmio em S. cerevisiae.

A formacdo de complexos entre GSH e metais ocorre in vivo e in vitro, sendo
que esses conjugados podem ser estocados dentro do vactolo como meio de protecdo
intracelular. O complexo glutationa-cadmio é chamado de bis-glutationato de cadmio —
Cd(GS)2 (Figura 3), e sua sintese ocorre no citoplasma da célula de S. cerevisiae (Li et
al. 1997).

O processo de formacdo de conjugados de cadmio com glutationa envolve a
participacdo da isoforma 2 da glutationa S-transferase, Gtt2 (Adamis et al. 2007). As
glutationas S-transferases, conhecidas como Gtt em leveduras, catalisam o ataque
nucleofilico do 4&tomo de enxofre da glutationa nos grupos eletrofilicos de substratos
toxicos, com potencial de melhorar a sua solubilidade e facilitar o seu transporte para o
vactolo como conjugado (Shin et al. 2002). Em S. cerevisiae existem duas variagdes
dessa enzima, Gttl e Gtt2, mas apenas Gtt2 é importante para a formacdo de bis-
glutationato de cadmio (Adamis et al. 2007: Adamis et al. 2009).
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Fig. 3. Complexo formado entre cadmio e glutationa, bis-glutationato de cadmio -
Cd(GS)2 (Li et al. 1997).

No estudo de Fauchon e colaboradores (2002), foi verificado que a quantidade
de proteina Gtt2 aumentou cerca de 27 vezes apds a exposicao da levedura com cadmio,
uma das comprovacdes da relacdo de Gtt2 no processo de desintoxicacao do metal.

Todo o conjunto de que participa da regulacdo e transporte de cadmio para o
vacuolo é de grande importancia para a defesa contra o cadmio, pois torna a célula mais
tolerante, uma vez que altos niveis do complexo Cd(GS). no citoplasma ocasionam
grandes prejuizos a célula (Adamis et al. 2007).

Assim, a Figura 4 exemplifica esse mecanismo de transporte do cddmio para o
vacuolo regulado pela glutationa e Ycfl. A auséncia de YCF1 (ycf14) faz com que a
cepa seja incapaz de transportar o complexo Cd(GS)2 para o vacuolo e apresente alta
sensibilidade ao c&dmio. Portanto, a compartimentalizacdo desse complexo é de
extrema importancia para a sobrevivéncia celular. Além disso, GSH é um sistema de
defesa antioxidante extremamente relevante e a fonte de recuperacdo de GSH para a
protecdo celular contra o cddmio acontece na dependéncia do vacuolo, pois € a forma
que a célula possui de reciclar o GSH, imobilizado na forma de Cd(GS)2 vacuolar. Para

tal, as proteinas que participam da formacdo do complexo (Gtt2), transporte para o
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vacuolo (Ycfl) e degradacdo do GSH estocado neste compartimento (Gama-Glutamil
Transferase, yGT e a Peptidase, Lap4) devem ser correguladas de forma a retirar
Cd(GS). do citoplasma sem exaurir todo o GSH intracelular (Adamis et al. 2007:
Adamis et al. 2009). Uma vez no vacuolo, o complexo se dissocia devido ao baixo pH
deste compartimento e, com a acao das yGT e Lap4 sobre o GSH vacuolar, os
aminoacidos Glu, Cys e Gly se tornam novamente disponiveis no citoplasma para a
ressintese de GSH pelas enzimas Gshl e Gsh2 (Adamis et al. 2007: Adamis et al. 2008).
Ainda, a enzima glutationa redutase (Glr) tem um papel fundamental no mecanismo
antioxidante, uma vez que reduz a forma oxidada da glutationa (GSSG) (Adamis et al.
2007).

ADP

Cd(GS);”

Fig. 4. Mecanismo de desintoxicacdo do cadmio mediado pela glutationa e Ycfl.
Nesta figura: Cd, cadmio; L-Glu, L-Gly e L-Cys, L-aminoacidos glutamato, glicina e
cisteina, respectivamente; GSH e GSSG, forma da glutationa reduzida e oxidada,
respectivamente; Gtt2, glutationa transferase 2; Ycfl, transportador vacuolar; Gshl e
Gsh2, enzimas responsaveis pela sintese de GSH; GLR, glutationa redutase; GS-Cd-GS
e Cd(GS)2, complexo formado entre cadmio e glutationa; yGT, gama-glutamil
transferase; Lap4, aminopeptidase vacuolar (Adaptado de Adamis et al. 2009).
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2.2.3. Papel da Familia Yap na resposta ao estresse em S. cerevisiae

Quando a levedura S. cerevisiae, assim como outros organismos, é exposta a
uma grande quantidade de estimulos provenientes do ambiente, responde com um
amplo e complexo programa de expressdo de genes de resposta a estimulos especificos.
Assim, para atingir a homeostase celular, esta levedura utiliza de meios altamente
coordenados para a regulacdo transcricional, necessitando de diversos fatores de
transcricdo que atuem individualmente ou em combinacdo com outros fatores de
transcricdo a fim de realizar funcGes especificas (Rodrigues-Pousada et al. 2010).

As mudancas celulares iniciam no momento em que ocorre a primeira percepgao
e transducdo de sinais de estresse, fazendo com que a levedura mude todo o processo
fisiolégico na célula e aumente a expressdo de genes que codificam proteinas de
resposta ao estresse. Nesse sentido, muitas proteinas possuem um papel central nos
mecanismos de respostas celulares, como fatores de transcricdo que tém a funcéo de
modular a expressdo genética, chaperonas responsaveis por manter o enovelamento de
proteinas, além de proteinas implicadas com os processos de reparo, degradacdo e
desintoxicacdo celulares (Rodrigues-Pousada et al. 2010).

Organismos eucariotos, desde a levedura até humanos, possuem fatores de
transcricdo conhecidos como AP-1, 0s quais sdo responsaveis pela ativacdo de uma
ampla variedade de genes que respondem a diversos estimulos (Angel e Karin 1991;
Karin 1995; Ransone e Verma 1990). As proteinas AP-1 se caracterizam por possuirem
um dominio de ligagdo ao DNA conservado (Landschulz et al. 1988), chamado de b-
ZIP. Esse dominio baseia-se em um ziper de leucina responsavel pela dimerizacédo
(O’Shea et al. 1991) e por uma regido basica adjacente com funcdo de interagir com
sequéncias de DNA, os sitios AP-1 (Ellenberger et al. 1992).

O principal e mais bem caracterizado fator AP-1 em S. cerevisiae é Gcnd, que
coordena a expresséo de pelo menos 40 genes de resposta a deplecdo de aminodcidos e
alteracdes ambientais (Ellenberger et al. 1992; Hinnebusch 1988; Hope e Struhl 1985).
Gcen4 é consideravelmente similar as oncoproteinas Jun e Fos em termos funcionais,

tém a mesma especificidade de ligacdo ao DNA (Bohmann et al. 1987; Distel et al.
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1987; Struhl 1987) e podem funcionalmente permutar para ativar a transcricdo de um
sitio AP em células de leveduras e de mamiferos (Oliviero et al. 1992; Oliviero e Struhl
1991; Struhl 1988).

A Familia yeast activator protein (Yap) de proteinas b-ZIP em S. cerevisiae é
composta por oito membros (Yapl, Yap2, Yap3, Yap4, Yap5, Yap6,Yap7 e Yap8) que
possuem uma significante similaridade nas suas sequéncias com a proteina Gcnd
(Figura 5). Por outro lado, diferem nos aminoécidos que fazem contato com o DNA
(Rodrigues-Pousada et al. 2010).

A maioria dos fatores de transcricdo da Familia Yap, contém nos seus N-
terminal e C-terminal uma regido rica em cisteinas, as quais sdo determinantes para o
mecanismo de defesa regido por estas proteinas. Cada fator de transcricdo possui suas
cisteinas especificas que participam do processo de sinalizagdo celular, estas séo
oxidadas pelo agente indutor e formam pontes dissulfeto intramoleculares, de forma
direta ou indireta, mudando o estado conformacional da proteina, sua localizacdo e
atividade celular. Além disso, quase todas as proteinas dessa familia possuem em sua
regido C-terminal um sinal de exportacéo nuclear (NES, nuclear export signal), o qual é
reconhecido pela proteina nuclear Crml. Através do reconhecimento do NES, esta
proteina tem como funcdo exportar esses fatores de transcricdo do ndcleo para o
citoplasma (Rodrigues-Pousada et al. 2010).

Nesse sentido, quando ocorre a indugdo por um agente estressor como H»O»,
menadiona, cadmio, arsénio, entre outros, ocorre a formacdo de pontes dissulfeto
intramoleculares devido a oxidacdo das cisteinas de certas proteinas da Familia Yap,
alterando a sua conformacdo. Esta nova forma, faz com que o NES seja mascarado e,
entdo, ndo reconhecido por Crml, levando ao acimulo dos fatores de transcricdo no
nacleo, os quais ativam 0s seus respectivos genes-alvo que atuam na defesa contra o

estresse (Rodrigues-Pousada et al. 2010).
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Fig. 5. Caracteristicas estruturais da Familia Yap. A parte superior da figura mostra
a sequéncia de oito dominios b-ZIP que sdo comparados com a regido equivalente a
Gcend, o classico fator AP-1 de levedura. O lado esquerdo é correspondente a regido
béasica responsavel pela ligacdo ao DNA e o lado direito é correspondente ao ziper de
leucina, responsavel pela dimerizacdo. A parte inferior da figura apresenta a posi¢do dos
dominios estruturais importantes, dominios ricos em cisteina (n-CRD e ¢c-CRD) e o
sinal de exportacdo nuclear (NES). Os nimeros dos residuos de cisteina sdo indicados

abaixo de cada dominio (Adaptado de Rodrigues-Pousada et al. 2010).
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Dentro dessa familia de fatores de transcricdo, duas proteinas, Yapl e Yap2,
possuem alta similaridade com relacéo a estrutura e compartilham de alta homologia. O
sequenciamento dos genes YAP1 e YAP2 revelou a presenca de um dominio b-ZIP no
N-terminal homologo ao fator Gen4 de levedura e ao seu homologo de mamiferos c-
Jun. Também compartilharam de uma regido de similaridade no C-terminal e outra na

regido interna préxima ao dominio b-ZIP (Ellenberger et al. 1992).

2.2.3.1. Yapl, o maior regulador da resposta ao estresse oxidativo

O fator de transcri¢do Yapl foi o primeiro membro da familia a ser caracterizado
e foi identificado pela sua capacidade de se ligar e ativar o AP-1 recognition element
SV-40 (ARE: TGACTAA) (Moye-Rowley et al. 1989). Baseado na capacidade de se
ligar ao ARE, Yapl foi purificado como uma proteina de 90 kDa e o gene foi clonado
pelo screening de uma biblioteca Agtl1 com um anticorpo monoclonal contra Yapl. A
partir destes achados, Yapl foi encontrado em transformantes multicopy resistentes a
quelantes de ferro (1,10-fenantrolina e 1-nitroso-2-naphthol), além de outras drogas,
como 4-nitroquinolina-N-6xido, N-metil-N-nitro-N-nitrosoguanidna, triaziquone,
sulfometuron metil e cicloheximida (Toda et al. 1991; Billard et al. 1997; Bussereau et
al. 2006).

Poucos anos depois da descoberta desta proteina, Yapl foi considerado o mais
importante regulador da resposta ao estresse oxidativo em S. cerevisiae.

Como se sabe, para manter a homeostase celular com baixos niveis de ERO e
uma eficiente atividade antioxidante, a célula necessita de mecanismos de regulagdo
finos e aprimorados. Desta forma, o perfeito controle desses mecanismos torna a célula
apta a enfrentar a producdo de ERO enddgena, resultante da respiracdo aerobica ou
proveniente do ambiente. S. cerevisiae possui uma ampla rede de sensores que detectam
mesmo baixos niveis de H>O. e ativam os antioxidantes que previnem ou atuam no
dano causado pelo estresse oxidativo (Rodrigues-Pousada et al. 2010).

A caracterizacdo de Yapl foi mostrada atraves da observacdo de que a mutante
yapIA € hipersensivel a oxidantes como perdxido de hidrogénio (H20.) e terc-butil
hidroperdxido (tBOOH), bem como substancias geradoras de radical superoxido (O2™).
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Outros estudos também mostraram que esta mutante apresentou alta sensibilidade a
metilglioxal e ao cadmio (Rodrigues-Pousada et al. 2004; Wu e Moye-Rowley 1994).

Kuge e colaboradores (1997) foram pioneiros em verificar o papel fundamental
de Yapl na defesa contra o estresse oxidativo. Os autores identificaram TRX2 como um
alvo de Yapl, que foi induzido quando a célula foi exposta a H20,, tBOOH, diamida e
dietilmaleato (DEM). A inducdo deste gene foi dependente de Yapl e foi mediada por
dois Yap Response Element (YRE) na sua regido promotora. Os YRE s&o sitios de
ligagdo (TTAC/GTAA) localizados nos genes-alvo das proteinas da Familia Yap e
podem também ser chamados de Yap sites. Um pouco antes, Wu e Moye-Rowley
(1994) apresentaram GSH1 como alvo de Yapl em uma via de desintoxicacdo de
cadmio.

Além desses genes, muitos outros tém sido identificados e relacionados com
Yapl em muitas vias de defesa encontradas na célula. Varios estudos apresentados ao
longo dos Ultimos anos puderam esclarecer o mecanismo de defesa contra diferentes
tipos de estressores orquestrado por Yapl em S. cerevisiae.

Um dos principais mecanismos que regulam a resposta ao estresse por Yapl esta
baseado na localizacdo nuclear desta proteina. Em condicdes fisiologicas Yapl permeia
entre o citoplasma e o ndcleo, no entanto, quando a célula é submetida ao estresse, Yapl
se direciona para o nucleo para ativar genes-alvo responsaveis pela defesa (Kuge et al.
1997).

Na Figura 6 € mostrado um esquema do mecanismo de defesa contra H.O>
mediado por Yapl, descrito a seguir.

A resposta de Yapl ao estresse por H20. estd bem estabelecida na literatura.
Quando a célula é exposta ao H202, Yapl é direcionada ao nlcleo e sua permanéncia
nesse compartimento depende principalmente do seu dominio rico em cisteina
localizado no C-terminal (c-CRD). Existem trés residuos de cisteina conservados em
Yapl — Cys598, Cys620 e Cys629 — relevantes na resposta ao H20: e na sinalizacdo do
estado redox da célula (Kuge et al. 1997). No nucleo, Crm1, uma proteina de exportacéo
nuclear, tem o potencial de reconhecer e se ligar ao sinal de exportacdo nuclear (NES)
localizado na regido C-terminal de Yapl, transportando Yapl novamente para o
citoplasma. Entretanto, a exposi¢do ao HO, muda o estado redox de dois residuos de
cisteina em Yapl - Cys598 e Cys303 — formando uma ponte dissulfeto intramolecular
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que mascara 0 NES e inibe a exportacdo de Yapl do nucleo por Crm1l. Este mecanismo
mantém Yapl no nucleo o tempo necessario para ativar as defesas contra 0 H20p,
enquanto o estresse estiver ativo na célula (Kuge et al. 2001).

A presenga de H>O: € inicialmente detectada quando este metabdlito entra na
célula e é importante ressaltar que Yapl ndo é oxidada diretamente pelo H202. Ou seja,
a peroxidase receptora de oxidantes Gpx3, atua como um sensor para o H2O2 e sua
atividade peroxidase depende de dois residuos de cisteina (Cys36 e Cys82) que sdo
parte do seu sitio catalitico e estdo envolvidos com a formagdo de pontes dissulfeto.
Nesse contexto, o perdxido oxida a sulfidrila da Cys36 da Gpx3 transformando esta
sulfidrila em &cido sulfénico. Esta reacdo é seguida pela formacdo transiente de uma
ponte dissulfeto intermolecular entre a Cys36 da Gpx3 com a Cys598 da Yapl. A
seguir, forma-se uma ponte dissulfeto intramolecular entre Cys598 e Cys303 da Yapl,
liberando Gpx3. Assim, Yapl é transportada do citoplasma para o nicleo através da
proteina Psel e, com essa nova conformacdo, permanece no nucleo (Temple et al.
2005).

Quando o estresse cessa, Yapl que estava oxidado, é entdo reciclado de uma
forma dependente de tiorredoxinas (Trx1 e Trx2) que reduzem as pontes dissulfeto de
Yapl, tornando-o inativo novamente. Interessante observar que Yapl controla a

expressdo de TRX2, mas Trx2 também pode regular YAP1 (Temple et al. 2005).
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Fig. 6. Mecanismo de resposta ao H20:2 regulado por Yapl em S. cerevisiae. A
figura mostra o envolvimento de Gpx3 e Yapl na sinalizacdo e transducdo do dano
induzido por H2O> para ativar a transcricdo de defesa antioxidante. Os residuos de
cisteina em Yapl e Gpx3 séo indicadas pelos nimeros dos residuos. Trx1 e Trx2 sdo
tiorredoxinas; Gpx3 é uma peroxirredoxina; Psel e Crm1 sdo proteinas envolvidas na
importacdo e exportacdo de Yapl para/do nlcleo, respectivamente. Setas vermelhas
sinalizam o mecanismo de localizagdo nuclear de Yapl induzida por H2O2 e a
ativacdo da transcricdo de genes de defesa antioxidante, enquanto as setas cinzas
representam 0s mecanismos para a restauracao do estado inativo de Yapl. (Adaptado
de Temple et al. 2005).
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Por outro lado, a ativagdo de Yapl e sua localizagdo nuclear podem ocorrer de
forma independente de Gpx3 quando Yapl é ativado em resposta a outros agentes
reativos a tiois, como € o caso do estresse causado por diamida, quinona, menadiona e
cadmio. Além disso, essa resposta a agentes reativos a tiois também difere da resposta
ao peroxido por ndao envolver o n-CRD. Nesse caso, as cisteinas do c-CRD de Yapl -
Cys598, Cys620 e Cys629 — sdo modificadas devido a interacdo direta com o agente de
estresse (Azevedo et al. 2003). A Figura 7 representa os diferentes mecanismos de
regulacdo realizados por Yapl na resposta ao estresse por H2O; e agentes reativos a

tiois.
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Fig. 7. Dois mecanismos de regulacao realizados por Yapl em S. cerevisiae. Modelo
que representa dois centros redox dentro de Yapl: resposta a H2O> e a agentes reativos a
tidis. Os numeros sdo os residuos de cisteinas. A parte superior da figura representa a
formagdo de pontes dissulfeto induzida por H.O» de forma dependente da
peroxirredoxina Gpx3/Orpl; a parte inferior da figura representa a oxidagao direta dos
residuos de cisteina por agentes reativos a tidis. O lado esquerdo mostra Crml
reconhecendo o NES e Yapl localizada no citoplasma; o lado direito mostra o NES
mascarado pela formacgdo de pontes dissulfeto, ndo reconhecido por Crml e Yapl
localizada no nicleo (Adaptado de Azevedo et al. 2003).

A formacdo de pontes dissulfeto entre diferentes residuos de cisteina do C-
terminal de Yapl leva a distintas respostas celulares a estresses especificos. A natureza
das pontes dissulfeto formadas no c-CRD de Yapl e sua localizagdo celular afetam a

expressdo de genes-alvo e a tolerancia ao estresse (Temple et al. 2005).
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Ainda, Ouyang e colaboradores (2011) demonstraram que 0S mecanismos
distintos de ativacdo de Yapl por H2O> e agentes reativos a tiois faz com que diferentes
conjuntos de genes sejam ativados.

Os efeitos de Yapl na defesa celular também estdo relacionados com a ativacéo
de diferentes genes que atuam em estresses especificos. Nesse contexto, muitos estudos
mostram que Yapl ativa a expressdo de genes em resposta ao cobalto, arsénio, ferro,
acroleina, N-etilmaleimida, menadiona, entre outros.

Em resposta ao cadmio, Yapl ativa a transcricdo de GSH1, GTT2 e YCF1, que

participam no processo de desintoxicacdo deste metal (Figura 4).

2.2.3.2. Yap2

O segundo fator de transcricdo desta familia é correspondente a Yap2, uma
proteina de 45 kDa que também se liga a ARE. Inicialmente foi chamado de Cadl, uma
vez que este gene proporcionava resisténcia contra o cddmio quando Ssuperexpresso
(Hirata et al. 1994).

Yap2 é o membro da Familia Yap que possui maior homologia com Yapl e,
assim como acontece em Yapl, Yap2 apresenta um dominio b-ZIP no N-terminal que
possui homologia com Gcn4 e também possui semelhancas na regido C-terminal e
interna adjacente ao dominio b-ZIP (Rodrigues-Pousada et al. 2010).

Embora exista grande similaridade entre Yapl e Yap2, principalmente no C-
terminal, essas proteinas sdo fisiologicamente distintas. Como ja mencionado
anteriormente, o c-CRD de Yapl responde a sinais de estresse gerados por H.O> e
agentes reativos a tiois, como cadmio por exemplo, enquanto o c-CRD de Yap2
responde ao cddmio, mas ndo ao H20,. Azevedo e colaboradores (2007) comprovaram,
assim, que as diferentes formas de ativacdo de Yapl e Yap2 por cadmio e H20:
baseiam-se no c-CRD de cada proteina. Os autores substituiram o c-CRD de Yap1l pelo
correspondente de Yap2 (Figura 8) e verificaram que a proteina passou a responder
apenas ao cadmio. O que confirma que a especificidade do c-CRD de Yapl na resposta

ao H202 néo é conservada em seu homologo Yap2.
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Fig. 8. Visdo esquematica da homologia entre o c-CRD de Yapl e Yap2 e a
representacdo da substituicdo da regido inteira de Yapl pela de Yap2. Os residuos
de cisteina importantes para o NES estéo sublinhados (Azevedo et al. 2007).

Por outro lado, 0 mecanismo de ativagdo pelo cddmio € muito parecido em Yapl
e Yap2. Da mesma forma como ocorre em Yapl, os residuos de cisteina de Yap2 sdo
decisivos na sinalizacdo para o cadmio. No entanto, outras cisteinas - Cys356, Cys387 e
Cys391 — foram determinantes para a localizacdo de Yap2 no nucleo e seu papel na
ativacdo dos genes necessarios para a defesa contra o cddmio. Em contrapartida, a
Cys598 que é importante para a formacao da ponte dissulfeto intermolecular que ocorre
entre Yapl e Gpx3, ndo é relevante para a localiza¢do nuclear de Yap2, mostrando que
a oxidacdo das cisteinas de Yap2 ocorre de forma direta, sendo independente de uma
peroxirredoxina (Azevedo et al. 2007).

Além disso, de uma forma semelhante a que ocorre em Yapl, a oxidagdo das
cisteinas e a consequente formacdo de pontes dissulfeto torna o NES imperceptivel a
Crml1, inibe a interacdo desta proteina de exporta¢do nuclear com Yap2, promovendo o
acumulo do fator de transcri¢do no nucleo (Azevedo et al. 2007).

Apesar da exposi¢do ao cadmio levar ao acumulo de Yap2 no nucleo (Azevedo
et al. 2007), estimular a sua ativagdo transcricional e da superexpressdao de YAP2

aumentar a tolerdncia ao cadmio, a cepa mutante yap2A ndo apresenta
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hipersensibilidade ao cadmio ou a outra forma de estresse (Wu et al. 1993; Bossier et al.
1993; Hirata et al. 1994; Lesuisse e Labbe 1995; Azevedo et al. 2007). Nesse contexto,
muitas dividas ainda permanecem sobre o papel real de Yap2 na defesa contra o cddmio
em S. cerevisiae. Talvez o envolvimento de alguns genes com Yap2 possam vir a
esclarecer e responder algumas das questfes permanentes sobre a funcdo desse fator de
transcricao na desintoxicacdo do cadmio.

Anélises usando a técnica de Microarranjo mostraram que Yap2 controla um
conjunto de genes com funcdo de estabilizacdo e enovelamento de proteinas em um
ambiente oxidativo (Cohen et al. 2002).

Bang e colaboradores (2013) fizeram andlise protedmica a fim de buscar novos
alvos de Yap2. Os autores utilizaram uma cepa com a superexpressdo de YAP2 em
condicBes fisiologicas e encontraram 0s genes-alvo GPM1, YNL134C e YDL124W.
Gpml é uma fosfoglicerato mutase, uma enzima tetramérica responsavel por catalisar a
conversdo da 3-fosfoglicerato a 2-fosfoglicerato durante a glicolise e a reacdo reversa na
gliconeogénese, assim, Gpm1 é necessaria para o crescimento em glicose, glicerol ou
etanol como origem de carbono. As fungdes de Ynl134c e YdI124w ainda ndo sdo bem
conhecidas, a primeira proteina foi induzida em resposta ao agente causador de dano ao
DNA, Metil Sulfonil Metano (MSM), e sua mutacdo confere resisténcia a rapamicina; a
segunda é pertencente a familia aldo-ceto redutase.

Em contrapartida, um gene mostrou ter relacdo com Yap2 e com cadmio na
levedura. Em uma analise protedmica de uma cepa mutante no gene YAP1 (yapl4) que
superexpressa YAP2 apds o tratamento com cadmio mostrou uma proteina até entdo
desconhecida que, apds sequenciada, revelou ser Frm2. Esse resultado anda foi validado
através da técnica de Northen blot, que demonstrou o gene FRM2 induzido por cadmio
de uma maneira dependente de Yap2 e ndo de Yapl (Azevedo et al. 2007).

Fatty acid Repression Mutant (Frm2) é uma proteina envolvida na via de
sinalizacdo lipidica (McHale et al. 1996) e foi primeiramente identificada em um
rastreamento de mutantes com defeito na repressdo de OLE1l por acidos graxos
insaturados. Sua funcdo no metabolismo lipidico foi proposta com base na sensibilidade
apresentada pela mutante frm24 ao acido araquidénico (Ball et al. 2000). Sabendo que
cadmio induz peroxidacdo lipidica e que Yap2 regula a resposta ao cadmio, pode ser
que Yap2 esteja envolvido juntamente com Frm2 na resposta a peroxidacao lipidica
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causada por este metal pesado. No entanto, ainda faltam dados suficientes que
comprovem essa hipétese (Azevedo et al. 2007).

A literatura também apontou a ligacdo da proteina Rckl com Yap2. Radiation
sensitivity Complementing Kinase (Rckl) é uma proteina cinase envolvida na resposta
ao estresse oxidativo, que participa de uma via de sinalizacdo ativada por estresse,
chamada via Hog. Bilsland e colaboradores (2004) mostraram em seu estudo que Rckl
interage com Yap2 em condigdes fisiologicas, resultados comprovados através de
ensaios de duplo-hibrido e co-imunoprecipitacdo. Assim, Rckl como uma proteina que
possui forte relagdo com estresse oxidativo e com Yap2, ainda precisa de mais estudos

gue demonstrem a sua associacdo com mecanismos de resposta ao cadmio.

2.2.3.3. Outros fatores de transcricao da Familia Yap

Além desses dois fatores de transcri¢do, outros desta mesma familia sdo deveras
importantes para a defesa contra diversos tipos de estresse em S. cerevisiae.

Yap4 e Yap6 sdo as proteinas da Familia Yap responsaveis, principalmente, pela
resposta a estresse osmotico e conferem tolerancia ao sal (Mendizabal et al. 1998).
Além disso, a superexpressdo de YAP4/YAP6 mostrou um aumento da resisténcia a
drogas antimalaricas (cloroquina, quinina e mefloquina) e a agentes quimioterapéuticos
(cisplatina) (Delling et al. 1998; Furuchi et al. 2001). Yap4 ainda é induzido por
diversos estresses, como estresse oxidativo, estresse osmotico, choque-térmico, por
metais, entre outros (Nevitt et al. 2004). A regulacdo de Yap4 e Yap6 em condigdes de
alta osmolaridade é feita por Msn2 em uma via dependente de Hogl, enquanto a
regulacdo em resposta ao estresse oxidativo é dependente de Msn2 e Yapl. O estresse
hiperosmotico muda a transcricdo de genes de resposta ao estresse e aumenta o
metabolismo do glicerol. Este mecanismo é mediado pelas proteinas MAP cinases da
via High Osmolarity Glycerol (HOG) e varios fatores de transcricdo parecem ser
controlados pela MAP cinase Hogl, dentre eles estd Msn2, um fator de transcricdo de
resposta ao estresse requerido para estimular a expressdo de genes que atuam na defesa

contra o choque osmotico, estresse oxidativo, deficiéncia de nutrientes e outros
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estimulos ambientais (Rep et al. 2000; Posas et al. 2000; Marchler et al. 1993; Wieser et
al. 1991; Kobayashi e McEntee 1993).

A proteina Yap5 estd intimamente ligada a regulacdo do ferro na levedura,
controlando o armazenamento deste metal atraveés da expressdo de uma proteina de
transporte vacuolar de ferro — Cccl. Ainda, os residuos de cisteina mutados em Yap5
inibem sua atividade transcricional e afetam a sua funcdo, aumentando a toxicidade
causada pelo excesso de ferro (Li et al. 2008).

Outro fator de transcricdo com um papel fundamental em S. cerevisiae € Yap8,
uma proteina que tem como funcdo central responder ao estresse provocado pelo
arsénio. Yap8 medeia a ativacdo transcricional de ARC2 e ACR3, que codificam a
proteina arsenato redutase e uma proteina da membrana plasmatica responsavel pelo
transporte de arsenito para fora da célula, assim, essas proteinas sdo consideradas a
primeira linha de defesa contra o arsénio na levedura (Menezes et al. 2004; Wysocki et
al. 2004). Yapl também participa do processo de desintoxicacdo do arsénio, mas Yap8
ainda é o principal regulador dessa resposta. Nesse sentido, a mutante yap84 propicia o
acumulo de altos niveis de As(lll), ativando genes-alvo de Yapl de grande importancia
na resposta antioxidante — TRX2, GSH1 e SOD1 (Menezes et al. 2004).

Outros fatores de transcricdo da Familia Yap, Yap3 e Yap7, ainda tém a funcéo
muito pouco conhecida. Apenas o que tem sido relatado na literatura é que o ort6logo de
Yap3 em Candida albicans, o gene FCR3, quando superexpresso, confere resisténcia ao
Fluconazol (Yang et al. 2001).

O resumo das interacBes entre os Fatores de Transcricdo da Familia Yap

segundo suas funcdes, se encontra na Figura 9.
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Fig. 9. Potencial efeito combinado entre membros da Familia Yap. As setas cinzas
mostram as interacOes entre os fatores de transcricdo e as setas pretas indicam o efeito

regulatorio (Adaptado de Rodrigues-Pousada et al. 2010).
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

O presente estudo teve como objetivo desvendar a via de sinalizacdo celular

orquestrada pelo fator de transcri¢do Yap2 em resposta ao cadmio em S. cerevisiae.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Verificar se o fator de transcricdo Yap2 é requerido para a defesa contra o
cadmio em S. cerevisiae;

e Auvaliar o papel da proteina cinase Rckl na via de sinalizacdo induzida pelo

cadmio e sua relagdo com Yapl e Yap2;

e Estabelecer o tipo de funcdo regulatoria exercida por Yapl, Yap2 e possiveis

genes envolvidos na via de sinalizacdo em resposta ao cadmio.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. CONSIDERACOES GERAIS

Todos os materiais e solugdes utilizados em experimentos com DNA e RNA
foram preparados em condicdes livres de DNAse e RNAse e o material plastico foi
tratado com SDS 0,1 % e agua (H20) bidestilada estéril. As vidrarias, solu¢des e meios
de cultura foram submetidos ao processo de esterilizacdo a 120 °C por 15 minutos. No
entanto, algumas solugdes sensiveis a altas temperaturas foram esterilizadas por
filtracdo usando membranas tipo Millipore com poro de 0,22 pm. As solugdes foram
preparadas usualmente com H2O bidestilada. As excec¢les sdo relatadas no decorrer da

Tese.

4.2. MICRORGANISMOS UTILIZADOS

As linhagens de levedura S. cerevisiae e de bactéria Escherichia coli (E. coli)
estdo descritas em Tabela 1 e Tabela 2, respectivamente, bem como 0s seus gen6tipos e

suas referéncias / origens.

4.3. MEIOS DE CULTURA

As cepas de S. cerevisiae foram estocadas a 4 °C em meio YPD 2 % solido (1 %
extrato de lévedo [DIFCO], 2 % glicose e 2 % peptona [DIFCO]). As cepas
transformadas com plasmideos com marcadores de selecdo foram cultivadas em meio
sintético completo (meio SC): 0,67 % de base nitrogenada sem aminoacido [DIFCO],
0,67 % de casamino &cido [DIFCO], 2 % de glicose e suplementado com 0,01 % de
cada um dos requerimentos nutricionais apropriados para a cepa ou meio sintético

minimo (meio SD): é o meio SC, ausente em casamino acido.
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Para cultivo de E. coli foram utilizados os seguintes meios: (a) Luria-Bertani
(meio LB): 1 % de triptona [DIFCO], 0,5 % de extrato de Iévedo e 1 % de NaCl
[Merck]; (b) Super Optimal Broth (meio SOB): 2 % de triptona, 0,5 % de extrato de
lévedo, 2,5 mM de KCI [Merck], 10 mM de NaCl, 10 mM de MgCl. [Merck] e 10 mM
de MgSOs [AMRESCOQ]; (c) Super Optimal Broth with Catabolic repressor (meio
SOC): é 0 meio SOB contendo 20 mM glicose.

Para meio sélido foi acrescentado 2 % agar bacteriologico (Merck).

Tabela 1. S. cerevisiae

Cepas Gendtipo em estudo Origem
BY4742 MATa, his3A4 1, leu2A 0, lys24 0, ura34 0 Euroscarf
yapl Isogénica a BY4742 exceto yapl::kanMX4 Euroscarf
yap?2 Isogénica a BY4742 exceto yap2::kanMX4 Euroscarf
rckl Isogénica a BY4742 exceto rckl::kanMX4 Euroscarf
slt2 Isogénica a BY4742 exceto slt2::kanMX4 Euroscarf
riml Isogénica a BY4742 exceto riml::kanMX4 Euroscarf
yaplyap2 Isogénica a BY4742 exceto yap2::kanMX4, yapl::HIS3 G&S*
yaplrckl Isogénica a BY4742 exceto rckl::kanMX4, yapl::HIS3  Este estudo
yap2rckl Isogénica a BY4742 exceto rckl::kanMX4, yap2::HIS3  Este estudo
slt2yap2 Isogénica a BY4742 exceto slt2::kanMX4, yap2::HIS3  Este estudo
rimlyap2 Isogénica a BY4742 exceto riml::kanMX4, yap2::HIS3  Este estudo
slt2rckl Isogénica & BY4742 exceto slt2::kanMX4, rck1::HIS3 Este estudo
rimirckl Isogénica a BY4742 exceto rim1::kanMX4, rck1::HIS3  Este estudo
yaplyap2rckl Isogénica a BY4742 exceto yapl::kanMX4, yap2::HIS3, Este estudo
rck1l::URA3
FY1679-01B MATa, his34 200, leu2A 1, trplA 61, ura3-52 Euroscarf
yapl Isogénica a FY1679-01B exceto yapl::kanMX4 Este estudo
rckl Isogénica a FY1679-01B exceto rck1::HIS3 Este estudo

* Laboratorio Genomics and Stress, ITQB, UNL - Portugal



66

Tabela 2. E. coli

Cepas Gendtipo em estudo Referéncia / Origem

DH5a EndAl, recAl, hsdR17, supE44, gyrA96, thi-1, relAl, (Sambrook e Russell,
DlacU169 (f80laczDM15) 2001)

XL1-Blue EndAl, gyrA96, thi- 1, recAl, relAl, hsdR17, supE44, (Stratagene)
lac gIinV44 F'[::Tn10 proAB™ lacl® A(lacZ)M15]

4.4. ESTOQUE E CONDICOES DE CULTIVO

As cepas de levedura e bactéria foram estocadas em freezer a -80 °C em meio de
cultura YPD 2 % e LB, respectivamente, com 25 % de glicerol.

Para crescimento celular, as cepas de levedura foram cultivadas em meio YPD 2
%, SC ou SD, incubadas a 30 °C em shaker ajustado para 200 rpm e coletadas na fase
exponencial de crescimento. As cepas de bactéria foram crescidas em meio LB e

incubadas a 37 °C em shaker a 200 rpm.

4.5. OLIGONUCLEOTIDEOS (PRIMERS)

Os oligonucleotideos usados estdo listados na Tabela 3 e Tabela 4 com suas
respectivas sequéncias. Os cddons de iniciacdo e terminacdo da traducdo estdo em
negrito e os sublinhados sd@o complementares aos codons da cassete a ser amplificada
(KanMX4, HIS3 e URA3) ou ao epitopo HA. Os primers foram desenhados a partir de
sequéncias depositadas no banco de dados NCBI e Saccharomyces Genome Database
(SGD), com o Software Clone Manager Basic 9.0. Todos os primers foram sintetizados
pela empresa Stab Vida (Portugal) e foram dissolvidos em H.O Milli-Q para uma

concentracéo de 100 pmol/uL para serem estocados em freezer a -20 °C.
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4.6. VETORES

Todos os vetores utilizados neste estudo estdo descritos na Tabela 5 e seus
mapas apresentados nos Anexos. A construgdo dos vetores pRS416YAP1-HA,
PRS416YAP2-HA, pRS416RCK1-HA e pMet-RCK1-HA esta detalhada no item 4.13.
Todos os vetores foram propagados em bactéria, extraidos com QIAprep Spin Miniprep
Kit da QIAGEN, quantificados e estocados em freezer a -20 °C.
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Tabela 3. Oligonucleotideos utilizados nas construcées

Primers Sequéncia (5' — 3')

pLF1_Fw tcgctggatgtegtttetec

pLF1_Rv ccgattttgggcagtcctct

YAP1 KAN_Fw ccacccaaaacgtttaaagaaggaaaagttcgtacgctgcaggtcgac

YAP1 _KAN_Rv gaaaaagttctttcggttacccagttttccgcataggccactagtggatctg

RCK1HIS.Fw ggctacatatcatataaaataagtcatcatagagaaaaaaatgtcagtaaacccagaattatcgtacgc
tgcagg

RCK1HIS.Rv attttcgaatatgctgggtgcgttttccactggataagagtttaccagaagaatatcttgttagggagac
cggcagat

RCK1_URA_K7_Fw ggctacatatcatataaaataagtcatcatagagaaaaaaatgtcagtaaacccagaattagcttttcaa
ttcaattcatc

RCK1 _URA _K7_Rv attttcgaatatgctgggtgcgttttccactggataagagtttaccagaagaatatcttgataactgatata

attaaattq

YAP2HIS.Fw aaggacgacatataagcaatggaacgaccagttaagataaatgggcaatatccttcggaaatcgtac
gctgcagqg

YAP2HIS.Rv tctcatccaacattatgtatactcaagatatgtttatatgctacaggagctgtctaaccattagggagacc
ggcagat

Al RCK1 accttttggatgaggagtgc

A4 RCK1 ttaagtctgtttagcacagttgt

Yap2 HA Fwd gatgttccagattacqgcttagcatataaacatatcttgagtatacataatgttgg

Yap2_HA _Rev tgtttatatgctaatctggaacatcgtatgggtacatcaggagctgtctaaccaga

AlYap2 n ctcgaggaagagtgaggttttc

AdYap2 n ccaagatgtcagtccacacg

YAP1 HA Fwd gatgttccagattacgcttaaagcgggaactttatggaaaactgggtaaccgaaa

YAP1 HA Rev agttcccgctttaagcgtaatctggaacatcgtatgggtacatgttcatatgcttattcaaa

Al yapl gggcagagttgttcttcgac

A4 yapl tatgagtgccgtggaaaggt

YAP1TermRv ggcgaaaaggcgaagcaaggt

RCK1 _HA Fw gatgttccagattacgcttaaactcttatccagtggaaaacgcacccagcatattcg

RCK1 _HA_Rv gataagagtttaagcgtaatctggaacatcgtatgggtacatccagaagaatatcttgttct




RCK1 ATG_Fw
RCK1_T_Kpnl_Rv
RCK1 Al
RCK1 A4

atgtcagtaaacccagaatttatag
ggggtacccagaaacgaaaacagtggtatc
gaagcggaaaaacaatggaa
gccagaaacgaaaacagtgg
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Tabela 4. Oligonucleotideos utilizados para qRT-PCR
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Primers Sequéncia (5' — 3")
YAP2_gRT_Fw gaagtacagccgcacactca
YAP2_gRT_Rv gtaacggcacctgttcgatt
YAP1 gRT_Fw agccaattgacacacccaat
YAP1 gRT Rv ttgtcgttgtegtigtegtt
FRM2_qRT_Fw tggactgccctcgaactatt
FRM2_gRT_Rv cagtccacgcaataggaaca
TRX2_gRT_Fw tgattgcaccaatgattgaaa
TRX2_gRT_Rv ggcatggaagaaacttcagc
GPX2_qRT_Fw cggaagtaatgctgactctgtc
GPX2_gRT_Rv ggtccaaggacgatggtttt
RCK1 _gRT_Fw tacaccactcctttgcatcg
RCK1 gRT_Rv tttccaagcagctctgttca
SLT2 _gRT_Fw acagcaacagcaacagcaac
SLT2_gRT_Rv ttgtggcgcaacagaattag
RLM1_qRT_Fw gcgcctaacggttctaacaa
RLM1_gRT_Rv tggcaatgtatggctgtgtt
CHS1 gRT_Fw cagccatggcatatgttgac
CHS1 _gRT_Rv ccccatgataagtcgtggac
ACT1 gRT_Fw ctattggtaacgaaagattca

ACT1_gRT_Rv

ccttacggacatcgacatca




Tabela 5. Vetores utilizados neste trabalho
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Plasmideo Descricao Origem

pLF1 Molde para amplificagéo da cassete HIS3 ~ Fernandes et al.
(resultados nao
publicados)

pUG6 Molde para amplificacdo da cassete Guldener et al.

pFA6a-His3MX6

pPRS416
pUG35

pPRS315YAP2-GFP

pRS314YAP1-GFP
pRS416YAP1-HA
pRS416RCK1-HA
PMET-RCK1-HA

kanM X4

Molde para amplificacdo da cassete
HIS3MX6

Molde para amplificagdes e construcdes
Vetor de expressdo contendo promotor
MET17

Vetor de expresséo

Vetor de expressao
Vetor de expresséo
Vetor de expresséo

Vetor de expressao

1996

Longtine et al.
1998
Stratagene
Guldener e
Hegemann
(resultados nao
publicados)
Azevedo et al.
2007

Kuge et al. 1997
Este estudo
Este estudo

Este estudo
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4.7. FERRAMENTAS DE BIOINFORMATICA

Tabela 6. Ferramentas de Bioinformatica e seus sites

Nome Utilidade Endereco
SGD InformacBes sobre genoma e caracteristicas http://www.yeastgen
funcionais de S. cerevisiae ome.org/

NCBI Pesquisa bibliografica e banco de dados http://www.ncbi.nlm
.nih.gov/

STRING Pesquisa de interacdo entre proteinas http://string-dt.org

Primer3 Input  Desenho de primers http://bioinfo.ut.ee/p
rimer3-0.4.0/

BLAST Alinhamento das sequéncias http://blast.ncbi.nlm.
nih.gov/Blast.cgi

NebCutter Anélise de restricao http://nc2.neb.com/

(BioLabs®) NEBcutter2/

4.8. CELULAS COMPETENTES DE BACTERIA

A preparacdo de células competentes de bactéria iniciou-se com a incubacao de
uma col6nia isolada de E. coli, proveniente de um repique em placa com meio LB, em
10 mL de meio SOB em Erlenmeyer de 50 mL, over night (O.N, + 16 horas) em shaker
a 37 °C, com agitacdo de 200 rpm. As células, em fase estacionaria, foram diluidas para
uma densidade otica de 600 nm (ODsoonm) = 0,1 em 300 mL de SOB e incubadas em
shaker a 24 °C com rotacdo de 200 rpm O.N, até a obtencdo de uma ODsgoonm = 0,6. A0
atingirem a densidade otica ideal, as células foram incubadas no gelo durante 10
minutos e centrifugadas a 3.000 rpm durante 10 minutos a 4 ° C. O centrifugado foi
ressuspenso em 96 mL de Terrific Broth (TB, 10 mM de PIPES [Sigma]; 15 mM de
CaCl [Merck]; 250 mM de KCI; 55 mM de MnCl. [Sigma], pH 6,7 ajustado com KOH
[Riedel-de Haén]) e incubado no gelo durante 10 minutos. As células foram
centrifugadas a 3.000 rpm durante 10 minutos a 4 °C e, novamente, o centrifugado foi

ressuspenso em 24 mL de TB refrigerado. Adicionou-se 3,36 mL de dimetilsulfoxido
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(DMSO [Baker]) e, ap0ds incubacdo no gelo durante 10 minutos e congelamento rapido
com nitrogénio liquido, as células competentes foram aliquotadas e armazenadas em
freezer a -80 °C.

4.9. TRANSFORMACAO BACTERIANA

Para a transformagdo das bactérias, a cada aliquota de 250 pL de células
competentes de E. coli, adicionou-se 0,2 - 0,4 pg (1 - 2 pL) de DNA plasmidial em tubo
de 1,5 mL. A mistura foi incubada no gelo durante 30 minutos e as células foram
submetidas a um choque térmico de 42 °C durante 30 segundos. Adicionou-se 800 uL
de meio SOC e incubou-se a cultura em shaker durante 1 hora a 37 °C com agitacdo de
200 rpm. As células foram centrifugadas durante 1 minuto a 13.000 rpm e plaqueadas
em LB suplementado com 0,1 mg/mL de ampicilina.

Apos incubagdo das placas em estufa a 37 °C O.N, as coldnias isoladas foram
selecionadas, inoculadas em tubo de ensaio contendo 2 mL de meio liquido LB
suplementado com ampicilina e incubadas O.N em shaker a 37 °C, 200 rpm. A extracdo
de DNA plasmidial foi feita com o QIAprep Spin Miniprep Kit da QIAGEN a partir da
cultura crescida O.N. A quantificacdo de DNA presente na amostra final purificada foi
realizada através de espectrofotdbmetro Epoch 2 Spectrophotometer e a concentracao de

DNA foi expressa em ng/uL.

4.10. CELULA COMPETENTE DE LEVEDURA

Para tornar as células de levedura competentes, as cepas de S. cerevisiae foram
cultivadas em meio YPD 2 % até atingirem a fase estacionaria e, entdo, foi feito um re-
inéculo em 20 mL meio YPD 2 % em Erlenmeyer de 100 mL, onde as células foram
diluidas para ODeoonm = 0,1 e crescidas até atingirem ODeoonm = 0,7 - 0,8. As células
foram centrifugadas por 1 minuto a 5.000 rpm e, ap6s desprezar o sobrenadante, foram
lavadas com H2O bidestilada esterilizada. Esse processo de lavagem foi repetido mais

uma vez e, apos a ultima lavagem, o centrifugado foi ressuspenso em 1 mL de H.O


http://www.biotek.com/products/microplate_detection/epoch2_microplate_spectrophotometer.html
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bidestilada, o volume foi passado para um tubo de 1,5 mL e centrifugado novamente.
As células foram ressuspensas, lavadas com 1 mL de solucdo C (100 mM de acetato de
litio e tampdo TE — 0,1 mM Tris-HCI [Roche], pH 7,5; 10 mM EDTA [Merck] pH 8,0)
e centrifugadas. Por fim, o centrifugado foi ressuspenso em 400 pL de solugéo C e as

células foram mantidas a 4 °C O.N.

4.11. TRANSFORMACAO EM LEVEDURA COM PLASMIDEO NAO-
RECOMBINANTE

Para a transformacdo de plasmideos néo integrativos, foram adicionados em um
tubo de 1,5 mL, 200 ng de DNA plasmidial a 50 pL das células competentes de
levedura juntamente com 50 pg de DNA de esperma de salmio (Sigma) previamente
desnaturado (5 minutos a 100 °C e 2 minutos no gelo) e 300 pL de solugdo T (PEG3350
40 % [Sigma], 100 mM de acetato de litio e tampdo TE). As células foram
homogeneizadas, incubadas a 30 °C durante 30 minutos a 200 rpm e submetidas a um
choque térmico em banho-maria a 42 °C, durante 15 minutos. Adicionou-se as amostras
800 pL de H2O bidestilada estéril e estas foram centrifugadas a 5.000 rpm durante 1
minuto. O centrifugado foi ressuspenso em 100 pL de H.O bidestilada e as células
foram plaqueadas em meio seletivo SC ou SD sem o aminoacido do marcador de
selecdo de cada plasmideo. As placas foram incubadas em estufa a 30 °C durante 48
horas e, ap6s o crescimento das colénias, foi feito o repique de quatro coldnias isoladas

de cada transformada e crescidas por mais 48 horas.

4.12. ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE

O gel foi preparado a quente com agarose a 1 % em 200 mL do tampédo TAE 1 X
(TAE 50 X para 1 L: 242 g de Tris-Base; 57,1 mL de &cido acético glacial [Merck], 100
mL de EDTA 0,5 M pH 8,0). Foi adicionado ao gel, apés frio e ainda em estado liquido,
0,5 pg/mL de brometo de etidio (MPBiomedical). Apds o gel ter sido solidificado, as
amostras foram aplicadas nos pogos (cavidades equidistantes das fontes de tenséo), bem
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como o marcador de peso molecular 1 kb DNA Ladder (New England BiolLabs). Em
seguida, o gel foi submetido a uma eletroforese em tampéo de corrida TAE 1X, com 0s
pardmetros ajustados em até 5 V/cm e amperagem livre, durante 30 minutos. A
visualiza¢do dos acidos nucléicos foi feita sobre a luz UV de um transiluminador e a

imagem foi digitalizada.

4.13. CONSTRUGCAO DOS VETORES CONTENDO OS GENES YAP1, YAP2 E
RCK1 LIGADOS AO EPITOPO HA

Para a construcdo do vetor contendo o gene YAPL ligado ao epitopo
hemaglutinina (HA), este foi inserido upstream ao codon terminador de YAP1 por meio
de trés passos de PCR. Inicialmente, a regido promotora e a sequéncia codificante de
YAP1 foi amplificada por dois passos de PCR. O primeiro PCR (A) foi feito usando os
pares de primers Al _yapl e YAP1 HA Rev, este ultimo contendo a sequéncia HA. O
segundo PCR (B) foi realizado utilizando os primers YAP1 HA Fwd e A4_YAP1, que
amplificam a regido terminadora de YAP1 contendo o cddon de terminacdo. A
construcdo do vetor contendo o gene YAP2 ligado ao epitopo HA foi realizada com a
mesma estratégia utilizada para YAP1, sendo que PCR (A) foi feito usando os pares de
primers AlYap2_ne Yap2_ HA_Rev, este ultimo contendo a sequéncia HA e o segundo
PCR (B) foi realizado utilizando os primers Yap2 HA Fwd e A4Yap2 n, que
amplificam a regido terminadora de YAP2 contendo o cddon de terminacdo. E a
construcdo do vetor contendo o gene RCK1 ligado ao epitopo HA foi realizada com o
PCR (A) usando os pares de primers Al _rckl e RCK1_HA_Reyv, este ltimo contendo
a sequéncia HA e o segundo PCR (B) foi realizado utilizando os primers
RCK1 HA Fwd e A4 rckl, que amplificam a regido terminadora de RCK1 contendo o
codon de terminagéo.

As duas primeiras reagdes de PCR utilizaram 100 ng de DNA gendmico de
BY4742 como template (DNA molde). A reacdo de PCR de fusdo foi feita utilizando
0,5 pL de cada purificagédo dos PCRs A e B como template. Em cada reacdo de PCR foi
adicionado 0,2 mM de cada dNTP, 10 pmol/uL de cada primer, 1 X Phusion HF Buffer
(Thermo Fisher Scientific), 0,5 pL da enzima Phusion DNA Polymerase (Thermo
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Fisher Scientific) e dgua livre de DNAse para completar o volume final de 50 pL de
reacdo. As condicOes de PCR foram as seguintes: um ciclo de desnaturacgéo inicial de 30
segundos a 98 °C; 25 ciclos, contendo processo de desnaturagdo de 10 segundos a 98
°C; annealing de 30 segundos a 55 °C; extenséo de 1 minuto a 72 °C para PCR A e 15
segundos a 72 °C para PCR B e extensdo final de 2 minutos a 72 °C.

Os produtos amplificados dos dois PCR foram purificados com o QIAquick PCR
Purification Kit da QIAGEN. O primeiro e segundo primers da primeira e segunda
reacdo de PCR, respectivamente, foram usados para fazer uma terceira reacdo de PCR —
chamado de PCR de fusdo (Figura 10 A) — a qual manteve as mesmas condi¢cfes de
PCR, exceto pela temperatura de annealing de 64 °C e pelo tempo de extensdo que foi
de 1 minuto para YAPL, 75 segundos para YAP2 e 1 minuto e 30 segundos para RCK1.

Este produto de PCR de fusdo foi purificado e ligado ao plasmideo pRS416
(Figura 10 B). Para isso, primeiramente, 1 g do plasmideo pRS416 foi digerido com 5
U da enzima Smal (Thermo Fisher Scientific), utilizando o tampao compativel para essa
digestdo 1 X Tango Buffer (Thermo Fisher Scientific) e agua livre de DNAse para
completar o volume final de 20 pL de reacdo. A digestdo foi incubada a 30 °C por 2
horas, o produto digerido foi purificado com QIAquick PCR Purification Kit da
QIAGEN e a amostra foi quantificada. Apos, a ligacdo foi feita utilizando 20 ng do
plasmideo digerido com Smal e purificado, 50 ng do inserto YAP1-HA, YAP2-HA ou
RCK1-HA (produto final do PCR), 1X T4 DNA Ligase Reaction Buffer (New England
BioLabs), 0,5 pL de T4 DNA Ligase (New England BioLabs) e adgua livre de DNAse
para completar o volume final de 20 pL de reacdo. A reacdo foi incubada a 16 °C por 16
horas, a enzima foi inativada a 65 °C por 10 minutos. Os vetores resultantes sdo
PRS416YAP1-HA, pRS416YAP1-HA, pRS416RCK1-HA.

O vetor resultante pRS416RCK1-HA foi utilizado como template para
amplificar a ORF e a regido terminadora por PCR, utilizando os primers
RCK1_ATG Fw e RCK1 T _Kpnl_Rv (Figura 11 A). As condicdes de PCR foram as
mesmas descritas acima utilizando a enzima Phusion DNA Polymerase e o tempo de
extensdo foi de 1 minuto. O produto de PCR purificado foi digerido com a enzima de
restricdo Kpnl (New England BioLabs) com o tampdo CutSmart (New England
BioLabs) por 1 hora a 37 °C. Ap0s a inativagdo da enzima durante 20 minutos a 80 °C,

0 produto digerido foi ligado ao vetor pUG35 (Figura 11 B), o qual foi digerido
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primeiramente com a enzima de restricdo Smal (New England BioLabs) com o tampé&o
CutSmart (New England BioLabs) por 1 hora a 30 °C e, ap0s, adicionada a enzima Kpnl
(New England BiolLabs) que digeriu por mais 1 hora a 37 °C. Por fim, a enzima foi
inativada durante 20 minutos a 80 °C. Desta forma, o vetor final pMet-RCK1-HA
contém RCK1-HA sob controle do promotor MET17.

Todo o volume de reacdo (20 pL) foi utilizado para transformar em bactéria, a
qual seguiu o protocolo experimental delineado no item 4.12, diferindo apenas pelo fato
de que as células foram plaqueadas em meio LB suplementado com ampicilina, com 40
uL de X-Gal (Sigma) 40 ug/mL e 100 uL de IPTG (Thermo Fisher Scientific) 100 mM
espalhados homogeneamente a superficie da placa com o objetivo de selecionar os
plasmideos recombinantes. Apds incubacédo das placas a 37 °C O.N, as coldnias brancas
selecionadas foram incubadas em meio liquido LB suplementado com ampicilina a 37
°C O.N. Procedeu-se entdo ao isolamento do DNA plasmidial e os clones foram
analisados através da digestdo com enzimas de restricdo especificas e posterior

separacdo dos fragmentos por eletroforese em gel de agarose.
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Fig. 10. Produtos finais utilizados na construcéo dos plasmideos pRS416YAP1-HA,
pRS416YAP2-HA e pRS416RCK1-HA. A) Produto de PCR utilizado como inserto.
B) Plasmideo pRS416 com marcador de selecdo URA3 que foi digerido com a enzima

de restricdo Smal.
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Fig. 11. Produtos finais utilizados na construcéo do plasmideo pMet-RCK1-HA. A)
Produto de PCR utilizado como inserto. B) Plasmideo pUG35 com marcador de selecdo

URAZ3 que foi digerido com as enzimas de restricdo Smal e Kpnl.
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4.14. CONSTRUCAO DAS MUTANTES PELA TECNICA DE RECOMBINACAO
HOMOLOGA

4.14.1. Construcao das cassetes de interrupcao

Para a obtencdo das cepas mutantes foram utilizadas cassetes de canamicina,
histidina e uracila que substituiram a open reading frame (ORF) de cada gene por
completo. Para cada ORF foi desenhado um par de primers hibridos (forward e reverse)
com 60 bases homologas ao gene de interesse e 15 a 22 bases homdlogas a regido do
polylinker dos plasmideos pUG6 (cassete de canamicina, KanMX4), pFA6a-His3MX3
(cassete de histidina, HIS3) e pRS416 (cassete de uracila, URA3). O primer forward foi
composto por 60 bases (40 upstream e 20 na ORF) homologas com a sequéncia
codificante na extremidade 5’ da ORF que se pretendeu interromper e por 15 a 22 bases
homologas ao polylinker do plasmideo (5° do moédulo KanMX4/HIS3/URA3). O primer
reverse consiste em 60 bases (40 downstream e 20 dentro da ORF) homélogas com a
sequéncia codificante na extremidade 3’ da ORF e por 15 a 22 bases homologas ao
polylinker do plasmideo (3’ do modulo KanMX4/HIS3/URAS3).

As respectivas cassetes de interrupcdo foram amplificadas por PCR utilizando-se
os plasmideos pUG6, pFA6a-His3MX3 e pRS416 como template e os primers listados
na Tabela 3.

As reacdes de PCR foram realizadas de acordo com as seguintes condigfes: 50
ng de template; 25 pmol de cada primer; 0,2 mM de cada dNTP; tampédo da reacdo
contendo 1,5 mM de MgClz; 1,25 U de GoTaq® DNA polimerase (Promega) e agua
livre de DNAse para completar um volume final de 50 pL. Os ciclos de PCR foram
realizados no termociclador Trio-Thermoblock (Biometra) conforme se segue: um ciclo
de desnaturacdo inicial de 3 minutos a 95 °C; 35 ciclos, contendo processo de
desnaturacdo de 30 segundos a 95 °C, annealing de 30 segundos a 60 °C, extensao 2
minutos a 72 °C para amplificacdo da cassete de canamicina; annealing de 30 segundos
a 55 °C, extensdo 2 minutos a 72 °C para amplificagdo da cassete de histidina;
annealing de 30 segundos a 60 °C, extensdo 1 minuto e 20 segundos a 72 °C para

amplificacdo da cassete de uracila e uma extenséo final de 10 minuto a 72 °C.
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Foi feita a monitorizacdo do produto de PCR por eletroforese em gel de agarose
e as bandas do gel foram purificadas com o QIAquick Gel Extraction da QIAGEN. A
quantidade de DNA foi quantificada e este foi utilizado para transformar células
competentes de levedura.

4.14.2. Transformacao em levedura com plasmideo recombinante

As cepas a serem utilizadas para tornar as células competentes para 0 processo
de transformacdo e recombinacdo homologa, dependeram do tipo de mutacéo a ser feita.
Nesse sentido, foram feitas células competentes da cepa selvagem (WT) de S. cerevisiae
— FY1679-01B — para a construgdo das mutantes simples yapi4 (utilizando a cassete
YAP1KanMX4) e rckiA (utilizando a cassete RCK1HIS3). J& no conjunto BY4742
foram construidas as duplas mutantes: a) yap24rckiA, utilizando célula competente da
cepa mutante simples rckl4 e a cassete YAP2HIS3; b) slt2Ayap24, utilizando célula
competente da cepa mutante simples s/iz24 e a cassete YAP2HIS3; c) rimldyap2A4,
utilizando célula competente da cepa mutante simples rimi4 e a cassete YAP2HIS3; d)
slt2ArckiA, utilizando célula competente da cepa mutante simples s/t24 e a cassete
RCK1HIS3; €) rlimiArckiA, utilizando célula competente da cepa mutante simples
rimiA e a cassete RCK1HIS3. A tripla mutante yaplAyap2ArckiA utilizando célula
competente da cepa dupla mutante yap I4yap24 e a cassete RCK1URA3.

A dupla mutante yapidrckliA do conjunto BY4742 foi construida utilizando
célula competente de rckiA, no entanto a cassete utilizada foi originaria do plasmideo
pLF1 que expressa a cassete de interrupgéo de histidina para o gene YAP1. Assim, 1 ug
do plasmideo pLF1 foi parcialmente digerido com 2 U da enzima de restricdo Kpnl
(New England BiolLabs), utilizando o tampédo especifico NEBuffer 1 (1X) (New
England BioLabs) a 37 °C por 10 minutos. Apos a inativagdo da enzima durante 20
minutos a 80 °C, o produto digerido foi transformado como descrito a seguir.

A fim de obter a recombinacdo homologa, as células competentes foram
transformadas com as devidas cassetes provenientes dos produtos de PCR ou do
plasmideo digerido. Assim, em um tubo de 1,5 mL, 4 ug de cassete de interrupgdo (12-

15 uL) foram adicionados a 50 puL das células competentes de levedura, juntamente com
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50 ug de DNA de esperma de salméo previamente desnaturado e 300 uL de solugdo T.
As ceélulas foram homogeneizadas, incubadas a 30 °C durante 40 minutos a 200 rpm e,
em seguida, foi adicionado 40 uL de DMSO. Entéo, foram submetidas a um choque
térmico em banho-maria a 42 °C, durante 20 minutos. Adicionou-se as amostras 800 pL
de H20 bidestilada estéril e estas foram centrifugadas a 5.000 rpm durante 1 minuto. O
centrifugado foi ressuspenso em 1 mL de YPD 2 % e as células foram incubadas a 30
°C por 3 horas para permitir sua recuperacao. Por fim, as células foram centrifugadas,
ressuspensas em 100 pL de H.O bidestilada, plaqueadas em meio seletivo (YPD
geneticina [100 pg/ul, Sigma]; meio SC sem histidina ou sem uracila) e incubadas em
estufa a 30 °C durante 48 horas.

Ap0s o crescimento das colbnias, foi feito o repique de quatro coldnias isoladas
de cada transformada no mesmo meio seletivo e crescidas por mais 48 horas. A correta
insercdo da cassete de interrupcdo no genoma de levedura foi confirmada por PCR de

colbnia.

4.15. PCR DE COLONIA

Apos o crescimento das células transformadas, foi feito um PCR de col6nia para
verificar se a recombinacdo homologa ocorreu. Assim, uma quantidade minima de
colénia (usada como template) foi coletada com a ponta de um palito previamente
esterilizado e muito bem estriada em um tubo de PCR. O tubo aberto foi colocado em
um micro-ondas durante 5 minutos a fim de romper as células. Apos o tubo resfriado no
gelo, foram adicionados os reagentes de PCR.

Os primers utilizados para testar as mutantes (Tabela 3) foram: a) primers Al
(upstream ao gene: Al yapl; AlYap2 _n; A1 RCK1) e os primers reverse das cassetes
(YAP1_KAN_Rv; YAP2HIS.Rv; RCKIHIS.Rv; RCK1 URA_K7 Rv): b) primers
forward das cassetes (YAP1_KAN_Fw;  YAP2HIS.Fw; RCK1HIS.Fw;
RCK1 URA _K7_Fw) e primers A4 (downstream ao gene: YAP1TermRv; A4Yap2 n;
A4 RCK1); c) primers Al e A4. Para testar as mutantes construidas com o plasmideo

pLF1, foram utilizados os primers pLF1_Fw e pLF1_Rv.
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Todos os PCR foram feitos utilizando como template as transformadas e um
controle positivo (col6nia ou DNA genémico de BY4742 / FY1679-01B).

Os ciclos de PCR foram realizados no termociclador Trio-Thermoblock
(Biometra). Levou-se em consideragdo que a colonia no tubo correspondeu ao volume
de 1 pL e os reagentes adicionados foram: 25 pmol de cada primer; 0,2 mM de cada
dNTP; tampdo da reacdo contendo 1,5 mM de MgCly; 1 U de NZYTaq DNA
polymerase (Nzytech) e agua livre de DNAse para completar um volume final de 20 uL.
As condicOes ajustadas para a realizacdo do PCR foram: um ciclo de desnaturacéo
inicial de 45 segundos a 94 °C; 35 ciclos, contendo processo de desnaturacdo de 30
segundos a 94 °C; annealing de 30 segundos a 57 °C; extensdo 2 minutos a 72 °C para a
confirmacgéo da insercéo das cassetes YAP1HIS3, YAP2HIS3 e RCK1HIS3 e extens&o 2
minutos e 30 segundos a 72 °C para a confirmacdo da insercdo da cassete
RCK1KanMX4; e extensao final de 2 minutos a 72 °C.

A confirmacdo da insercdo da cassete URA3 foi feita através da reacdo de PCR
adicionando ao tubo de PCR j& com a col6nia: 0,2 mM de cada dNTP, 10 pmol/uL de
cada primer, 1 X Phusion HF Buffer (Thermo Fisher Scientific), 0,2 pL da enzima
Phusion DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific) e agua livre de DNAse para
completa o volume final de 20 pL de reacdo. As condi¢Ges de PCR foram as seguintes:
um ciclo de desnaturagéo inicial de 30 segundos a 98 °C; 35 ciclos, contendo processo
de desnaturacdo de 10 segundos a 98 °C; annealing de 30 segundos a 48 °C; extenséo de
2 minutos a 72 °C e extensdo final de 5 minutos a 72 °C.

Os produtos de PCR foram aplicados em gel de agarose e foi feita a eletroforese
para a verificagdo e confirmagdo das mutantes, sempre em comparagdo com o controle

positivo contendo o genoma completo.

4.16. CURVA DE CRESCIMENTO E ENSAIO DE SENSIBILIDADE

Para realizar a curva de crescimento e o ensaio de sensibilidade, as cepas WT e
rckl4 do conjunto BY4742 foram crescidas em triplicatas em meio SC até atingirem a
fase estacionaria. A cultura foi diluida para ODeoonm = 0,1 em 100 pL de meio SC em
placa de Elisa de 96 pogos. As mesmas células foram diluidas, induzidas com 25 e 50
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MM de CdCl e colocadas nos pogos da placa. Além disso, foram feitos dois pocos
controle contendo apenas meio SC e meio SC com 25 uM de CdCl,. As células com e
sem cadmio foram crescidas a 30 °C e 200 rpm durante 25 horas e a ODsoonm celular foi
medida a cada hora no espectrofotometro PowerWave HT Microplate

Spectrophotometer da BioTek.

4.17. TOLERANCIA AO ESTRESSE

Todas as cepas do conjunto BY4742 foram usadas para o0 ensaio de tolerancia ao
estresse por cadmio, que foi realizado atraves da técnica de Replica Plate. As células
foram crescidas em meio YPD 2 % e meio SC até atingirem a fase estacionaria e, ent&o,
foi feito um re-inéculo em 3 mL de meio YPD 2 % e meio SC em tubos de ensaio, onde
as células foram diluidas para ODeoonm = 0,1 € crescidas até a fase exponencial a 0,5. As
culturas foram diluidas em Phosphate Buffered Saline (PBS) para estarem igualmente a
uma ODeoonm = 0,4 em um volume final de 1 mL em tubos de 1,5 mL. No primeiro pogo
da placa de Elisa, foram aplicados 50 pL da amostra diluida a 150 uL de PBS e foram
feitas 5 diluicdes seriadas de 10 X. Apds, 5 uL de cada diluicdo de cada cepa foi
aplicado com uma pipeta multicanal diretamente na placa de Petri contendo meio YPD
2 % ou meio SC solidos e estes meios com diferentes concentracBes de CdCl.. As
placas foram incubadas em estufa a 30 °C e fotos foram tiradas em scanner apds 48
horas de crescimento. As imagens foram tratadas com o Software Adobe® Photoshop®
CS6 versdo 13.0 x64.

4.18. CONTEUDO INTRACELULAR DE CADMIO

Existem diversas técnicas analiticas com o0 objetivo de mensurar metais em
amostras clinicas. Dentre elas, a Espectrometria de Massa com Plasma Acoplado
Indutivamente (ICP-MS) possui muitas vantagens perante as outras uma vez que
possibilita a analise multielementar, elevada sensibilidade e alta taxa de amostragem
(Flament et al. 2002).
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Assim, antes da andlise por ICP-MS, as cepas WT, yap24, rckiA, yap2ArckiA
do conjunto BY4742 foram crescidas em triplicatas em meio SC até atingir a fase
estacionéria e, entdo, foi feito um re-indculo em 40 mL de meio SC em Erlenmeyer de
250 mL, onde as células foram diluidas para ODsoonm = 0,1 e crescidas até a fase
exponencial a 0,5. Foram induzidas com 25 uM de CdCl, e mantidas a 30 °C e 200 rpm
durante 6 horas. A cultura foi passada para um tubo de 50 mL, centrifugada durante 5
minutos a 4.000 rpm, lavada uma vez com 5 mL de EDTA 10 mM pH 8,0, duas vezes
com H20 Milli-Q, centrifugada novamente e ressuspensa em exatos 5 mL de H.O Milli-
Q. Foi realizada uma leitura em espectrofotdmetro a ODsoonm € retirado 4 mL para
criotubos novos. Essas amostras foram centrifugadas, o sobrenadante foi retirado com
cuidado e descartado. O centrifugado foi ressuspenso em 1 mL de &cido nitrico
ultrapuro a 10 % e permitido digerir durante 18 horas a 98 °C. Foi adicionado 3 mL de
H.O Milli-Q em cada suspensdo digerida e as amostras foram centrifugadas. Os
sobrenadantes foram transferidos para criotubos novos e as amostras foram analisadas
na Rede de Quimica e Tecnologia (REQUIMTE — Universidade Nova de Lisboa,
Portugal) através da técnica de ICP-MS. Os dados foram normalizados contra ODsoonm.

4.19. EXPRESSAO DE RNAM

As cepas do conjunto BY4742 foram crescidas em triplicatas em meio SC até
atingir a fase estacionaria. Foi feito um re-inéculo em 120 mL de meio SC em
Erlenmeyer de 1 L, onde as células foram diluidas para ODeoonm = 0,1 € crescidas até a
fase exponencial a 0,5. Foram retirados 30 mL de cultura correspondente ao ponto
controle (ponto 0) e passados para um tubo de 50 mL. Exatos 90 mL de cultura foram
induzidos com 1 mM de CdCl, em shaker com rotagdo de 200 rpm a 30 °C. Apés, 30
mL de cultura foram retirados para cada ponto referente a 30 e 60 minutos de inducao
com cadmio e passados para tubos de 50 mL. Depois de cada ponto ser recolhido, as
amostras foram diretamente centrifugadas durante 2 minutos a 4.000 rpm, o
sobrenadante foi descartado, os centrifugados foram congelados bruscamente em

nitrogénio liquido e mantidos em freezer a -20 °C para posterior extracdo de RNA.
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4.19.1. Extracdo de RNA total

Os centrifugados nos tubos de 50 mL foram permitidos descongelar submersos
no gelo. Entdo foram ressuspensos em 1 mL de H»O bidestilada gelada e passados para
tubos de 2 mL gelados. As amostras foram centrifugadas a 14.000 rpm por 1 minuto a 4
°C. O sobrenadante foi descartado e foi adicionado ao centrifugado 350 pL de tampéo
LETS (0,1 M de LiCl; 0,01 M de Na.EDTA; 0,01 M de Tris-HCI, pH 7,4; 0,2 % de
SDS e H0), 350 pL de acido fenol-cloroformio e 250 pL de pérola de vidro. As
amostras foram vortexadas em alta velocidade durante 10 minutos e, apés intervalo de
10 minutos no gelo, foram vortexadas por 5 minutos adicionais. Entdo, foram
centrifugadas por 10 minutos, a 14.000 rpm e a 4 °C para a separacdo da fracéo
organica da fracdo liquida. Tubos de 2 mL com 1 mL de etanol 100 % previamente
preparados e gelados receberam a fracao liquida e as amostras ficaram precipitando O.N
em freezer a -20 °C.

As amostras foram centrifugadas a 14.000 rpm, a 4 °C durante 45 minutos e 0
sobrenadante foi descartado. O centrifugado foi lavado com 200 pL de etanol 70 %
gelado e as amostras foram centrifugadas por mais 30 minutos. O sobrenadante foi
retirado e deixado secar na Capela de Exaustdo de Gases. Ap0s seco, o centrifugado foi
ressuspenso com 50 puL de H2O DEPC e incubado em banho-maria a 65 °C por 15

minutos. As amostras foram congeladas em freezer a -80 °C.

4.19.2. Verificagéo da integridade do RNA por eletroforese

Amostras foram descongeladas submersas no gelo, diluidas 10 X e 2 pyL da
diluicdo foram utilizados para a quantificacdo de RNA em espectrofotdbmetro Epoch 2
Spectrophotometer, sendo que a concentracdo de RNA foi expressa em ng/uL. Para a
verificacdo da integridade do RNA, foi feita uma eletroforese em gel de agarose. Cada
amostra a ser aplicada no gel foi preparada utilizando 1 pg de RNA, 5 pL de
formaldeido 37 %, 5 pL de formamida 99,5 % e 3 pL de loading dye (0,25 % m/v azul
de bromofenol, 0,25 % m/v cianol de xileno, 50 % v/v glicerol em 1mM EDTA pH 8,0).


http://www.biotek.com/products/microplate_detection/epoch2_microplate_spectrophotometer.html
http://www.biotek.com/products/microplate_detection/epoch2_microplate_spectrophotometer.html
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A cuba e a cama onde a eletroforese foi feita, foram lavadas com SDS 0,1 %, H.O
bidestilada esterilizada, etanol e esperado secar. O volume total de cada amostra foi
aplicado em cada poco do gel e foi feita a eletroforese durante 30 minutos. Os &cidos
nucleicos foram visualizados através de luz UV por um transiluminador e a imagem foi
digitalizada. A existéncia de duas bandas de RNAr (28S e 18S) claras e fortes
demostram que o RNA total aplicado no gel esté intacto. Por outro lado, se existir

qualquer indicio de degradacdo do RNA, uma mancha (borrdo) aparece no gel.

4.19.3. Digestdo com DNAse e purificacdo do RNA

Com a confirmacdo do RNA ndo degradado, seguiu-se para a digestdo com
DNAGse. Para isso, 10 pg de RNA foram colocados em um tubo de PCR e adicionados a
ele 1 X TURBO™ DNAse buffer (Ambion), 2 U da enzima TURBO™ DNAse
(Ambion) e H20 para completar um volume final de 50 pL de reagdo. As amostras
foram incubadas a 37 °C por 45 minutos. Os RNA foram purificados com o RNeasy
Mini Kit da QIAGEN e estocados em tubo de 1,5 mL em freezer a -80°C.

4.19.4. Obtencdo do cDNA

Uma nova eletroforese em gel de agarose foi feita para verificar se houve
degradacdo do RNA com os tratamentos e purificacdo. Apds a confirmacdo da
integridade do RNA, este foi utilizado como molde para a sintese de cDNA, a qual foi
realizada utilizando a enzima transcriptase reversa SuperScript® Il Reverse
Transcriptase (Roche), o tampao especifico para enzima Reverse Transcriptase Buffer
(Roche) e dNTP (Thermo Fisher Scientific). A quantidade de RNA utilizada na reagao
foi de 1 pg e o primer usado na reacao foi o oligodT 15 T (Stab Vida).



88

4.19.5. Quantitative Real Time PCR (QRT-PCR) - SYBR Green

A analise de expressdo de RNAm foi feita pela técnica Quantitative Real Time
PCR (gRT-PCR) utilizando o equipamento Light Cycler 1.5 Real-Time PCR System
(Roche). O kit de deteccdo utilizado foi o Light Cycler Fast Start DNA Master SYBR
Green | (Roche). A reacdo e o ciclo foram os recomendados pelo fabricante. Para uma
reacdo de 20 pL, foram adicionados SYBR Green 1X concentrado; 0,5 pM de cada
primer, sendo 2 puL do mix de primers; 5 pL do cDNA diluido 10 X; &gua livre de
DNAse e RNAse para completar o volume. O programa para a reacdo foi: pre-
incubacdo de 95 °C durante 10 segundos, com uma RampRate de 4, 4 °C / segundo;
amplificagdo de 40 ciclos de 95 °C durante 10 segundos e RampRate de 4, 4 °C /
segundo, 56 °C durante 10 segundos e RampRate de 2,2 °C / segundo, 72 °C durante 6
segundos e RampRate de 4,4 °C / segundo. A especificidade do produto formado foi
verificada por meio da curva de dissociacdo (Melting curve) feita logo apds a reacéo
conforme o programa: 95 °C durante 1 segundo, com uma RampRate de 4, 4 °C /
segundo, 50 °C durante 1 segundo e RampRate de 2,2 °C / segundo, 98 °C e RampRate
de 0,11 °C / segundo (5 aquisic¢des / segundo); resfriamento a 4 °C durante 30 segundos
e RampRate de 2,2 °C / segundo.

A anélise dos dados foi feita pelo método Advanced Relative Quantification e a
expressao da p-actina foi utilizada para normalizar os dados. As reacdes foram feitas em

triplicata.

4.20. EXPRESSAOQ PROTEICA

As cepas WT e rckld do conjunto BY4742 foram transformadas com o0s
plasmideos ndo-recombinantes contendo as proteinas Yapl e Yap2 ligadas ao epitopo
HA (pRS416YAP1-HA e pRS416YAP2-HA, URA3). A cepa WT foi transformada com
o plasmideo ndo-recombinante contendo a proteina Rckl ligada ao epitopo HA (pMet-
RCK1-HA, URA3). As células foram crescidas em triplicatas em meio SC sem uracila
(SC-URA) até atingir a fase estacionéria. Foi feito um re-inéculo em 150 mL de meio
SC-URA em Erlenmeyer de 1 L, onde as células foram diluidas para ODeoonm = 0,1 €
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crescidas até a fase exponencial a 0,5. Foram retirados 30 mL de cultura correspondente
ao ponto controle (ponto 0) e passados para um tubo de 50 mL. Exatos 120 mL de
cultura foram induzidos com 1 mM de CdCl, em shaker com rotagéo de 200 rpm a 30
°C. Apds, 30 mL de cultura foram retirados para cada ponto referente a 30, 60, 90 e 120
minutos de inducdo com cadmio. Depois de cada ponto ser recolhido, as amostras foram
diretamente centrifugadas durante 2 minutos a 4.000 rpm, o sobrenadante foi
descartado, os centrifugados foram congelados bruscamente em nitrogénio liquido e
mantidos em freezer a -20 °C para posterior preparo do extrato proteico.

4.20.1. Extrato proteico

Os centrifugados nos tubos de 50 mL foram permitidos descongelar submersos
no gelo. Entdo foram ressuspensos em 1 mL de H»O bidestilada gelada e passados para
tubo de 2 mL gelado. As amostras foram centrifugadas a 5.000 rpm por 2 minutos a 4
°C e o sobrenadante foi descartado. O centrifugado foi lavado com 1 mL de solugéo de
lise (50 mM de HEPES pH 7,4; 100 mM de KCI; 1 mM de EDTA; 0,1 % de NP-40; 10
% de glicerol; H20; suplementado com PMSF [Thermo Scientific] e Inibidor de
Protease [Roche]) e centrifugado novamente. Apds o sobrenadante ser retirado, o
centrifugado foi ressuspenso em 200 pL de solucdo de lise e adicionado 250 pL de
pérola de vidro.

As amostras foram vortexadas em alta velocidade durante 10 minutos e, ap0s
intervalo de 10 minutos no gelo, foram vortexadas por 5 minutos adicionais. Foram
centrifugadas por 40 minutos, a 14.000 rpm, a 4 °C, o sobrenadante foi passado para um

tubo de 1,5 mL e as amostras foram mantidas no gelo ou estocadas em freezer a -20 °C.

4.20.2. Quantificacao de proteinas

As proteinas foram quantificadas pelo método de Bradford. Assim, em um tubo

novo de 2 mL foram adicionados 800 uL de H20 bidestilada, 1 pL de extrato e 200 puL
de Bradford (Biorad). Foi feito um tubo controle, com 1 pL de solugdo de lise
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substituindo a amostra. Os tubos foram invertidos, a fim de misturar a amostra, no
momento da adi¢cdo do Bradford e, apés 5 minutos de reacdo, foi feita a leitura em
espectrofotdbmetro com comprimento de onda ajustado para 595 nm. O célculo foi feito
multiplicando a OD pelo fator calculado para o Bradford e a concentracdo foi

determinada em pg/uL.

4.20.3. Western blot

A eletroforese em gel de poliacrilamida, em uma dimensdo, foi utilizada para a

separacgdo de proteinas de acordo com seu peso molecular a partir da aplicacdo de uma

corrente elétrica. As solugdes para o preparo do gel de poliacrilamida utilizadas nesse

experimento estdo descritas na Tabela 7.

Tabela 7. Solucgbes utilizadas para preparo do gel de poliacrilamida

Running 10 % Stacking 4 %
Volume (mL)

H20 bidestilada 6,150 3,075
Running: 1,5 M Tris-HCI, pH 8.8 Stacking: 3,750 1,250
0,5 M Tris-HCI, pH 6.8

20 % (w/v) SDS 0,075 0,025
Acrilamida 30 % / Bis Acrilamida 8 % 4,450 0,670
10 % Persulfato de aménio 0,075 0,025
TEMED 0,010 0,005

Apbs polimerizado, o gel foi colocado dentro do aparelho Mini-PROTEAN 3
Cell (Biorad), o qual foi preenchido com o tampdo de corrida TrisGlicina (Glicina 14 %
[Sigma], Tris Base 3 %, SDS 1 %).

As amostras foram preparadas da seguinte forma: 100 pg de proteinas foram

colocadas em um tubo de 1,5 mL, juntamente com um volume correspondente a 1/3 do
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volume de proteina de tampdo Laemmli (62,5 mM de Tris-HCI, pH 6,8; SDS 2 %; B-
mercaptoetanol 5 % [Merck]; glicerol 10 %; azul de bromofenol 0,01 %) e fervidas a
100 °C durante 5 minutos. Apo6s resfriadas no gelo, cada amostra foi aplicada em um
poco do gel e este foi submetido a eletroforese com os pardmetros ajustados para 120 V,
com amperagem livre, durante 2 horas.

Apols a eletroforese, as proteinas foram transferidas para membranas de
nitrocelulose (GE Healthcare Life Science) através do sistema Trans-Blot SD Semi-Dry
Transfer Cell (Biorad). O sistema foi montado sob o aparelho de transferéncia
utilizando-se um papel de filtro 3SMM (Whatman) grosso seguido de trés folhas de papel
3MM fino e da membrana de nitrocelulose. Seguidamente foram colocados o gel, trés
folhas de papel 3 MM fino e um papel 3 MM grosso, todos eles umedecidos em tampéo
de transferéncia (Tris Base 0,4 %; Glicina 0,3 %; metanol 10 % [Sigma]; SDS 0,2 %).
A transferéncia foi efetuada por 1 hora e 15 minutos a 20 V e a membrana foi corada
com 10 mL de Ponceau S (Sigma) para controle da qualidade da transferéncia.

A membrana foi bloqueada com leite desnatado 5 % (Nestlé) em PBS/Tween 0,1
% (Merck) durante 1 hora em temperatura ambiente e com agitacdo. Para a deteccdo das
proteinas contendo o epitopo HA, a membrana foi incubada com o anticorpo anti-HA
conjugado com peroxidase (Roche) diluido 1:1.000, O.N a 4 °C com agitacdo. A
membrana foi lavada nas mesmas condicGes descritas acima.

O sinal da proteina foi detectado utilizando o kit Super Signal West Femto
Maximum Sensitivity Substrate (Thermo Scientific), de acordo com as instrucdes do
fabricante e as membranas foram utilizadas para impressionar uma pelicula fotografica
(GE Healthcare) numa cassete (Kodak BioMax MS Intensifying Screen) durante o
tempo necessario para a obtencdo de sinal. As peliculas foram manualmente reveladas
utilizando solucgdes reveladora e fixadora da Kodak.

O anticorpo anti-a-Pgk1 foi utilizado como controle interno para normalizar os

niveis de proteina.
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4.21. ESTABILIDADE DAS PROTEINAS

As cepas WT e rckiA do conjunto BY4742 transformadas com os plasmideos
pPRS416YAP1-HA e pRS416YAP2-HA (URA) foram cultivadas em triplicatas em meio
SC-URA até atingir a fase estacionaria. Foi feito um re-indculo, onde as células foram
diluidas para ODsoonm = 0,1 e crescidas até a fase exponencial a 0,5. Para esse ensaio,
foram feitos dois tipos de recolhas de células:

(@) Inducdo com cadmio e inibicdo com cicloheximida (CHX) — de 270 mL de
cultura de células cultivadas em Erlenmeyer de 1 L foram retirados 30 mL de cultura
correspondente ao ponto controle (ponto 0) e passados para um tubo de 50 mL. Exatos
240 mL de cultura foram induzidos com 1 mM de CdCl; e colocados em shaker com
rotacdo de 200 rpm a 30 °C. Apds, 30 mL de cultura foram retirados correspondendo ao
ponto 10 minutos de inducdo com cadmio e exatos 210 mL de cultura foram induzidos
com 100 pg/mL de CHX e colocados em shaker. A seguir, 30 mL de cultura foram
retirados para cada ponto referente a 30, 60, 90, 120, 180 e 240 minutos de inducé&o.

(b) Inibicdo com CHX — de 210 mL de cultura de células cultivadas em
Erlenmeyer de 1 L, foram retirados 30 mL de cultura correspondendo ao ponto controle
(ponto 0) em um tubo de 50 mL. Exatos 180 mL de cultura foram induzidos com 100
png/mL de CHX e colocados em shaker. A seguir, 30 mL de cultura foram retirados para
cada ponto referente a 30, 60, 90, 120, 180 e 240 minutos de inducéo.

Depois de cada ponto ser recolhido, as amostras foram diretamente centrifugadas
durante 2 minutos a 4.000 rpm, o sobrenadante foi descartado, os centrifugados foram
congelados bruscamente em nitrogénio liquido e mantidos em freezer a -20 °C.
Posteriormente foi feito o extrato proteico, quantificacdo das proteinas e western blot
como descrito nos itens anteriores.

As imagens foram digitalizadas e a densitometria absoluta das bandas foi
quantificada a partir dos dados obtidos através do Software Adobe® Photoshop® CS6
versdo 13.0 x64. A densitometria real foi calculada normalizando a densitometria
absoluta das bandas de Yapl-HA e Yap2-HA pela densitometria absoluta do controle
interno Pgkl. O controle induzido apenas com cédmio durante 10 minutos foi
considerado 100 % de proteina remanescente e, a partir deste, foi calculada a
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porcentagem de proteina remanescente de cada ponto da cinética das amostras induzidas
com cadmio e CHX.

O tempo de meia-vida da proteina foi considerado o tempo em que havia 50 %
de proteina remanescente apds a adi¢cdo da CHX.

4.22. ENSAIO DE FOSFORILACAO

Para a anélise da fosforilacdo, o protocolo utilizado foi baseado no apresentado
em outros estudos, 0s quais o aplicaram anteriormente em levedura (S. cerevisiae) e em
plantas (L. japonicus e P. sativum) (Pereira et al. 2009; Yoshida e Parniske 2005; Nevitt
et al. 2004; Delaunay et al. 2.000). Esta andlise baseia-se em tratar as células com
fosfatase alcalina, pois esta possui o potencial de remover fosfatos de residuos de
fosfoserinas,  fosfotreoninas e  fosfotirosinas em  proteinas. O  site

http://neb.com/faqs/1/01/01/will-cip-dephosphorylate-proteins esclarece como a enzima

fosfatase alcalina Calf Intestinal Phosphatase (CIP), pode ser utilizada como agente
desfosforilante de proteinas.

Para a realizacdo desse experimento, inicialmente as cepas WT e rckid do
conjunto BY4742 transformadas com os plasmideos pRS416YAP1-HA e
pRS416YAP2-HA foram cultivadas em triplicatas em meio SC-URA até atingir a fase
estacionaria. Foi feito um re-in6culo em 60 mL de meio SC-URA em Erlenmeyer de
250 mL, onde as células foram diluidas para ODeoonm = 0,1 e cultivadas até a fase
exponencial a 0,5. Foram retirados 30 mL de cultura correspondente ao ponto controle
(ponto 0) e passados para um tubo de 50 mL. Exatos 30 mL de cultura foram induzidos
com 1 mM de CdCl; durante 60 minutos em shaker com rotacdo de 200 rpm a 30 °C.
Depois de cada ponto ser recolhido, as amostras foram diretamente centrifugadas
durante 2 minutos a 4.000 rpm, o sobrenadante foi descartado, os centrifugados foram
congelados bruscamente em nitrogénio liquido e mantidos em freezer a -20 °C. O
extrato proteico e a quantificagdo das proteinas foram feitos como descrito nos itens
anteriores.

A partir deste momento, 100 mg de proteina foram tratadas com 5 U da CIP
(New England BioLabs®) e seu buffer 3, durante 1 hora a 37 °C. Uma quantidade de


http://neb.com/faqs/1/01/01/will-cip-dephosphorylate-proteins
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100 pg de proteinas foi colocada em um tubo de 1,5 mL juntamente com tampéo
Laemmli e as amostras foram fervidas a 100 °C durante 5 minutos. Apo6s resfriadas no
gelo, as amostras foram aplicadas no gel de poliacrilamida para a eletroforese. O

western blot foi realizado como descrito anteriormente.

4.23. LOCALIZACAO CELULAR

As cepas WT e rckiA do conjunto FY1679-01B foram transformadas com os
plasmideos ndo-recombinantes contendo os genes YAP2 e YAP1 ligados ao gene
reporter da proteina fluorescente verde (GFP, Green Fluorescent Protein) -
pRS315YAP2-GFP (LEU2) e pRS314YAP1-GFP (TRP1). As células foram crescidas
em meio SD sem leucina (SD-LEU) ou sem triptofano (SD-TRP) até atingir a fase
estacionéria. Foi feito um re-indculo em 25 mL de meio SD-LEU ou SD-TRP em
Erlenmeyer de 125 mL, onde as células foram diluidas para ODgoonm = 0,1 e crescidas
até a fase exponencial a 0,5. Foram retirados 2 mL referente ao ponto controle (ponto 0)
para um tubo de 2 mL e induzido com 10 pg/mL de 4’,6-diamidino-2-phenylindole
(DAPI, [Sigma]) durante 7 minutos em shaker a 30 °C e 200 rpm. A amostra foi
centrifugada a 4.000 rpm durante 2 minutos, o sobrenadante foi descartado e o
centrifugado lavado duas vezes com PBS. Apds nova centrifugacdo, o sobrenadante foi
retirado com uma bomba a vacuo, o centrifugado foi ressuspenso em 15 pL da solucéo
de DABCO (200 mM de 1,4-diazadicyclo[2.2.2]octane; PBS 0,25x; glicerol 75 %) e
mantido no escuro durante o preparo da lamina.

A lamina para a microscopia foi previamente lavada com detergente, H.O
corrente, H20 bidestilada e etanol 100 %. Com a lamina seca, foi feito uma camada fina
de agarose 0,8 % sobre a lamina, aplicado 5 pL da célula ressuspensa com DABCO e
colocada uma laminula sobre a amostra e a agarose. A lamina ficou no escuro até o
momento da analise.

Apbs retirado o ponto controle, exatos 23 mL de cultura foram induzidos com 1
mM de CdCl, em shaker com rotagdo de 200 rpm a 30 °C. Assim, 2 mL de cultura
foram retirados para cada ponto referente a 5, 10, 15, 30, 60, 90, 120, 180 e 240 minutos
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de inducdo com cadmio. Depois de cada ponto ser recolhido, as amostras passaram pela
mesma estratégia experimental descrita para o ponto controle.

Para o ensaio de localizagdo celular, as laminas foram analisadas por
microscopia e as celulas visualizadas através do microscopio de fluorescéncia Leica
DMRXA equipado com uma camera Roper Scientific Micro-Max cooled CCD (charge
coupled device) e um Software MetaMorph (Universal Imaging Inc.). A visualizacédo foi
feita com microscopia de contraste de fase e com microscopia de fluorescéncia através
dos filtros FITC (GFP: excitagdo de 495 nm e 525 nm, em verde) e DAPI (excitacdo de

340 nm e 488 nm, em azul).

4.24. PROTEINA CARBONILADA

As cepas yap24, rckid e yap2ArcklA do conjunto BY4742 foram cultivadas
em meio SC até atingir a fase estacionaria. Foi feito um re-indculo em 90 mL de meio
SC em Erlenmeyer de 500 mL, onde as células foram diluidas para ODgoonm = 0,1 €
crescidas até a fase exponencial a 0,5. Exatos 60 mL de cultura foram induzidos com 1
mM de CdCl; a 200 rpm e 30 °C. Apos, 30 mL de cultura foram retirados para cada
ponto referente a 90 e 120 minutos de inducdo com cadmio. Depois de cada ponto ser
recolhido, as amostras foram diretamente centrifugadas durante 2 minutos a 4.000 rpm,
0 sobrenadante foi descartado, os pellets foram congelados bruscamente em nitrogénio
liquido e mantidos em freezer a -20 °C para posterior preparo do extrato proteico, o qual
esta descrito no tépico 4.21.1. Para avaliar a presenca de grupos carbonil, foi utilizado o
OxyBlot™ Protein Oxidation Detection kit (Millipore).

As amostras tratadas com o kit foram aplicadas no gel de poliacrilamida, a
eletroforese e a transferéncia para a membrana de nitrocelulose ocorreram como
descrito no topico 4.20.3.

A membrana foi incubada por 5 minutos em solucdo 0,1 mg / mL de
dinitrofenilhidrazina (DNPH [Sigma]) preparada em HCI 2 M, de modo a permitir a
reacdo entre 0 DNPH e as carbonilas presentes nas cadeias laterais das proteinas
oxidadas. Apos a incubagéo, a membrana foi lavada com HCI 5 M para retirar o excesso
de DNPH ndo reagido. A membrana foi bloqueada durante 1 hora e foi incubada com
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anticorpo anti-DNP (desenvolvido em coelhos [Sigma]) O.N. Apos, a membrana foi
lavada e incubada com anticorpo secundario (anti-rabbit 1gG Peroxidase Conjugate
[Sigma]). Por fim, a membrana foi lavada e o sinal da proteina foi detectado utilizando
0 kit Super Signal West Femto Maximum Sensitivity Substrate e as membranas foram
utilizadas para impressionar uma pelicula fotografica numa cassete durante o tempo
necessario para a obtencdo de sinal. As peliculas foram manualmente reveladas
utilizando solugdes reveladora e fixadora.

O anticorpo anti-a-Pgk1 foi utilizado como controle interno para normalizar os

niveis de proteina.

4.25. PEROXIDACAO LIPIDICA

As cepas WT e rckiA do conjunto BY4742 foram crescidas em meio YPD 2 %
até atingir a fase estacionéria e, entdo, foi feito um re-indculo em 250 mL de meio YPD
2 % em Erlenmeyer de 1 L para as celulas crescerem e atingirem a fase exponencial.
Para calcular a massa de células, foi feita leitura em espectrofotdmetro em um
comprimento de onda ajustado para ODszonm € a absorbancia foi multiplicada pela
diluicdo e pelo fator calculado para as cepas (BY4742 = 0,7). Assim, o resultado desse
calculo representou a massa celular em mg/mL.

Uma massa de células correspondente a 50 mg foi coletada para o ponto controle
(ponto 0) e o restante do volume (100 mL) foi induzido com 1 mM de CdSO4 em shaker
a 30 °C e rotacdo de 200 rpm. Entdo foram retirados 50 mg de células referente ao
ponto de 12 horas de indu¢do com cadmio.

O volume correspondente foi centrifugado a 5000 rpm por 5 minutos e o
centrifugado foi lavado duas vezes com H:O bidestilada gelada. O centrifugado foi
ressuspenso em 5 mL de H>O bidestilada e quantificado em espectrofotbmetro a
ODs7onm. As amostras foram centrifugadas novamente e, ap0s o sobrenadante ser
descartado, o centrifugado foi ressuspenso em 500 pL de &cido tri-cloro acético (TCA)
10 % gelado e passado para um tubo de parede grossa contendo 1,5 g de pérolas de
vidro. As células foram rompidas com agitacdo vigorosa, alternando-se periodos de 20
segundos de agitacdo com periodos de 20 segundos de descanso no gelo. Este
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procedimento foi repetido 6 vezes. Foram adicionados 500 pL de TCA 10 % para lavar
a parede de cada tubo, o homogeneizado foi transferido para um tubo de 2 mL e
centrifugado a 4000 rpm por 4 minutos.

O sobrenadante foi utilizado para o ensaio de determinacdo de lipidios
peroxidados pelo método de TBARS (Espécies Reativas ao Acido Tiobarbitlrico)
(Steels et al. 1994). Em outro tubo de 2 mL foram adicionados 0,1 mL de EDTA 0,1 M,
0,15 mL do homogeneizado de células, 0,15 mL de TCA 10 % e 0,6 mL de &cido
tiobarbitdrico 1 % (p/v) em NaOH 0,05 M. As amostras foram preparadas em duplicata
técnica e foi preparado um branco reacional contendo 0,3 mL de TCA 10 % sem o
homogeneizado de células. As misturas reacionais foram incubadas por 15 minutos a
100 °C, os tubos foram resfriados a temperatura ambiente e a absorbancia medida
espectrofotometricamente a ODs3z2nm.

Os resultados sdo expressos em pmoles de MDA/mg de células e o célculo é

apresentado a seguir:

pmoles MDA/mg células = [ODs32nm X 11,5nmotes mpa] X 1000
[ODs70nm X fator celular X 100] X 4,9 X 0,15

4.26. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo de pelo menos trés
experimentos independentes. Para a comparacdo entre grupos foi realizada a Analise de
Variancia (ANOVA) quando a distribuicdo foi normal ou Kruskal-Wallis quando a
distribuicdo dos dados foi ndo-normal. Na comparacdo intragrupo foi utilizado Teste t
de Student para distribuicdo normal ou Wilcoxon para distribuicdo ndo-normal dos

dados. Os resultados foram considerados estatisticamente significativos com p < 0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. CAPITULO 1: ATIVACAO DE YAP2 NA RESPOSTA AO CADMIO

S. cerevisiae possui a Familia Yap composta por oito fatores de transcricdo que
respondem a diversos tipos de estresse, dentre eles, Yapl é o que tem a funcdo mais
esclarecida na literatura e é considerado o principal fator de transcricdo na defesa contra
0 estresse oxidativo. Yap2 € outro membro desta familia e quem possui maior
homologia com Yapl e, por este motivo, encorajou muitos estudos a buscarem a sua
fungéo na levedura (Rodrigues-Pousada et al. 2010). Inicialmente Yap2 era conhecido
como Cadl, uma vez que alguns autores indicaram que a Sua Superexpressdo
proporcionava maior resisténcia ao cadmio (Hirata et al. 1994). E, a partir desses
achados, algumas publicac¢6es surgiram relacionando os dois fatores de transcricdo com
a defesa contra o cadmio, mostrando que a falta do gene YAP1 tornava a célula
altamente sensivel na presenca de caddmio (Wemmie et al. 1994; Azevedo et al. 2003;
Gomes et al. 2005; Azevedo et al. 2007) e que, independente da auséncia do gene YAP2
ndo tornar as células mais sensiveis ao caddmio, a superexpressdo deste gene na mutante
yap 14 resgatava a tolerancia ao estressor (Hirata et al. 1994).

Desse modo, os resultados referentes a Yap2 que a literatura trouxe até os dias
atuais deixaram davidas sobre a real funcao desse fator de transcricdo em S. cerevisiae e
direcionaram este estudo a levantar as seguintes hipoteses: A) Yap2 poderia ter um
papel secundério, atuando na defesa contra o cadmio apenas quando a defesa regida por
Yapl fosse insuficiente, no caso da presenca de altas concentracdes do metal ou por
Yapl estar inativo; B) Yap2 poderia ter uma funcdo especifica contra o cadmio,
atuando em conjunto com outros genes em uma via de sinalizacdo independente de
Yapl.
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5.1.1. Yapl e Yap2 na toleréncia ao cadmio

Para verificar a importancia de Yapl e Yap2 na defesa contra o estresse
provocado pelo cadmio, primeiramente foi realizado um ensaio de tolerancia ao cddmio
através do Replica Plate em cepas mutantes nesses genes. Dessa forma, as cepas WT,

yaplA e yap2A foram expostas a concentracfes crescentes de cddmio, como mostra a

Figura 12.
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Fig. 12. Analise da tolerancia ao cadmio das cepas mutantes nos genes YAP1 e YAP2 de S. cerevisiae. As cepas WT
(BY4742), yapl4 e yap24 foram cultivadas até a fase exponencial em glicose (meio YPD 2 %) e diluidas em série para serem
colocadas em spots em placas contendo apenas meio YPD 2 % so6lido e meio YPD 2 % solido acrescido de elevadas

concentragdes de CdCl,. Em (A) concentracGes mais baixas de cadmio; em (B) concentragdes mais elevadas de cadmio.
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Como é possivel observar na Figura 12 A, a falta do gene YAP1 (yapiA) torna a
cepa altamente sensivel nas menores concentracdes de cadmio apresentadas (5 UM e 10
MM de CdCly). Esses resultados corroboram com os apresentados na literatura, 0s quais
mostram a mutante yaplA sensivel ao cadmio em outras cepas de S. cerevisiae e
induzidas com outras concentracfes (Wemmie et al. 1994; Azevedo et al. 2003; Gomes
et al. 2005; Azevedo et al. 2007). Como o fator de transcricdo Yapl é responsavel pela
regulacdo de diversos genes como YCF1 (Wemmie et al. 1994), GSH1 (Wu e Moye-
Rowleyl 1994), GTT2 (Barreto et al. 2006), CUP1 (Gomes et al. 2005), dentre outros
que atuam na defesa contra o cadmio, pode-se afirmar que Yapl é determinante para a
sobrevivéncia quando a célula é exposta a este metal.

Por outro lado, como pode ser observado na Figura 12 B, mesmo as mais altas
concentracdes de cddmio ndo causaram qualquer perfil de sensibilidade na mutante
yap2A4 quando comparada com a cepa selvagem, concordando com os achados da
literatura que apontam que a auséncia do gene YAP2, em outros conjuntos de cepas, ndo
torna a cepa mais sensivel a diversas concentracdes de cadmio (Wu et al. 1993; Bossier
et al. 1993; Hirata et al. 1994; Lesuisse e Labbe 1995; Azevedo et al. 2007).

Mesmo com os dados demonstrando a falta de sensibilidade ao cadmio pela
mutante yap24, Wu e colaboradores em 1993, quando descobriram Cadl (Yap2) como
um homologo de Yapl, ja demonstraram que a superexpressdo de YAP2 aumenta a
resisténcia ao cadmio e, a seguir, outros autores também o comprovaram
superexpressando YAP2 em diferentes conjuntos de cepas (Bossier et al. 1993; Hirata et
al. 1994; Lesuisse e Labbe 1995). Esse fato da a ideia de que Yap2 possui um papel
importante na regulacdo do estresse ocasionado por cadmio, porém se torna preciso
esclarecer se Yap2 é requerido apenas na auséncia de Yapl ou possui um papel central

na defesa celular.

5.1.2. Cadmio induz a expressao de YAP1 e YAP2

A fim de verificar se 0 cddmio induz a expressdo de YAP1 e YAP2, foi realizado

um gRT-PCR para mensurar os niveis de RNAm dos dois genes e o nivel das proteinas
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Yapl e Yap2 por Western blot, utilizando as quimeras Yapl-HA, Yap2-HA e o

anticorpo anti-HA, apds a indu¢do com 1 mM de CdCl..
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Fig. 13. Efeito do cadmio na expressdo de RNAmM de YAPL e no nivel da proteina
Yapl. (A) A expressao relativa de YAPL foi avaliada por gRT-PCR na cepa WT
(BY4742) sem indugéo e com inducdo de 1 mM de CdCl, por 30 minutos. Os valores
apresentados sdo média e desvio padrdo de triplicatas biologicas. O gene ACT1 foi
utilizado como um gene de referéncia. Os resultados tiveram diferenga estatisticamente
significativa entre a situacdo controle e a situacdo com cadmio (p<0,0001). (B) Células
da cepa WT (BY4742) transformadas com vetor contendo Yapl-HA foram tratadas ou
ndo com 1 mM de CdCl,, coletadas conforme os tempos indicados e analisadas por

Western blot. A proteina Pgkl foi utilizada como controle interno.
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Fig. 14. Efeito do cadmio na expresséo de RNAm de YAP2 e no nivel da proteina
Yap2. (A) A expressdo relativa de YAP2 foi avaliada por gRT-PCR na cepa WT
(BY4742) sem inducdo e com inducdo de 1 mM de CdCl, por 30 minutos. Os valores
apresentados sdo média e desvio padrdo de triplicatas bioldgicas. O gene ACT1 foi
utilizado como um gene de referéncia. Os resultados tiveram diferenga estatisticamente
significativa entre a situacdo controle e a situacdo com cadmio (p<0,0001). (B) Células
da cepa WT (BY4742) transformadas com vetor contendo Yap2-HA foram tratadas ou
ndo com 1 mM de CdCl,, coletadas conforme os tempos indicados e analisadas por

Western blot. A proteina Pgkl foi utilizada como controle interno.
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E possivel verificar que houve um aumento significativo na expressio de RNAmM
tanto de YAP1 (Figura 13 A) quanto de YAP2 na cepa WT (Figura 14 A) e que 0s niveis
das proteinas Yapl e Yap2 aumentam apds a inducdo com cadmio (Figuras 13 B e 14
B).

Os resultados que demonstram o aumento na expressédo de YAP1 corroboram
com os resultados de tolerancia apresentados anteriormente, nos quais Yapl mostrou-se
determinante para a sobrevivéncia da célula exposta ao cddmio. Na presenca do estresse
por este metal, o fator de transcricdo Yapl é altamente induzido tanto nos niveis génicos
quanto proteicos. No entanto, apesar de a falta de Yap2 n&do ter aumentado a
sensibilidade ao cadmio, esses resultados comprovam que o estresse pelo metal induz a
expressao génica e proteica de Yap2.

Além disso, foi verificado que os niveis de expressdo diferem entre 0s genes,
uma vez que o0 aumento que ocorre na expressao de YAP2 ap0s o estresse com cadmio é
ainda maior do que o observado na expressdo de YAP1 (p<0,0001). Fernandes e
colaboradores (1997) analisaram o potencial de ativacédo transcricional de Yapl e Yap2
avaliando a atividade da B-Galactosidase, uma vez que expressaram em células de S.
cerevisiae um vetor contendo Yapl ou Yap2 fusionados a LexA e outro vetor contendo
0 gene reporter LacZ fusionado a HIS3 com sitio de reconhecimento para LexA. A
partir da analise por Northen blot, evidenciaram gue a ativacao transcricional por Yap2
aumenta cinco vezes ap6s a indugdo com 400 uM de CdCl. durante 4 horas, enquanto
que 0 aumento na ativacdo transcricional de Yapl foi de apenas 1,6 vezes. Ademais,
comprovaram que a superexpressao de YAP2 em uma mutante yaplA foi capaz de
aumentar 7,3 vezes a transcricdo de HIS3 ap6s a adi¢do de cadmio, em contrapartida, a
ativacdo por Yapl foi fortemente induzida por H202, mas ndo por cadmio. No entanto, é
possivel observar que a expressdo proteica de Yapl aumenta consideravelmente apds a
inducdo com cadmio, sugerindo que este metal tenha um efeito mais relevante na
expressao de Yapl de um modo pos-transcricional.

Mesmo sabendo que os fatores de transcricdo da Familia Yap, principalmente
Yapl e Yap2, possuem diversas propriedades em comum, essas proteinas sé&o
funcionalmente distintas. Fernandes e colaboradores (1997) definiram que alguns

promotores de levedura podem ser ativados de forma diferente por cada proteina da
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Familia Yap, as quais irdo afetar de forma variada a resposta aos diversos agentes
estressores.

Reunidos, esses dados sugerem que tanto Yapl quanto Yap2 séo fortemente
induzidos pelo estresse provocado pelo cadmio.

Assim, este estudo buscou verificar se Yapl pode controlar a expressao de YAP2
na presenca do cadmio. Para isso, foi realizado um gRT-PCR para mensurar 0s niveis
de RNAmM de YAP2 ap6s a indugdo com 1 mM de CdCl..

B controle
B30 minutos

060 minutos

Expressao Relativa de Y4P2/ACTI1

WT yaplA

Fig. 15. Andlise do efeito do cadmio e do envolvimento de Yapl na expressao de
RNAmM de YAP2. A expressdo relativa de YAP2 foi avaliada por gRT-PCR nas cepas
WT (BY4742) e yapiA sem indugdo e com indugdo de 1 mM de CdCl, por 30 e 60
minutos. Os valores apresentados sdo média e desvio padréo de triplicatas bioldgicas. O
gene ACT1 foi utilizado como um gene de referéncia. Os resultados tiveram diferenca
estatisticamente significativa entre a situagdo controle e as situacbes com cadmio
(p<0,0001).
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Como é possivel observar nos resultados apresentados na Figura 15, apds a
inducdo com cadmio os niveis de YAP2 aumentam significativamente na WT e na
mutante yapl4, sugerindo que a expressdo de YAP2 ocorre de forma independente de
Yapl com o estresse provocado pelo metal.

5.1.3. Yap2 est4 ativo na resposta ao cadmio

Sabendo que o gene YAP2 ¢ altamente induzido e a sua proteina altamente
expressa em condi¢cbes de estresse por cddmio, de forma independente de Yapl, este
estudo buscou verificar se Yap2 estd ativo na célula estimulando a expressdo de um
gene-alvo especifico.

Azevedo e colaboradores (2007) verificaram que a proteina Frm2 seria um alvo
especifico de YAP2 quando superexpressaram esse gene em uma mutante yapld em
condigBes de estresse com cadmio. Os autores verificaram o aparecimento de uma
mancha em um gel bidimensional de proteina que, apds sequenciada, mostrou ser a
proteina Frm2.

Nesse sentido, a expressao de FRM2 foi utilizada neste estudo a fim de testar a
atividade de Yap2 e, para isso, os niveis de expressdo de RNAm de FRM2 foram
analisados nas cepas WT e mutantes yap 14, yap24 e yaplAyap24 induzidas durante 30

minutos com 1 mM de CdCl..
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Fig. 16. Efeito do cadmio na atividade de Yap2 e expressdo de RNAmM de FRM2. A
expressao relativa de FRM2 foi avaliada por gRT-PCR nas cepas WT (BY4742), yapiA,
yap24 e yap1Ayap24 sem inducédo (barras pretas, situacdo controle, sem estresse) e com
indugdo de 1 mM de CdCl, (barras brancas, cddmio) por 30 minutos. Os valores
apresentados sdo média e desvio padréo de triplicatas bioldgicas. Os resultados tiveram
diferenca estatisticamente significativa entre a situacdo controle e a situacdo com
cadmio na cepa WT (p<0,0001) e na cepa yapi4 (p<0,001).

A Figura 16 mostra que a expressdao de FRM2 aumenta significativamente apds
estresse com cadmio e que na auséncia de YAP2 (yap2A4) a expressdo de FRM2 ndo é
induzida em resposta ao cadmio. Quando comparada com a cepa WT, a mutante yap /4
também apresentou uma menor inducdo da expressdo de FRM2. No entanto, mesmo na
auséncia de YAP1 observou-se um aumento significativo nos niveis de expressdo de
FRM2 apos inducdo com cadmio, que foi abolido na auséncia de YAP2.

Os dados apresentados na literatura salientam que Frm2 é um alvo especifico de
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Yap2, ja que a expressao desta proteina foi vista em uma mutante yapl4 (Azevedo et al.
2007). No entanto, é possivel dizer que a expressdo de FRM2 ¢ parcialmente regulada
por Yapl em resposta ao cadmio, mas Yap2 é o seu principal regulador. Como a
proteina Frm2 mostrou-se envolvida na via de sinalizacdo de acidos graxos (Ball et al.
2000), foi sugerido que Frm2 esté envolvido no metabolismo lipidico e, como cadmio é
um estressor com alto potencial de gerar peroxidacéo lipidica (Reiser et al. 1999), Yap2
poderia estar ligado a Frm2 na resposta ao estresse oxidativo causado pelo cadmio
(Azevedo et al. 2007). Bang e colaboradores (2013) verificaram que a superexpressao
de YAP2 em condigBes fisioldgicas causa um aumento de quase cinco vezes da
expressao de FRM2 e que os niveis de expressdao do gene reduziram a metade na
mutante yap24 quando comparada com a WT.

Todos esses dados sugerem que Yap2 esta ativo quando a célula é induzida por
cadmio e, como um fator de transcricdo, estimula a expressdo de genes-alvo, como

FRM2, que atuam na célula em defesa contra o cadmio.
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5.2. CAPITULO 2: RCK1 REGULA OS FATORES DE TRANSCRICAO YAP1 E
YAP2 EM RESPOSTA AO CADMIO

De acordo com os resultados acima (Capitulol) Yap2 seria importante para
defesa contra o cadmio: sua expressdo é induzida fortemente em resposta ao metal,
levando a inducgdo de fatores de protecdo relacionados ao metabolismo lipidico, Frm2.
Como a via de sinalizacdo em resposta ao cadmio regida por Yapl esta bem esclarecida
na literatura e pouco se sabe sobre o papel de Yap2 na defesa contra este metal, neste
capitulo buscou-se desvendar a via de sinalizagdo celular em resposta ao cadmio que é
orquestrada por Yap2, buscando possiveis genes e proteinas envolvidos nesse
mecanismo regulatorio.

Para identificar proteinas da via de sinalizacdo ligada a Yap2, inicialmente usou-
se a ferramenta de bioinformatica STRING, que recupera interacbes entre
genes/proteinas (interatomas). O nome “Yap2/Cadl” foi utilizado como isca para
encontrar as proteinas que se relacionam com Yap2 e, dentre outras proteinas, a
ferramenta mostrou uma interacdo a nivel experimental entre Yap2 e a proteina Rckl
(Figura 17), com um escore de interagdo funcional de 0,735, considerado um nivel alto
de confianca.
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@ CAD1 AP-1-like basic leucine zipper (bZIP) transcriptional activator involved in stress responses, iron metabolism,
and pleiotropic drug resistance; controls a set of genes involved in stabilizing proteins; binds consensus
sequence TTACTAA; Transcription activator closely related to YAP1. Like YAPL1, its activity can be induced by
cadmium and peroxide stress, probably involving similar mechanisms inducing nuclear accumulation and
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(Saccharomyces cerevisiae) 2 wug 82 £ CE’
Scs0algs W
. R DVOOXMgT |°-
Predicted Functional Partners: zoovouwarE= §
71777 »
YAP1 Basic leucine zipper (bZIP) transcription factor required for oxidative stress tolerance; activ [...] (650 aa) s & » 0.987
£ HTB1 Histone H2B, core histone protein required for chromatin assembly and chromosome function; near [...] (131 aa) . 0.913
TDAS DNA-binding protein, putative transcription factor; green fluorescent protein (GFP)-fusion prot [...] (1251 aa) ¢ |0.858

@ PCA1 Cadmium transporting P-type ATPase; may also have a role in copper and iron homeostasis; stabil [...] (1216 aa) e 0.835

VMA8 Subunit D of the eight-subunit V1 peripheral membrane domain of the vacuolar H+-ATPase (V-ATPas [...] (256 aa) L] 0.820
@ AHP1 Thiol-specific peroxiredoxin, reduces hydroperoxides to protect against oxidative damage; funct [...] (176 aa) L] 0.801
HYR1 Thiol peroxidase that functions as a hydroperoxide receptor to sense intracellular hydroperoxid [...] (163 aa) . 0.775
® GLC7 Type 1 serine/threonine protein phosphatase catalytic subunit, involved in many processes (eg- [...] {312 aa) L] 0.739
£ RCK1 Protein kinase involved in the response to oxidative stress; identified as suppressor of S. pom [...] (512 aa) . 0.735
' MSN4 Transcriptional activator related to Msn2p; activated in stress conditions, which results in tr [...] (630 aa) * 0.715

Fig. 17. Busca pelo interatoma ligado a Yap2 através da ferramenta de
bioinformatica STRING. (http://string-db.org/ acessado em 14/05/2015). As cores das

linhas significam as formas que a literatura apresenta a interacdo (linha rosa =

experimental). As cores das esferas sdo as referéncias para as legendas que se
encontram na parte inferior da figura com as especificacGes de cada proteina. Ao lado
direito e inferior da figura estdo os niveis de confianca dos escores de interacdo das

proteinas com Yap?2.

A pesquisa através da ferramenta trouxe a tona a publicacdo de Bilsland e
colaboradores (2004), na qual apresenta a interacdo entre Yap2 e Rckl em condic¢Oes
fisioldgicas através dos ensaios de Duplo-Hibrido e Co-imunoprecipitagéo.

O gene RCK1 foi primeiramente isolado de uma biblioteca gendmica de S.
cerevisiae pela sua habilidade de suprimir a sensibilidade a luz UV da mutante radiA
em Schizosaccharomyces pombe (Nasmyth e Tatchell 1980). A ORF RCK1 encontrada


http://string-db.org/
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e sequenciada foi ligada a atividade de restauracdo da resisténcia a radiagcdo e seu gene
mostrou codificar a proteina cinase Rckl de 58 kDa (Dahlkvist e Sunnerhagen 1994) da
subfamilia das MAP cinases. Quando, em 1990, Sunnerhagen e colaboradores
construiram a mutante rckl4 a partir da cepa W303-1A, analisaram a toleréncia desta
cepa a radiacdo e ndo verificaram qualquer alteracdo no perfil de resisténcia a radiacédo
UV ou y quando comparada com a WT. Além disso, também nao observaram mudancgas
entre a mutante e a WT quando avaliadas taxa de crescimento, morfologia, meiose,
esporulacdo, faixa de temperatura, sensibilidade osmética e sensibilidade ao inibidor de
mitose methylbenzimidazole-2-yl-carbamate (Sunnerhagen et al. 1990). Esse perfil de
viabilidade inalterada contra diversos estressores deixou duvidas ao longo dos anos

quanto ao papel dessa cinase na resposta a toxicos e mutagénicos.

5.2.1 Proteina Rck1l envolvida na resposta ao cadmio

Enguanto ndo havia uma funcdo bem determinada para a proteina Rckl em S.
cerevisiae, Bilsland e colaboradores (2004) buscaram verificar o papel dessa proteina
cinase na resposta ao estresse oxidativo, avaliando o perfil de crescimento da mutante
rcklA na presenca de outros estressores, como o tBOOH e cadmio. No entanto, 0s
autores verificaram que Rckl parecia estar envolvido apenas na resposta ao estresse por
tBOOH, ja que ndo mostrou sensibilidade ao cadmio.

O presente trabalho inicialmente buscou verificar se a proteina Rckl possui
algum papel na defesa contra o c&dmio. Nesse sentido, foram feitas curva de
crescimento e ensaio de sensibilidade ao cadmio utilizando as cepas WT e mutante
rckl4 na presenca de 25 e 50 uM de CdCl,. Foi observado que, em condicgdes
fisioldgicas, as duas cepas nao apresentam diferencas no perfil de crescimento (Figura
18 A). Ambas as cepas tiveram o crescimento inibido pelo cadmio, mas este efeito foi
mais pronunciado na WT (Figura 18 B e C).
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Fig. 18. Efeito do cAdmio no crescimento celular da cepa mutante no gene RCK1 de
S. cerevisiae. Curva de crescimento da cepa WT (BY4742) e da mutante rcki4 em meio
SC ndo induzido (A) e induzido com 25 uM (B) e 50 uM de CdCl; (C). A cepas foram
cultivadas durante 25 horas a 30 °C e 200 rpm e a absorvancia a 600 nm (ODgoonm) foi

avaliada a cada hora.



115

Ainda, o perfil fenotipico de tolerancia ao cadmio foi analisado atraves da
técnica de Replica Plate. Sendo assim, as cepas foram submetidas a crescentes
concentracdes de CdCl» e os resultados apresentados na Figura 19 demonstram que a
mutante rck14 mostra uma alta taxa de sobrevivéncia mesmo em altas concentracoes de
cadmio e tolera mais o estresse que a cepa WT. Também foi construida a dupla mutante
yaplArckiA a fim de verificar se o perfil de resisténcia ao cadmio da mutante rckiA
permanece em condicdes de alta toxicidade apresentada pela falta do gene YAP1. E
possivel observar que a mutante yapiA € altamente sensivel ao cddmio, no entanto,
quando Rckl é ausente nesta cepa (yaplArcklA), a torna mais tolerante ao estresse
(Figura 19).
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Fig. 19. Analise da tolerancia ao cadmio das cepas mutantes no gene RCK1 de S. cerevisiae. As cepas WT (BY4742), yapl4, rckld e

yaplarckla foram cultivadas até a fase exponencial em glicose (meio YPD 2 %) e diluidas em série para serem colocadas em spots em

placas contendo apenas meio YPD 2 % solido e meio YPD 2 % solido acrescido de elevadas concentracdes de CdClo.
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A partir dos resultados apresentados neste estudo, pode-se dizer que a mutante
rckiA tem o mesmo perfil de crescimento que a WT em condi¢es fisioldgicas, mas
apresenta um surpreendente perfil de resisténcia quando induzida com cddmio. Quando
Bilsland e colaboradores (2004) analisaram o perfil de crescimento da mutante rckiA,
verificaram apenas que esta cepa apresentou um crescimento mais lento comparado com
a WT (W303-1A) na presenca de 0,5 mM de tBOOH, enquanto que com 15 pM de Cd?*
ndo observaram diferenca. Pode-se observar nos resultados dos autores que a mutante
rcki4 ndo foi sensivel ao cadmio e que, no grafico apresentado por eles, a linha que
representa a mutante se localiza ligeiramente acima da linha da WT. E possivel que,
pelo fato de muitas outras cepas terem sido mostradas no mesmo grafico, o eixo y (com
a escala logaritmica que corresponde a leitura da OD) ficou mais condensado que o
apresentado neste estudo e tenha mascarado a resisténcia da mutante rckiA.

Os resultados obtidos neste estudo pelo ensaio de tolerancia confirmam e
realgam, de um modo qualitativo, que a mutante rck/4 mostra alta tolerancia até a mais
alta concentracdo de CdCl, apresentada.

A fim de verificar se o perfil de resisténcia ao estresse apresentado pela mutante
rckl4 permanece mesmo em condi¢cfes de alta toxicidade de cadmio, foi construida a
dupla mutante yaplArcki4 de modo a simular altas concentragdes intracelulares de
cadmio e elevada toxicidade pela falta do gene YAP1. Optou-se por avaliar o efeito da
falta de RCK1 na mutante deficiente em YAP1, uma vez que estd bem demonstrado na
literatura a importancia de Yapl na defesa contra o cadmio ao regular a expressdo de
genes vitais, como YCF1 (Li et al. 1997), GSH1 (Que Moye-Rowleyl 1994), GTT2
(Barreto et al. 2006) e CUP1 (Gomes et al. 2005), dentre outros. Nesse sentido, foi
possivel constatar que a mutante yapl4 é altamente sensivel ao cddmio, porém, quando
RCK1 é retirado desta cepa para formar a dupla mutacdo yaplArckiA, a célula resgata
parcialmente a tolerancia que havia sido perdida na mutante simples yap 14 (Figura 19).

Todos esses achados sugerem que, interessantemente, a falta do gene RCK1
confere resisténcia celular a toxicidade do cadmio. Este fato, juntamente com os dados
gue comprovam a existéncia de interacdo entre Yap2 e Rckl em condigdes fisioldgicas,
direcionou este estudo a pesquisar se Yap2 possui algum envolvimento no mecanismo

de tolerancia de rcki4 ao cadmio.
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No entanto, como a auséncia de RCK1 confere vantagem na sobrevivéncia
celular na presenca do cadmio, este estudo buscou avaliar se este metal interfere nos
niveis proteicos de Rckl. Nesse sentido, RCK1 foi ligado ao epitopo HA e 0s niveis
dessa proteina foram avaliados na presenca de 1 mM de CdCl, por Western blot. Como
ndo foi possivel detectar a expressdo de Rckl utilizando o promotor natural de RCK1, a
fusdo RCK1-HA foi inserida em um plasmideo para estar sob o controle do promotor
MET17, o qual e altamente induzido por cddmio e reprimido por metionina. Além
disso, a quantificagdo da densitometria das bandas foi feita utilizando o Software
Adobe® Photoshop® CS6 versdo 13.0 x64. Para os tempos de indugdo com cadmio, o
calculo da densitometria real foi feito normalizando a densitometria absoluta das bandas
de Rck1-HA pela densitometria absoluta do controle interno Pgkl.

Os resultados apresentados na Figura 20 A e B mostram que os niveis da
proteina Rck1 ndo variam de forma significativa no decorrer do tempo de inducdo com

cadmio, sugerindo que o metal ndo afeta os niveis proteicos de Rck1.
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Fig. 20. Efeito do cadmio no nivel da proteina Rckl. (A) Células da cepa WT
(BY4742) transformadas com vetor contendo Rck1l-HA foram tratadas ou ndo com 1
mM de CdCly, coletadas conforme os tempos indicados e analisadas por Western blot.
A proteina Pgkl foi utilizada como controle interno. (B) Os niveis da proteina Rckl

foram quantificados e normalizados com o controle interno Pgk1.
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Além disso, pelo fato da mutante rcki4 demonstrar um fenotipo de resisténcia
ao estresse, a auséncia da expressdo da proteina Rckl poderia ter afetado os niveis
intracelulares de cadmio na levedura. Assim, o contetdo de cddmio dentro da célula foi
analisado por ICP-MS apds exposicdo das cepas a 25 uM de CdCl; durante 6 horas. A
Tabela 8 mostra que a mutante rckl4 teve o contetdo de cadmio levemente menor que
a cepa WT (p<0,05). N&o houve diferenca no contetdo intracelular de cadmio entre as
cepas mutantes rckiA e yap2ArckliA.

Tabela 8. Conteudo intracelular de cadmio (ICP-MS)

Cd
Cepa .
nmol/10°® células
WT 3,647 £ 0,027
yap24 3,683 £ 0,076
rck14 3,018 £ 0,214
yap24rcklA 3,018 £ 0,012

Interessantemente, a auséncia do gene RCK1 causou significante diminuicdo no
conteddo intracelular de cadmio, no entanto esse mecanismo ndo pode ser relacionado
com o fator de transcricio Yap2. E provavel que Rckl interfira no contetido intracelular
de cadmio regulando outro fator de transcri¢do ou transportador de membrana.

Caetano e colaboradores (2015) verificaram que Yapl controla a entrada de
cadmio em S. cerevisiae. Inicialmente, Jensen e Culotta (2002) mostraram que Rox1 €
um regulador negativo de Fet4, um transportador de baixa afinidade de ferro, e em
condigdes aerobicas, Rox1 minimiza a toxicidade por cddmio. Os autores mostraram
que a mutante rox/4 causou um aumento da sensibilidade ao cadmio, uma vez que
levou a perda da represséo e, consequentemente, maior inducdo de Fet4, além disso, a
auséncia de FET4 diminuiu a toxicidade causada por este metal. Nesse contexto,
Caetano e colaboradores (2015) verificaram que Yapl controla positivamente o gene
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ROX1, o repressor de FET4. Com isso, por intermédio de Rox1, Yapl regula a entrada
de cadmio na célula através do controle negativo de Fet4 e esse mecanismo serve como
protecdo contra a toxicidade do cddmio em S. cerevisiae.

Apesar de ndo haver dados na literatura mostrando o envolvimento de Rck1l com
Yapl, é possivel que exista uma relacdo entre essas duas proteinas na regulacdo da
entrada de cadmio na célula. No entanto, neste estudo nédo foi possivel dar respostas a

esta questao.

5.2.2. Yapl e Yap2 medeiam a resisténcia da mutante rckIA ao cadmio

Mesmo que a existéncia da interacdo entre Yap2 e Rckl ja tenha sido
comprovada anteriormente, o0 impacto dessa interacdo, principalmente na presenca de
estresse ainda precisa ser elucidado. Para entender se Yap2 possui algum papel
intermediador na resisténcia de rcklA ao cadmio, primeiramente o perfil fenotipico das
cepas foi verificado em diversas concentracGes de cddmio no ensaio de tolerancia por
Replica Plate. Os resultados demonstram que a cepa dupla mutante yap24rckl4
mostrou maior resisténcia que a mutante yap24 (Figura 21 B), além disso a dupla
mutante yapIArckiA foi mais resistente que a cepa yap/4 (Figura 21 A e B). Pode-se
observar também que a mutante simples yap 14 e a dupla mutante yap IAyap24 possuem
o mesmo perfil de sensibilidade ao cadmio que a tripla mutante yaplAyap2ArckiA
(Figura 21 A e B).
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Fig. 21. Anélise da tolerancia ao cAdmio das duplas e tripla mutantes construidas neste estudo. As cepas WT (BY4742), yaplA, yap2A,

WT
vaplA
vap24

rekiA
vaplAyap2A
yaplArckiA
vaplAyap2ArcklA

B

—]

rcklA, yaplAyap2A, yaplArckiA e yaplAyap2ArcklA (A) e as cepas WT (BY4742), vaplA, yap2A, rcklA, yaplAyap2A, yaplArckiA,
yvap2ArckliA e yaplAyap2ArckiA (B) foram cultivadas até a fase exponencial em glicose (meio YPD 2 %) e diluidas em série para serem
colocadas em spots em placas contendo apenas meio YPD 2 % solido e meio YPD 2 % so6lido acrescido de elevadas concentragdes de CdCl..

As células foram crescidas a 30 °C durante 48 horas.
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A partir dos resultados apresentados acima, este estudo sugere novas funcdes
regulatérias para a proteina Rck1.

De acordo com os dados apresentados, a maior tolerancia ao cadmio da mutante
rcki14 foi perdida quando o gene YAP2 foi retirado desta cepa, o que pode ser observado
quando comparada a dupla mutante yap24rckiA com a mutante rckiA (Figura 21 B).
Este resultado sugere que Yap2 pode mediar a resisténcia ao cddmio conferida pela
mutante rcklA. Esse dado ainda pode ser confirmado com os resultados apresentados na
Figura 21 A e B, uma vez que a delecdo de RCK1 na mutante yaplA4 aumentou a
tolerancia ao cadmio, mas a retirada do gene YAP2 dessa cepa (yvaplAyap2ArckiA) ndo
foi capaz de aumentar a tolerancia ao metal. O mesmo pode ser sugerido sobre Yapl,
pois com a retirada do gene YAPL da cepa mutante rckl4 a tolerancia ao cadmio é
perdida. Desse modo, pode-se pensar que Rckl tenha um papel regulatério sobre Yapl
e Yap2 e influencie sobrevivéncia celular frente ao estresse provocado pelo cadmio.

Existem dados na literatura apontando que alguns fatores de transcricdo da
Familia Yap tém as suas atividades prejudicadas por cinases. Fernandes e colaboradores
(1997) mostraram que a proteina cinase A (PKA) inibe a atividade de alguns fatores de
transcricdo da Familia Yap — Yapl, Yap2 e Yap3 — verificando que, em condi¢cbes
fisiologicas, a atividade transcricional, os niveis de RNAm e de proteina sdo reduzidos
por esta proteina cinase. Outro estudo verificou que a via de sinalizagdo em resposta ao
estresse oxidativo regulada por Yapl é prejudicada pela PKA (Charizanis et al. 1999).

Nesse contexto, a fim de verificar se a cinase Rckl modula a atividade de Yap2,
foi testado se esta proteina interfere na inducdo do gene-alvo de Yap2. Dessa maneira, a
realizacdo de qRT-PCR permitiu monitorar a expressao de FRM2 ap6s a indugdo com 1
mM de CdCl> durante 30 minutos. A Figura 22 mostra que a expressdo de FRM2
aumenta significativamente ap06s indu¢do com cadmio em uma mutante rckl4, assim, 0s
resultados indicam que este gene é fortemente induzido na auséncia do gene RCK1. A
dupla mutante yap2Arcki1A também demonstra um aumento significativo na inducéo de
FRM2 ap0s o estresse com cadmio, porém, o aumento foi relativamente menor que o

observado na mutante rckiA.
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Fig. 22. Analise do efeito do cadmio e do envolvimento de Rckl na atividade de
Yap2 e expressdo de RNAmM de FRM2. A expresséo relativa de FRM2 foi avaliada por
gRT-PCR nas cepas WT (BY4742), rckld, yap2A e yap2ArcklA sem inducgdo (barras
pretas, situacdo controle, sem estresse) e com inducdo de 1 mM de CdCl, (barras
brancas, cddmio) por 30 minutos. Os valores apresentados sdo média e desvio padrao
de triplicatas biologicas. Os resultados tiveram diferenca estatisticamente significativa

entre a situacdo controle e a situacdo com cddmio (p<0,0001).

Através dos resultados obtidos com esse experimento, foi possivel demonstrar
que Rckl possui um papel inibitdrio sobre a atividade de Yap2, uma vez que a auséncia
de RCK1 levou a maior inducéo de Yap2, aumentando de forma importante os niveis do
seu gene-alvo FRM2.

Dados apresentados na literatura comprovam que Rckl possui um papel
inibitorio em algumas proteinas envolvidas com o estresse. Chang e colaboradores

(2013) mostraram, através da andlise pela técnica de Microarranjo, que a
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superexpressdo de RCK1 provocou a diminuicdo da expressao de Ptp2, Bckl, MKkl e
Pkcl, as quais sdo MAP cinases da via HOG de S. cerevisiae que respondem ao estresse
osmatico. No entanto, os autores ndo respondem como ou porqué esse mecanismo
inibitdrio ocorre.

Embora ndo exista qualquer evidéncia na literatura sobre Rckl regular
negativamente algum fator de transcricdo da Familia Yap em S. cerevisiae, este estudo

procurou investigar como ocorre 0 mecanismo inibitério de Rckl sobre Yap2.

5.2.3. Rck1l parece néo afetar a fosforilacdo e a expressdo de YAP2/Yap2

Como Rckl é uma proteina cinase, foi analisado se o potencial de fosforilacdo
de Yap2 é prejudicado por Rckl. Para isso, as células foram tratadas ou ndo com a
fosfatase alcalina CIP, uma vez que essa enzima remove fosfatos de residuos em
proteinas. Assim, pode-se notar que a proteina Yap2 parece ser altamente fosforilada
quando submetida a 1 mM de CdCl, por 1 hora, visto que o padrédo de bandas que
aparecem no Western blot somem apds o tratamento com a fosfatase alcalina. No
entanto, a falta de Rck1 ndo pareceu alterar o padréo de fosforilacdo da proteina Yap2
(Figura 23).
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Fig. 23. Andlise do efeito do cAdmio e do envolvimento de Rckl na fosforilagdo de
Yap2. Células da cepa WT (BY4742) e rckiA transformadas com o vetor contendo
Yap2-HA foram tratadas ou ndo com 1 mM de CdCl; por 1 hora e analisadas por
Western blot. O extrato proteico foi tratado ou ndo em paralelo com fosfatase alcalina
CIP para analisar o padrdo de fosforilagdo de Yap2-HA. A proteina Pgkl foi utilizada

como controle interno.

Os resultados deste estudo sugerem que Yap2 é altamente fosforilado em
condicBes de estresse por cadmio e que o aumento das bandas apds a indugdo com
cadmio na Figura 14 B, nos resultados mostrados anteriormente sdo, provavelmente,
causados por fosforilagdo. Em contrapartida, ndo existem dados na literatura que
indiguem cinases com potencial de fosforilar Yap2 e esta € a primeira vez que um
trabalho mostra que Yap2 é fosforilado apds inducdo com cadmio. Através da andlise
pela ferramenta PHOSIDA (http://phosida.com; data: 28/03/2014), um banco de dados

que faz predicdes de sitios de fosforilacdo, pdde-se verificar que Yap2 possui apenas um

sitio de fosforilacdo em S. cerevisiae, uma serina na posi¢do 151, localizada em um
peptideo com sequéncia que pode ser reconhecida e fosforilada por uma caseina cinase
do tipo I. Segundo dados encontrados na ferramenta SGD, em S. cerevisiae existem trés
caseinas cinases — Yck1, Yck2 e Yck3 — no entanto, ndo foi encontrada na literatura
interacdo direta entre essas caseinas cinases e a proteina Yap2. Além disso, este estudo

ndo verificou uma relacdo entre o peptideo fosforilado de Yap2 com Rckl1.


http://phosida.com/
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A literatura aponta que Rckl possui um papel inibitério sobre a funcdo de
fosforilacdo de outras proteinas. Quando superexpresso, RCK1 inibe a fosforilacdo da
proteina Mkk2, uma MAP cinase que fosforila SIt2 na via HOG de resposta ao estresse
(Chang et al. 2013).

Nesse sentido, como ndo foi possivel encontrar relacdo direta que aponte
regulacdo negativa de Yap2 através de fosforilacdo por Rckl, este estudo manteve-se
focado em desvendar como Rckl afeta a atividade de Yap2, e ndo aprofundou a busca
por proteinas que pudessem estar envolvidas em uma via de fosforilacdo em resposta ao
estresse.

Assim, buscou-se saber se Rckl interfere na expressao de YAP2 e, para esse fim,
foi feita analise de expressdo de RNAm de YAP2 por gRT-PCR nas cepas WT e rckiA.

A expressdo de RNAm de YAP2 foi analisada ap6s a exposicdo das cepas a 1
mM de CdCl> durante 30 e 60 minutos. Os resultados mostram que os niveis de RNAmM
de YAP2 aumentam significativamente apds a inducdo com caddmio, mas ndo houve

diferenga entre o aumento observado quando comparadas as duas cepas (Figura 24).
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Fig. 24. Andlise do efeito do cAdmio e do envolvimento de Rckl na expressao de
RNAmM de YAP2. A expressao relativa de YAP2 foi avaliada por qRT-PCR nas cepas
WT (BY4742) e rckiA sem indugdo (barras pretas, situagdo controle, sem estresse),
com inducdo de 1 mM de CdCl por 30 minutos (barras cinzas) e por 60 minutos (barras
brancas). Os valores apresentados sdo média e desvio padrdo de triplicatas bioldgicas.
Os resultados tiveram diferenca estatisticamente significativa entre a situacdo controle e

a situacdo com cadmio (p<0,0001).

Corroborando com os resultados anteriores que mostraram que a falta do gene
RCK1 nédo altera a expressdo proteica de Yap2, na Figura 24 pode ser visto que o
estresse causado pelo cddmio aumenta a expressao de YAP2, no entanto, a expressao
ocorre de forma independente de Rck1.

Por outro lado, muitos genes e proteinas da via HOG de resposta ao estresse
possuem reducdo importante nas suas expressdes quando RCK1 é superexpresso.
Assim, a expressao de Ptp2 é inibida por Rckl, sendo que esta proteina € um regulador
negativo de Hogl, a qual & uma cinase com importante fungdo na resposta ao estresse

osmotico e, consequentemente, Hogl também teve sua expressdo diminuida nessas
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condicdes. Proteinas importantes na via de integridade da parede celular (CWI — Cell
Wall Integrity), como Kdx1 e Slt2, também tem sua expressao reduzida quando RCK1 é
superexpresso (Chang et al. 2013).

Apesar de Rckl ter um papel negativo e direto na expressdo de algumas
proteinas responsaveis pela resposta ao estresse osmatico e na integridade da parede,

ndo parece interferir na expressao de YAP2 em resposta ao estresse por cadmio.

5.2.4. Rckl diminui a estabilidade e o tempo de meia-vida de Yap2

Ainda com a finalidade de entender como Rckl afeta a atividade de Yap2,
buscou-se saber se Rckl interfere na estabilidade e se altera o tempo de meia-vida da
proteina Yap2 na resposta ao cadmio.

Para este fim, o experimento baseou-se na inducdo com cadmio e CHX, esta
ultima muito utilizada como ferramenta experimental pelo seu potencial de inibicdo da
biossintese proteica em eucariotos. A CHX é uma molécula produzida pela bactéria
Streptomyces griseus e, pelo seu efeito no blogueio da fase de alongamento durante a
traducdo, tem sido aplicada em estudos para determinar a meia-vida de proteinas.

Primeiramente, foi verificado se Rckl afeta a degradacao de Yap2-HA, assim, as
células foram induzidas com cadmio durante 10 minutos, a sintese proteica foi inibida
com CHX e a cinética de tempo de inducdo com os estressores foi analisada através de
Western blot.

Os resultados apresentados na figura 25 A apontam que Yap2 comeca a ser
degradado antes na cepa WT quando comparado com a mutante rckl14.

Para complementar esses dados, o tempo de meia-vida de Yap2-HA foi
calculado nas duas cepas e os resultados apresentados na Figura 25 B mostram que 0
turnover de Yap2 ¢é claramente mais lento (meia-vida de 158 minutos) na mutante rck/4

guando comparado a WT (meia-vida de 84 minutos).
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Fig. 25. Analise do efeito do cAdmio e do envolvimento de Rckl na estabilidade e
no tempo de meia-vida da proteina Yap2. A) A estabilidade da proteina Yap2 foi
avaliada por Western blot ap6s as cepas WT (BY4742) e rckiA, transformadas com o
plasmideo contendo Yap2-HA, serem tratadas ou ndo com 1 mM de CdCl. por 10
minutos, expostas a 100 pg/mL de CHX e coletadas conforme os tempos indicados. A
proteina Pgkl foi utilizada como controle interno. B) O gréfico representa a

porcentagem de proteina Yap2-HA residual apos a adi¢do de cadmio e CHX.

A partir desses achados, é possivel afirmar que Rckl possui influéncia na

estabilidade da proteina Yap2, uma vez que a falta do gene RCK1 causou menor
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degradacdo de Yap2 e, como consequéncia, 0 tempo de meia vida dessa proteina se
tornou maior na mutante em condicdes de estresse por cadmio. Esse dado explica o fato
pelo qual a mutante rckl4 torna Yap2 mais ativo em resposta ao estresse causado pelo

cadmio.

5.2.5. A exportacdo nuclear de Yap?2 é afetada por Rckl

Como cadmio estimula o acimulo de Yap2 no ndcleo para que ative seus genes-
alvo como mecanismo de defesa, este estudo também avaliou a cinética de localizacéo
celular de Yap2 nas cepas WT e rcklA. Esse ensaio foi realizado analisando as células
com microscopia de fluorescéncia a partir de cepas que continham o gene YAP2 ligado a
proteina verde fluorescente GFP.

A andlise mostrou que a proteina Yap2 permanece mais tempo no nucleo na
mutante rcki4 que na WT. Pode-se notar na Figura 26 que a proteina Yap2 se desloca
para o nucleo no tempo de 15 minutos de estresse com cadmio nas duas cepas. Com 120
minutos de inducdo, algumas células ja apresentam fluorescéncia mais difusa na WT,
enguanto a mutante rckl4 ainda apresenta fluorescéncia estritamente nuclear. Aos 180
minutos, Yap2 ja se encontra distribuido entre nicleo e citoplasma na WT, ao passo que
Yap2 permanece no ndcleo na auséncia de RCK1 até 240 minutos de estresse com

cadmio.
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Fig. 26. Analise do efeito do cadmio e do envolvimento de Rckl na localizacdo
celular de Yap2. As cepas WT (FY1679-01B) e rckiA expressando YAP2 fusionado ao
GFP, foram crescidas em meio SD-LEU sem inducdo (-Cd) e com inducéo de 1 mM de
CdCl> (+Cd), coletadas nos tempos indicados e analisadas por microscopia de

fluorescéncia. CF, contraste de fase; DAPI, marcacdo do nucleo; GFP, fluorescéncia.

E sabido que, com o estimulo do cadmio, Yap2 desloca para o nlcleo e, apds
aproximadamente duas horas, retorna para o citoplasma (Azevedo et al. 2007; Bilsland
et al. 2004). O mecanismo de defesa contra o cadmio realizado pelo fator de transcri¢éo
Yap2 depende da sua localizacdo nuclear ativando seus genes-alvo na resposta ao
estresse. Quando o estresse cessa, Yap2 volta para o citoplasma através da proteina de
membrana nuclear Crm1 que reconhece o NES de Yap2 (Azevedo et al. 2007). No

presente estudo foi verificado que a fluorescéncia passa a ser difusa nas células da cepa
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WT a partir de 120 minutos de estresse com cadmio. Interessantemente, os resultados
comprovam que Rckl influencia a localizacdo celular de Yap2, uma vez que foi
mostrado que o retorno de Yap2 para o citoplasma é atrasado na mutante rckl4.

Como Rckl afeta o retorno de Yap2 para o citoplasma, inicialmente pensou-se
que Rckl pudesse alterar a conformacdo da proteina Yap2 e, assim, pudesse
indiretamente mascarar o NES que seria reconhecido por Crm1, tornando a exportacao
de Yap2 prejudicada. No entanto, Rckl n&o interfere na fosforilagdo de Yap2 e,
portanto, ndo poderia alterar a conformacdo desta proteina. Este estudo ndo realizou
mais experimentos a fim de desvendar de que forma Rckl afeta o deslocamento de
Yap2 para o citoplasma, sugere-se que futuros trabalhos sejam realizados a fim de
verificar se tal hipdtese procede.

Os achados desse estudo apresentam um papel de Rckl como inibidor da
atividade de Yap2. Foi mostrado que Rckl reduz o tempo de meia-vida da proteina
Yap2, encurtando o periodo de tempo que Yap2 permanece no nucleo, assim, esse fator
de transcricdo tem sua funcdo de inducdo de genes de defesa contra o cadmio
prejudicada. Dessa forma, o prolongado tempo de meia-vida apresentado pela mutante
rcki4A pode ser uma consequéncia do ineficiente deslocamento de Yap2 para o
citoplasma, uma vez que a degradacdo de Yap2 ocorre no citoplasma.

Como Yap2, Yapl também se desloca para o nicleo na presenca do cadmio para
ativar seus genes-alvo importantes na defesa contra o estresse. Desse modo, buscou-se
saber se Rckl interfere na localizacao celular do fator de transcricdo Yapl.

A cinética de localizacdo de Yapl nas cepas WT e rckiA foi avaliada e 0 ensaio
utilizou de microscopia de fluorescéncia para visualizar as células contendo o gene
YAP1 ligado a proteina verde fluorescente GFP.

Os dados apresentados na Figura 27 indicam que aos 15 minutos YAP1 esta
parcialmente no nucleo e aos 30 minutos pode-se verificar o seu acimulo nuclear. Com
90 minutos de indugdo com cadmio, YAP1 se encontra novamente no citoplasma. N&o
foi possivel observar diferencas de localizacdo celular de YAP1 entre as cepas WT e
rcklA.
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Fig. 27. Analise do efeito do cadmio e do envolvimento de Rckl na localizagéo
celular de Yapl. As cepas WT (FY1679-01B) e rckiA expressando YAP1 fusionado ao
GFP, foram crescidas em meio SD-TRP sem inducdo (-Cd) e com inducédo de 1 mM de
CdCl, (+Cd), coletadas nos tempos indicados e analisadas por microscopia de
fluorescéncia. CF, contraste de fase; DAPI, marcacdo do ndcleo; GFP, fluorescéncia.

Os resultados obtidos a partir do ensaio de localizacdo celular mostraram que
Rckl ndo parece afetar o deslocamento nuclear de Yapl, uma vez que Yapl tem o
mesmo perfil de distribui¢do de fluorescéncia na cepa WT e na mutante rckiA.

Apesar de Rckl ndo alterar o padréo de localizacdo celular de Yapl, este estudo
buscou saber se essa cinase possui algum efeito sobre Yapl através de mecanismos de

fosforilag&o e/ou nos seus niveis proteicos.
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5.2.6. Rckl interfere na expressao e na estabilidade de Yapl

Para verificar se existe relagdo entre Yapl e Rckl, este trabalho verificou se
Rckl interfere no potencial de fosforilacdo, nos niveis de proteina e na estabilidade de
Yapl. Para avaliar a expressdo proteica e a fosforilacdo de Yapl nas cepas WT e rckiA
por Western blot, as células foram induzidas ou ndo com 1 mM de CdCl; por 1 hora e
tratadas ou ndo com a fosfatase alcalina CIP (Figura 28 A). Também foi verificado se
Rck1 afeta a estabilidade da proteina Yapl, desta forma, as células foram induzidas com
cadmio durante 10 minutos, a sintese proteica foi inibida com CHX e a cinética de
tempo de inducdo com os estressores foi analisada através de Western blot (Figura 28
B).

Como pode ser visto na Figura 28 A, o resultado indica que cddmio néo ativa a
fosforilacdo de Yapl. Por outro lado, a mutante rcklA apresentou menores niveis de

expressao proteica (Figura 28 A) e menor estabilidade da proteina Yapl (Figura 28 B).
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Fig. 28. Analise do efeito do cadmio e do envolvimento de Rckl na fosforilagdo, no
nivel da proteina e na estabilidade da proteina Yapl. As cepas WT (BY4742) e
rcki14 transformadas com o vetor contendo Yapl-HA. A) As células foram tratadas ou
ndo com 1 mM de CdCl. por 1 hora, 0 extrato proteico foi tratado ou ndo em paralelo
com fosfatase alcalina CIP para analisar o padréo de fosforilagdo de Yapl-HA. B) As
células foram tratadas ou ndo com 1 mM de CdCl> por 10 minutos, expostas a 100
pg/mL de CHX e coletadas conforme os tempos indicados. As amostras foram

analisadas por Western blot e a proteina Pgk1 foi utilizada como controle interno.

N&o existe nenhuma interacdo entre Yapl e Rckl descrita na literatura, nem
mesmo quando a andlise de interacdo entre proteinas é feita pela ferramenta de
bioinformatica STRING, a qual também mostra proteinas citadas ao mesmo tempo em
uma mesma publicacdo. Esse resultado é o primeiro a demonstrar uma relacdo entre
Yapl e Rckl.
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Interessantemente, neste trabalho foi verificado que, diferente do que ocorre com
Yap2, Rckl parece estabilizar a proteina Yapl. Nesse sentido, pode ser que, pelo fato da
mutante rcklA4 ocasionar uma redugdo nos niveis proteicos de Yapl, a estabilizacdo de
Yap2 ocorra como uma forma da célula contornar a deficiéncia em Yapl. Isso pode
ocorrer através da formacdo de um heterodimero Yapl/Yap2. Apesar de ndo ter sido
verificado neste estudo, Cohen e colaboradores (2002) sugeriram que, durante o estresse
oxidativo, homodimeros de Yapl e Yap2 ativam diferentes genes-alvo, no entanto,
heterodimero de Yapl e Yap2 colaboram para regular um alvo especifico.

Como Yapl e Yap2 sdo os principais fatores de transcricdo envolvidos na
resposta ao estresse oxidativo causado por cadmio, este trabalho buscou saber se a
hipotese de uma possivel formacdo de heterodimero entre Yapl e Yap2 pode ocorrer a
fim de garantir uma maior inducdo de genes de defesa antioxidantes.

5.2.7. Yapl e Yap2 medeiam a induc&o de genes de defesa antioxidante observados

na mutante rckiA

A formacdo de radicais livres na célula derivados do processo oxidativo causado
por estressores como metais e drogas faz com que organismos aerdbicos tenham que
manter um ambiente redox reduzido na célula. Portanto, quando ocorre a inducdo
celular com elevadas concentracfes de radicais a consequéncia é de extrema relevancia,
uma vez que acarretam danos aos lipidios, proteinas e DNA, podendo levar a morte
celular. Assim, 0s organismos vivos percebem e se adaptam as perturbagdes redox pelas
quais séo acometidos (Lee et al. 1999).

Muitas publicacBes surgiram ao longo dos anos mostrando a importancia de dois
fatores de transcricdo Yapl e Skn7 na resposta ao estresse oxidativo em S. cerevisiae
através das suas funcbes na inducédo de importantes genes de defesa (Tsuzi et al.2004;
Lee et al. 1999; Mulford e Fassler 2011; Gomez-Pastor et al. 2013). Yapl é um fator de
transcrigdo determinante para a defesa contra uma ampla gama de estressores além do
H2>0., como tBOOH, metilglioxal, CHX, diamida, dietilmaleato, N-etilmaleimida,

cadmio, dentre outros (Rodrigues-Pousada et al. 2010). Skn7 é um fator de transcrigdo



138

de extrema importancia no mecanismo regulatorio do estresse oxidativo provocado por
choque-térmico e do estresse osmotico (He et al. 2009; Lu et al. 2003).

A tolerancia aos estressores que Yapl e Skn7 proporcionam € determinada pelas
suas funcGes regulatdrias de importantes genes de defesa, sendo que, cada estresse gera
um estimulo diferenciado que induz um conjunto de genes especificos. Das 71 proteinas
induzidas por estresse oxidativo, aproximadamente a metade sdo reguladas por Yapl
(Delaunay et al. 2000; Kuge et al. 2001), enquanto que a outra metade é regulada por
Yapl e Skn7 (Lee et al. 1999). Nesse contexto, dois genes altamente requeridos para a
resposta ao estresse oxidativo em S. cerevisiae, TRX2 e GPX2, séo alvos de Yapl e
Skn7 bem descritos na literatura e s@o induzidos sob estresse causado pelo H2O; (Lee et
al. 1999; Tsuzi et al. 2004).

O gene TRX2 codifica a proteina Tiorredoxina Il (Trx2) citoplasmatica de
apenas 11 kDa com atividade de oxidoredutase de pontes dissulfeto de grupos tidis
(Holmgren 1989) que atua na protecdo contra ERO como um sinalizador para H20>
(Kuge e Jones 1994). O gene GPX2 codifica a proteina Glutationa Peroxidase Il (Gpx2)
de 18 kDa que atua na reducdo de hidroperdxidos (Avery e Avery 2001).

Alguns estudos mostraram que Yap2 possui um papel na resposta ao estresse
oxidativo e, além da regulacdo no estresse oxidativo provocado pelo cadmio, também
participa no mecanismo regulatério do metabolismo de ferro e zinco (Bossier et al.
1993; Lesuisse e Labbe 1995). Contudo, ainda existem poucas evidéncias de genes de
defesa induzidos por Yap2 que atuem em resposta ao estresse oxidativo.

Mesmo sendo notdria a diversidade de publicacdes esclarecendo a relevancia de
genes na resposta ao estresse oxidativo provocado por H20-, sabe-se que o cadmio,
apesar de ser um metal ndo redox, pode causar estresse oxidativo de forma indireta
(Stohs e Bagchi 1995). Sdo necessarios mais estudos que demonstrem genes
importantes na defesa contra o estresse causado pelo cadmio.

A partir desses dados, este estudo procurou avaliar se Rckl afeta a indugéo
desses dois genes que possuem alto potencial antioxidante, TRX2 e GPX2, em resposta
ao cadmio, uma vez que Rckl possui efeito diferente nos dois principais reguladores
transcricionais de resposta ao caddmio, Yapl e Yap2. Para testar isso, foi mensurada a
expressdo de TRX2 e GPX2 por gRT-PCR.
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E possivel verificar na Figura 29 A e B que os niveis de expressdo de TRX2 e
GPX2 aumentam significativamente ap6s a inducdo com cadmio na mutante rcki4 bem
como na WT (p<0,0001), no entanto, é evidente que o aumento € maior na cepa
mutante.

A expressdo de TRX2 também aumenta na mutante yaplA com o estresse por
cadmio (p<0,0001), no entanto, 0s niveis de expressdo sao muito menores que na WT e
na mutante rckiA (Figura 29 A). Além disso, a mutante yaplA4 é responsavel por uma
expressao extremamente baixa de GPX2 (Figura 29 B).

Pode-se notar que as expressdes de TRX2 e GPX2 sdo bastante reduzidas na
mutante yap24 e diminuem significativamente apos a indugdo com cadmio (p<0,05 e
p<0,0001, respectivamente).

Também ¢é possivel verificar na Figura 29 A e B que 0 aumento da inducgdo de
TRX2 e GPX2 que ocorre ap0s o estresse com cadmio na dupla mutante yaplArckiA é

significativamente maior que o observado na mutante simples yap 14 (p<0,0001).
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Fig. 29. Andlise do efeito do cddmio e do envolvimento de Rckl na expressdo de
RNAmM de TRX2 e GPX2. As expressdes relativas de TRX2 (A) e GPX2 (B) foram
avaliadas por qRT-PCR nas cepas WT (BY4742) e rckiA, yaplA, yaplArckiA, yap2A4 e
yap2ArcklA sem inducdo (barras pretas, situacdo controle, sem estresse) e com inducédo
de 1 mM de CdCl por 30 minutos (barras brancas, cadmio). Os valores apresentados
sdo média e desvio padrdo de triplicatas biologicas. A marcacdo com asteriscos significa
que houve diferenga estatisticamente significativa entre as situagdes controle e com
cadmio. A marcacdo (a) significa que houve diferenca estatisticamente significativa na

comparagao entre as cepas.
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Segundo alguns autores, a proteina Trx2 responde apenas a estimulos gerados
por peroxidos e ndo é requerida para a resposta ao cadmio (Stephen et al. 1995; Lee et
al. 1999). No entanto, esses dados ndo concordam com o0s apresentados por este estudo,
uma vez que foi possivel observar o aumento nos niveis de TRX2 e GPX2 apés a
inducdo com cadmio. Liu e colaboradores (2005) mostraram que a atividade enzimatica
da glutationa peroxidase aumenta apos a inducdo com CdClo.

Surpreendentemente, TRX2 e GPX2 mostraram-se reguladas ndo apenas por
Yapl, mas também por Yap2, uma vez que a falta do gene YAP2 causou uma redugdo
significativa na expressdo desses genes ap0s a inducdo com cadmio. Stephen e
colaboradores (1995) buscaram verificar se a expressdo do gene TRX2 através da analise
da atividade de PB-Galactosidase era dependente de Yapl e Yap2 apds estresse
provocado por H20. e menadiona. Os autores mostraram que TRX2 ndo é regulado por
Yap2, em contrapartida, os resultados do presente estudo ndo vdo de encontro aos
obtidos pelos autores. Além disso, ndo ha indicios na literatura que relacione Gpx2
como alvo de Yap2.

Assim sendo, este estudo fornece dados que indicam o0s genes TRX2 e GPX2
como alvos tanto de Yapl como de Yap2 na resposta ao estresse oxidativo causado pelo
cadmio.

Este trabalho também mostra que Rckl afeta a expressdo dos genes de defesa
antioxidante TRX2 e GPX2, dado que a falta do gene RCK1 aumentou notoriamente a
expressao desses genes. De fato, a regulacdo negativa dos genes de defesa antioxidantes
por Rckl ocorre de forma dependente de Yap2, como mostra a Figura 28. 1sso pode ser
sugerido ja que a dupla mutante yapIlArckiA recupera a inducdo dos genes perdida na
mutante simples yapl4, uma vez que ocorre maior inducdo dos genes de defesa
provavelmente pela maior atividade de Yap2.

Concordando com esses dados, os resultados anteriormente apresentados neste
trabalho (Figura 22) comprovam que Rck1 também afeta a regulacdo de genes de defesa
antioxidante de resposta ao cadmio através de Yap2, dado que a expressdo do gene
FRM2, importante na defesa contra a peroxidacdo lipidica causada pelo cédmio,
aumentou significativamente na mutante rck14.

Foi entdo examinado se o aumento da expressdo de genes com potencial

antioxidante poderia ser traduzido em diferencas oxidativas. Dessa forma, foram
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analisadas possiveis mudancas no estado de carbonilacdo de proteinas nas células
expostas ao cadmio por Western blot, uma vez que a andlise de carbonilacdo de
proteinas é utilizada como um indicador da oxidacdo de proteinas, pois resultam das
modificagBes oxidativas nos residuos de aminoacidos e da clivagem oxidativa da cadeia
peptidica (Dalle-Donne et al. 2003). Também foram analisadas possiveis alteracdes no
estado de oxidacdo de lipideos, avaliando a formacdo de MDA (um produto da
peroxidacdo lipidica) nas cepas WT e rckiA ap6s a indugdo com cadmio.

Assim, o resultado que pode ser visto na Figura 30 mostra que, em condicdes de
estresse por cadmio, a quantidade de proteina carbonilada é menor na mutante rckiA
que em yap24 e na dupla mutante yap2A4rckiA. E na Figura 31 pode verificar que na
cepa WT houve um maior aumento na peroxidacdo lipidica quando os resultados sdo
comparados ao apresentado na mutante rcklA4.
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Fig. 30. Analise do estado de carbonilacdo de proteinas. O contetdo de grupos
carbonil nas proteinas apos indu¢do com 1 mM de CdCl; foi avaliado nas cepas yap24,
rckld e yap2ArcklA por Western blot com DNP e anticorpo anti-DNP. As células

foram coletadas nos tempos indicados. Pgkl foi usado como controle no Western blot.
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Fig. 31. Andlise do contetdo de peréxidos lipidicos. As cepas WT e rcklA foram
crescidas exponencialmente em meio YPD 2 %, coletadas e induzidas ou ndo com 1
mM de CdCl2 por 12 horas. Foi feita a andlise de média e desvio padréo de triplicatas
experimentais e duplicatas bioldgicas. Os resultados sdo apresentados em ndmero de

vezes de aumento ap6s a inducdo com cadmio.

Os resultados obtidos através da andlise do contetdo de peroxidos lipidicos
concordam com os dados apresentados na literatura que comprovam que o cddmio causa
estresse oxidativo. No estudo de Howlett e Avery (1997), foi mostrado que a producéo
de espécies reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) aumentou consideravelmente na
cepa WT apo6s o estresse com 50 ou 100 uM de Cd(NO3)2. Liu e colaboradores (2005)
mostraram que 250 uM de CdCl2 levaram ao aumento acima de 3 vezes na peroxidagao
lipidica e Adamis e colaboradores (2007) comprovaram que cadmio causa aumentos

significativos na peroxidacdo lipidica, oxidag&o intracelular e carbonilacdo de proteinas.
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Entretanto, é a primeira vez que um estudo mostra uma relacéo entre Rckl e o
estresse oxidativo causado pelo cadmio.

Parece que Rckl regula negativamente a resposta das células contra o estresse
oxidativo quando S. cerevisiae é exposta ao cadmio, dado que a cepa mutante rckiA
teve menor quantidade de proteina carbonilada que as outras cepas.

A despeito de ser bem descrito na literatura que cadmio causa estresse oxidativo
e que Yap2 possui um papel na resposta ao estresse oxidativo (Stephen et al. 1995;
Cohen et al. 2002), o aumento da tolerancia ao cddmio causado pela mutante rckiA e,
presumidamente mediada pela hiperativacdo de Yap2, ndo pode ser completamente
atribuido a uma vantagem de lidar com o dano oxidativo induzido pelo cadmio. Isso
pode ser afirmado ja que Yap2 medeia a superexpressdao de genes de defesa
antioxidantes pela mutante rck/4 (Figura 28), mas 0s niveis bioquimicos ndo mostraram
diferengas oxidativas entre rcki4 e a dupla mutante yap2ArckiA.

Em contrapartida, Yapl também mostrou mediar a inducdo dos genes de defesa
antioxidante conduzida pela mutante rckl4 (Figura 28) e, portanto, Rck1 poderia estar
envolvido no aumento do estresse oxidativo por intermédio de Yapl. No entanto, o0s
experimentos oxidativos realizados neste estudo ndo incluiram Yapl. Dado que Yapl é
o fator de transcricdo mais importante na resposta ao estresse oxidativo, sugere-se que
pesquisas futuras aprofundem o estudo do envolvimento de Rckl com Yapl no
mecanismo regulatério do estresse oxidativo provocado pelo cadmio.

Como o cadmio causa danos a membrana plasmatica da célula de S. cerevisiae
pelo aumento da peroxidacdo lipidica, uma vez que tem alta afinidade pelos acidos
graxos insaturados que compde a estrutura molecular das membranas, este estudo

buscou verificar se cadmio pode afetar a parede celular desta levedura.
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5.3. CAPITULO 3: YAP2 REGULA GENES DA VIA DE INTEGRIDADE DA
PAREDE CELULAR

A parede celular da levedura é uma estrutura rigida com 100 a 200 nm de
espessura e constitui aproximadamente 25 % do peso seco total da célula. E composta
por polissacarideos filamentosos interconectados e glicoproteinas ndo-filamentosas
(Figura 32). Dentre os componente filamentosos, a quitina e o -(1,3)-glucano séo os
polissacarideos mais abundantes (Feldmann 2011). O p-(1,3)-glucano possui
extremidades ndo-redutoras que funcionam como sitios de ligacdo covalente para outros
polissacarideos (Klis et al. 2006). Outro componente nao-filamentoso ¢ o B-(1,6)-
glucano, porém é encontrado em menor quantidade (Orlean 2012). A quitina é um
polimero constituido por N-acetilglicosamina unido por liga¢oes -1,4 (Takeshita 2006)
e é essencial para manter a morfogénese e a divisdo celular (Shaw et al. 1991).

Os principais componentes ndo-filamentosos da parede celular sdo as
glicomanoproteinas, as quais sdo glicoproteinas contendo manose e sdo tipicamente

encontradas na parte mais externa da parede celular (Okada et al. 2014).

Glucomanoproteinas
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Fig. 32. Representacdo esquematica da parede celular de levedura (Adaptado de
Feldmann 2011).

A parede celular dos fungos é uma defesa chave contra as adversidades
ambientais (Fuchs e Mylonakis 2009). Com a exposi¢do a ambientes hostis, a parede
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celular necessita ser reparada e fortificada através da biossintese e integracdo dos
componentes da parede celular (Errede et al. 1995; Oehlen e Cross 1994; Cid et al.
1995), uma vez que mesmo uma pequena lesdo na parede da célula pode levar a sua
morte (Cabib et al. 1989).

De fato, a parede celular € onde ocorre o primeiro contato com metais pesados e
as caracteristicas de sua composicdo a torna habil para ligar-se covalentemente e/ou
ndo-covalentemente a esses metais (Parrotta et al 2015).

Alguns estudos tém mostrado os efeitos do cadmio na parede celular de plantas,
os quais foram discutidos em uma revisdo de literatura de Parrotta e colaboradores
(2015). Esses autores mostraram que o cadmio possui atividade toxica de diferentes
formas: a) alterando a estrutura fisica da parede celular por interagir com moléculas
carregadas negativamente (exemplo, grupos carboxila e sulfatos); b) modificando a
resisténcia da parede pela pressdo de turgescéncia, tornando a célula mais fraca; c)
interagindo com componentes polissacarideos, cadmio pode afetar a atividade
enzimatica presente na parede celular; d) pode afetar direta ou indiretamente a sintese
de componentes da parede celular.

Variados tipos de estresse que afetam a parede celular sdo reconhecidos por um
sistema de sensores localizado na membrana plasmatica, de onde o sinal é transferido
para o espaco intracelular por MAP cinases (Errede et al. 1995; Oehlen e Cross 1994;
Cid et al. 1995). Nesse sentido, 0 mecanismo de sinalizacdo é realizado através da
ativacdo da via CWI (Levin 2005).

Em S. cerevisiae, a via CWI esta envolvida na resposta ao estresse osmotico,
estresse por choque-térmico, despolimerizacdo da actina e agentes téxicos a membrana
celular (Nobel et al. 2000; Errede et al. 1995; Oehlen e Cross 1994; Cid et al. 1995; Qi e
Elion 2005). As proteinas Mid2, Wscl-4 e Mtll que estdo localizadas na membrana
plasmatica, reconhecem o sinal de estresse, transferem o sinal para as MAP cinases
Bckl, Mkk1, Mkk2 que, por sua vez, sinalizam para a MAP cinase Slt2 pela ativacéo de
Pkcl. Slt2 e o ativador final do fator de transcricdo RIm1, responsavel pela indugéo de
seus genes-alvo envolvidos na resposta ao estresse. Dentre estes, o gene CHS1 que
codifica a proteina Quitina Sintase | (Watanabe et al. 1997; Ketela et al. 1999; Jung e
Levin 1999; Heinisch et al. 1999; Baetz et al. 2001; Garcia et al. 2004; Levin 2005),
importante no processo de sintese da quitina. A proteina Chs1 € requerida especialmente
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quando ha perda excessiva de polissacarideos pela presenca de toxicos, auxiliando na
sintese adicional de quitina em caso de emergéncia celular (Cabib et al. 1989).

Recentemente, Elsztein e colaboradores (2011) sugeriram que Yapl pode ter um
papel regulatério importante na manutencdo da parede celular pelo controle da
expressao de genes da via CWI. Esses autores mostraram que a Yapl regula a expressao
dos genes SLT2, RLM1 e CHS1 quando a levedura é exposta a hidrocloreto de poli-
hexametileno guanidina (PHMG), um agente que tem o potencial de se ligar aos
fosfolipideos da membrana da célula.

Mesmo havendo dados suficientes na literatura que comprovem os efeitos
negativos do caddmio na membrana plasmatica através da inducdo de peroxidacao
lipidica e alteragcdo da permeabilidade da membrana, ndo existem dados na literatura
que apontem o envolvimento dos genes da via CWI na resposta ao estresse provocado
pelo cadmio. Alem disso, o fator de transcricdo Yap2, importante na defesa contra o
cadmio, também ndo tem sido relacionado com os genes da via CWI em publicacdes.

Esses fatos, levaram este estudo a investigar se Yap2 pode regular a expresséo
dos genes da via CWI em resposta ao estresse com cadmio. Dessa forma, foi avaliada a
expressdo de SLT2, RLM1 e CHS1 por gRT-PCR nas cepas WT, yap24, yaplA, rckiA e
yaplAyap24 induzidas com 1 mM de CdCl. por 30 minutos (Figura 33). Para verificar a
importancia dos genes da via CWI na defesa contra o cadmio, foi verificado se a
auséncia deles causava algum tipo de sensibilidade na presenca do metal. Desse modo,
o perfil fenotipico das cepas foi verificado frente a diversas concentracdes de cadmio no

ensaio de tolerancia por Replica Plate (Figura 34).
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Fig. 33. Analise do efeito do cadmio e do envolvimento de Yapl e Yap2 na expressdo de RNAmM dos genes da via CWI. As
expressoes relativas de (A) SLT2, (B) RLM1 e (C) CHS1, foram avaliadas por gRT-PCR nas cepas WT (BY4742), yap24, yapl4
e yaplayap24 sem inducdo (barras pretas, situagdo controle, sem estresse) e com inducdo de 1 mM de CdCl. por 30 minutos
(barras brancas, cadmio). Os valores apresentados sdo média e desvio padrao de triplicatas biologicas. A marcagdo com asteriscos
significa que houve diferenca estatisticamente significativa entre a situacdo controle e a situagdo com cadmio.
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Fig. 34. Analise da tolerancia ao cadmio das cepas mutantes nos genes da via CWI de S. cerevisiae. As cepas WT (BY4742),

yap2A4, rcklA, yap24rckiA, sit2A, rimi1A, sit2ArckiA, rim1ArckiA, rimlAyap2A4 e sit2Ayap24 foram cultivadas até a fase exponencial
em glicose (meio YPD 2 %) e diluidas em série para serem colocadas em spots em placas contendo apenas meio YPD 2 % sélido e

meio YPD 2 % sdlido acrescido de elevadas concentracdes de CdClo.
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Os resultados estdo apresentados na Figura 33 A-C e apontam que 0s genes da
via CWI tiveram a sua expressdo aumentada significativamente ap6s a indugdo com
CdClI, (SLT2 e CHS1, p<0,005; RLM1, p<0,05). Também € possivel verificar que na
mutante yapl4 houve um aumento similar 8 WT na expressdao dos genes apds estresse
com cadmio (SLT2 e RLM1, p<0,005; CHS1, p<0,05), a mutante rckl4 também se
comportou como a WT, exceto pela maior expressdo de SLT2 apresentada ap6s inducao
com cadmio (p<0,0001). Em contrapartida, a expressdao dos genes da via CWI nédo
aumentaram apoés a adicdo de cadmio nas mutantes yap24 e yap1Ayap2A.

Na Figura 34 pode ser observado que a cepa slt24 € altamente sensivel ao
cadmio e que a mutante r/mIA ndo apresentou sensibilidade ao cadmio quando
comparada a cepa WT. Além disso, a dupla mutante s/z24yap24 é mais sensivel que a
mutante simples yap24. Ao que se refere a Rckl, a retirada do gene RCK1 das cepas
mutantes s/t24 e rlm14 ndo proporcionou maior tolerancia ao cadmio.

Os achados do presente estudo sugerem que o0s genes testados, que participam da
via de sinalizacdo celular CWI, séo altamente induzidos com o estresse provocado pelo
cadmio (Figura 33), além disso Slt2 parece determinante para a sobrevivéncia celular na
presenca do metal (Figura 34). Esses dados possuem uma relacdo direta com o que foi
discutido anteriormente, afirmando que a toxicidade provocada pelo cadmio causa dano
a membrana celular e, consequentemente, a parede celular, ativando a via de sinalizacao
CWI que, por sua vez, induz a expressdo de genes-alvo, como CHS1, que atuam na
defesa contra o estresse a parede.

Apesar de Yapl ter sido ligado com os genes desta via em resposta ao
antisséptico PHMG (Elsztein et al. 2011), o presente trabalho mostrou que esse fator de
transcricdo ndo possui envolvimento na inducdo dos genes da via CWI em resposta ao
cadmio. Em contrapartida, este estudo mostrou que os genes da via CWI séo altamente
regulados pelo fator de transcricdo Yap2 em condicOes de estresse por cadmio.

Ha poucas evidéncias na literatura que mostram o papel de Yap2 na resposta ao
estresse oxidativo que ocorre em lipideos, proteinas ou DNA e existem apenas dados
que apontam alguns genes como alvo de Yap2 em S. cerevisiae. No entanto, sabe-se que
cadmio provoca aumento da peroxidacéo lipidica e Yap2 é importante na resposta ao
cadmio, além disso, este fator de transcricdo regula a expresséo do seu gene-alvo FRM2,
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o0 qual codifica a proteina Frm2 envolvida na via de sinalizacéo lipidica. Nesse contexto,
este estudo trouxe dados que sugerem um importante papel de Yap2 na resposta a danos
que afetam a parede celular da levedura em decorréncia da toxidade causada por cadmio
e que essa resposta ocorre atraves da sua funcao regulatéria sobre os genes de defesa da
via de sinalizacédo celular CWI.

E importante ressaltar que esses resultados também mostram que Yap2 ndo é o
unico regulador transcricional dos genes da via CWI na defesa contra o cddmio, uma
vez que, mesmo na auséncia de YAP2, a expressdo dos genes ndo foi completamente
abolida.

Também foi verificado que a regulacdo dos genes da via CWI nédo foi afetada
por Rckl em resposta ao cadmio. Em contrapartida, houve maior expresséo de SLT2 na
mutante rckiA4 que a apresentada na cepa WT ap0s o estresse com cadmio. Chang e
colaboradores (2013) verificaram que a superexpressdo de RCK1 levou a uma menor
expressao de genes que fazem parte da via CWI, como KDX1 que é positivamente
regulado por Slt2, além disso, os autores também verificaram que os niveis de SLT2 séo
reduzidos quando RCK1 € superexpresso. No entanto, é importante salientar que a
proteina cinase Slt2 esta envolvida em diversos processos celulares, que ndao apenas a
via CWI, como também a via de resposta ao choque térmico, via HOG de resposta ao
estresse osmotico, participa na progressdo do ciclo celular, dentre outros. Assim sendo,
Rckl pode ter efeito repressor sobre Slt2 em resposta ao estresse causado pelo cadmio
por outra via que ndo a CWI, uma vez que ndo alterou os niveis dos outros dois genes
de funcdo relevante nesta via. Além disso, como as duplas mutantes slt24rckiA e
riml4rckl14 sdo mais sensiveis que a mutante rckl4, parece que Rckl atua em uma via
de sinalizacdo diferente em resposta ao cadmio.

Desse modo, de acordo com os resultados apresentados nesta Tese e os dados da
literatura, sdo propostos dois modelos de sinalizacdo celular em S. cerevisiae em

resposta ao cadmio, esquematizados na Figura 35 e Figura 36.
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Fig. 35. Representacdo do mecanismo de sinalizacéo celular regido por Yapl, Yap2
e dependente de Rckl em S. cerevisiae em resposta ao estresse oxidativo gerado
pelo caddmio. Em (A), na presenca de cadmio e na auséncia de Rckl, Yapl e Yap2
deslocam para o nucleo ativando seus genes-alvo que atuam na defesa contra o estresse
oxidativo. Em (B), na presenca de cadmio e de Rckl, Yap2 permanece menos tempo no
nucleo e é mais degradado no citoplasma. A expressao da proteina Yapl aumenta e esse
fator de transcricdo induz a expressdo de seus genes-alvo que atuam na defesa contra o
estresse oxidativo. Setas rosas - deslocamento das proteinas do citoplasma para o
nucleo; setas azuis - deslocamento das proteinas do ndcleo para o citoplasma; setas
pretas - inducdo da expressdo de genes-alvo; setas vermelhas pontilhadas - ativacdo da

resposta ao estresse.
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Fig. 36. Representacdo do mecanismo de sinalizacéo celular regido por Yap2 em S.
cerevisiae em resposta aos danos a parede celular gerados pelo cadmio. O contato
do cadmio com a parede celular ativa proteinas de membrana que sinalizam para Yap2.
Este se desloca para o nucleo e ativa a via de sinalizacdo celular CWI em resposta aos
danos causados a parede celular. Seta rosa - deslocamento da proteina do citoplasma
para o nlcleo; setas pretas pontilhadas - mecanismo de ativacdo; seta preta integra -
inducdo da expressdo do gene-alvo; setas vermelhas pontilhadas - ativacdo da resposta

ao estresse.

Os modelos propostos na Figura 35 e Figura 36 representam a célula de S.
cerevisiae em contato com cadmio.

A Figura 35 faz uma representacdo do mecanismo de sinalizacdo em resposta
aos danos oxidativos causados pelo cAdmio. A presenca desse metal pesado na célula
gera danos oxidativos em importantes estruturas celulares como DNA, mitocondria e
membrana plasmatica (Fatur et al. 2003; Oh et al. 2004; Howlett e Avery 1997). Sendo
assim, como mostra a Figura 35 A, ocorre a ativagdo dos fatores de transcrigdo Yapl e

Yap2 quando o cadmio entra em contato com a célula, fazendo com que essas duas
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proteinas tenham suas localizagbes celulares serem predominantemente nucleares.
Entretanto, com a auséncia de expressdo de Rckl, Yap2 permanece mais tempo no
nacleo. Assim, os dois fatores de transcricdo, Yapl e Yap2, induzem a expressdo de
genes que codificam proteinas responsaveis pela defesa antioxidante, como FRM2,
GPX2 e TRX2. Mesmo sabendo que Yapl também regula a expressdo do gene FRM2,
Yap2 parece ser 0 seu principal regulador. Alem disso, Yapl no nacleo também induz a
expressdo de importantes genes responsaveis pela defesa contra o cddmio — YFC1 e
GSHL1.

A Figura 35 B representa a regulacdo dos fatores de transcricdo Yapl e Yap2
pela proteina cinase Rck1 na via de sinalizagdo em resposta ao estresse oxidativo gerado
por cadmio. A presenca do metal pesado na célula faz com que as proteinas Yapl e
Yap2 sejam predominantemente nucleares. No entanto, com a presenca de Rckl na
célula Yap2 permanece menos tempo no ndcleo e é mais degradada no citoplasma,
desse modo, o tempo de meia-vida e a estabilidade da proteina Yap2 sdo diminuidos.
Em contrapartida, como mecanismo de controle celular, parece que os niveis de proteina
Yapl aumentam tornando essa proteina mais estavel. Nesse sentido, os dois fatores de
transcricdo trabalham juntos para a regulacdo de alvos especificos como 0s genes
FRM2, GPX2 e TRX2, que irdo atuar como agentes antioxidantes na defesa contra o
estresse oxidativo gerado pelo cadmio.

A atividade dos dois principais fatores de transcricdo de resposta ao cadmio é
alterada pela presenca de Rckl na célula, ocorre a reducdo da inducdo dos genes
determinantes para a defesa contra o estresse, que pode ser uma das causas da
diminuicdo da sobrevivéncia celular na presenga do cadmio.

No ultimo capitulo da Tese, foi proposta uma nova funcao regulatéria para Yap2
em resposta ao cadmio, como pode ser observado no modelo proposto apresentado na
Figura 36. A presenca do cadmio na célula de S. cerevisiae causa danos a parede celular
da levedura. Quando este metal faz o primeiro contato com a parede celular, proteinas
localizadas na membrana plasméatica que atuam como sensores de estresse
desencadeiam a ativacdo de um sistema de defesa aprimorado, orquestrado pelo fator de
transcricdo Yap2. Essas proteinas sinalizam, ativando Yap2, o qual terd a sua
localizagdo predominantemente nuclear e induz a expressdo de genes que codificam

proteinas da via CWI, tais como Slt2 e RIm1, este ultimo um fator de transcrigcdo
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importante na inducdo de genes que atuam na recuperacdo dos danos a parede celular.
Dentre esses genes, CHS1 causados pelo cadmio.

Ainda sdo necessarios mais estudos a fim de verificar quais proteinas dessa via
interagem diretamente com Yap2 para desvendar o mecanismo de sinalizagdo da via

CW!I em resposta ao cadmio.
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6. CONCLUSOES

O fator de transcricdo Yap2 é requerido na resposta ao cadmio e estimula a

expressao de seus genes-alvo na defesa contra o estresse causado por este metal.

A proteina cinase Rckl esta envolvida na via de sinalizacdo celular em resposta
ao estresse por cadmio e, nessas condicOes, parece exercer um papel regulatério

sobre Yapl e Yap2.

Com o estresse causado por cadmio, Rckl reduz o tempo de meia-vida e a
estabilidade da proteina Yap2, diminuindo o periodo de tempo que Yap2
permanece no nucleo, dessa forma, Yapl é mais expresso e se torna mais
estavel. A alteracdo da funcdo dos dois fatores de transcricdo, torna debilitada a
inducdo de genes responsaveis pelas defesas antioxidantes e, consequentemente,

afeta a sobrevivéncia celular.

Em resposta ao cadmio, Yap2 parece estar envolvido na regulacdo da via de
sinalizacdo CWI que atua na manutencdo da integridade da parede celular,

regulando a expresséo dos genes SLT2, RLM1 e CHS1.
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7. PERSPECTIVAS

e Aprofundar o estudo do envolvimento de Rck1 com o fator de transcrigdo Yap1l,

e Continuar a estudar a via de sinalizacgdo CWI na defesa contra o cadmio,

desvendar que proteinas dessa via interagem com Yap2 e esclarecer o
mecanismo de sinalizacéo;



161

REFERENCIAS



162

8. REFERENCIAS

Achanzar WE, Achanzar KB, Lewis JG, Webber MM, Waalkes MP. 2000.
Cadmium induces c-myc, p53, and c-jun expression in normal human prostate epithelial

cells as a prelude to apoptosis. Toxicol Appl Pharmacol 164:291-300.

Adamis PD, Mannarino SC, Eleutherio EC. 2009. Glutathione and gamma-glutamyl
transferases are involved in the formation of cadmium-glutathione complex. FEBS Lett
583:1489-1492.

Adamis PD, Mannarino SC, Riger CJ, Duarte g, Cruz A, Pereira MD, Eleutherio
EC. 2008. Lap4, a vacuolar aminopeptidase I, is involved in cadmium-glutathione
metabolism. Biometals 22:243-249.

Adamis PD, Panek AD, Eleutherio EC. 2007. Vacuolar compartmentation of the
cadmium-glutathione complex protects Saccharomyces cerevisiae from mutagenesis.
Toxicol Lett 173:1-7.

Adamis PD, Panek AD, Leite SGF, Eleutherio EC. 2003. Factors involved with
cadmium absorption by a wild-type strain of Saccharomyces cerevisiae. Brazilian
Journal of Microbiology 34:55-60.

Adle DJ, Sinani D, Kim H, Lee J. 2007. A cadmium-transporting P1B-type ATPase in

yeast Saccharomyces cerevisiae. J Biol Chem 282:947-955.

Aimola P, Carmignani M, Volpe AR, Di Benedetto A, Claudio L, Waalkes MP, van
Bokhoven A, Tokar EJ, Claudio PP. 2012. Cadmium induces p53-dependent
apoptosis in human prostate epithelial cells. PLoS One 7:e33647.

Ali H, Khan E, Sajad MA. 2013. Phytoremediation of heavy metals--concepts and
applications. Chemosphere 91:869-881.



163

Anderson ME. 1998. Glutathione: an overview of biosynthesis and modulation. Chem
Biol Interact 111-112:1-14.

Anetor JI. 2012. Rising environmental cadmium levels in developing countries: threat
to genome stability and health. Niger J Physiol Sci 27:103-115.

Angel P, Karin M. 1991. The role of Jun, Fos and the AP-1 complex in cell-
proliferation and transformation. Biochim Biophys Acta 1072:129-157.

Avery AM, Avery SV. 2001. Saccharomyces cerevisiae expresses three phospholipid
hydroperoxide glutathione peroxidases. J Biol Chem 276:33730-33735.

Ayres RU. 1992. Toxic heavy metals: materials cycle optimization. Proc Natl Acad Sci
USA 89:815-820.

Azevedo D, Nascimento L, Labarre J, Toledano MB, Rodrigues-Pousada C. 2007.
The S. cerevisiae Yapl and Yap2 transcription factors share a common cadmium-
sensing domain. FEBS Lett 581:187-195.

Azevedo D, Tacnet F, Delaunay A, Rodrigues-Pousada C, Toledano MB. 2003. Two
redox centers within Yapl for H202 and thiol-reactive chemicals signaling. Free Radic
Biol Med 35:889-900.

Baetz K, Moffat J, Haynes J, Chang M, Andrews B. 2001. Transcriptional
coregulation by the cell integrity mitogen-activated protein kinase SlIt2 and the cell
cycle regulator Swi4. Mol Cell Biol 21:6515-6528.

Ball CA, Dolinski K, Dwight SS, Harris MA, lIssel-Tarver L, Kasarskis A, Scafe
CR, Sherlock G, Binkley G, Jin H, Kaloper M, Orr SD, Schroeder M, Weng S,
Zhu Y, Botstein D, Cherry JM. 2000. Integrating functional genomic information into
the Saccharomyces genome database. Nucleic Acids Res 28:77-80.



164

Bang SY, Kim JH, Lee PY, Chi SW, Cho S, Yi GS, Myung PK, Park BC, Bae KH,
Park SG. 2013. Candidate target genes for the Saccharomyces cerevisiae transcription
factor, Yap2. Folia Microbiol (Praha) 58:403-408.

Barreto L, Garcera A, Jansson K, Sunnerhagen P, Herrero E. 2006. A peroxisomal
glutathione transferase of Saccharomyces cerevisiae is functionally related to sulfur
amino acid metabolism. Eukaryot Cell 5:1748-17509.

Bertin G, Averbeck D. 2006. Cadmium: cellular effects, modifications of
biomolecules, modulation of DNA repair and genotoxic consequences (a review).
Biochimie 88:1549-15509.

Billard P, Dumond H, Bolotin-Fukuhara M. 1997. Characterization of an AP-1-like
transcription factor that mediates an oxidative stress response in Kluyveromyces lactis.
Mol Gen Genet 257:62-70.

Bilsland E, Molin C, Swaminathan S, Ramne A, Sunnerhagen P. 2004. Rckl and
Rck2 MAPKAP kinases and the HOG pathway are required for oxidative stress
resistance. Mol Microbiol 53:1743-1756.

Bishak YK, Payahoo L, Osatdrahimi A, Nourazarian A. 2015. Mechanisms of
cadmium carcinogenicity in the gastrointestinal tract. Asian Pac J Cancer Prev 16:9-21.

Bohmann D, Bos TJ, Admon A, Nishimura T, Vogt PK, Tjian R. 1987. Human
proto-oncogene c-jun encodes a DNA binding protein with structural and functional

properties of transcription factor AP-1. Science 238:1386-1392.

Bossier P, Fernandes L, Rocha D, Rodrigues-Pousada C. 1993. Overexpression of
YAP2, coding for a new yAP protein, and YAP1 in Saccharomyces cerevisiae alleviates
growth inhibition caused by 1,10-phenanthroline. J Biol Chem 268:23640-23645.



165

Botstein D, Fink GR. 2011. Yeast: an experimental organism for 21st Century biology.
Genetics 189:695-704.

Brzoska MM, Moniuszko-Jakoniuk J. 2001. Interactions between cadmium and zinc
in the organism. Food Chem Toxicol 39:967-980.

Bussereau F, Casaregola S, Lafay JF, Bolotin-Fukuhara M. 2006. The
Kluyveromyces lactis repertoire of transcriptional regulators. FEMS Yeast Res 6:325-
335.

Cabib E, Sburlati A, Bowers B, Silverman S. 1989. Chitin Synthase 1, an Auxiliary
Enzyme for Chitin Synthesis in Saccharomyces cerevisiae. J Cell Biol 108:1665-1672.

Caetano SM, Menezes R, Amaral C, Rodrigues-Pousada C, Pimentel C. 2015.
Repression of the Low Affinity Iron Transporter Gene FET4. A NOVEL
MECHANISM AGAINST CADMIUM TOXICITY ORCHESTRED BY YAP1 VIA
ROX1. J Biol Chem 290:18584-18595.

Chang M, Kang HJ, Baek 1J, Kang CM, Park YS, Yun CW. 2013. Rckl up-
regulates Hogl activity by down-regulating SIt2 activity in Saccharomyces cerevisiae.
Biochem Biophys Res Commun 440:119-124.

Chang SL, Leu JY. 2011. A tradeoff drives the evolution of reduced metal resistance

in natural populations of yeast. PLoS Genet 7:€1002034.

Charizanis C, Juhnke H, Krems B, Entian KD. 1999. The oxidative stress response
mediated via P0s9/Skn7 is negatively regulated by the Ras/PKA pathway in
Saccharomyces cerevisiae. Mol Gen Genet 261:740-752.

Cheung MR, Kang J, Ouyang D, Yeung V. 2014. Association between urinary

cadmium and all cause, all cancer and prostate cancer specific mortalities for men: an



166

analysis of national health and nutrition examination survey (NHANES Il1) data. Asian
Pac J Cancer Prev 15:483-488.

Cid VJ, Duran A, del Rey F, Snyder MP, Nombela C, Sanchez M. 1995. Molecular
basis of cell integrity and morphogenesis in Saccharomyces cerevisiae. Microbiol Rev
59:345-386.

Clemens S, Antosiewicz DM, Ward JM, Schachtman DP, Schroeder JI. 1998. The
plant cONA LCT1 mediates the uptake of calcium and cadmium in yeast. Proc Natl
Acad Sci U S A 95:12043-12048.

Cohen BA, Pilpel Y, Mitra RD, Church GM. 2002. Discrimination between paralogs
using microarray analysis: application to the Yaplp and Yap2p transcriptional
networks. Mol Biol Cell 13:1608-1614.

Collinson EJ, Wheeler GL, Garrido EO, Avery AM, Avery SV, Grant CM. 2002.
The yeast glutaredoxins are active as glutathione peroxidases. J Biol Chem 277:16712-
16717.

Dahlkvist A, Sunnerhagen P. 1994. Two novel deduced serine/threonine protein

kinases from Saccharomyces cerevisiae. Gene 139:27-33.

Dalle-Donne 1, Rossi R, Giustarini D, Milzani A, Colombo R. 2003. Protein carbonyl
groups as biomarkers of oxidative stress. Clin Chim Acta 329:23-38.

Delaunay A, Isnard AD, Toledano MB. 2000. H202 sensing through oxidation of the
Yapl transcription factor. EMBO J 19:5157-5166.

Delling U, Raymond M, Schurr E. 1998. Identification of Saccharomyces cerevisiae
genes conferring resistance to quinoline ring-containing antimalarial drugs. Antimicrob
Agents Chemother 42:1034-1041.



167

Distel RJ, Ro HS, Rosen BS, Groves DL, Spiegelman BM. 1987. Nucleoprotein
complexes that regulate gene expression in adipocyte differentiation: direct participation
of c-fos. Cell 49:835-844.

Ellenberger TE, Brandl CJ, Struhl K, Harrison SC. 1992. The GCN4 basic region
leucine zipper binds DNA as a dimer of uninterrupted alpha helices: crystal structure of
the protein-DNA complex. Cell 71:1223-1237.

Elsztein C, de Lucena RM, de Morais MA, Jr. 2011. The resistance of the yeast
Saccharomyces cerevisiae to the biocide polyhexamethylene biguanide: involvement of

cell wall integrity pathway and emerging role for YAP1. BMC Mol Biol 12:38.

Emamverdian A, Ding Y, Mokhberdoran F, Xie Y. 2015. Heavy metal stress and

some mechanisms of plant defense response. ScientificWorldJournal 2015:756120.

Eng BH, Guerinot ML, Eide D, Saier MH, Jr. 1998. Sequence analyses and
phylogenetic characterization of the ZIP family of metal ion transport proteins. J Membr
Biol 166:1-7.

Errede B, Cade RM, Yashar BM, Kamada Y, Levin DE, Irie K, Matsumoto K.
1995. Dynamics and organization of MAP kinase signal pathways. Mol Reprod Dev
42:477-485.

Esteller M, Risques RA, Toyota M, Capella G, Moreno V, Peinado MA, Baylin SB,
Herman JG. 2001. Promoter hypermethylation of the DNA repair gene O(6)-
methylguanine—-DNA methyltransferase is associated with the presence of G:C to A:T
transition mutations in p53 in human colorectal tumorigenesis. Cancer Res 61:4689—
4692.

Fatur T, Lah TT, Filipic M. 2003. Cadmium inhibits repair of UV-, methyl
methanesulfonate- and N-methyl-N-nitrosourea-induced DNA damage in Chinese
hamster ovary cells. Mutat Res 529:109-116.



168

Fauchon M, Lagniel G, Aude JC, Lombardia L, Soularue P, Petat C, Marguerie G,
Sentenac A, Werner M, Labarre J. 2002. Sulfur sparing in the yeast proteome in
response to sulfur demand. Mol Cell 9:713-723.

Feldmann H. Yeast: Molecular and Cell Biology. Germany: Wiley-Blackwell, 2"
Edition, 2011

Fernandes L, Rodrigues-Pousada C, Struhl K. 1997. Yap, a novel family of eight
bZIP proteins in Saccharomyces cerevisiae with distinct biological functions. Mol Cell
Biol 17:6982-6993.

Fuchs BB, Mylonakis E. 2009. Our paths might cross: the role of the fungal cell wall
integrity pathway in stress response and cross talk with other stress response pathways.
Eukaryot Cell 8:1616-1625.

Fulekar MH, Sharma J. 2008. Bioinformatics applied in bioremediation. Innov Rom
Food Biotechnol 2:28-36.

Furuchi T, Ishikawa H, Miura N, Ishizuka M, Kajiya K, Kuge S, Naganuma A.
2001. Two nuclear proteins, Cin5 and Ydr259c, confer resistance to cisplatin in

Saccharomyces cerevisiae. Mol Pharmacol 59:470-474.

Garcia-Fernandez AJ, Bayoumi AE, Perez-Pertejo Y, Motas M, Reguera RM,
Ordonez C, Balana-Fouce R, Ordonez D. 2002. Alterations of the glutathione-redox
balance induced by metals in CHO-K1 cells. Comp Biochem Physiol C Toxicol
Pharmacol 132:365-373.

Garcia R, Bermejo C, Grau C, Perez R, Rodriguez-Pena JM, Francois J, Nombela
C, Arroyo J. 2004. The global transcriptional response to transient cell wall damage in
Saccharomyces cerevisiae and its regulation by the cell integrity signaling pathway. J
Biol Chem 279:15183-15195.



169

Giaginis C, Gatzidou E, Theocharis S. 2006. DNA repair systems as targets of
cadmium toxicity. Toxicol Appl Pharmacol 213:282-290.

Gitan RS, Shababi M, Kramer M, Eide DJ. 2003. A cytosolic domain of the yeast
Zrtl zinc transporter is required for its post-translational inactivation in response to zinc
and cadmium. J Biol Chem 278:39558-39564.

Gomes DS, Fragoso LC, Riger CJ, Panek AD, Eleutherio EC. 2002. Regulation of

cadmium uptake by Saccharomyces cerevisiae. Biochim Biophys Acta 1573:21-25.

Gomes DS, Riger CJ, Pinto ML, Panek AD, Eleutherio EC. 2005. Evaluation of the
role of Acel and Yapl in cadmium absorption using the eukaryotic cell model

Saccharomyces cerevisiae. Environ Toxicol Pharmacol 20:383-389.

Gomez-Pastor R, Garre E, Perez-Torrado R, Matallana E. 2013. Trx2p-dependent
regulation of Saccharomyces cerevisiae oxidative stress response by the Skn7p

transcription factor under respiring conditions. PLoS One 8:e85404.

Haider S, Anis L, Batool Z, Sajid I, Naqvi F, Khalig S, Ahmed S. 2015. Short term
cadmium administration dose dependently elicits immediate biochemical,
neurochemical and neurobehavioral dysfunction in male rats. Metab Brain Dis 30:83-
92.

Hartwig A. 2013. Cadmium and cancer. Met lons Life Sci 11:491-507.
Hartwig A, Asmuss M, Blessing H, Hoffmann S, Jahnke G, Khandelwal S, Pelzer
A, Burkle A. 2002. Interference by toxic metal ions with zinc-dependent proteins

involved in maintaining genomic stability. Food Chem Toxicol 40:1179-1184.

He XJ, Mulford KE, Fassler JS. 2009. Oxidative stress function of the Saccharomyces
cerevisiae Skn7 receiver domain. Eukaryot Cell 8:768-778.



170

Heinisch JJ, Lorberg A, Schmitz HP, Jacoby JJ. 1999. The protein kinase C-
mediated MAP kinase pathway involved in the maintenance of cellular integrity in

Saccharomyces cerevisiae. Mol Microbiol 32:671-680.

Hengartner MO. 2000. The biochemistry of apoptosis. Nature 407:770-776.

Hinnebusch AG. 1988. Mechanisms of gene regulation in the general control of amino

acid biosynthesis in Saccharomyces cerevisiae. Microbiol Rev 52:248-273.

Hirata D, Yano K, Miyakawa T. 1994. Stress-induced transcriptional activation
mediated by YAP1 and YAP2 genes that encode the Jun family of transcriptional

activators in Saccharomyces cerevisiae. Mol Gen Genet 242:250-256.

Hodgson E. 2004. A Text Book of Modern Toxicology.

Holmgren A. 1989. Thioredoxin and glutaredoxin systems. J Biol Chem 264:13963-
13966.

Hope 1A, Struhl K. 1985. GCN4 protein, synthesized in vitro, binds HIS3 regulatory
sequences: implications for general control of amino acid biosynthetic genes in yeast.
Cell 43:177-188.

Howlett NG, Avery SV. 1997. Induction of lipid peroxidation during heavy metal
stress in Saccharomyces cerevisiae and influence of plasma membrane fatty acid
unsaturation. Appl Environ Microbiol 63:2971-2976.

Huang D, Zhang Y, Qi Y, Chen C, Ji W. 2008. Global DNA hypomethylation, rather
than reactive oxygen species (ROS), a potential facilitator of cadmium-stimulated K562
cell proliferation. Toxicol Lett 179:43-47.



171

IARC. 1993. Cadmium and cadmium compounds. IARC Monogr Eval Carcinog Risks
Hum 58:119-237.

II'yasova D, Schwartz GG. 2005. Cadmium and renal cancer. Toxicol Appl Pharmacol
207:179-186.

Jarup L, Akesson A. 2009. Current status of cadmium as an environmental health
problem. Toxicol Appl Pharmacol 238:201-208.

Jensen LT, Culotta VC. 2002. Regulation of Saccharomyces cerevisiae FET4 by
oxygen and iron. J Mol Biol 318:251-260.

Jin YH, Clark AB, Slebos RJ, Al-Refai H, Taylor JA, Kunkel TA, Resnick MA,
Gordenin DA. 2003. Cadmium is a mutagen that acts by inhibiting mismatch repair.
Nat Genet 34:326-329.

Joseph P. 2009. Mechanisms of cadmium carcinogenesis. Toxicol Appl Pharmacol
238:272-279.

Julin B, Wolk A, Johansson JE, Andersson SO, Andren O, Akesson A. 2012.
Dietary cadmium exposure and prostate cancer incidence: a population-based

prospective cohort study. Br J Cancer 107:895-900.

Jung US, Levin DE. 1999. Genome-wide analysis of gene expression regulated by the

yeast cell wall integrity signalling pathway. Mol Microbiol 34:1049-1057.

Kachroo AH, Laurent JM, Yellman CM, Meyer AG, Wilke CO, Marcotte EM.
2015. Systematic humanization of yeast genes reveals conserved functions and genetic
modularity. Science 348:921-925.



172

Kamizono A, Nishizawa M, Teranishi Y, Murata K, Kimura A. 1989. Identification
of a gene conferring resistance to zinc and cadmium ions in the yeast Saccharomyces
cerevisiae. Mol Gen Genet 219:161-167.

Karin M. 1995. The regulation of AP-1 activity by mitogen-activated protein kinases. J
Biol Chem 270:16483-16486.

Kazi TG, Memon AR, Afridi HI, Jamali MK, Arain MB, Jalbani N, Sarfraz RA.
2008. Determination of cadmium in whole blood and scalp hair samples of Pakistani
male lung cancer patients by electrothermal atomic absorption spectrometer. Sci Total
Environ 389:270-276.

Kellen E, Zeegers MP, Hond ED, Buntinx F. 2006. Blood cadmium may be
associated with bladder carcinogens: The belgian case-control study on bladder cancer.
Cancer Detect Prev 31:77-82.

Kern AL, Bonatto D, Dias JF, Yoneama ML, Brendel M, Pegas Henriques JA.
2005. The function of Alrlp of Saccharomyces cerevisiae in cadmium detoxification:
insights from phylogenetic studies and particle-induced X-ray emission. Biometals
18:31-41.

Ketela T, Green R, Bussey H. 1999. Saccharomyces cerevisiae mid2p is a potential
cell wall stress sensor and upstream activator of the PKC1-MPK1 cell integrity
pathway. J Bacteriol 181:3330-3340.

Khurana V, Lindquist S. 2010. Modelling neurodegeneration in Saccharomyces

cerevisiae: why cook with baker's yeast? Nat Rev Neurosci 11:436-449.

Klis FM, Boorsma A, De Groot PWJ. 2006. Cell wall construction in Saccharomyces
cerevisiae. Yeast 23:185-202.



173

Kobayashi N, McEntee K. 1993. Identification of cis- and trans-components of a
novel heat shock stress regulatory pathway in Saccharomyces cerevisiae. Mol. Cell.
Biol. 13, 248-256.

Kuge S, Arita M, Murayama A, Maeta K, lzawa S, Inoue Y, Nomoto A. 2001.
Regulation of the yeast Yaplp nuclear export signal is mediated by redox signal-
induced reversible disulfide bond formation. Mol Cell Biol 21:6139-6150.

Kuge S, Jones N. 1994. YAPL1 dependent activation of TRX2 is essential for the
response of Saccharomyces cerevisiae to oxidative stress by hydroperoxides. EMBO J
13:655-664.

Kuge S, Jones N, Nomoto A. 1997. Regulation of yAP-1 nuclear localization in
response to oxidative stress. EMBO J 16:1710-1720.

Lafaye A, Junot C, Pereira Y, Lagniel G, Tabet JC, Ezan E, Labarre J. 2005.
Combined proteome and metabolite-profiling analyses reveal surprising insights into
yeast sulfur metabolism. J Biol Chem 280:24723-24730.

Laird PW. 1997. Oncogenic mechanisms mediated by DNA methylation. Mol Med
Today 3:223-229.

Landschulz WH, Johnson PF, McKnight SL. 1988. The leucine zipper: a
hypothetical structure common to a new class of DNA binding proteins. Science
240:1759-1764.

Lee J, Godon C, Lagniel G, Spector D, Garin J, Labarre J, Toledano MB. 1999.
Yapl and Skn7 control two specialized oxidative stress response regulons in yeast. J
Biol Chem 274:16040-16046.



174

Lesuisse E, Labbe P. 1995. Effects of cadmium and of YAP1 and CAD1/YAP2 genes
on iron metabolism in the yeast Saccharomyces cerevisiae. Microbiology 141 ( Pt
11):2937-2943.

Levin DE. 2005. Cell wall integrity signaling in Saccharomyces cerevisiae. Microbiol
Mol Biol Rev 69:262-291.

Li L, Bagley D, Ward DM, Kaplan J. 2008. Yap5 is an iron-responsive transcriptional

activator that regulates vacuolar iron storage in yeast. Mol Cell Biol 28:1326-1337.

Li ZS, Lu YP, Zhen RG, Szczypka M, Thiele DJ, Rea PA. 1997. A new pathway for
vacuolar cadmium sequestration in Saccharomyces cerevisiae: YCF1-catalyzed
transport of bis(glutathionato)cadmium. Proc Natl Acad Sci U S A 94:42-47.

Lin YS, Caffrey JL, Lin JW, Bayliss D, Faramawi MF, Bateson TF, Sonawane B.
2013. Increased risk of cancer mortality associated with cadmium exposures in older

Americans with low zinc intake. J Toxicol Environ Health A 76:1-15.

Liu J, Zhang Y, Huang D, Song G. 2005. Cadmium induced MTs synthesis via
oxidative stress in yeast Saccharomyces cerevisiae. Mol Cell Biochem 280:139-145.

Lu JM, Deschenes RJ, Fassler JS. 2003. Saccharomyces cerevisiae histidine
phosphotransferase Ypdlp shuttles between the nucleus and cytoplasm for SLN1-
dependent phosphorylation of Ssk1p and Skn7p. Eukaryot Cell 2:1304-1314.

Lushchak VI. 2014. Free radicals, reactive oxygen species, oxidative stress and its
classification. Chem Biol Interact 224C:164-175.

Lutzen A, Liberti SE, Rasmussen LJ. 2004. Cadmium inhibits human DNA mismatch
repair in vivo. Biochem Biophys Res Commun 321:21-25.



175

Marchler G, Schuller C, Adam G, Ruis H. 1993. A Saccharomyces cerevisiae UAS
element controlled by protein kinase A activates transcription in response to a variety of
stress conditions. EMBO J. 12, 1997-2003.

Marder L, Bernardes AM, Ferreira JZ. 2004. Cadmium alectroplating wastewater
treatment using a laboratory-scale electrodialysis system. Separation and Purification
Technology 37:247-255.

Marettova E, Maretta M, Legath J. 2015. Toxic effects of cadmium on testis of birds

and mammals: A review. Anim Reprod Sci 155:1-10.

Martelli A, Rousselet E, Dycke C, Bouron A, Moulis JM. 2006. Cadmium toxicity in

animal cells by interference with essential metals. Biochimie 88:1807-1814.

McHale MW, Kroening KD, Bernlohr DA. 1996. Identification of a class of
Saccharomyces cerevisiae mutants defective in fatty acid repression of gene
transcription and analysis of the frm2 gene. Yeast 12:319-331.

Memisoglu A, Samson L. 2000. Contribution of base excision repair, nucleotide
excision repair, and DNA recombination to alkylation resistance of the fission yeast
Schizosaccharomyces pombe. J Bacteriol 182:2104-2112.

Mendizabal I, Rios G, Mulet JM, Serrano R, de Larrinoa IF. 1998. Yeast putative
transcription factors involved in salt tolerance. FEBS Lett 425:323-328.

Menezes RA, Amaral C, Delaunay A, Toledano M, Rodrigues-Pousada C. 2004.
Yap8p activation in Saccharomyces cerevisiae under arsenic conditions. FEBS Lett
566:141-146.

Moore MR. 2004. A commentary on the impacts of metals and metalloids in the

environment upon the metabolism of drugs and chemicals. Toxicol Lett 148:153-158.



176

Mortada WI, Sobh MA, El-Defrawy MM. 2004. The exposure to cadmium, lead and
mercury from smoking and its impact on renal integrity. Med Sci Monit 10:CR112-116.

Moye-Rowley WS, Harshman KD, Parker CS. 1989. Yeast YAP1 encodes a novel

form of the jun family of transcriptional activator proteins. Genes Dev 3:283-292.

Mulford KE, Fassler JS. 2011. Association of the Skn7 and Yapl transcription factors

in the Saccharomyces cerevisiae oxidative stress response. Eukaryot Cell 10:761-7609.

Musk AW, de Klerk NH. 2003. History of tobacco and health. Respirology 8:286-290.

Nagajyoti PC, Lee KD, Sreekanth TVM. 2010. Heavy metals, occurrence and toxicity

for plants: a review. Environmental Chemistry Letters 8:199-216.

Nagy Z, Montigny C, Leverrier P, Yeh S, Goffeau A, Garrigos M, Falson P. 2006.
Role of the yeast ABC transporter Yorlp in cadmium detoxification. Biochimie
88:1665-1671.

Nasmyth KA, Tatchell K. 1980. The structure of transposable yeast mating type loci.
Cell 19:753-764.

Nevitt T, Pereira J, Rodrigues-Pousada C. 2004. YAP4 gene expression is induced in
response to several forms of stress in Saccharomyces cerevisiae. Yeast 21:1365-1374.

Nilsen H, Krokan HE. 2001. Base excision repair in a network of defence and

tolerance. Carcinogenesis 22:987-998.

Nobel H, Ruiz C, Martin H, Morris W, Brul S, Molina M, Klis FM. 2000. Cell wall
perturbation in yeast results in dual phosphorylation of the SIt2/Mpkl MAP kinase and
in an Slt2-mediated increase in FKS2-lacZ expression, glucanase resistance and
thermotolerance. Microbiology 146 ( Pt 9):2121-2132.



177

Oehlen B, Cross FR. 1994. Signal transduction in the budding yeast Saccharomyces
cerevisiae. Curr Opin Cell Biol 6:836-841.

Oh SH, Lee BH, Lim SC. 2004. Cadmium induces apoptotic cell death in WI 38 cells
via caspase-dependent Bid cleavage and calpain-mediated mitochondrial Bax cleavage
by Bcl-2-independent pathway. Biochem Pharmacol 68:1845-1855.

Okada H, Ohnuki S, Roncero C, Konopka JB, Ohya Y. 2014. Distinct roles of cell
wall biogenesis in yeast morphogenesis as revealed by multivariate analysis of high-
dimensional morphometric data. Mol Biol Cell 25:222-233.

Oliviero S, Robinson GS, Struhl K, Spiegelman BM. 1992. Yeast GCN4 as a probe
for oncogenesis by AP-1 transcription factors: transcriptional activation through AP-1

sites is not sufficient for cellular transformation. Genes Dev 6:1799-1809.

Oliviero S, Struhl K. 1991. Synergistic transcriptional enhancement does not depend
on the number of acidic activation domains bound to the promoter. Proc Natl Acad Sci
U S A 88:224-228.

Orlean P. 2012. Architecture and biosynthesis of the Saccharomyces cerevisiae cell
wall. Genetics 192:775-818.

O'Shea EK, Klemm JD, Kim PS, Alber T. 1991. X-ray structure of the GCN4 leucine
zipper, a two-stranded, parallel coiled coil. Science 254:539-544.

Ouyang X, Tran QT, Goodwin S, Wible RS, Sutter CH, Sutter TR. 2011. Yapl
activation by H202 or thiol-reactive chemicals elicits distinct adaptive gene responses.
Free Radic Biol Med 50:1-13.

Parrotta L, Guerriero G, Sergeant K, Cai G, Hausman J-F. 2015. Target or barrier?
The cell wall of early- and later-diverging plants vs cadmium toxicity: differences in the
response mechanisms. Front Plant Sci 6: 1-16.



178

Pereira J, Pimentel C, Amaral C, Menezes RA, Rodrigues-Pousada C. 2009. Yap4
PKA- and GSK3-dependent phosphorylation affects its stability but not its nuclear
localization. Yeast 26:641-653.

Posas F, Chambers JR, Heyman JA, Hoeffler JP, de Nadal E, Arino J. 2000. The
transcriptional response of yeast to saline stress. J. Biol. Chem. 275, 17249-17255.

Pulido MD, Parrish AR. 2003. Metal-induced apoptosis: mechanisms. Mutat Res
533:227-241.

Qi M, Elion EA. 2005. MAP kinase pathways. J Cell Sci 118:3569-3572.

Ransone LJ, Verma IM. 1990. Nuclear proto-oncogenes fos and jun. Annu Rev Cell
Biol 6:539-557.

Rebbeor JF, Connolly GC, Dumont ME, Ballatori N. 1998. ATP-dependent transport
of reduced glutathione on YCF1, the yeast orthologue of mammalian multidrug
resistance associated proteins. J Biol Chem 273:33449-33454.

Reiser V, Ruis H, Ammerer G. 1999. Kinase activity-dependent nuclear export
opposes stress-induced nuclear accumulation and retention of Hogl mitogen-activated
protein kinase in the budding yeast Saccharomyces cerevisiae. Mol Biol Cell 10:1147-
1161.

Rep M, Krantz M, Thevelein JM, Hohmann S. 2000. The transcriptional response
of Saccharomyces cerevisiae to osmotic shock. Hotlp and Msn2p/Msn4p are required
for the induction of subsets of high osmolarity glycerol pathway-dependent genes. J.
Biol. Chem. 275:8290-8300.



179

Riger CJ, Fernandes PN, Vilela LF, Mielniczki-Pereira AA, Bonatto D, Henriques
JA, Eleutherio EC. 2011. Evaluation of heavy metal toxicity in eukaryotes using a

simple functional assay. Metallomics 3:1355-1361.

Robertson KD, Jones PA. 2000. DNA methylation: past, present and future direc-
tions. Carcinogenesis 21:461-467.

Rodrigues-Pousada C, Menezes RA, Pimentel C. 2010. The Yap family and its role
in stress response. Yeast 27:245-258.

Ruotolo R, Marchini G, Ottonello S. 2008. Membrane transporters and protein traffic
networks differentially affecting metal tolerance: a genomic phenotyping study in yeast.
Genome Biol 9:R67.

Sahmoun AE, Case LD, Jackson SA, Schwartz GG. 2005. Cadmium and prostate
cancer: a critical epidemiologic analysis. Cancer Invest 23:256-263.

Satarug S, Baker JR, Urbenjapol S, Haswell-Elkins M, Reilly PE, Williams DJ,
Moore MR. 2003. A global perspective on cadmium pollution and toxicity in non-
occupationally exposed population. Toxicol Lett 137:65-83.

Satarug S, Moore MR. 2004. Adverse health effects of chronic exposure to low-level

cadmium in foodstuffs and cigarette smoke. Environ Health Perspect 112:1099-1103.

Shahid M, Pourrut B, Dumat C, Nadeem M, Aslam M, Pinelli E. 2014. Heavy-
metal-induced reactive oxygen species: phytotoxicity and physicochemical changes in

plants. Rev Environ Contam Toxicol 232:1-44.

Shaw JA, Mol PC, Bowers B, Silverman SJ, Valdivieso MH, Duran A, Cabib E.
1991. The function of chitin synthases 2 and 3 in the Saccharomyces cerevisiae cell
cycle. J Cell Biol 114:111-123.



180

Shin YH, Park EH, Fuchs JA, Lim CJ. 2002. Characterization, expression and
regulation of a third gene encoding glutathione S-transferase from the fission yeast.
Biochim Biophys Acta 1577:164-170.

Spike BT, Wahl GM. 2011. p53, Stem Cells, and Reprogramming: Tumor Suppression
beyond Guarding the Genome. Genes Cancer 2:404-419.

Stohs SJ, Bagchi D. 1995. Oxidative mechanisms in the toxicity of metal ions. Free
radic Biol Med 18:321-336.

Struhl K. 1987. The DNA-binding domains of the jun oncoprotein and the yeast GCN4

transcriptional activator protein are functionally homologous. Cell 50:841-846.

Struhl K. 1988. The JUN oncoprotein, a vertebrate transcription factor, activates
transcription in yeast. Nature 332:649-650.

Szczypka MS, Wemmie JA, Moye-Rowley WS, Thiele DJ. 1994. A yeast metal
resistance protein similar to human cystic fibrosis transmembrane conductance regulator
(CFTR) and multidrug resistance-associated protein. J Biol Chem 269:22853-22857.

Takeshita N, Yamashita S, Ohta A, Horiuchi H. 2006. Aspergillus nidulans class V
and VI chitin synthases CsmA and CsmB, each with a myosin motor-like domain,
perform compensatory functions that are essential for hyphal tip growth. Mol Microbiol
59:1380-1394.

Tchounwou PB, Yedjou CG, Patlolla AK, Sutton DJ. 2012. Heavy metal toxicity and
the environment. EXS 101:133-164.

Temple MD, Perrone GG, Dawes IW. 2005. Complex cellular responses to reactive

oxygen species. Trends Cell Biol 15:319-326.



181

Thevenod F, Lee WK. 2013. Cadmium and cellular signaling cascades: interactions

between cell death and survival pathways. Arch Toxicol 87:1743-1786.

Toda T, Shimanuki M, Yanagida M. 1991. Fission yeast genes that confer resistance
to staurosporine encode an AP-1-like transcription factor and a protein kinase related to
the mammalian ERK1/MAP2 and budding yeast FUS3 and KSS1 kinases. Genes Dev
5:60-73.

Tsuzi D, Maeta K, Takatsume Y, Izawa S, Inoue Y. 2004. Regulation of the yeast
phospholipid hydroperoxide glutathione peroxidase GPX2 by oxidative stress is
mediated by Yapl and Skn7. FEBS Lett 565:148-154.

USGS. 2015. Science for a changing world: minerals information. US Geological
Survey (USGS):36-37.

Urani C, Melchioretto P, Fabbri M, Bowe G, Maserati E, Gribaldo L. 2014.
Cadmium Impairs p53 Activity in HepG2 Cells. ISRN Toxicol 2014:976428.

Valko M, Morris H, Cronin MT. 2005. Metals, toxicity and oxidative stress. Curr
Med Chem 12:1161-1208.

van Wijngaarden E, Singer EA, Palapattu GS. 2008. Prostate-specific antigen levels
in relation to cadmium exposure and zinc intake: results from the 2001-2002 National
Health and Nutrition Examination Survey. Prostate 68:122-128.

Vercesi AE, Kowaltowski AJ, Grijalba MT, Meinicke AR, Castilho RF. 1997. The
role of reactive oxygen species in mitochondrial permeability transition. Biosci Rep
17:43-52.

Vido K, Spector D, Lagniel G, Lopez S, Toledano MB, Labarre J. 2001. A proteome
analysis of the cadmium response in Saccharomyces cerevisiae. J Biol Chem 276:8469-
8474,



182

Vilela C, Linz B, Rodrigues-Pousada C, McCarthy JEG. 1998. The yeast
transcription factor genes YAP1 and YAP2 are subject to differential control at the levels
of both translation and mRNA stability. Nucleic Acids Res 26:1150-1159.

Waalkes MP, Anver M, Diwan BA. 1999a. Carcinogenic effects of cadmium in the
noble (NBL/Cr) rat: induction of pituitary, testicular, and injection site tumors and
intraepithelial proliferative lesions of the dorsolateral prostate. Toxicol Sci 52:154-161.

Waalkes MP, Anver MR, Diwan BA. 1999b. Chronic toxic and carcinogenic effects
of oral cadmium in the Noble (NBL/Cr) rat: induction of neoplastic and proliferative
lesions of the adrenal, kidney, prostate, and testes. J Toxicol Environ Health A 58:199-
214,

Waalkes MP, Rehm S, Cherian MG. 2000c. Repeated cadmium exposures enhance
the malignant progression of ensuing tumors in rats. Toxicol Sci 54:110-120.

Waisberg M, Joseph P, Hale B, Beyersmann D. 2003. Molecular and cellular
mechanisms of cadmium carcinogenesis. Toxicology 192:95-117.

Wang Y, Fang J, Leonard SS, Rao KM. 2004. Cadmium inhibits the electron transfer
chain and induces reactive oxygen species. Free Radic Biol Med 36:1434-1443.

Watanabe Y, Takaesu G, Hagiwara M, Irie K, Matsumoto K. 1997.
Characterization of a serum response factor-like protein in Saccharomyces cerevisiae,
RIm1, which has transcriptional activity regulated by the Mpk1 (SIt2) mitogen-activated
protein kinase pathway. Mol Cell Biol 17:2615-2623.

Wemmie JA, Wu AL, Harshman KD, Parker CS, Moye-Rowley WS. 1994,
Transcriptional activation mediated by the yeast AP-1 protein is required for normal
cadmium tolerance. J Biol Chem 269:14690-14697.



183

Wieland M, Levin MK, Hingorani KS, Biro FN, Hingorani MM. 2009. Mechanism
of cadmium-mediated inhibition of Msh2-Msh6 function in DNA mismatch repair.
Biochemistry 48:9492-9502.

Wieser R, Adam G, Wagner A, Schuller C, Marchler G, Ruis H, Krawiec Z,
Bilinski. 1991. Heat shock factor-independent heat control of transcription of
the CTT1 gene encoding the cytosolic catalase T ofSaccharomyces cerevisiae. J. Biol.
Chem. 266, 12406-12411.

Wu AL, Moye-Rowley WS. 1994. GSH1, which encodes gamma-glutamylcysteine
synthetase, is a target gene for yAP-1 transcriptional regulation. Mol Cell Biol 14:5832-
5839.

Wu A, Wemmie JA, Edgington NP, Goebl M, Guevara JL, Moye-Rowley WS.
1993. Yeast bZip proteins mediate pleiotropic drug and metal resistance. J Biol Chem
268:18850-18858.

Wysocki R, Fortier PK, Maciaszczyk E, Thorsen M, Leduc A, Odhagen A,
Owsianik G, Ulaszewski S, Ramotar D, Tamas MJ. 2004. Transcriptional activation
of metalloid tolerance genes in Saccharomyces cerevisiae requires the AP-1-like
proteins Yaplp and Yap8p. Mol Biol Cell 15:2049-2060.

Wysocki R, Tamas MJ. 2010. How Saccharomyces cerevisiae copes with toxic metals
and metalloids. FEMS Microbiol Rev 34:925-951.

Yang HC, Pon LA. 2003. Toxicity of metal ions used in dental alloys: a study in the
yeast Saccharomyces cerevisiae. Drug Chem Toxicol 26:75-85.

Yang X, Talibi D, Weber S, Poisson G, Raymond M. 2001. Functional isolation of
the Candida albicans FCR3 gene encoding a bZip transcription factor homologous to

Saccharomyces cerevisiae Yap3p. Yeast 18:1217-1225.



184

Yoshida S, Parniske M. 2005. Regulation of plant symbiosis receptor kinase through
serine and threonine phosphorylation. J Biol Chem 280:9203-9209.



185

ANEXO



9. ANEXO

Mapas dos vetores de clonagem utilizados
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Mapa fisico do vetor pUGS6. Este vetor foi construido a partir do vetor original pFA6-

kanMX4, no qual foi inserido uma cassete de interrupcdo de gene loxP-kanMX-loxP

para uso em levedura. Possui origem de replicacdo do ColEI (ori), marca de selecéo para

ampicilina (AmpR) para bactéria e contém ainda o gene kanR que oferece resisténcia a

geneticina para levedura, além de sitios de multipla clonagem, MSC.
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Mapa fisico do vetor pFA6a-his3MX6. Este vetor contém uma cassete de interrupgao
de gene HIS3 para uso em levedura. Possui origem de replicacdo do pBR322 (ori),
marca de selecdo para ampicilina (AmpR) para bactéria e marca de sele¢cdo HIS3 para
levedura. Também possui sitios de multipla clonagem, MSC.
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Mapa fisico do vetor pRS416. Este vetor contém, além da regido de reconhecimento
para a amplificacdo da cassete de interrupcdo de gene URA3 para uso em levedura, a
origem de replicagcdo do pMBL1 (ori), marca de sele¢do para ampicilina (AmpR) para
bactéria, origem de replicacdo cromossémico ARSH4 e marca de selecdo URA3 para
levedura. Também possui 0 gene repdrter lacZ sob controle do promotor Lac e sitios de

maultipla clonagem, MSC.
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Mapa fisico do vetor pRS314. Este vetor possui origem de replicacdo do pBR322 (ori),
marca de selecdo para ampicilina (AmpR) para bactéria, origem de replicacdo
cromossdmico ARSH4 e marca de sele¢do TRP1 para levedura. Também possui 0 gene
reporter lacZ sob controle do promotor T7 e sitios de multipla clonagem, MSC. Este
vetor original foi utilizado para a construgdo do vetor de expressdao pRS cupl cp-
GFP-YAP1 (pRS314YAP1-GFP) por Kuge e colaboradores (1997), no qual foi
inserida a regido codificante de GFP sob controle do promotor CUP1 e, por fim, esta

regido foi ligada ao N-terminal da proteina Yapl.
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Mapa fisico do vetor pRS315. Este vetor possui origem de replicacdo do pBR322 (ori),
marca de selecdo para ampicilina (AmpR) para bactéria, origem de replicacdo
cromossémico ARSH4 e marca de selecdo LEU2 para levedura. Também possui 0 gene
reporter lacZ sob controle do promotor T7 e sitios de multipla clonagem, MSC. Este
vetor original foi utilizado para a construgdo do vetor de expressdao pRS cupl cp-
GFP-YAP1 (pRS315YAP2-GFP) por Azevedo e colaboradores (2007), no qual foi
inserida a regido codificante de GFP sob controle do promotor CUP1 e, por fim, esta

regido foi ligada ao N-terminal da proteina Yap2.
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Mapa fisico do vetor pRS316. Este vetor possui origem de replicacdo do pBR322 (ori),
marca de selecdo para ampicilina (AmpR) para bactéria, origem de replicacdo
cromossdmico ARSH4 e marca de selecdo URA3 para levedura. Também possui o0 gene
reporter lacZ sob controle do promotor T7 e sitios de multipla clonagem, MSC. Este
vetor original foi utilizado para a construgdo do vetor de expresséo pRS316YAP1-c-
Myc por Delaunay e colaboradores (2007), no qual foi inserida o epitopo Myc9

fusionado ao N-terminal da proteina Yapl.
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Mapa fisico do vetor pUG35. Este vetor possui origem de replicagdo do pBR322 (ori),

marca de selecdo para ampicilina (AmpR) para bactéria, origem de replicacdo

cromossomico ARSH4 e marca de selecdo URA3 para levedura. Possui o promotor

MET17 (alias @ MET25) no N-terminal do gene que codifica a proteina Gfp e, também,

sitio de multipla clonagem, MSC. Este vetor original foi utilizado para a construcdo do

vetor de expressdao pMet-RCK1-HA neste estudo, no qual foi inserida o produto final

de PCR RCK1-HA previamente amplificado do vetor pRS416, também construido neste

estudo.



