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RESUMO

CAETANO, C.S. Caracterizagcdo do papel das enzimas manosiltransferases
no processo de envelhecimento em Saccharomyces cerevisiae. 2022. 66 p.
Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia) - Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2022.

Projeta-se para 2050 o dobro de pessoas acima de 65 anos e o triplo, acima
de 80 anos. Espera-se uma elevada prevaléncia de individuos com doencas
relacionadas ao envelhecimento (Diabetes Mellitus, doencgas cardiovasculares,
neurodegenerativas e cancer). Durante o0 envelhecimento, ha perda da
proteostase e todo o proteoma é afetado, inclusive a homeostase de glicosilacédo
gue ocorre no RE (reticulo endoplasmatico), mas a via UPR (Unfolded Protein
Response) pode ser ativada para reestabelecer a homeostase proteica.
Mutantes das manosiltransferases ALG12 (BY4741) e PMT1 (BY4742) sao
capazes de induzir esta via e promover a extensédo da RLS (Replicative Lifespan)
em Saccharomyces cerevisiae. Este trabalho estudou um conjunto de mutantes
nulos de manosiltransferases, codificadas nos genes ALG6, ALG12, EOS1,
MNN1, MNN2, PMT1, PMT3, PMT5 e YURL. Verificou-se se estes,
individualmente, estendem a RLS de S. cerevisiae por ativacdo da UPR. Todos
0s mutantes, exceto eos1A estenderam a RLS. Vermelho do Congo e Calcofluor
White foram utilizados para analisar a resisténcia ao estresse da parede celular.
A atividade do sistema Ubiquitina-Proteassomo foi mensurada e mostrou-se
reduzida nos mutantes nulos de manosiltransferases. Os resultados de RT-PCR
sugerem que, nos mutantes testados, ndo houve a ativacdo da via UPR,
indicando que a observada extensdo de longevidade € promovida por uma
outra via de S. cerevisiae. Outras vias deverdo ser estudadas, para analisar
guais colaboram com este fendtipo. Conclui-se que o conjunto de
manosiltransferases estudadas, nao constitui um conjunto fenotipico
homogéneo, porque apenas alguns mutantes estenderam a longevidade de S.

cerevisiae.

Palavra-chave: Manosiltransferases. Saccharomyces cerevisiae.
Longevidade. Biologia Molecular.



ABSTRACT

CAETANO, C.S. Deletion of mannosyltransferases reduce overall protein
translation and extend yeast replicative lifespan. 2022. 66 p. Master thesis
(Biotechnology), Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo,
Séo Paulo, 2022.

By 2050, it is expected that the population of 65+ years old will double and that
of 80+ years old will triple. Biologically, molecular and cellular factors are
detrimental for the life expectancy across species. For example, it is knownthat
when proteostasis declines, the entire proteome is affected, including the
glycosylation homeostasis in the ER (endoplasmic reticulum). The UPR (Unfold
Protein Response) signaling pathway can be activated to reestablish
homeostasis. The null mutants of the mannosyltransferases enconded in ALG12
and PMT1 are able to induce this pathway and promote the extension of longevity
in Saccharomyces cerevisiae, by activating the UPR. Not only these two
mannosyltransferases, but a set of null mutants of mannosyltransferases,
encoded in ALG6, ALG12, EOS1, MNN1, MNN2, PMT1, PMT3, PMT5, and YUR1
genes, are able to promote the extension of longevity. We studied these nine
mutants to analyze whether they could extend longevity by activating the UPR.
Eight of these mutants (alg64, algl2A, mnnlA, mnn2A, pmtlA, pmt3A, pmt5A
and yurlA) extended longevity. The activity of the Ubiquitin- Proteasome was
reduced in the null mutants of mannosyltransferases. The RT- PCR assays results
suggest that in the tested mutants, there was no activation of the UPR pathway,
indicating that the observed extension of longevity is promoted by a different
pathway in S. cerevisiae. Other tests should be performed to analyze which
pathways are involved in the RLS extension phenotype of this set of mutants.
Taken together, mannosyltransferases null mutants do not behave similarly

regarding S. cerevisiae RLS extension.

Key words: Mannosyltransferases. Saccharomyces cerevisiae. Longevity.

Molecular Biology.
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1 - Introducéo

1.1 - Epidemiologia do envelhecimento

Sabe-se que, com o envelhecimento, multiplas alteracdes refletem no
funcionamento do organismo conduzindo ao declinio das fungbes

fisiologicas e, como consequéncia, a morte (Jin, 2010).

Devido a sua importancia, o tema envelhecimento estd emergindo
como uma politica chave, pois, mundialmente, o nimero de idosos esta
aumentando. O Departamento Econdmico e Social das Nagbes Unidas, em
seu ultimo levantamento de 2019 (tabela 1), projetou que o0 numero de idosos
com 65 anos ou mais passara de 703 milhdes de pessoas para 1,5 bilhdo até
2050. O Envelhecimento esta intrinsecamente ligado ao desenvolvimento
sustentavel, e inclusive é meta da agenda do Desenvolvimento
Sustentavel de 2030 (ONU, 2019).
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Tabela 1 - Aumento da populagdo mundial com mais de 65 anos

Numero de Namero de Percentual

pessoas pessoas com d
D x e mudanca
Regiao com 65 anos 65 anos ou ¢

; . entre2019 a
ou mais em mais em 2050 2050

2019(milhdo) (milh&o)

Mundo 702.9 1548.9 120
Africa Subsariana 31.9 101.4 218
Norte da Africa e Oeste Asiatico 29.4 95.8 226
Centro e Sul Asiatico 119.0 328.1 176
Oriente e Oriente-Sul Asiatico 260.6 572.5 120
América Latina e Caribenha 56.4 144.6 156
Austrélia e Nova Zelandia 4.8 8.8 84
Sglgz;ryiaa{ exceto Australia e Nova 05 15 190
Europa e Américado Norte 200.4 296.2 48

Fonte: United Nation (Department of economic and Social and Affairs).

A Organizacao das Nacbes Unidas, no relatério de 2017, informou
gue a populacdo mundial continuara crescendo, porém com taxas menores.
H& cerca de uma década atras, a populacéo global crescia em uma taxa de
1,24%, e, em 2017, a taxa era de 1,10%. De forma relevante, a taxa de
fertilidade total (TFT), que é o fator principal para a reducdo na taxa de
crescimento populacional, em 2017, era de 2,5 nascidos, e passara para 2
por mulher em 2100, sendo que em paises de menor desenvolvimento,
reduzira de 4,3 para 2,1 (ONU, 2017). Pesquisas ja sugerem que futuras
acOes politicas deverdo ser realizadas para o incentivo a fertilidade (Nargund,
2009).

A gqueda na taxa de fertilidade faz com que os idosos estejam em maior
namero que a faixa etéria jovem da populacdo. Em 1980, criangas de até
9 anos ultrapassaram o numero de idosos, sendo 1,1 bilh&o contra 0,4 bilh&o,
respectivamente; porém, para 2050, esta propor¢do sera alterada para,
provavelmente, 2,1 bilhdes de idosos e 2,0 bilhdes de jovens entre 10 e 24

anos de idade. Paralelamente, teremos triplicado o nimero de idosos com
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mais de 80 anos de idade, passando de 137 para 425 milh6es (ONU, 2017).

Levando em consideracdo este fenGmeno, anteriormente, no
relatério de 2015, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) tratou sobre o
envelhecimento e saude, analisando o cenario mundial e apontando que: i)
mesmo tendo uma expectativa de vida maior que nossos pais, nao temos
uma qualidade de vida superior; ii) ndo podemos afirmar ainda que 0s custos
com a saude para populagcdo com mais de 60 anos sera elevado; iii)
ressalta que o envelhecimento aumenta a possibilidade do surgimento
doencas cardiovasculares, doencas auditivas, doencas respiratorias
cronicas, cancer e deméncia. Considera ainda que, a capacidade funcional
intrinseca é um fator variavel de individuo para individuo, sendo necessario
o fornecimento de recursos publicos que visem maximizar a capacidade

funcional e a promocéao para um envelhecimento saudavel (OMS, 2015).

2 — Saccharomyces cerevisiae como modelo de estudo de
envelhecimento.

S. cerevisiae foi o primeiro organismo a ter seu genoma
completamente sequenciado e isto tem colaborado para o entendimento de
doencas (Goffeau et al., 1996, Botstein, Chervitz, & Cherry, 1997) e

envelhecimento em humanos (Gershon & Gershon, 2000).

Desde 1959, S. cerevisiae tem sido utilizado como modelo para a
analise do processo de envelhecimento, por ser um organismo de facil
manipulacéo, rapida reproducdo e muitos mecanismos do ciclo celular
também ja foram bem caracterizados e sédo conservados entre levedura e
humanos (Enserink & Kolodner, 2010). E um modelo bem aceito para

estudos do envelhecimento (Bitterman et al., 2003).

Foram desenvolvidos bancos de dados especificos para

armazenamento e consulta de pesquisas sobre o processo de
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envelhecimento em levedura, dentre os quais podemos citar o GenAge
(http://genomics.senescence.info/genes/), com mais de 300 genes
associados a longevidade e mais de 2000 genes associados ao
envelhecimento ou a longevidade em organismos modelo (Tacutu et al.,
2018).

Neste contexto, dois métodos, CLS e RLS (do inglés “Chronological
Lifespan e Replicative Lifespan, respectivamente, foram propostos para

estudar o envelhecimento em S. cerevisiae (Longo et al., 2012).


http://genomics.senescence.info/genes/)
http://genomics.senescence.info/genes/)

16
2.1- Envelhecimento Replicativo (RLS)

O método de Envelhecimento Replicativo € caracterizado pela
guantidade de vezes que a célula mae passa por divisdo até entrar em
senescéncia (Mortimer; Johnston, 1959). A técnica RLS esta sumarizada na

(figura 1).

RLS

¢ d.
numero de broto

...........
...........

Fonte: autoria propria

Figura 1 — Esquema do ensaio de Longevidade Replicativa. O ensaio fornece dados de
uma célula mitoticamente ativa, contabilizando-se o nimero de células produzidas por uma
célula mée antes da senescéncia. a) E realizado em placas frescas de YPD e inicia com
cultivo de colbnias isoladas. Utiliza-se um microscopio de dissec¢do, que possui uma
agulha que é usada para a disseccdo dos brotos. Uma célula virgem (broto) € designada
como a célula mae. b) Aproximadamente 50 células virgens s&o alinhadas verticalmente. E
desejavel no maximo 3-5 alinhamentos por placa. A célula mae é visivelmente maior que
o broto, desta forma, ambas podem ser separadas. ¢) O nimero de brotos de cada célula
€ anotado para contagem. No periodo noturno, a placa € mantida a 4 °C para que se possa
controlar o brotamento. O procedimento é repetido até a célula mae cessar o brotamento.
d) Apos a contagem dos brotos, o resultado € plotado em grafico e submetido a posterior
andlise estatistica. Aqui uma curva explicativa de umalinhagem selvagem (WT) comparada

com outra linhagem.
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Andlises da divisao celular de S. cerevisiae realizadas em 1950 por
Barton demonstraram a formacgédo de cicatrizes na parede celular a cada
brotamento, conseguindo contabilizar 23 cicatrizes na célula mae (Barton,
1950). Seguindo com estes dados, em 1959, Mortimer e Johnston,
analisaram que as novas células eram menores que a célula mae, o que
facilitava a distincdo entre elas, e, além disso, as células tinham replicacédo
finita, sendo que, apés algumas divisbes, morriam. Estas informacdes
serviram como base para mensurar a longevidade replicativa em S.
cerevisiae. Porém, ndo obstante a estes valiosos dados, este modelo nédo

obteve notoriedade na época (Mortimer;Johnston, 1959).

Acreditando que as cicatrizes ndo eram a Unica forma de determinar a
longevidade em levedura, mas sim que fatores citoplasmaticos ainfluenciava,
em 1989, Egilmez e Jazwinski deram maior complexidade aos
experimentos de Mortimer e Johnston, analisando um fendtipo estocastico de

senescéncia (Egilmez & Jazwinski, 1989).

Assim, na década de 90 aliou-se técnicas moleculares e celulares nos
estudos de longevidade, o que levou a identificacdo de genes e Vvias
importantes no processo. Dada a conservagao dessas vias entre eucariotos,
o0 modelo RLS foi aprimorado para o estudo da longevidade em S. cerevisiae
(Longo et al., 2012).

Apés quatro décadas das primeiras observacbes em S. cerevisiae, €
possivel compreender, ao menos em parte, 0s mecanismos moleculares de
longevidade em RLS. Desta forma, podemos mencionar efetivos
contribuintes, como o gene SIR2 e a formacdo de ERCs (circulos
extracromossomais de DNA ribossémico) na levedura. Estes fatores inter-
relacionam-se, porque o gene SIR2 € um silenciador de heterocromatina
atuando, por exemplo, na regulagdo no cromossomo lll dos l6cus HMR e

HML relacionados aos tipos sexuais de S. cerevisiae (lvy et al., 1986).
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Paralelamente, na tentativa de entender as causas efetivas para o
envelhecimento em leveduras, um grupo de pesquisa observou que células
maes tinham aumento e fragmentagc&o nucleolar, ocasionando senescéncia
e morte (Sinclair et al., 1997) e que este evento era ocasionado por ERCs
(Sinclair & Guarente, 1997). Atualmente, sabe-se que Sir2p requer NAD* para
desempenhar sua funcéo silenciadora (Landry et al., 2000), e este importante
evento retarda o envelhecimento em S. cerevisiae, porque reprime a
formacao de circulos extracromossomais de rDNA (Kaeberlein et al., 1999).
O gene de rDNA esta localizado no cromossomo Xl com cerca de 140 cépias
(Petes, 1979). Estes circulos extracromossomais surgem por recombinacao
homdéloga em repeticbes adjacentes do rDNA, o qual posteriormente sao
extraidos em forma de circulos. A presenca desses circulos nao é observado
na célula filha, logo apos brotamento, indicando que ndo ha padrdo de

hereditariedade na formacao dos circulos (Sinclair & Guarente, 1997).

Outros determinantes para o envelhecimento, que sdo conservados
entre 0s eucariotos, ja foram observados em ensaios RLS. A restricdo
caldrica pode ser empregada em S. cerevisiae através da reducdo da
concentracdo de glicose de 2% para 0,5% no meio de cultura, e é a
intervencdo mais eficientemente capaz de promover a longevidade. Esta
intervencdo esta associada a muitas mudancas fisioldgicas, incluindo
mudanca da respiracdo anaerdbica para aerébica. (Wasko & Kaeberlein,
2014).

2.2- Envelhecimento Cronoldgico (CLS)

O método de analise do envelhecimento cronoldgico em S. cerevisiae
(figura 2) mensura a capacidade clonogénica de cultura celular de leveduras
no estado pos-diduxico e, posteriormente, pds-mitético. O crescimento
diduxico inicia apés 24 horas, quando se esgota a glicose do meio e ocorre

uma alteracdo do metabolismo fermentativo para um modo respiratorio,
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dependente de etanol gerado durante a fermentagédo (Werner-Washburne
et al., 1993). ApoOs esgotados todos os substratos, a célula conduz-se para
fase estacionaria e, em seguida, para quiescéncia (Go), mantendo-se em
baixa taxa metabdlica. Isso torna a célua altamente resistente a multiplos
estresses, podendo manter-se nesta fase por um periodo superior a trés
meses. O método de CLS foi desenvolvido na década de 90 para
complementar o modelo RLS, a fim de assemelhar & capacidade de
desenvolvimento das células de organismos superiores no estado pos-
mitético, onde fatores de estresse como privacao nutricional podem induzir
a celula a sair do ciclo celular e entrar na fase estacionaria e voltar ao
ciclo quando os nutrientes necessarios estejam novamente disponiveis

(Fabrizio & Longo, 2003), (Longo, 2012).

Essa reprogramacéao do ciclo celular e entrada em quiescéncia, fica
evidente quando células do tipo selvagem sdo incubadas em meio SDC
(synthetic dextrose complete), e nelas observam-se uma alta taxa
metabolica. Apdés o periodo de 6 a 7 dias as células morrem. Porém,
utilizando este mesmo meio e alternando a cultura com agua, as células
apresentam uma taxa metabolica reduzida e sua longevidade € aumentada,
indicando assim que vias metabdlicas alternativas sao ativadas (Fabrizio &
Longo, 2003). Substituir meio de cultura por dgua € uma condicdo de

restricdo caldrica extrema, por isso estende a CLS.

O modelo CLS atualmente pode ser analisado em larga escala, com
uso de técnica “High-Throughput”, a qual permite a um pesquisador, em um
anico dia, obter mais de 1000 resultados genotipicos e fenotipicos
diferentes de longevidade e viabilidade celular, considerando condicbes de

crescimento diferentes (Sarnoski et al., 2017).
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Figura 2 — Esquema do ensaio de envelhecimento cronolégico. As células séo
induzidas ao estado pés-diduxico, pelo esgotamento de nutrientes, saindo do ciclo celular
para fase estacionaria G0O. A cada 48 horas, as células sdo monitoradas em sua
capacidade celular em voltar ao ciclo pelo fornecimento de nutrientes. Repete-se o
procedimento a cada dois dias, para uma nova aliquota de células em G0, até nio haver

mais formacéo de coldnias em placa.

3 — As manosiltransferases em Saccharomyces cerevisiae e em humanos

A molécula de manose foi, pela primeira vez, observada na extracao
da parede celular de levedura (Sentandreu & Northcote, 1968) e em

mamiferos, extraida de tecido cerebral (Finne et al., 1979).
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3.1 - Glicosilagéo de proteinas

Glicano é a denominacao para carboidratos complexos, 0s quais sao
nomeados substituindo o final do nome por “ose” (Moss et al.,, 1995).
Participam do processo celular de glicosilacdo, que € a modificacdo pés-
traducional de proteinas de membranas e secretorias, ocorrendo na via
secretoria (FREEZE, Hudson H., 2013).

A glicosilacdo é definida pelo tipo de ligacdo glicosidica (Eklund &
Freeze, 2005). S. cerevisiae possui um largo numero de glicoproteinas ricas
em manose. O processo de glicosilacdo é idéntico em células animais.
Contudo, a estrutura dos blocos glicosidicos é diferente, resultando em alvos

terapéuticos contra fungos (Ernst & Prill, 2018).

Neste trabalho abordaremos nove manosiltransferases com
envolvimento no processo de envelhecimento (McCormick et al., 2015), que
participam do processo de modificacdo poés-traducional de proteinas, N-

glicosilacéo, O-glicosilacdo e O-manosilacao (tabela 2).
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Tabela 2 - Funcdo das manosiltransferases de S. cerevisiae no

processo de glicosilagao

Gene ORF Descrigao da proteina Tipo de ligagdo

Localizada no limen do RE. E uma Alfa-
1,3-glicosiltransferase, responsavel
ALG6 YORO002W |pela transferéncia do Dolicol-Fosfato Reiss G, et al. (1996) N-glicosilacdo
para residuos de asparagina da
proteina durante a N-glicosilac3o.

Localizada no RE. E uma Alfa-1,6-

manosiltransferase, responsavel pela
adicao de alfa-1,6-manose para o R
Dolicol ligado a Man7GIcNAC2. Jakob CA, et al. (1998) N-glicosilacao
Grimme SJ, et al. {2001)

Burda P, et al. (1999

ALG12 | YNRO3OW

EOS1 YNLO80C |Envolvida na N-glicosilacao N-glicosilacao

Nakamura T, et al. (2007)

Localizada no Complexo de Golgi, &
uma Alfa-1,3-manosiltransferase,

< .~ i >
MNN1 | YEROO1W |requerida para adicio de alfa-1,3- Al slblEls Lsis

O-glicosilacdo

manose.
Yip CL et al. (1994)
Localizada no Complexo de Golgi, &
MNN2 | YBRo4sG |Um3Alfa-1,3-manosiltransferase, Raschke WC, et al. (1973) O-glicosilagio

requerida para adicdo de alfa-1,3-
manose.

Localizada na membrana do RE.
Transfere a manose do dolicol fosfato
PMT1 YDLO95W |para o residuo de serina e freonina da | Strahl-Bolsinger S, et al. (1993) [ O-manosilacao
proteina. E essencial para rigidez da
parede celular.

Localizada na membrana do RE.
PMT3  |YOR321w |Iransfere amanose doDolicol-Fosfato |\ o1\ 1 evar (1095) O-manosilacio
para o residuo de serina e treonina da s

proteina.

Localizada na membrana do RE.
PMTS YDLO093W e manos.e OB Girrbach V and Strahl! S {2003) O-manosilacao
Fosfato para o residuo de

Serina e Treonina da proteina

YUR1 YJL139C |Localizada no Complexo de Golgi. Lussier M, et al. (1993) N-glicosilacdo

Fonte: https://www.yeastgenome.org/

3.2 — N-glicosilagédo

A N-glicosilacdo (adicdo de monossacarideo no grupo NH: da asparagina
da proteina) é iniciada na membrana do RE (reticulo endoplasméatico) do
lado citoplasmatico com a montagem de um precursor, o oligassacarideo
LLO (lipid-linked oligossaccharide) (Breitling & Aebi, 2013),que requer

como substrato Dol-P (dolicolfosfato), que esta de forma bipartida ancorado


https://www.yeastgenome.org/
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na membrana do RE (Jung & Tanner, 1973). A partir deste substrato, a
estrutura do oligossacarideo € montada pela juncdo de trés tipos de
carboidratos, sendo trés moléculas de glicose, nove moléculas de manose
e duas moléculas de  N-acetilglicosamina, representada  por
Glc3Man9GIcNAc2. A formacédo de tal estrutura € catalisada por uma série
de (glicosiltransferases, codificadas pelos genes ALG (asparagine-linked
glycosylation). A estrutura LLO é transferida em bloco para o grupo amina no
residuo de Asparagina (Asn) da proteina crescente (Markus Aebi, 2013). A
transferéncia é catalisada pelas OST (oligossacariltransferases). Em
levedura, as subunidades de OST sao codificadas por OST3, OST4, OST5,
e OST6, e os genes essenciais OST1, OST2, WBP1, SWP1 e STT3,
(Kelleher & Gilmore, 2006).

3.3 - O-glicosilacéao

A O-glicosilacdo é o processo de adicdo de monossacarideo no
grupo OH da serina e treonina da proteina. Inicia-se no RE com a
transferéncia de um monossacarideo N-acetil-Galactose, GalNAc-UDP, para
um residuo de Serina ou Treonina da proteina alvo. Este processo é
controlado pela familia de genes PMT1-7 (Gentzsch & Tanner, 1996). A
adicdo da terceira manose € realizada no Complexo de Golgi (Van Den Steen
et al., 1998). O transporte de proteinas é realizado por meio da via exocitica,
gue compreende o RE, vesiculas intermediarias e o0 Complexo de Golgi.
Duas classes distintas de proteinas, COPI e COPII, sdo responsaveis pelo

trafego de proteinas entre o RE ao Complexo de Golgi (Duden, 2003).

Embora as cadeias de O-glicosil em S. cerevisiae possam ter de
dois ou trés residuos de manose, ocasionalmente, pode ser estendida pela
a-1,3- manosiltransferase para um tamanho de cinco ou sete residuos, tendo
como doador um acucar GPD-Man. Uma das enzimas responsaveis é a

Mnn1p estudada neste trabalho (Ernst & Prill, 2018).
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3.4.- O-manosilagcéo

A manosilacao inicia-se no RE. E um processo menos complexo que
a N-glicosilag&o, porque n&o necessita de LLO e sim da transferéncia de uma
molécula de manose via Dol-P para um residuo de serina ou treonina na
proteina crescente (Babczinski & Tanner, 1973). Esta transferéncia é

catalisada pelas proteinas O-manosiltransferases (Lommel & Strahl, 2009).

3.5 - Manosiltransferases e doengas em humanos

Em humanos, muta¢cdes nas glicosiltransferases afetam a via de O-
manosilacdo, causando alteracbes na glicosilacdo da proteina a-
distroglicano e, por consequéncia, doencas como distrofia muscular congénita
(CMD - congenital muscular dystrofy) (Lehle et al., 2006). Mutacdes nos
genes POMT1 e 2 (Protein O-mannosyltransferase 1 e 2), estdo associadas
a sindrome de WWS (Walker-Warburg Syndrome). Esta sindrome é
caracterizada por sinais presentes em recém-nascidos e na primeira infancia,
e ocasionalmente pode ser detectado no acompanhamento do pré-natal com
exames de imagem. Os sintomas sdo: hipotonia muscular generalizada,
fragueza muscular, desenvolvimento retardado com hidrocefalia,
malformacéo cerebelar e anormalidade ocular. Estima-se que esta doenca
afete 1 a cada 60,5 mil recém-nascidos mundialmente, que possivelmente
falecerdo antes dos trés anos de idade (Rhodes, Hatten, & Ellington, 1992,

Department of Health & Human Services, 2018).

Os estudos da N-glicosilagdo tém auxiliado para o entendimento de
doencas ocasionadas por falhas de processamentos desta Vvia,
caracterizadas como CDG (congenital disorders glycosylation) (M Aebi &
Hennet, 2001). Estas desordens sao classificadas de acordo com a

localizacdo da falha de processamento, sendo denominadas como CDG1
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e CDG2 (Jung & Tanner,1973). Defeitos na montagem de LLO, incluindo
nas OSTs, sdo nomeadas como CDG1 com suas subdivisfes; ja defeitos
no processamento de N-glicano sdo nomeadas como CDG2, também com

suas subdivisdes (Lehle et al., 2006).

4 - Aspectos biologos do envelhecimento

Tal qual o cancer, o envelhecimento tem suas particularidades, e este
processo deixa suas marcas. Um grupo de pesquisadores propds que o
processo de envelhecimento possui nove marcas a considerar: i)
instabilidade genética; ii) encurtamento dos tel6bmeros; iii) alteracbes
epigenéticas; iv) perda da proteostase; v) sensor de nutrientes desregulado;
vi) disfuncdo mitocondrial; vii) senescéncia celular; viii) exaustao das células-

tronco; ix) interacdo intercelular alterada (Lopez-otin et al., 2013).

Dentre estas alteracdes celulares e moleculares, interessa para este
trabalho a perda de proteostase. A rede de proteostase € definida pela acao
coletiva de muitas proteinas para preservar a estabilidade e a
funcionalidade do proteoma, envolvendo os mecanismos de sintese proteica,
enovelamento, agregacdo e desagregacdo de proteinas, que inclui a
maquinaria traducional, chaperona molecular e co-chaperonas, o sistema
ubiquitina-proteassomo e a maquinaria autofagica. De modo auxiliar a
proteostase, incluem-se o0s fatores de transcricdo, remodeladores de
cromatina, componentes estruturais, vias de sinalizacdo, fatores
metabdlicos, maquinaria de importacdo e exportacdo e modificadores pés-
traducionais (Johnathan & Richard, 2015).

A perda da proteostase € um dos principais fatores envolvidos no

processo de envelhecimento (figura 3).



26

estresse RE

—.choque termico —estresse oxidativo

/

macroautofagia
agregadas

Hsc 70 / %

proteina
mal- enovelada

autofagia mediada por

chaperona &
reenovelamento \
mediada por chaperona
degradagao
proteassomo

Fonte: autoria prépria

Figura 3 — Mecanismos de perda da proteostase — estimulos enddgenos e exdgenos
podem ocasionar a perda da homeostase do enovelamento de proteinas. Este evento pode
desencadear a perda da proteostase e induzir varias vias. Proteinas mal enoveladas sdo
geralmente reenoveladas pelas HSP (heat shock protein) ou séo degradadas pelo sistema
ubiquitina-proteassomo ou pela via autofagica. A via autofagica inclui o reconhecimento de
proteinas mal enoveladas pelas chaperonas Hsc-70 e sua importagdo para dentro do
lisossomo, ou sequestra as proteinas e organelas danificadas para dentro do
autofagossomo gue se funde com o lisossomo num processo de macroautofagia. Falhas no
reenovelamento ou degradacé@o de proteinas levam ao acumulo e agregacao, resultando

em efeitos proteotdxicos.

Vias de respostas ao estresse sao acionadas para reestabelecer a
homeostase de proteinas, sendo a UPR (Unfolded protein response) umas

das vias mais preponderantes (Johnatan & Richard, 2015).
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4.1 - Unfolded Protein Response (UPR) como resposta para perda

de homeostase de proteinas

A via UPR é ativada em resposta ao acumulo de proteinas mal
enoveladas no lumen do reticulo endoplasmético. O Reticulo Endoplasmatico
(RE) é uma organela com diversas e importantes fungdes celulares, tais como
armazenamento de célcio, sintese de lipideos, sintese e transporte de
proteinas e metabolismo de carboidratos (Schwarz & Blower, 2016). Neste

trabalho interessa-nos a sintese de proteinas.

A alteracdo da homeostase no RE, pode gerar um estresse nesta
organela, como, por exemplo, 0 mau enovelamento de proteinas, as quais
tendem a se acumular no limen do RE. Desta forma, é necessario
mecanismos para reestabelecer a homeostase, a fim de aliviar o estresse e
evitar a morte celular (Bravo et al., 2013). Para tanto, a célula ativa as
respostas por meio da via UPR sendo: i) temporaria inibicdo da sintese de
proteinas, ii) degradacao das proteinas mal-enoveladas ou iii) aumento na
expressao de chaperonas. Para gerar esta resposta alguns sensores sao
ativados, tais como PERK (protein kinase RNA (PKR)-like ER kinase), ATF6
(activating transcription factor-6) e uma proteina transmembrana, IRE1
(inositol- requiring enzyme-1), esta Ultima é a Unica conservada entre
eucariotos (Ron & Walter, 2007). Na primeira descricdo da proteina IRE1,
relatou-se seupapel de proteger a célula, evitando o acumulo de

proteinas mal- enoveladas (Cox et al., 1993).

Dentro da via UPR, Ireplp passa por oligomerizacdo e auto-
fosforilacdo (Shamu & Walter, 1996). Esta modificacdo possibilita a
ativacdo de outro gene, HAC1. Apés a transcricdo, o RNAm de HAC1
permanece na forma inativa, até que o spliceossomo (Irelp e tRNA ligase)
promovam a clivagem da regido intronica do RNAmM, removendo 252
nucleotideos e substituindo a regido carboxi-terminal de 10 aminoacidos

(forma néo induzida) por 18 aminoacidos (forma induzida), a qual confere a
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proteina Haclp o papel de ativador transcricional, dez vezes mais eficiente
(figura 4). Sendo assim, Haclp transloca-se para do nucleo e ativa a
transcricdo de varios outros genes que codificam chaperonas, tais como
KAR2 (Back et al., 2005). Este evento pode ser induzido com o uso de
tunicamicina, um inibidor de glicosilacdo e a0 mesmo tempo um indutor
de estresse no RE (Takatsuki et al., 1975).

RETICULO ENDOPLASMATICO %aip
BiP /

PROTEINA MAL- - . -
EMOVELADA
CITOPLASMA

MONOMERO Ire1 DIMERD Ire1 OLIGOMERO Ire1

S o

| seménclacodficante | fonl  seqéncacodiicante
1 RNAM de Hacl

Cten?  seinciacodficamte  sequéncia codifcante

processamento de Hac1

|
- Hac1 processado

/

fator de transcrigio ativa :
parada da sintese;
NUCLEQ ativagao chaperonas;

degradagfio; apoptose

Fonte: autoria prépria

Figura 4 — Ativacdo da via UPR em leveduras. BiP (Binding immunoglobulin protein) mantém a
proteina transmembrana Irelp na forma inativa. Proteinas mal-enoveladas recrutam a proteina BiP
e induz mudancas conformacionais em Irelp e sua auto-oligomerizacéo e fosforilagéo, propiciando a
atividade RNAse, que medeia o splicing do RNAm de HACL1. O fator de transcricdo maduro Haclp

ativa a via UPR.
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4.2 - Manosiltransferases e a via UPR na extensé&o de longevidade em

Saccharomyces cerevisiae

Em 2015, McCormick e colaboradores, através do ensaio de
longevidade replicativa, identificaram grupos génicos funcionais, capazes de
extensdo de longevidade replicativa em linhagens BY4741/BY4742 de S.
cerevisiae, (McCormick et al., 2015). Nove mutantes nulos de

manosiltransferases (tabela 3) estenderam a longevidade.

Tabela 3 - Significancia do aumento dalongevidade replicativa em S.
cerevisiae (BY4741) com a delecdo das manosiltransferases em relacao

ao tipo selvagem.

Gene (RLS) media % de aumento
alg6A 30.36 15.3
alg12A 31.75 16.6
eos1A 35.03 23.9
mnn1A 30.54 14.7
mnn2A 30.47 155
pmtiA 35.08 38.1
pmt3A 31.88 26.8
pmt5A 29.07 20.6
yur1A 31.18 19.2

Fonte: McCormick et al., 2015.

Anteriormente, constatou-se que a delecao individual dos genes IRE1
e HAC1, que ativam a via de UPR, reduz a longevidade da célula. Porém,
nos mutantes alg72A e bst1A, uma manosiltransferase e um regulador
negativo de COPII na formacgéo de vesiculas do RE para Complexo de Golgi,
respectivamente, houve um aumento na longevidade da célula.

Continuando os estudos, constataram que nos mutantes alg12A e bst1A a
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via UPR ¢ ativada através do splicing do RNAmM de HAC1. Com estes dados,
concluiu-se que a extensao da longevidade é dependente de Irelp funcional
e ativacao de Haclp. Com tunicamicina, um composto estressor do RE, os
mutantes hac1A e ire1A, as células ndo foram resistentes, sugerindo que
a inducéo da via UPR e vias de resposta ao estresse agem por mecanismos
distintos na extensdo de longevidade. Ao todo, pelo menos 380 genes sdo

ativados pela via de UPR (Labunskyy et al., 2014).

Um outro grupo analisou a capacidade de inducdo da via UPR e
extensdo da longevidade em mutantes pmt1A (BY4742), que também foi
capaz de promover a extensao de longevidade e inducdo da via UPR.
Sugerindo mais uma vez que a delecdo das manosiltransferases esta

associada a extenséo de longevidade em S. cerevisiae (Cui et al., 2015).

5 —Justificativa

Levando em consideracdo o aumento mundial do contingente de
pessoas acima de 65 anos, tornam-se urgentes medidas de maior inclusao
dos idosos em politicas sociais, uma vez que este tema, o envelhecimento,

impacta diretamente no desenvolvimento sustentavel.

Abordando de maneira mais individual, faz-se necessario, também, a
compreensao dos mecanismos biologicos do envelhecimento intrinseco a
cada individuo, no sentido de minimizar as doencgas acarretadas por este
complexo processo. Mecanismos genéticos, moleculares e celulares ja estdo
sendo elucidados, porém o fenbmeno do envelhecimento esta longe de ser

inteiramente compreendido.

A rede de proteostase compreende todo o proteoma, incluindo a
glicosilagdo de proteinas. A perda da proteostase é uma das marcas
encontradas no processo de envelhecimento, porém, ndo sédo conhecidos

todos os fatores causais. Vias de sinalizacdo séo acionadas em resposta ao
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processo de envelhecimento, como no caso da UPR (Unfolded Protein
Response). Mutantes de duas manosiltransferases, ALG12 e PMT1 ativam a
UPR, e este mecanismo estende a longevidade replicativa em levedura.
Outro grupo de pesquisadores caracterizou um grupo de mutantes nulos de
nove manosiltransferases: alg6A, algl2A, eos1A, mnnlA, mnn2A, pmtlA,
pmt3A, pmt5A e yurlA, e verificou que essas delecbes estendem a RLS,
porém, ainda ndo se sabe 0 mecanismo celular que conduz a este fendtipo.
Sendo assim, este trabalho prop6s-se prosseguir com os estudos e analisar
se, em conjunto, este grupo de mutantes de manosiltransferases utilizam-se

da via UPR para estender longevidade.

6 - Objetivos

6.1- Objeto Geral

Caracterizar o papel de proteinas manosiltransferases no processo de

envelhecimento de Saccharomyces cerevisiae.

6.2- Objetivos Especificos

I. Confirmar se as dele¢cdes em manosiltransferases (alg6A, algl2A, eoslA,
mnnlA, mnn2A, pmtlA, pmt3A, pmt5A e yurlA) estendem a longevidade

replicativa em Saccharomyces cerevisiae;

II. Verificar se as dele¢cdes das manosiltransferases ativam a resposta a
proteinas ndo-enoveladas pela via UPR;

I1l. Verificar se o0s mutantes de manosiltransferases sao

resistentes a tunicamicina;
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IV. Comparar o perfl dos polissomos entre o0s mutantes

em manosiltransferases;

V. Avaliar a atividade peptidasica do proteossoma nos mutantes

de manosiltransferases;

VI. Avaliar se os mutantes nulos de manosiltransferases interferem

no crescimento das células;
VII. Avaliar a resposta ao estresse da parede celular;

VIII. Avaliar a resposta ao estresse térmico.

7— Materiais e métodos

As linhagens empregadas neste trabalho foram derivadas da cepa
BY4741 (Mata his3A1 leu2A0 metl5A0 ura3A0) com as seguintes delecdes
individuais: alg6A::KanMX, algl12A::KanMX, eoslA::KanMX, mnnlA::KanMX,
mnn2A::KanMX, pmtlA::KanMX, pmt3A::KanMX pmtSA:;:KanMX e
yurlA::KanMX, gentilmente fornecidas pelo Professor.Doutor Luis Eduardo

Soares Netto do Instituto de Biociéncias da Universidade de Sao Paulo.

7.1 - Condicbes gerais de esterilizacdo, solidificacdo dos meios de

cultivo e crescimento dos microrganismos:

Os meios de cultura listados abaixo foram autoclavados a 121 °C por
15 minutos. Ao meio solido foi acrescentado agar bacteriolégico a 2%

(concentracao final).



Meio de cultura:

YPD
REAGENTE %
Glicose 2
Peptona 2
Extrato de levedura 1
Agua q.sp. 1L

YPG
REAGENTE %
Glicerol 2
Peptona 2
Extrato de levedura 1
Agua q.sp. 1L

YNB
REAGENTE %
Glicose 2
Yeast Nitrogen 0,67
Agua q.sp. 1L
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7.2 - ldentificacao das linhagens

Devido as linhagens WT, algbA, alg124, eos1A, mnn1A, mnnZ2A,
pmt1A, pmtbA e yur1A, terem sido cedidas por outro laborat6rio, iniciamos as
analises confirmando o rompimento destes genes. Para isso realizamos a
extracdo do DNA gendmico. Originalmente, os mutantes nulos foram
construidos com a insercao do cassete de resisténcia a geneticina (KanMX).
Para identificacdo do locus de integragcdo de KanMX (figura 5), foi
necessario um par de oligos (tabela 4). Os produtos de PCR que foram

submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1% para confirmagao.
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Tabela 4 - Oligos utilizados para amplificacdo do cassete de KanMX

Mutante

Nulo

alg6A

alg124

eos1A

mnniA

mnn2A

pmtiA

pmt3A

pmt5A

yuriA

A:

B:

: AGCTAGAGGAGATTAAGACAG

: CATGCATCATCAGGAGTACG

: CTCAATGCAGACATTCTTCCG

: CATGCATCATCAGGAGTACG

: ATTGCTGCATCTCTGGAAAAC

: CATGCATCATCAGGAGTACG

: CGTGTACCATACCGATTCTAG

: CATGCATCATCAGGAGTACG

: AGTAGCAAGTCTGACCAAAAG

: CATGCATCATCAGGAGTACG

: ACCCATAGTCACGTATAACTG

: CATGCATCATCAGGAGTACG

: GCATTCCAACTCTTCCTTTCG

: CATGCATCATCAGGAGTACG

: TAAACGTGAATCTCAACCTGC

: CATGCATCATCAGGAGTACG

Sequéncia (5' - 3)

AAAGAGACACCATCATGAAGG

CATGCATCATCAGGAGTACG

Cp
(pb)
21
20
21
20
21
20
21
20
21
20
21
20
21
20
21
20
21

20

Tm

(°C)

50,6

53,9

53,7

55

52,5

51,4

54,1

53

52,4

Produto de

Amplificagao

1412

3692

733

1582

1324

1422

822

1342

1652

Cp = comprimento. Tm = Temperatura de melting

primer A

5'_*

Sr

KanMX 1374pb

mutantes nulos de manosiltransferases cedidos ao nosso laboratério.

<

primer B
Figura 5 — Sequéncia KanMX. Amplificagdo do cassete de KanMX para identificacao dos
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7.3- Extracado de DNA genomico

O isolamento do DNA gendmico foi feito a partir de uma cultura de
células crescidas em 5 mL de meio YPD a 30 °C por 16h a 150 rpm. Foi
transferido 1,5mL da cultura para tubo de microcentrifuga. As células
foram centrifugadas por 2 min, a 14000 rpm em temperatura ambiente. O
meio foi desprezado e as células foram ressuspendidas em 0,2 mL de
tampéo de lise (2% Triton X- 100, 1% SDS, 100 mM NaCl, 10mM Tris-HCI
pH 8,0, 1 mM EDTA). Foi adicionado 100 uL de glass beads (0,5 mm de
diametro) e adicionado 0,2 mL de solucdo de fenol/cloroférmio/alcool
isoamilico (25:24:1 pH 8,0). As células foram agitadas por 5 min em vortex
e centrifugadas por 5 min por 14000 rpm em temperatura ambiente. A fase
aquosa foi transferida para um novo tubo de microtubo de 1,5 mL. Foi
adicionado 1 mL de etanol absoluto, o qual foi misturado por inversdo. O
tubo foi novamente centrifugado por 2 min a 14000 rpm em temperatura
ambiente. O sobrenadante foi desprezado e foi adicionado 0,4 mL de TE
(Tris 10 mM pH 8,0, 1 mM EDTA) com 30 pg de RNAse, incubando-se a
mistura por 30 min a 37 °C. Transcorrido o tempo, foi adicionado na
suspensao 10 uL de acetato de aménia 4 M e 1 mL de etanol absoluto. O
DNA foi centrifugado por 2 min a 14000 rpm em temperatura ambiente. O
DNA foi lavado com etanol 70% e concentrado a 30 °C. Em seguida o DNA

foi ressuspendido em 70 uL de TE.

7.4 - Ensaio de longevidade replicativa em mutantes de
manosiltransferases

A longevidade replicativa das células foi determinada conforme
procedimento descrito ja estabelecido (Park, Mcvey, Guarantee, 2002). A
partir do estoque -80 °C riscou-se as células em uma placa de YPD, deixou-
se crescer a 30 °C e, depois de 48 h, riscou-se em uma placa de YPG,
incubando-se por 48 h. Repetiu-se o procedimento em YPG, a fim de remover

quaisquer petite (células com deficiéncia mitocondrial) da populacao.
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Selecionaram-se as células aparentemente funcionais e riscou-se em uma
nova placa YPD para dar inicio a dissec¢cdo das células. Usando uma
agulha de vidro fixada a um micromanipulador, alinhou-se 50 células em
YPD, com espacamento de 50 um entre elas. O agar foi perfurado com a
agulha entre cada 10 células-méde para produzir pontos de referéncia na
placa. Isolou-se a célula filha da segunda divisdo, denominada “célula-mae”
fundadora virgem. As células maes-virgens foram incubadas a 30 °C, para
ocorrer a divisao celular. As células filhas foram separadas das células-
maes fundadoras utilizando-se o micromanipulador. ApoOs cada
micromanipulacdo, registrou-se o nimero de vezes que cada célula-méae
gerou uma nova célula-filha. A placa foi incubada a 4 °C durante a noite, a
fim de controlar o brotamento. Quando as células-maes néo produziram
mais brotos, o ensaio de longevidade replicativa chegou ao fim. A
significancia estatistica dos ensaios foi analisada pelo teste ndo-paramétrico
de Mann-Whitney.

7.5 - Ensaio de estresse térmico

As células foram inoculadas em 10 mL de YPD e incubadas a 30
°C sob agitacdo continua, a 300 rpm, por 16 h. Apds o periodo de incubacéo,
foi transferido 1 mL da cultura principal para um tubo de microcentrifuga
de 1,5 mL e incubado a 30, 37, 46, 50, 51 e 52 °C durante 30 min a 150 rpm,
em um termomixer (Eppendorf Thermomixer R Mixer). Em seguida, foram
realizadas diluicbes seriadas destas suspensdes de células e
subsequentemente aliquotas de 3 pL da diluicao final foram semeadas em
meio sélido YPD e as placas foram incubadas a 30 °C por 48 h. Depois deste
periodo, as imagens foram capturadas. Os ensaios foram realizados em

triplicata.
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7.6 - Ensaio de resisténcia ao estresse da parede celular pela acao dos

antifungicos Calcofluor White e Vermelho do Congo

As células foram inoculadas em 10 mL de YPD e incubadas a 30
°C sob agitacdo continua, a 150 rpm, por 16 h. Em seguida, foram realizadas
diluicbes seriadas destas suspensdes de células e, subsequentemente,
aliquotas de 3 uL de cada diluicdo foram semeadas em meio sélido YPD com
antifingicos Calcofluor White na concentracéo final de 10 pg/mL e 20 pg/mL
e Vermelho do Congo na concentracao final de 100 pL/mL. As placas foram
incubadas a 30 °C por 48 h e depois deste periodo as imagens foram

capturadas. Os ensaios foram realizados em triplicata.

7.7 - Comparacédo do perfil dos polissomos entre os mutantes

de manosiltransferases

Este experimento foi realizado em colaboracdo com o Laboratério de
Microbiologia Molecular, coordenado pela pesquisadora Lysangela Ronalte
Alves da Fundacao Oswaldo Cruz, no Instituto Carlos Chagas (ICC), unidade

técnico-cientifica da Fiocruz no Parana.

7.7.1 - Preparo do extrato de células

As células de levedura foram crescidas em 125 mL de YPD até uma
ODe00=0,8-1. Adicionou-se cicloheximida, um inibidor da traducgéo
citoplasmatica em uma concentracéo final de 100 pg/mL e deixou-se crescer
por mais 15 min. O tampao de lise (80 pug/ml de cicloheximida, 200 pg/ml de
heparina, 0,2% de DEPC - dietilpirocarbonato, 10 mM Tris-HCl pH 7,5, 0,1 M
NaCl, 30 mM MgCl») foi preparado quinze minutos antes do término da

agitacdo das células. Apos o término da agitacdo, as células foram
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transferidas para um frasco de centrifuga de 250 mL contendo 200 mL
de gelo e submetidas a centrifugagdo 7500 rpm (Beckman Coulter Avanti
J-26 XP - rotor JA-20) por 5 min a 4 °C. O sedimento foi lavado com 10
mL de tampé&o de lise gelado e transferido para tubo Falcon de 15 mL.
Centrifugou-se as células novamente a 6000 rpm por 3 min a 4 °C. O
sedimento foi ressuspendido em 0,5 mL de tampé&o de lise e transferido
para microtubo de 1,5 mL. Adicionou-se 0,5 mL de glass beads acid-washed
(0,5 mm de diametro) e a solucéo foi submetida a 8 sessbes de agitacao de
30 s intercalando a cada sessao com 30 s em gelo. Adicionou-se mais 0,5
mL de tampao de lise dentro do microtubo de 1,5 mL. Centrifugou-se a
14000 rpm por 20 min a 4 °C. O sobrenadante foi transferido para um novo
tubo de 1,5mL. A concentracdo dos acidos nucleicos foi medida utilizando
Nanodrop (razéo OD260/OD2so) € a integridade das amostras foi analisada
por eletroforese em gel de agarose a 1%. O extrato foi imediatamente

utilizado para ultracentrifugacao.

7.7.2 - Preparacao do gradiente de Sacarose

O gradiente de sacarose foi preparado no dia mesmo da lise celular.
A etapa do gradiente se iniciou com o preparo de duas solucdes de 7% e
47% de sacarose. A estas solu¢des foram adicionados: 50 mM de MgCly,
50 mM de Tris-OAc pH 7,0, NH4Cl 12 mM. Foram preparadas, para um
volume final de 12 mL, em tubo de centrifuga de 15 mL, as solucGes 7%,
17%, 27%, 37%e 47%, considerando a ordem e volumes conforme (tabela
5).
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Tabela 5 - Preparo do gradiente de sacarose

Concentracao final 7% sacarose 47% sacarose
7% 4,8 mL 0
17% 3,6 mL 1,2mL
27% 2,4 mL 2,4 mL
37% 1,2mL 3,6 mL
47% 0 4,8 mL

7.7.3 - Centrifugacao dos gradientes

Com a ponta da ponteira colocada contra a parede do tubo perto da
superficie do gradiente, gentilmente, adicionou-se 25 OD2go unidades do
lisado no topo do gradiente. Utilizando uma pinca, cuidadosamente, o
gradiente foi transferido para um rotor de cacamba moével e os tubos
centrifugados a 39.000 rpm por 2 h a 4 °C em ultracentrifuga Hitachi
CP100NX. A absorbancia do gradiente foi lida a 254 nm em aparelho
fracionador de gradiente (Teledyne Isco — Dendity Gradient Fractionation
System), gerando picos de leitura das subunidades 40S, 60S, dos
monossomos 80S e polissomos. Estes picos foram representados em

graficos pelo préprio aparelho.

7.7.4 - Analise das imagens

Com a obtencdo dos graficos impressos, estes foram
subsequentemente escaneados e as imagens foram plotadas a fim de obter
picos mais definidos. Para isso foi utilizada a ferramenta online

webplotdigitizer, disposta em https://automeris.io/WebPlotDigitizer/. A

ferramenta possibilitou a extracdo das coordenadas XY dos graficos
impressos. Ap0s a obtencdo dos dados (picos de polissomos e

MoNossomos), as imagens foram reproduzidas no programa de Origin versao


https://automeris.io/WebPlotDigitizer/
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8, que obteve o valor da area de picos de polissomos e monossomos, assim
a razao entre as areas foram calculadas. As informagfes das areas foram

analisadas no programa Minitab, utilizando o teste t-Student.

7.8 — Ensaio de estresse no Reticulo Endoplasméatico com o

composto Tunicamicina

As células de levedura foram crescidas em meio liquido YPD a 30
°C por 16 h a 150 rpm, em seguida cinco diluicdes seriadas 1:10 foram
plagueadas em meio YPD Agar, acrescido de Tunicamicina 0,2 pg/mL.
Posteriormente, as placas foram mantidas em estufa a 30 °C e, apos 48 h

de incubacao, as imagens foram capturadas.

7.9 - Andlise da atividade peptidasica dos mutantes

de manosiltransferases

As células de levedura foram inoculadas em 10 mL de meio liquido
YPD a 30 °C sob agitacao continua a 150 rpm por 12 h. Posteriormente foi
realizado outro indculo em 100 mL de meio YPD com ODsoo=0,1 inicial e
incubadas a 30 °C sob agitacao continua a 150 rpm por 16h. As células foram
centrifugadas e lisadas com glass beads (0,5 mm de diametro) e tampao
de lise (Tris 50 mM pH 7,5, MgCl 5 mM) com agitacdo continua em vortex a
1800 rpm por 60 min. O lisado foi centrifugado a 10.000 x g a 4 °C, por 10
min. O sobrenadamente foi transferido para microtubos de 1,5 mL. O
volume de 10 pL foi coletado acrescentado a 490 pL de agua ultrapura. Em
sequéncia, a quantidade de proteina total dos lisados foi quantificada pelo
meétodo de Bradford, em placas 96 pocos, no aparelho FlexStation3
(Molecular Devices). Apés a quantificacdo proteica, as amostras foram
submetidas a quantificacdo da atividade do proteassomo. Utilizou-se 1

mg/ml de proteinas em tampéao (Tris 50 mM pH 7,5, MgCl25 mM). O volume
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de 50 pL da solucao tampao e proteinas foi depositado em placa de 96 pocos
opaca e acrescido de mais 50 UL de tampé&o de atividade (Tris 50 mM pH
7,5, MgCl2 5 mM). Também foi acrescido 5 pL substrato fluorogénico do
proteassomo LLVY 2,5 mM. Para amostras controle, foi adicionado 1 pL de
solucdo 5 mM de Bortezomib, um inibidor de proteassomo. Apds o preparo
da placa, esta foi colocada em leitor de placa FlexStation3 (Molecular
Devices) a 30 °C. As leituras foram realizadas a cada 1 min por 30 min a 595

nm.

7.10 — Ensaio de curva de crescimento

As células de levedura foram crescidas em meio liquido YPD a 30

°C por 16h a 150 rpm. Foi realizado outro in6culo em 10 mL de YPD com

ODso0o= 0,1 inicial. A cultura foi monitorada a cada duas horas e analisada
a densidade optica em espectrofotometro Eppendorf BioPhotometer. Os
valores foram anotados, tabulados e plotados em grafico. Aos dados obtidos
com células mutantes que apresentaram comportamentos de crescimento
diferente da cepa selvagem, aplicou-se o teste t de Student no programa
Minitab.

7.11 - Extracdo de RNATotal de Saccharomyces cerevisiae para RT-PCR

As células de levedura foram cultivadas em meio YPD em 150 rpm por
16 ha 30 °C. Apos o crescimento, as células foram centrifugadas em microtubos
de 2 mL a 4000 rpm por 5 min em temperatura ambiente. O extrato celular
foi acrescido de 300 pL de Trizol e aquecido a 65 °C por 15 min. Apds foi
acrescido as amostras 200 pg de glass beads (0,5mm de diametro). Nas
etapas seguintes, as amostras foram mantidas sempre no gelo. A lise foi
realizada com agitacao vigorosa. Na agitacdo houve intervalos intercalados

30 s no gelo e 30 s em vortex. O lisado foi centrifugado a 15 000 rpm por 15
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min a 4 °C. O sobrenadante foi transferido para novo microtubo de 1,5 mL e
foi acrescido 200 pL de Cloroféormio (RNAse-free), agitou-se por 15 s e mantido
em temperatura ambiente por 10 min. Centrifugou-se novamente 15 000 rpm
por 15 min a 4 °C. O sobrenadante foi transferido para um novo microtubo de
1,5 mL. Ao lisado acrescentou-se novamente 500 puL de Cloroformio (RNAse-
free) e agitou-se por 15 s. Novamente as amostras foram centrifugadas a 15.
000 rpm por 15 min a 4 °C. O sobrenadante foi transferido para um novo
microtubo de 1,5 mL e foi acrescido de 500 uL de Isopropanol (RNAse-free) e
agitou-se por 15 s. A solucéo foi mantida em freezer -80 °C por uma 1 h. Apés
a precipitacdo, novamente as amostras foram centrifugadas a 15 000 rpm por
15 min a 4 °C. O sobrenadante foi desprezado e acrescentou-se 1 mL de Etanol
75% (RNAse-free). Centrifugou- se 10 000 rpm por 5 min em temperatura
ambiente. O sobrenadamente foi desprezado e o RNA foi concentrado a 30 °C
no Eppendorf Concentrator 5301. Ao final o RNA foi ressuspendido com 30 pL

de DEPC e utilizado no mesmo dia para quantificacao e tratamento com DNAse.

7.11.1 - Sintese da fita do DNA complementar

A sintese da fita do DNA complementar iniciou-se com a padronizacdo do RNA
extraido em 6ug. ApGs a padronizacao, tratou-se a amostra com DNAse |,
RNA-free (1 U/uL) da Thermo Fisher para digestdo de DNA. A digestao foi
realizada em temperatura 37 °C por 30 minutos. Para confirmacdo da
digestéo, foi realizada uma amplificacdo de DNA por PCR e posterior analise
em gel de agarose 1%. Quando negativou-se a amplificacdo de DNA da
amostra, seguiu-se com 0 experimento para sintese da fita do DNA
complementar. Para sintese, foi utilizado o kit High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit — Thermo Fisher, seguindo as especifica¢des do protocolo do
kit. Para confirmacdo, foi utilizado 1uL do produto da sintese de cDNA para

analise por eletroforese em gel de agarose 2%.
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8 - Resultados e discusséao

8.1- Ensaio de Longevidade Replicativa em Mutantes
de Manosiltransferases

O ensaio de longevidade replicativa € empregado para
determinacao da capacidade finita de uma célula mée de levedura em gerar
brotos (Mortimer; Johnston, 1959). Neste trabalho, este método foi utilizado
a fim de analisar se os mutantes de manosiltransferases alg6A, algl2A,
eos1A, mnnlA, mnn2A, pmtlA, pmt3A, pmt5A e yurlA apresentam aumento

na RLS média e maxima em relacdo ao tipo selvagem (figura 6).
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Figura 6 - Mutantes nulos de manosiltransferase apresentam extensao nalongevidade

replicativa. Para cada cepa, dissecou-se um total de 50 células de S. cerevisiae com uso

de micromanipulador. As geracdes correspondem ao nimero de brotos produzidos pelas

células mae ao

longo do experimento. As curvas representam o melhor de dois

experimentos com resultados similares. A longevidade média e maxima de cada linhagem

esta indicada em parénteses, nesta ordem. p-valor obtidos com o teste ndo- paramétrico de

Mann-Whitney.
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Todas as linhagens apresentaram extensdo na longevidade
replicativa em comparacao a cepa selvagem: alg6A, algl2A, mnnlA, mnn2A,
pmtlA, pmt3A e pmt5A e yurlA (p<0,05), exceto para eos1A que apresentou
uma significancia p=0,089.

Pesquisas anteriores demonstraram que dois mutantes aqui
apresentados, algl2A (Labunskyy et al., 2014) e pmt1lA (Cui et al., 2015),
apresentaram extensao da longevidade, sendo que para ambos a via de
UPR foi ativada.

Este resultado sugere que delecao individual de manosiltransferases
€ capaz de estender a longevidade replicativa, exceto para o0 mutante eos1A.

8.2 — Analise da resisténcia ao estresse térmico nos mutantes de

manosiltransferases

O ensaio de resisténcia ao estresse térmico é realizado a fim de
observar a resposta da célula a variacdo de temperatura. Essa resposta
altera a sintese de proteinas, ativando fatores de transcricdo que vao
coordenar a sintese de moléculas com a finalidade de proteger proteinas e

funcdes celulares resultando em um efeito citoprotetivo.

A principal familia de proteinas induzidas na resposta ao estresse
térmico sdo as HSP (Heat Shock Protein). Essa familia € constituida por
diversas proteinas de diferentes pesos moleculares: Hsp10, Hsp27, Hsp40,
Hsp60, Hsp70, Hsp90 e Hsp110. Porém, as principais HSP que auxiliam no
dobramento de polipeptideos ou proteinas no citosol, sdo as proteinas
Hsp70 e Hsp90. No processo de envelhecimento estas proteinas protegem a
célula contra proteotoxicidade, apoptose e proteinas agregadas (Murshid, A
et. al., 2013).
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Para analisar o quanto as linhagens alg6A, alg1l2A, eos1A, mnnlA,
mnn2A, pmtlA, pmt3A, pmt5A e yurlA resistem ao estresse térmico, estas

foram submetidas as temperaturas de 30, 37, 46, 50, 51 e 52 °C (figura 7).

Podemos observar que até 46 °C, todos os mutantes responderam
tolerando a variagéo de temperatura de forma semelhante ao tipo selvagem,
tornando-se sensiveis em 52 °C, exceto para o0 mutante eos14 que a 50 °C
jA se tornou sensivel, sendo totalmente deletério em 52 °C e observa-se

também efeito moderado em alg6A a partir de 51 °C.

TEMPERATURA (°C)

30 37 46 50 5 52

WT
algbA
alg12A
eostA
mnmiA
mnm2A
pmtiA

pmt3A
pmidsA
yurfA

Figura 7 — Mutantes nulos de manosiltransferases respondem diferentemente ao
ensaio de estresse térmico. Primeiramente, as células de levedura foram crescidas em
meio YPD a 30 °C por 16 h. Posteriormente, foram submetidas ao choque térmico as
temperaturas mencionadas por 30 min. Em seguida, com auxilio de uma pipeta multicanal,
aliguotou-se 3 pL de cinco diluicdes seriadas 1:10 em placas contendo meio YPD, que

foram incubadas a 30 °C e, depois 48 h de incubacéo, asimagens foram capturadas.

Durante os experimentos, observou-se que a 46 °C, as células
apresentavam uma melhora no fendtipo. Provavelmente, isto se deva a
ativacdo da via de HSR (heat shock response). Em analise de transcriptoma
de levedura, com variagcdo de temperaturas, um outro grupo de trabalho
observou que a 37 °C, com 15 minutos de exposi¢ao, houve um aumento

na expressao cerca de 1800 genes. Ja com um aumento mais severo de



48

temperatura, para 42 °C, observou-se uma mudanca em 3100 genes. Esse
trabalho sugeriu que ha uma adaptagcdo da célula para esta resposta, pois
a 37 °C, especificamente, a expressao de genes reduzem, porém, a 42 °C,
a célula suporta maior tempo de exposi¢do a temperatura elevada. Em um
estresse subletal de 46 °C, a expressédo de cerca de 1000 genes ainda
manteve-se aumentada, demonstrando a capacidade de manter a resposta

ao estresse para garantir a sobrevivéncia celular (Muhlhofer et al., 2019).

Uma outra possibilidade de sobrevivéncia da célula ao estresse
térmico esta na resposta da via de integridade da parede celular. Em
trabalho realizado com genes WSC (Wall Sensor Cell), os mutantes nulos
wsc1A, wsc2A e wsc3A, foram submetidos a variagcdo de temperatura, sendo
gue em YPD a 28 °C na combinacédo de wsc1A/wsc3A houve crescimento
semelhante ao tipo selvagem, porém na combinacdo wsc1A/wsc24, nao
houve crescimento e igualmente para a combinacdo wsc1A/wsc2A/wsc34,
sugerindo que a delecdo do gene WSC2 interfere na viabilidade celular
mesmo em condicbes normais de temperatura. Quando a temperatura &
elevada a 37 °C, as células ndo sobrevivem em nenhuma das combinacodes,
demonstrando que sdo deletérias (Verna et al., 1997). Ja demonstrou-se que
a via CWI é ativada pela via UPR e promove a extensdo de longevidade em
alg12A (Labunskyy et al., 2014).

O resultado aqui apresentado indica que, os mutantes nulos eos7A4 (50
°C) e algbA (51 °C) apresentam sensibilidade ao desafio térmico, enquanto
os demais mutantes de manosiltransferases ndo apresentam alteracdo na

resposta ao choque térmico.
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8.3- Ensaio de resisténcia da parede celular

A parede celular de S. cerevisiae é composta principalmente por -1,3-
glicano, contendo cerca de 1500 unidades de glicose por cadeia. Além
disso, 30% do peso seco desta levedura é composto de 85% de
polissacarideos e15% de proteinas. Manoproteinas podem ligar-se a cadeia
B-1,6-glicose através de glicosilfosfatidilinositol (GPI). A via de sinalizacdo
CWI (Cell Wall Integrity) € compreendida por uma familia de sensores de
superficie celular altamente manosilados, acoplados a uma pequena proteina
G, Rholp, a qual ativa efetores. Coletivamente, os efetores regulam diversos
mecanismos de resposta celular, como a sintese de [-glicano para
remodelagem da parede celular, genes relacionados a sintese da parede
celular, organizacdo da actina do citoesqueleto, sintese de vesicula

secretoria para o local de crescimento (Levin, 2005).

Em S. cerevisiae, a via PKC1-MPK1 regula a biossintese da parede
celular que responde ao estresse na parede, brotamento e crescimento
celular. Rholp ativa Pkclp, a qual desencadeia a atividade de uma cascata
de quinases, tais como Bcklp/Slklp, Mkklp e Mkk2p, Mpklp/Slt2p (Verna
et al., 1997).

Os antifungicos Vermelho do Congo e Calcofluor White (CFW) sao
conhecidos por causar estresse a parece celular, interferindo na sintese de
quitina e B1,3-glicano (Roncero & Duran, 1985). Portanto, utilizamos estes
dois compostos para analisar a resisténcia da parede celular dos mutantes

de manosiltransferases (figuras 8A e 8B).
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Figura 8 — Mutantes nulos de manosiltransferases respondem diferentemente ao
ensaio de resisténcia da parede celular — A e B. As linhagens de mutantes de
manosiltransferases foram crescidas em YPD a 30 °C por 16 h, em seguida cinco dilui¢cdes
de 1:10 foram plaqueadas em YPD &gar acrescidas de Calcofluor White 10 ug/mL e 20
pg/mL (A), ou de Vermelho do Congo a 100 pg/mL (B). Posteriormente, as placas foram

mantidas em estufa a 30 °C e, ap06s 48 h de incubagao, as imagens foram capturadas.

O ensaio com Calcofluor White, figura 8A, de modo geral, os mutantes
responderam similarmente ao tipo selvagem, exceto para os mutantes alg6A,
eoslA e mnn2A os quais tiveram sua viabilidade celular reduzida, sendo
gue para mnn2A a reducao foi mais severa na concentracdo 20upg/mL.
Normalmente, o gene MNN2 é responsavel pela adicdo inicial de a1,2-

manose ao esqueleto de a1,6-manose na parede celular de S.
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cerevisiae. Em Candida albicans, a mutacdo mnn2A reduz a capacidade de
viruléncia desta levedura em Galleria mellonella, permitindo um aumento no
tempo de sobrevivéncia da larva de 3 para 7 dias. (Hall, R. A, et al., 2013).
Para este trabalho podemos associar este fendtipo a reducao do crescimento
desta linhagem, quando exposta ao CFW e Vermelho do Congo,
justificando que a delecdo da manosiltransferase apresenta um fenétipo mais
severo. E possivel que a via de CWI tenha sido afetada, porém n&o houve

ativacao de alguma via que pudesse recuperar o fenétipo.

No ensaio de Vermelho do Congo, figura 8B, a resposta das linhagens
mutantes foi bastante similar a do antifingico CFW. A maioria das linhagens
mutantes apresentou um fendtipo similar ao tipo selvagem, exceto o0s
mutantes alg6A e mnn2A, sendo que para este Ultimo a reducdo no
crescimento celular foi mais severa, assim como no experimento com CFW
(figura 8A).

O mutante alg72A apresentou uma ligeira melhora no fendtipo e
resisténcia aos antifungicos CFW e Vermelho do Congo (Labunskyy et al.,
2014), porém, neste trabalho o resultado foi semelhante ao tipo selvagem,
sugerindo que a via de CWI ndo foi afetada, mesmo que todas as
condicBes de ensaio tenham sido semelhantes, a triplicata biolégica nao

apresentou o mesmo resultado.

Com estes dados, sugerimos que as mutacBes individuais em
manosiltransferases ndo formam um grupo homogéneo, pois nem todas

interferem na via de integridade da parede celular.
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8.4 — Comparacédo do perfil dos polissomos entre os mutantes

de manosiltransferases

A andlise de polissomos é uma técnica para estudar o processo de
traducdo, o qual é um dos niveis de regulacdo da expressdo génica
(Chassé et al., 2017). O citoplasma contém duas populacdes de ribossomos,
0s polissomos e monossomos. Os polissomos consistem de RNAmM ocupados
de dois ou mais ribossomos, jA nos monossomos o RNAmM ocupa-se de
apenas um ribossomo (Heyer & Moore, 2016). A composicao de ribossomos
durante a traducdo tende a alterar em resposta a estimulos de estresse
celular, processo de envelhecimento e extenséo da longevidade (Gonskikh &
Polacek, 2017). Estudos com aminoacidos radioativos indicam que a maioria
das novas ligacdes peptidicas séo realizadas nos polissomos, indicando que
estes representem a por¢ao ativa da tradugdo. Os monossomos representam
a porcao recém montada nos ribossomos e, portanto, estes correspondem a

porcéo inativa da traducéo (Heyer & Moore, 2016).

A Potenciacédo é um fenbmeno temporario que ocorre nas células, a
gual visa reduzir a traducdo em resposta a estresses. Os fatores de iniciacédo
da traducao sao afetados induzindo tal reduc&o. Tratamento com rapamicina
demonstrou que, apos sessenta minutos, em ensaio de Western Blotting, ha
a reducao dos niveis da proteina elF4G. Em eucariotos e em condi¢des
normais, elF4G faz parte do complexo elF4F que esta na iniciacdo da
traducao (Preiss et al., 2003).

Delecdes de componentes da traducdo estendem a longevidade
entre as diversas espécies, sugerindo que ha ligagdo causal entre
longevidade e reducgéo da traducéo, a qual foi demonstrada com a delecao
e analise sistematica das proteinas ribossomais (r-proteins) rpl3, rpl6b,

rpl10, rpsl0 e rpsl8 em levedura e Caenorhabditis elegans (Gonskikh &
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Polacek, 2017). Outro grupo de pesquisa, por meio de uma andlise
sistematica de delecdo de genes, a qual inclui subunidades do ribosomo
citosodlico e mitocondrial, também demonstrou extensédo de longevidade

replicativa em S. cerevisiae (McCormick et al., 2015).

Outros fatores, em caso de privacdo de glicose, também estao
presentes e atuando na reducao da traducdo, como é o caso de RNAs
helicases elF4A e Dedlp (Crawford & Pavitt, 2019).

Desta forma, no sentido de analisar se o0s mutantes de
manosiltransferases também séo capazes de interferir no processo de
traducdo, as linhagens foram submetidas a analise do perfil de polissomos,

(figura 9).

Analisando-se o grafico do tipo selvagem (figura 9), é possivel
visualizar que ha um aumento na éarea do monossomo 80S da linha
selvagem (WT) quando comparado com a area do monossomo 80S das
linhagens mutantes. Isto sugere que a linhagem tipo selvagem estava com
0 processo de traducdo ativo e mais singnificativo que as linhagens
mutantes. Este resultado sugere também que a extensdo de longevidade

ocorre por reducdo na traducado (Hansen et al., 2007).
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Figura9 — Andlise do perfil de polissomos dos mutantes de manosiltransferases. As linhagens

foram crescidas em YPD a 30 °C e lisadas para obtengdo do RNA total. O RNA foi submetido a

ultracentrifugacdo em gradiente de sacarose. As fra¢gfes do gradiente foram lidas em 254 nm.
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Para certificar-se de que houve alteracdo na traducdo das
linhagens mutantes, foi necesséario calcular a é&rea dos picos, obtendo a
razdo da area de polissomos:monossomos (figuras 10A e 10B). Exceto para
pmt3A (p=0,051), em que houve reducdo na traducdo, porém n&o
significativa, todas as demais linhagens apresentaram reducao significativa

no processo de traducdo quando comparado ao selvagem (p<0,05).
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Figura 10 - Comparacéo darazéo polissomos/monossomos do perfil dos polissomos
dos mutantes de manosiltransferases — A) Area abaixo da curva do perfil polissomal
utilizada para obtencdo de dados numéricos. B) Comparacdo das razdes
polissomos/monossomos de cada mutante. A raz&o resultante de cada mutante foi utilizada

para analise estatistica utilizando test t-Student.

Para entender como este evento de reducdo da traducdo estaria
ocorrendo neste trabalho, realizanos uma busca no yeastgenome.org, e
observamos que as manosiltransferases deste trabalho, possuem interacéo
fisica com a enzima Dhhlp (tabela 6). Dhhlp é uma DEAD-box RNA helicase,

localizada no citoplasma. Esta foi a primeira proteina cujo envolvimento na
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modulacdo do quepe 5 (7-metilguanosina) do RNAmM em levedura foi
demonstrado. Este processo € importante como controle da sintese
proteica. Em Xenopus também pode ser caracterizada como um repressor
traducional, por meio da proteina ortdloga Xp54. Em Drosophila
melanogaster, a proteina ortéloga de Dhhl, a Me3lb é requerida para
silenciamento traducional (Sweet et al., 2012). Em S. cerevisiae, Dhhlp
interage fisicamente também com Haclp, indutor da via de UPR. Esta
enzima nao possui interacdo com Alg12p, porém interage com Alg6p, Eoslp,
Mnnlp, Mnn2p, Pmt3p e Yurlp. As enzimas Pmtlp e Pmt5p também néo
interagem com Dhhlp. Entretanto, Pmt5p é encontrada ligada a Pmt3p,
e, em certas ocasidoes, Pmtlp também liga-se a Pmt3p, o que pode
justificar, o motivo de n&o haver uma interacéo direta com a enzima Dhhlp
(Girrbach & Strahl, 2003).
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Tabela 6 — Interacéo fisica entre manosiltransferases e Dhhlp. Cada
coluna contém uma lista de genes, cujas proteinas interagem

fisicamente com uma dada manosiltransferase (destacadas em azul

claro).
ALG1| ALG6 EOS1 | MNN1 | MNN2 | PMT1 PMT3 [PMT5 YUR1 IRE1 | HAC1
2
BFR1| BFR1 CCR4 | ANP1 BFR1 ERP1 BFR1 BFR1 DHH1 AZF1 | CCR4
GIS2 | CCR4 DHH1 BFR1 DHH1 | ERV25 DHH1 ISW1 HEK2 BzZzz1 | CDC4
ERV2
GTT1| DHH1 MPT5 BUL2 5 GUS1 GTT1 PMT2 | ISW1 CuUzl| CYCs8
HEK2| HEK2 WHI3 CCT3 PSG1 | HHF1 MEP1 PMT3 [ LSM6 DCR2| DHH1
SEC2
KAR2| ISW1 YCK2 COG3 2 HRD1 PMT1 RUB1 GCN5| ESA1
SEC6 HSP10
MGA2| MPT5 DHH1 1 4 PMT5 SND3 GLO3| GCN5
TCM6
NAB2| PKP2 DPH1 SED5 | HTA2 2 GUS1| IRE1
PUF2| RSP5 DPH2 SSB1 OST1 HAC1| KSP1
SvP2 HSP3
PUF3| SRO9 ISW1 6 OST3 1 MPT5
WHI3| TPK3 MPS3 TNA1l | PDR5 ISA2 | NAB2
PSG1 PHO86 KAR2| PUF2
LYS2
PUF3 PMT2 1 RHO3
SBP1 SCS2 MSB2| RPD3
SSB1 SEC62 PRC1| SBP1
YCRO06
1w SEC63 PTC1| SIN3
SRP5
SSC1 PTC2| 4
SSH1 RRP5| SSB2
STT3 SLA1| YCK1
TDH2 SRO7| YPT1
VPS2 | YPT3
WBP1 7 2
Proteinas envolvidas na
E degradacdo de RNAm

Fonte: https://www.yeastgenome.org/

A reducdo da traducdo também € conduzida pela perda da
homeostase de proteinas, que conduz a célula a formacédo de proteinas
mal enoveladas e a formacao agregados proteicos toxicos, causadores de
doencas degenerativas como na doenca de Parkinson e Alzheimer. E
interessante para a célula reduzir a traducdo, servindo de controle para a

formacdao de proteinas defeituosas. Por outro lado, h4 mobilizagédo da célula
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para sintese de outras moléculas, como chaperonas, que auxiliam no
reparo de proteinas mal enoveladas ou condugdo ao sistema ubiquitina-
proteassomo. A sintese de proteinas consome cerca de 75% da energia

celular, logo, é razoavel pensar que, a reducdo da taxa de sintese de

proteina possa levar a extensao de longevidade (Gonskikh & Polacek, 2017).

Deste modo, podemos sugerir que os mutantes de manosiltransferases
induzem a extensao de longevdade por meio da reducao da traducéo.

8.5 — Andlise de resisténcia ao composto Tunicamicina

Isolada primeiramente a partir da bactéria Streptomyces
lysosuperficus, a tunicamicina € um antibiético que inibe a replicacdo de
virus envelopados (Elbein, 1987). Atualmente, este composto também pode
ser isolado a partir da bactéria Streptomyces clavuligerus e sabe-se que
também ¢ inibidor da formacédo do Dolicol-Fosfato, acarretando a inibicédo
da glicosilacdo e acumulo de proteinas mal-enoveladas dentro do Reticulo
Endoplasmatico (Adel & Abduljabar, 2020).

Ensaio com tunicaminica foi utilizado anteriormente com alg124, a
fim de analisar se ha alteracGes fenotipicas quando ocorre estresse no RE, o
gue neste caso o grupo considerou um prejuizo no fendtipo da célula mutante
(Labunskyy et al., 2014).

Para o nosso trabalho, a tunicamicina foi utilizada com o mesmo
intuito. De acordo com os resultados, a tunicamicina ndo foi capaz de alterar
o fenétipo das células mutantes quando comparado ao tipo selvagem (WT)
(figura 11), sugerindo que o estresse no reticulo endoplasmatico nao

ocasionou prejuizos as células mutantes, mesmo para a linhagem alg12A.
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Figura 11 — Estresse do Reticulo Endoplasmatico causado por Tunicamicina nédo afeta
negativamente o crescimento das células mutantes de manosiltransferases. As
linhagens mutantes de manosiltransferases foram crescidas em meio YPD a 30 °C por 16
h. Em seguida, cinco diluicdes de 1:10 foram plaqueadas em placas YPD agar acrescidas
de 0,2 pg/mL de Tunicamicina. Posteriormente, as placas foram mantidas em estufa a 30

°C e, apoés 48 h de incubagdo, as imagens foram capturadas.

Sendo assim, conclui-se que pelo menos com 0 uso do composto

Tunicamicina, as células mutantes mantém normal o seu crescimento quando

comparado com ao tipo selvagem (WT).

8.6 — Comparacéo de atividade peptidasica proteassomo entre mutantes

nulos de manosiltransferases

O sistema Ubiquitina-Proteassomo é composto por dois subcomplexos:
um catalitico, o qual € a subunidade 20S ou também conhecida como
particula essencial e subnidade 19S, também conhecida como particula
regulatéria, as quais juntas formam o proteassomo 26S em eucariotos. O
primeiro passo da degradagdo proteica € a conjugacdo de ubiquitinas, um
polipetideo com 76 aminoacidos, a proteina-alvo. A enzima ubiquitina E1,
ativa o residuo de glicina de uma ubiquitina ATP-dependente. A ubiquitina
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ativada é transferida para uma cisteina da ubiquitina conjugada, a enzima E2.
Posteriormente a ubiquitina ligase E3, liga-se a ubiquitina da enzima E2 em
seu amino carboxi-terminal, o qual se liga ao residuo de lisina das proteinas-
alvo. A ubiquitina E3 ligase é responsavel pela seletividade das proteinas que
serdo degradadas pelo proteassomo (Saez & Vilchez, 2014).

O sistema Ubiquitina-Proteassomo estd integradado a rede de
proteostase. Embora seja uma fonte primaria de degradacao com limitaces
biosificas, este sistema exerce um papel fundamental na degradacédo de
proteinas em estado mal-enovelado e agregado, individualmente ou em
massa (Tanaka, 2009). O acumulo de proteinas mal-enoveladas propicia o
surgimento de doencas degenerativas como: Alzheimer, Parkinson e
Hungtinton. O declinio da proteostase é uma das marcas do envelhecimento,
afetada também pelo declinio na atividade do proteassomo (Saez & Vilchez,
2014).

O processo de degradacdo das proteinas associadas ao RE
depende da funcéo das manosiltransferases, em exclusividade da familia das
PMTs. Mutacdo em PMT1 e PMT2 afetam diretamente a via Ubiquitina-
Proteassomo, sendo que nesta atividade de degracdo passa a ser

direcionada para o vacuolo (Hirayama et al., 2008).

A analise de comparacao da atividade peptidasica do proteassomo, foi
realizada a fim de verificar se ha um padréo de atividade peptidasica entre os
mutantes nulos de manosiltransferases e se esta funcao celular pode estar

exercendo um papel de colaboracdo na extenséo de longevidade.
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Figura 12 — Mutantes de manosiltransferase apresentam atividade peptidasica do
proteassomo reduzida. Células foram lisadas. Proteina total foi quantificada por Bradford.
Utilizando placa opaca, a atividade do proteassoma foi realizada em leitor de placa em 595

nm.

Como podemos analisar na figura 12, os mutantes possuem
comportamentos diferentes quanto a atividade do proteassomo, sendo que a
maioria das delecbes em manosiltransferases interferiram negativamente,
reduzindo a atividade do proteassomo, exceto pmt1A que manteve a funcao
semelhante ao tipo selvagem (WT). Nota-se que as mutacfes ndo colaboram
com o UPS, sugerindo-se aqui, que as proteinas possam ter sido recicladas
pelo vacuolos (Hirayama et al., 2008); ou ainda a reducéo da atividade pode
ter ocorrido devido o UPS (20S) degradar os fatores de iniciacdo da traducéo
iniciais e/F4G, uma subunidade de e/F4F, e e/F3a, uma subunidade de e/F3,
sendo assim responsavel pela inibicdo da traducdo (Baugh & Pilipenko,
2004).

Com este resultado, conclui-se que a extensédo de longevidade que
ocorre nos mutantes nulos de manosiltransferases de S. cerevisiae nao se
da por aumento da atividade do sistema ubiquitina-proteassomo. Contudo,

como é sugerido pela literatura, que os fatores de iniciacdo da traducdo sao
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degradados pelo UPS, seria necessario elucidar se com os mutantes nulos
de manosiltransferase também ocorre o mesmo evento, ou é um efeito causal

para esta condicao.

8.7 — Curva de crescimento dos mutantes nulos de manosiltransferases
de S. cerevisiae

Cerca de 80-90% da parede celular de S. cerevisiae € composta por
residuos de manose. As manoproteinas (proteinas que séo glicosiladas
por manosiltransferases da familia das PMTs) estao ligadas as B-1,3 glicose
do polissacarideo da parede celular, que constitui um importante
componente que influencia na formacéo do broto e do septo de separacéo

da célula méae e célula filha (Lesage & Bussey, 2006).

Neste sentido foi analisada a curva de crescimento dos mutantes de
manosiltransferases figura 13, para verificar se as mutacées comprometem

o crescimento das células.
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13: ? st - alg12A

E
g 8+ o/ ¥ eos1A
g g: /8 — mnn1A
O 5- -©- mnn2A
O pmtiA
-A- pmt3A
| | | | | | | |

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 ¢ PmeA
- yur1l

Tempo (horas)
Figura 13 — Delecdo em manosiltransferases néo altera o crescimento de S. cerevisiae

em meio rico. Apds pré-cultura em meio YPD a 30 °C, por 16 h, inoculou-se as células em
meio rico com OD600 inicial de 0,1. A cada duas horas o crescimento era mensurado pela
densidade o6ptica da cultura em 600nm. Os dados foram plotados em gréfico e posterior

andlise estatistica utilizando-se o teste t-Student.
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Visivelmente notamos que as células mutantes possuem um padrédo
de crescimento semelhante ao tipo selavgem (WT), exceto eos14, o qual em
sua fase Log apresenta um atraso no crescimento. Porém, analisando
estatisticamente, considera-se n&o significante pois o valor foi superior a
p=>0,045.

Sendo assim, considera-se que os mutantes de manosiltransferases

deste trabalho nao interferem nao crescimento celular em meio rico.

8.8 — Anédlise do processamento do RNAmM de HAC1

A via UPR é ativada como resposta ao surgimento de proteinas mal-
enoveladas dentro do limen do RE. Dois efetores sdo importantes neste
processo, a proteina transmembrana Irelp (um sensor de estresse do RE) e

Haclp (um fator de transcricdo) (Back et al., 2005).

Na literatura, mutantes algl2A e ptmlA (BY4742) induzem a
extensdo da RLS em S. cerevisiae, provavelmente, pela capacidade destes

mutantes ativarem a via UPR, (Cui et al., 2015), (Labunskyy et al., 2014).

O principal objetivo deste trabalho é verificar se mutantes nulos de
manosiltransferases, alg6A, algl2A, eos1A, mnnlA, mnn2A, pmtlA, pmt3A,
pmt5A e yurlA, também sdo capazes de induzir a via UPR, que poderia
colaborar para o fenotipo de extensdo da RLS. Para satisfazer este objetivo,
utilizamos a estratégia de analisar o processamento do RNAm de HAC1
(Cui et al., 2015).

No processamento do RNAm de HAC1, utilizamos como controle
positivo 0 composto Tunicamicina 1 pg/mL, o qual é capaz de induzir a
formacdo de proteinas mal-enoveladas dentro do limen do RE (Adel &
Abduljabar, 2020) e assim ativar a via UPR.
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Como resultado na figura 14B, podemos verificar que, em todos 0s
mutantes nulos de manosiltransferase, ndo houve o processamento do
RNAm de HAC1, sugerindo que estes mutantes nulos ndo sao capazes de
induzir a ativacéo da via UPR.

A TUNICAMICINA ( +)

WT  alg6A alg12A eos1TA mnn1A mnn2A pmtiA

pmt3A pmt5A yuriA

Hac1 nédo processado (504pb)
Hac1 processado (252 pb)

B TUNICAMICINA ( -)

WT alg6A alg12A eos1A mnni1A mnn2A pmt1A pmt3A pmtSA yuriA

Hac1 nao processado (504 pb)

Fig. 14 - Os mutantes nulos de manosiltransferases de S. cerevisiae ndo induzem a
ativacdo davia UPR. (A) células tratadas com 1 pg/mL do composto Tunicamicina. (B)
células ndo tratadas. As células foram crescidas por 16h em meio YPD a 150rpm. Apds
esse periodo, extraiu-se o RNA total com Trizol. Em seguida, o RNA foi quantificado,
normalizado em 6 pg e tratado com DNAse. Posteriormente ao tratamento, a sintese de
cDNA foi realizada. O cDNA foi utilizado para amplificacdo do gene de HAC1 504pb.

Embora o mutante pmtl1A (BY4742) tenha apresentado tal fendtipo, o
mesmo ndo ocorreu para pmtlA (BY4741) deste trabalho. Diferentemente do
esperado, o mutante algl2A também ndo apresentou processamento do
RNAmM de HAC1, o que precisa ser confirmado em novos ensaios.
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Também nédo houve amplificagdo do mRNA de HAC1 do mutante
pmtlA figura 14 A, o que nao invalida o experimento, ja que os demais foram
amplificados de acordo com o tamanho especifico do gene HAC1 (504pb).

Contudo, esses resultados precisam ser confirmados em novas replicatas.
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9 - Conclusodes

1. Os mutantes nulos de manosiltransferase induzem ao fendtipo de

extensdo de longevidade, exceto para eoslA;

2. Os mutantes nulos de manosiltransferase, exceto alg6A eoslA, néo

resultam em alteracao na resposta a via de choque térmico;

3. Apenas os mutantes alg6A, eos1A e mnnlA tiveram sensibilidade aos
compostos antifungicos Vermelho do Congo e Calcofluor White, o que
sugere que a via CWI foi afetada negativamente para estes mutantes. Os
demais apresentaram resultados semelhantes ao tipo selvagem, o que

sugere que a via CWI nao foi afetada;

4. A reducédo na traducdo pode ser considerada um efeito causal da
extensdoda longevidade, porém, o fenoétipo ndo é observado em todos os

mutantes de manosiltrasferases analisados;

5. O estresse no Reticulo Endoplasmatico induzido por Tunicamicina nas
nao altera o fenotipo das células mutantes quando comparado ao tipo

selvagem (WT);

6. A extensdo de longevidade nos mutantes nulos de manosiltrasferases
de S. cerevisiae, ndo se da pela ativacdo do sistema Ubiquitina-

Proteassomo:;

7. Os mutantes nulos das manosiltransferase em S. cerevisiae

apresentamcrescimento similar ao da cepa selvagem em meio rico;

8. Os mutantes nulos das manosiltransferases ndo sao capazes de
ativar a via de UPR e ndo é por este mecanismo que se da a extensao
de longevidade em S. cerevisiae, diferentemente do grupo controle, com
a inducéo da via pelo composto tunicamicina.
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