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RESUMO
PROJETO DE CURSO - IQWXO01

TITULO: INVESTIGAC;AO DO EFEITO INIBITORIO DA TREALOSE-6-FOSFATO
SOBRE AS ISOFORMAS DA HEXOQUINASE DE Saccharomyces cerevisiae

ALUNO: Fernanda Cigagna Boechat

ORIENTADOR: Elis Cristina Aradjo Eleuthério, DBQ — Instituto de Quimica — UFRJ
COLABORADOR: Diego Seixas Gomes de Almeira, PPGB(q — Instituto de Quimica - UFRJ

A trealose € um dissacarideo encontrado em microrganismos, plantas e animais invertebrados,
mas ndao em mamiferos, cuja funcdo esta relacionada a tolerancia a condi¢fes de estresse.
Além disso, estudos indicam que um dos intermediarios metabdlicos da sintese de trealose em
Saccharomyces cerevisiae, a trealose-6-fosfato (T6P), exerce uma funcdo inibitoria sobre a
hexoquinase 2 (Hxk2p), regulando o fluxo glicolitico nesta levedura. A isoforma hexoquinase
2 humana é altamente expressa em diversos tipos de tumores, sugerindo que esta proteina é
um alvo interessante para desenvolvimento de novas terapias. Células tumorais apresentam
fermentacgdo aerdbica (efeito Warburg), um fenémeno similar ao que ocorre na levedura sob
repressao catabdlica (repressdo da glicose sobre a respiracdo). Existe elevada homologia entre
as isoformas das hexoquinases de S. cerevisiae (Hxk1, Hxk2 e Glk1) e as isoformas humanas.
O objetivo deste trabalho é investigar o comportamento bioenergético de cepas de S.
cerevisiae que expressem apenas uma das isoformas da hexoquinase e avaliar a atividade
enzimatica dessas isoformas em extratos celulares na auséncia e na presenca do inibidor T6P.
Inicialmente construiu-se amplicons contendo marcadores auxotroficos via PCR que foram
inseridos na levedura para delecdo génica direcionada via recombinacdo homologa para obter-
se cepas duplamente deletadas que expressassem apenas uma das isoformas. Obteve-se éxito
na obtencdo das linhagens GLKI Ahxkl Ahxk2 e HXK2 Ahxkl Aglkl. Em metabolismo
fermentativo, a mutante GLK1 apresentou taxas de consumo de glicose e oxigénio quatro
vezes menor e cinco vezes maior, respectivamente, que a cepa selvagem (WT) e a mutante
HXK2, evidenciando o papel exercido pela Hxk2p no mecanismo de repressao catabélica.
Apesar do consumo diferenciado, a atividade enzimatica de hexoquinase nos extratos foi
similar para todas as cepas, indicando que a célula mantém a taxa de fosforilacdo da glicose
constante, independente da isoforma expressa. A glicose-6-fosfato é substrato ndo apenas para
via glicolitica, mas também para outras vias, como a via das pentoses fosfato. Verificou-se
ainda que T6P foi capaz de inibir Hxk2p, através de um mecanismo de inibigdo competitivo
com a glicose, mas ndo Glkl1p. Estes resultados parecem ser bastante promissores diante das
notaveis semelhancas bioquimicas existentes entre a levedura e células animais. A clonagem
de cada uma das isoformas HXK humanas na levedura S. cerevisiae Ahxkl Ahxk2 Aglkl
poderia fornecer informagdes de grande relevancia a respeito do efeito de T6P nas proteinas
humanas visando possiveis aplicacdes terapéuticas.
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1. INTRODUCAO

A glicose é de grande importancia metabolica em todos os organismos, desde
microrganismos até os seres humanos (WILSON, 2003). Ela entra nas células por
transportadores de glicose localizados na membrana plasmética e é fosforilada pela

hexoquinase, produzindo a glicose-6-fosfato (G6P).

Figura 1: Reagéo catalisada pela hexoquinase

Essa reacdo é considerada uma das principais reacfes de uma via extremamente
importante para as células, a glicolise, uma via necessaria a obtencdo de energia (ATP) a
partir da glicose, que também produz percursores de biossintese de outros processos e vias
celulares. (WILSON, 2003)

A G6P produzida a partir da fosforilagdo da glicose pode ser direcionada para
diferentes vias metabolicas além da via glicolitica, como a via das pentoses-fosfato,
necessaria a obtencdo de nucleotideos e NADPH para biossinteses redutoras, para a sintese de
glicogénio, reserva energética celular, e, no caso de alguns organismos como a levedura S.
cerevisiae, a G6P também é um intermediario para a sintese de trealose, uma importante
molécula de manutencéo da integridade das estruturas celulares diante de diferentes tipos de
estresse (ELEUTHERIO et al., 2014; ROBERTS; MIYAMOTO, 2015; WILSON, 2003).

Na via glicolitica, a glicose é convertida em piruvato através de 10 reagdes. Trés
dessas reacdes sao pontos de regulagdo da via por serem exergonicas (AG’ de valor bem

negativo), ou seja, reacdes praticamente irreversiveis. Essas reacGes sdo a conversdo da



17

glicose em G6P pela hexoquinase, a conversdo da frutose-6-fosfato (F6P) em frutose-1,6-
bisfosfato (F1,6P.) pela fosfofrutoquinase-1 e a converséo do fosfoenolpiruvato em piruvato
através da piruvato quinase. A G6P segue na via glicolitica sendo convertida em F6P pela
acdo da enzima fosfohexose-isomerase, dando continuidade a via glicolitica (BERG;
TYMOCZKO; STRYER, 2002).

(I)PO32'
T 0 E O0—CH
0 | > 0 CH,0H
OH Fosfo-hexose-isomerase 0 H HO
H OH
OH OH
OH OH H
Glicose-6-fosfato Frutose-6-fosfato

Figura 2: G6P na via glicolitica

A via das pentoses-fosfato gera NADPH e precursores necessarios para vias do
anabolismo, como a ribose-5-fosfato, que sdo necessarios para a sintese de nucleotideos, por
exemplo. O NADPH ¢ utilizado em diferentes biossinteses redutivas como sintese de acidos
graxos além de ser importante para 0 combate das espécies reativas de oxigénio (BERG;
TYMOCZKO; STRYER, 2002).

A G6P também pode ser redirecionada para a sintese do glicogénio, como esta descrito
na figura 4. O glicogénio € um polimero de glicose que funciona como um estoque de energia

e para momentos em que ndo ha os nutrientes necessarios para uso (ROACH et al., 2016).
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Figura 3: G6P na sintese de glicogénio

Em alguns organismos existe ainda outra via que utiliza G6P como intermediario, a
sintese de trealose. A trealose é dissacarideo, ndo redutor, formada por dois residuos de
glicose ligados por uma ligacdo glicosidica a-1,1 (ELEUTHERIO et al., 2014). A via de
sintese da trealose nunca foi observada em mamiferos, porém ja foi encontrada em outros
organismos, como bactérias, fungos, insetos, nematddeos e plantas. Nos diferentes
organismos foram observadas diferentes funcGes para a trealose. Em insetos, foi observado
que o nivel de trealose cai rapidamente durante atividades que necessitam de muita energia,
como o voo, indicando que o dissacarideo possui um papel de fonte de energia. Em algumas
bactérias a trealose pode desempenhar um papel como um componente da parede celular e em
outras seu papel ainda ndo estd muito claro. Em plantas, ja foi observado um papel de
oligossacarideos de trealose na protecao contra estresse as células (ELBEIN et al., 2003).

A trealose também esta envolvida com a aquisi¢do de tolerancia a condicGes adversas
em anidrobiontes. Esses organismos séo capazes de sobreviver em condi¢Oes de desidratacao
muito elevada, podendo chegar a até 99% da &gua removida, por décadas em condicdes
favoraveis até que haja dgua disponivel novamente (ELBEIN et al., 2003).

Na levedura Saccharomyces cerevisiae a trealose age na tolerdncia a situacdes de
estresse como 0 oxidativo, osmotico e térmico, estabilizando estruturas das bicamadas
lipidicas e das proteinas, além de evitar a agregados proteicos. Em situacfes de estresse e de
escassez de nutrientes a quantidade de trealose pode variar de 1% a até 20% do peso seco da
célula. A via de sintese da trealose mais comumente observada e a que é encontrada em S.

cerevisiae € a descrita na figura 3 onde a trealose-6-fosfato sintase, Tpsl, catalisa a reacdo da
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G6P e uridina difosfato glicose (UDP-glicose), gerando trealose-6-fosfato (T6P), enquanto
T6P é convertida em trealose pela TPP com liberacdo de um fosforo inorganico
(ELEUTHERIO et al., 2014).

G6P + UDP-Glicose __PS1 | TP _ TPP Trealose
~ N

UDP H,0 Pi

Figura 4: G6P e a via mais comum de sintese de trealose

Estudos mostraram que células de levedura deficientes na proteina Tpsl ndo sdo
capazes de crescer em presenca de glicose, mesmo que as enzimas da glicolise estejam ativas.
Isso é um indicativo de que a T6P regula a via glicolitica (BLAZQUEZ et al., 1993;
FRANCOIS; PARROU, 2001).

Na S. cerevisiae, o fluxo glicolitico é principalmente regulado pelo nivel das
atividades de fosfofrutoquinase 1 e piruvato quinase, assim como ocorre nos mamiferos. As
atividades destas enzimas sao reguladas principalmente em funcdo da demanda energética da
célula. Porém, diferentemente dos mamiferos, as isoformas da hexoquinase de S. cerevisiae
n&o so inibidas pela G6P (BLAZQUEZ et al., 1993).

S. cerevisiae possui trés isoformas de hexoquinase: a hexoquinase I, a hexoquinase Il e
a glicogquinase. Essas enzimas nao apresentam afinidade apenas por glicose, elas também
apresentam afinidade por manose e frutose, no caso da hexoquinase | e hexoquinase I, ou
apenas por manose, como no caso da glicoquinase.(HERRERO et al., 1995).

Experimentos realizados in vitro com as trés isoformas purificadas mostraram que a
T6P é um inibidor das atividades das isoformas. Essa inibi¢do, porém, ocorre de forma
diferenciada nas isoformas. Foi observado em relagdo ao inibidor T6P que a hexoquinase |
(Hxk1) apresentou Ki de 200 puM, sendo bem menos inibida que a hexoquinase Il (Hxk2), que
apresentou Ki de 40 uM. A glicoquinase (GIk) manteve atividade inalterada até concentracGes
de T6P de 5 mM. Esse estudo sugere que a T6P poderia ter o mesmo papel na S. cerevisiae
que a G6P tem em organismos superiores, regulando a atividade da hexoquinase
(BLAZQUEZ et al., 1993).
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Essa possivel inibi¢do seletiva da Hxk2 de S. cerevisiae pode ser de extremo interesse
para o desenvolvimento de farmacos, como sera discutido a seguir.

A sobrevivéncia de organismos multicelulares requer sistemas de controle que evitam
a proliferacdo celular exagerada (VANDER HEIDEN; CANTLEY; THOMPSON, 2009). O
cancer é descrito como uma doenga que envolve um crescimento celular anormal, podendo
chegar a metastase, que € uma situacdo onde o cancer se espalha para outras partes do corpo.
Entender a origem do cancer e as caracteristicas dessa proliferacdo exacerbada € um topico de
pesquisa importante para o desenvolvimento de farmacos para o combate a doenca
(COURTNAY et al., 2015). As estimativas do Instituto Nacional do Céncer (INCA) apontam
que cerca de 600.000 novos casos de cancer eram esperados para o Brasil para o biénio 2016-
2017. E um dado alarmante que ressalta a importancia dos estudos acerca do tema.

Todas as células, diferenciadas ou ndo, contam com a glicolise para obtencdo de
energia. A via glicolitica ¢ um conjunto de reacBes anaerdbicas que converge para a
conversdo de uma molécula de glicose a duas de piruvato com formacao de duas moléculas de
ATP por glicose, além de duas moléculas de NADH (dinucleotideo de nicotinamida e adenina
reduzida). Na auséncia de oxigénio o piruvato é convertido em &cido latico, no caso dos
mamiferos, ou em etanol, em microrganismos como a S. cerevisiae, para regeneracao do
NAD" citosolico para manutencdo do equilibrio de NAD*/NADH celular na auséncia de
atividade respiratdria, num processo metabdlico anaerébico denominado fermentacdo. As
duas moléculas de piruvato também podem ser transportadas para o interior da mitocéndria,
onde sdo convertidas em acetil-CoA, que adentra o ciclo do &cido citrico ao reagir com o
oxaloacetato, gerando uma molécula de GTP e trés moléculas de NADH, além de uma
molécula de dinucleotideo de flavina e adenina reduzida (FADH.). As moléculas de NADH e
FADH, sdo oxidadas nos complexos da cadeia transportadora de elétrons, presentes na
membrana interna da mitocondria, transferindo seus elétrons em uma sequéncia de reacdes de
oxirreducdo, terminando no aceptor final de elétrons, o oxigénio. Essas reacdes causam um
bombeamento de protons para o espago intermembranar da mitocondria, criando uma
diferenca de potencial. Essa energia eletroquimica gerada possibilita a ativacdo da ATP
sintase, que atua fosforilando ADP a ATP. Esse processo é chamado de fosforilagdo
oxidativa, e se trata de um processo aerobico, ja que conta com 0 0xigénio como receptor
final de elétrons e tem rendimento de 30 a 32 moléculas de ATP por molécula de glicose
(NGO et al., 2015; ZHOU; LIOTTA; PETRICOIN, 2017).
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Em 1924, Otto Warburg notou que, mesmo em presencga de oxigénio, a principal via
que as celulas de cancer usam para obtencdo de energia é a glicolise seguida por converséo do
piruvato a acido latico (fermentacédo) e ndo a fosforilacdo oxidativa, mesmo esta sendo mais
rentavel energeticamente. Ele observou isso devido ao grande consumo de glicose e a alta
producdo de lactato pelas células cancerosas Também foi observado que a propor¢do de
piruvato convertido a acetil-CoA diminuiu significativamente e, portanto, a entrada do acetil-
CoA no ciclo do acido citrico diminuiu. Esse efeito foi chamado de Efeito Warburg, sendo
verificado em uma ampla variedade de células tumorais (COURTNAY et al., 2015; NGO et
al., 2015).

Originalmente, esse estado metabdlico alterado foi considerado resultado da adaptagéo
de algumas células cancerosas para um novo estado bioenergético, implicando disfuncGes no
metabolismo mitocondrial. Na verdade, evidéncias apontam que tal efeito resulta de um
rearranjo metabdlico muito mais complexo, porém ainda ndo totalmente evidenciado. N&o
apenas a glicolise, mas também o ciclo do acido citrico e metabolismo anabdlico em geral
sofrem adaptacdes para responder a nova funcdo primaria dessa célula, isto €, proliferacdo
descontrolada, fornecendo nao apenas energia, mas também blocos de construcdo para sintese
de nucleotideos, aminoacidos e acidos graxos (SCATENA et al., 2008).

Algumas enzimas glicoliticas sdo altamente expressas em células cancerosas, como
a lactato desidrogenase, glicose-6-fosfato isomerase e a hexoquinase Il (HK2). Uma nova
evidéncia que relaciona a glicélise a via das pentoses-fosfato e ao metabolismo mitocondrial
parece indicar a existéncia de um status metabdlico peculiar tipico de células proliferantes, no
qual a glicdlise representa o sinal metabdlico central que regula a proliferagdo celular,
adaptando o metabolismo das células cancerosas as pressdes seletivas do meio (SCATENA et
al., 2008).

Essa peculiaridade do metabolismo tumoral (efeito Warburg) vem sendo um alvo
promissor para estudo de terapias anti-tumorais que tem como alvo o metabolismo. A inibicao
da glicolise pode ser usada como um alvo para desenvolvimento de terapias anti-tumorais, ja
que poderia restringir a obtencdo de energia e de substratos necessarios para a proliferacéo
celular tumoral, facilitando ou até induzindo a apoptose (SCATENA et al., 2008).

A hexoquinase € um dos principais alvos para esse tipo de tratamento. Resultados de
um estudo realizado por Wolf et al., 2011, mostraram que a HK2 é um regulador majoritario

do efeito Warburg em glioblastomas multiformes, agindo como um inibidor da fosforilagcdo
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oxidativa. Também foi mostrado, através de experimentos in vitro, que a inibicdo da HK2 nas
células do glioblastoma, diminuiu a proliferacdo celular, tornando-as células mais sensiveis a
terapias anti-tumorais, como radioterapia e alguns tipos de quimioterapia. A delecdo da HK2
diminuiu o efeito Warburg e promoveu um metabolismo oxidativo normal da glicose, o que
foi observavel através da diminuicdo do lactato extracelular, aumento da expressdo das
proteinas da fosforilacdo oxidativa e aumento de consumo de oxigénio. J& a superexpressdo
de HK2 promoveu o aumento da proliferacdo, a resisténcia a apoptose e formacéo de lactato.
Os mecanismos de como a hexoquinase inibe a oxidacdo fosforilativa, promove a proliferacéo
celular e o aumento de lactato ainda s&o desconhecidos (WOLF et al., 2011). Alguns
compostos, como a 2-deoxiglicose e 0 3-bromopiruvato, ja estdo sendo submetidas a testes
em fase de teste pre-clinico e clinico e funcionam como inibidores da HK (LIS et al., 2016;
SCATENA et al., 2008).

O modelo utilizado neste trabalho € a levedura S. cerevisiae e existem varias
vantagens de se trabalhar com ela. Uma das caracteristicas que muito interessa para esse
trabalho é o fato de a levedura possuir o efeito Crabtree ou repressao catabdlica. A levedura S.
cerevisiae vem se apresentando como um modelo para estudos bioquimicos de células
cancerosas; dentre outras vantagens, esta levedura apresenta um efeito metabolico semelhante
ao efeito Warburg observado no céancer, denominado efeito Crabtree. O Efeito Crabtree é
definido como a repressdo do fluxo respiratério induzido pela glicose, mesmo em presenca de
oxigénio (HAMMAD et al., 2016). Em altas concentracGes de glicose a levedura possui
metabolismo fermentativo mesmo em presenca de oxigénio; nestas condicdes, apenas Hxk?2 é
expressa. Se a disponibilidade de glicose diminui no meio, hd uma adaptacdo do metabolismo
e a levedura passa a respirar; nestas condi¢des, Hxk1 e Glk séo expressas. A regulacdo das
hexoquinases ocorre principalmente por mecanismos que podem aumentar ou diminuir a
quantidade dessas enzimas (controle transcricional). A glicose parace induzir a transcri¢cdo do
gene HXK2, mas o mecanismo sobre a forma como isso ocorre, ndo é completamente
conhecido. O efeito combinatorio de trés sequéncias reguladoras do promotor GLK1, STRE
(STress Responsive Element - elemento responsivo ao estresse), ERA/TAB (Ethanol
Repression Autoregulation - autoregulacdo de repressdo ao etanol - TA Box) e GCR1
(GlyColysis Regulation - proteina reguladora da glicolise), leva a regulacdo da transcri¢do do
gene GLK1, ou seja, reprime a transcricdo de GLK1 em alta concentracdo de glicose ou na

presenca de outras fontes de carbono, como frutose ou manose, e ativa a expressao de GLK1
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em baixos niveis de glicose. A transcricdo do gene HXK1 € reprimida na presenca de glicose
por fatores de transcricdo que operam através de um elemento ERA e, ap6s a deplecdo de
glicose, é observada uma répida ativacdo da transcricdo, através da regulacdo modulada por
varios elementos STRE (RODRIGUEZ et al., 2001).

Algumas evidéncias mostram que a Hxk2 teria um papel na sinalizagdo da glicdlise
e que isso € alcancado atraves da interagdo da Hxk2 com o repressor transcricional
Migl(Multicopy Inhibitor of GAL gene expression - inibidor multicépia da expressdo do gene
GAL) e com a quinase Snfl (Sucrose NonFermenting) (RIERA et al., 2008).

A ligagdo da Hxk2 com a Migl seria importante para a retencdo da Hxk2 no ndcleo.
Quando ndo ha glicose ou ha pouca glicose Migl é fosforilada pela forma ativa da proteina
quinase Snfl (forma fosforilada da Snfl) e essa fosforilacdo acaba com a capacidade de
repressdo da Migl, pois impossibilita que Migl se localize no nucleo. Séo alvos da repressao
de Migl: o ativador de genes que codificam proteinas da gliconeogénese, CAT8; genes que
codificam proteinas necessarias ao catabolismo de fontes alternativas de energia, como
galactose e maltose, GAL4 e MAL; e genes que codificam proteinas do ciclo do &cido citrico e
cadeia transportadora de elétrons. Quando fosforilada Migl é transportada para o citoplasma,
a Hxk2 ndo entra no nudcleo e a repressdo ndo ocorre, permitindo um metabolismo
respiratério. Quando ha muita glicose, Migl e a Hxk2 interagem no nucleo e a repressdo
ocorre. A Hxk2 também parece ter um papel regulatério na desfosforilacdo da Snfl (Snfl esta
ndo ativa quando desfosforilada); o mecanismo dessa regulacdo ndo € completamente
elucidado (GANCEDO; FLORES, 2008).

Portanto, em condicGes de alta disponibilidade de glicose S. cerevisiae apresenta um
efeito similar ao efeito Warburg, podendo-se dizer que a levedura imita 0 metabolismo de
células tumorais sob essas condic¢des, fazendo dela um exelente modelo de estudo para esses
objetivos, jA que em ambos 0s casos ha predominio do metabolismo fermentativo e, em
ambos os casos, a hexoquinase Il é a isoforma mais expressa (DIAZ-RUIZ; RIGOULET;
DEVIN, 2011).

Desta forma, crescendo a levedura em quantidades adequadas de glicose, de modo
gue a mesma esteja em repressdo catabolica é possivel avaliar o metabolismo fermentativo,
com caracteristicas semelhantes as células tulmorais, ja que em ambos os casos a isoforma

predominante € a dois e estdo em metabolismo fermentativo. Com o passar do tempo, é
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possivel observar a adaptacdo do metabolismo e, entdo, 0 metabolismo respiratério como

descrito na curva de crescimento apresentada na figura 5.

Tempo

Figura 5: Curva de crescimento classica da S. cerevisiae

Na curva de crescimento da figura 5. a fase AB é chamada de fase LAG e é uma
fase de adaptacdo metabolica. A fase BC é a fase onde ha a fermentacdo da glicose do meio,
chamada de primeira exponencial, gerando etanol, no caso da levedura. As enzimas ativas
nesse metabolismo que tem glicose como fonte de carbono em excesso séo constitutivas e
essa é a fase onde o metablismo da S. cerevise se acemelha ao metabolismo tumural. A fase
CD é a diauxia, quando a glicose acaba e a levedura necessita de outro combustivel para obter
energia. Entdo a diauxia também é uma fase de adaptacdo metabdlica, onde as enzimas da
respiracdo estdo sendo desreprimidas. Nesse caso, ela vai utilizar o etanol gerado na
fermentacgdo para, através da fosfoilacdo oxidativa (metabolismo respiratorio), obter energia.
A fase DE é a segunda exponencial, onde o etanol esta sendo respirado. Por fim, a fase EF é a
estacionaria, onde ndo h& mais crescimento celular pela exaustdo de um nutriente, como a
fonte de energia.

Além disso, a S. cerevisiae também possibilita uma facil manipulacdo genética,
possuindo o mecanismo de recombinacdo homologa intrinseco a ela e muito eficiente, o que
se torna muito util. Isso se da por que a S. cerevisiar tem um sistema de reparo de alta
eficiéncia e do fato de ndo haver necessidade da introducdo de recombinases. A recombinacgéo

homologa consiste na troca de um fragmento de DNA do genoma da levedura por um
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fragmento exdgeno, desde que haja sequéncias homoblogas a regido que se quer fazer a troca,

como mostrado na figura 6.

Marcador Nutricional

l Recombinagao Homologa

3
Marcador Nutricional | .

Figura 6: Mecanismo de recombinagdo homéloga. A recombinagao homaloga consiste na substituicdo de uma
determinada parte do genoma por uma outra quando ha homologia entre as sequéncias.

A S. cerevisiae também possui outra caracteristica muito interessante, que é a
possibilidade de substituicdo ortdloga. Uma porcentagem substancial dos genes conservados
da levedura e de humanos tem 0s mesmos papéis nos dois organismos, com isso uma grande
parte das enzimas da levedura pode ser substituida por suas correspondentes humanas sem
perda de funcéo ou viabilidade (KACHROO et al., 2015).

As hexoquinases de mamiferos sdo semelhantes as hexoquinases de levedura, o que é
um fator que pode ser interessante ao se pensar no desenvolvimento de farmacos utilizando a
T6P como inibidor seletivo para as diferentes hexoquinases. 1sso porque a hexoquinase 1l de
levedura parece ser inibida seletivamente por T6P, entdo, devido a semelhancas regifes de
ambas as enzimas, pode-se levantar o questionamento se a isoforma dois de humanos também
seria inibida seletivamente pela T6P.

Os mamiferos possuem quatro isoformas de hexoquinase: a hexoquinase | (HK1), que
é predominantemente expressa no cérebro e nos glébulos vermelhos, mas é expressa em todo
0 organismo; a hexoquinase Il que é a isoforma predominante no musculo cardiaco e
esquelético e tecido adiposo; a hexoquinase 111 (HK3) que € expressa em todo o organismo,
mas sem predominancia; e a hexoquinase 1V (HK4) que também é chamada de glicoquinase
(GK) e é a isoforma predominantemente expressa no figado e no pancreas (ROBERTS;
MIYAMOTO, 2015).

As isoformas 1, 2 e 3 humanas tem maior afinidade por glicose, se comparadas com a

GK que possui baixa afinidade e ndo é regulada pela G6P como as outras isoformas. GK tem
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massa molecular de aproximadamente 50 kDa, assim como as trés isoformas da hexoquinase
da S. cerevisiae (Hxk1, Hxk2 e GIlk1), enquanto HK1, HK2 e a HK3 possuem massa
molecular de aproximadamente 100 kDa, o que suspeita-se ser o resultado de uma duplicacédo
e fusdo de um unico dominio de hexoquinase que ocorreu durante a evolucdo. Essa suspeita se
dé devido ao fato de que as isoformas com 100 kDa possuem uma repeti¢cdo na sequéncia
interna, como evidenciado por uma extensa similaridade entre o N-terminal e o C-terminal
das metades da enzima, que sdo semelhantes as sequéncias presentes nas hexoquinase de 50
kDa. Estudos confirmaram fungbes diferentes entre as metades N- e C-terminais apesar de
apresentarem sequéncias de aminoacidos semelhantes na HK1. A metade C-terminal da HK1
é ativa enquanto a N-terminal € inativa. Apesar de G6P se ligar as duas metades da HK1, o
sitio regulatério da G6P na HKL1 é localizado na metade N-terminal. Estudos mostraram que
as duas metades de HK2 sdo ativas cataliticamente e sdo inibidas por G6P, mas as
caracteristicas cinéticas das metades N-terminal e C-terminal sdo bem diferentes, onde a
metade N-terminal tem afinidade um pouco maior por ATP e o Ki pela G6P é bem menor que
0 do C-terminal. (AHN et al., 2009; ROBERTS; MIYAMOTO, 2015).
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2. OBJETIVO
O trabalho teve como objetivo principal investigar o efeito inibitério de T6P sobre Hxk?2
de S. cerevisiae.

Obijetivos especificos:

1) Construir leveduras mutantes que expressem apenas uma das isoformas de
hexoquinase;

2) Investigar o papel desempenhado pelas isoformas individuais das hexoquinases sobre
o perfil bioenergético e o crescimento celular;

3) Avaliar o potencial inibitério de T6P sobre as mesmas isoformas individuais das
hexoquinases em extrato celular;

4) Avaliar as semelhangas estruturais entre a isoforma hexoquinase 2 de S. cerevisiae e a

isoforma hexoquinase 2 humana a partir de estruturas cristalograficas ja existentes.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. CEPAS E CONDICOES DE CULTURA

Meios:

28

1) YPD 2% : Extrato de Levedura 1 % p/v, Peptona 2 % plv,
Glicose 2 % p/v ; para solidificar o meio, adicionou-se

Agarose 2% p/v

2) Dropout mix — E a combinacdo dos componentes da tabela 1

menos o suprimento apropriado. Os componentes e suas

respectivas quantidades estdo descritos na tabela 1:

Tabela 1: Lista de componentes mistura Dropout

Adenina 0,59 Leucina 10,09
Alanina 2,09 Lisina 2,09
Arginina 2,09 Metionina 2,09
Asparagina 2,09 Acido para-aminobenzéico | 2,0g
Acido Aspartico | 2,0g Fenilalanina 2,09
Cisteina 2,09 Prolina 2,09
Glutamina 2,09 Serina 2,09
Acido Glutamico | 2,0g Treonina 2,09
Glicina 2,09 Triptofano 2,09
Histidina 2,09 Tirosina 2,09
Inositol 2,09 Uracila 2,09
Isoleucina 2,09 Valina 2,09
3) Meio Dropout sem uracila : Base nitrogenada sem aminoacidos

0,67 % plv, Glicose 2 % p/v, Dropout mix sem uracila 0,2 %

p/v, Agarose 2% (p/v)
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4) Meio Dropout sem leucina: Base nitrogenada sem aminoacidos
0,67 % pl/v, Glicose 2 % p/v, Dropout mix sem leucina 0,2 %
p/v

5) Meios para verificacdo de resisténcia a geneticina: adicionou-

se ao meio geneticina 200 mg/L.

As células foram cultivadas em frascos Erlernmeyer preenchidos com 1/5 de seu
volume com o meio de cultivo e incubadas a 28°C e 160 rpm e coletadas em metabolismo
fermentativo (primeira fase exponencial) ou em metabolismo respiratério (fase estacionaria).

As cepas utilizadas estdo descritas na tabela 2.



Tabela 2: Cepas de trabalho

Cepa Gendtipo de Interesse Fendtipo Fonte
BY4741 (WT) MATa leu2 his3 ura3 met Selvagem Euroscarf,
15
Alemanha
hxk2A Isogénica a WT exceto N&o expressa Hxk?2 Euroscarf,
hxk2::kaMX4 . .
Resistente a Alemanha
geneticina
glkIA Isogénica a WT exceto N&o expressa Glk1 Euroscarf,
glkl::kaMX4 . .
Resistente a Alemanha
geneticina
HXK1+ Isogénica a glk1A exceto Expressa apenas Este estudo
hxk2::URA3 Hxk1
Resistente a
geneticina
HXK2+ Isogénica a glk1A exceto Expressa apenas Este estudo
hxk1::LEU2 Hxk2
Resistente a
geneticina
GLK1+ Isogénica a hxk2A exceto Expressa apenas Este estudo
hxk1::LEU2 Glk1

Resistente a

geneticina
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3.2. TRANSFORMACAO PLASMIDIAL EM Escherichia coli

3.2.1. Condigdes de Cultivo e Crescimento de Escherichia coli

As células de E. coli foram cultivadas em meio liquido LB (1% (p/v) triptona, 0,5 %
(p/v) extrato de lévedo, 1% (p/v) NaCl, pH 7,5) a 37°C e 300 rpm. Para selecdo de células
transformantes, que incorporaram o plasmideo pRS315 ou YEp356R que contém o marcador
de resisténcia ao antibidtico ampicilina, as células submetidas ao protocolo de transformacéo
foram plaqueadas em meio LB sdlido contendo ampicilina na concentragdo de 100 pg.mL™,

mantidas em estufa a 37°C para crescimento.

3.2.2. Preparo de Células Bacterianas Competentes

Uma col6nia da cepa DH5a da bactéria Escherichia coli foi incubada por 16 h em 5
mL de meio de cultivo LB, sob agitagao de 300 rpm a 37°C. Uma aliquota de 250 pL da
suspensdo bacteriana foi retirada e transferida para 25 mL de meio LB, em franco de
Erlenmeyer de 250 mL. O cultivo foi mantido a 37°C e 300 rpm e 0 crescimento
acompanhado até o inicio da fase logaritmica, ODsoo entre 0,2 e 0,4. As células foram
coletadas por centrifugacdo a frio, 4000 rpm por 5 min a 4°C, e mantidas no gelo. O
sedimentado de células foi ressuspenso em 12,5 mL de CaCl, 0,1 mol.L! estéril, previamente
gelado, e a suspensdo celular foi mantida no gelo por 1 hora. As células foram coletadas por
centrifugacdo a frio e ressuspensas em 2,5 mL de CaCl, 0,1 mol.L? estéril. As células
competentes foram aliquotadas em microtubos, mantidas em gelo por 30 minutos e estocadas

a -80°C para uso posterior.

3.2.3. Transformacdo Bacteriana por Choque Térmico

As células competentes de bactéria foram descongeladas lentamente em banho de
gelo. Em um microtubo foram aliquotados 200 pL da suspensdo de células competentes e 1
pL da suspensdo plasmidial. Os plasmideos utilizados foram o pRS315 que possui 0 gene
LEU2 e o plasmideo YEp356R que possui 0 gene URA3. Ambos os plasmideos possuem o
marcador ampiciplina para sele¢do. Foi usado (aproximadamente 500 ng) ou 1 pL de agua

estéril (controle negativo). A mistura foi suavemente agitada e mantida no gelo por 30
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minutos. Apds este tempo, as células foram submetidas a um choque térmico por incubagdo
em banho de agua a 42°C, por 2 minutos. Apds este tempo, foi adicionado 1 mL de meio LB a
suspensdo, que foi incubada a 37°C por 1 hora. O contetdo celular foi plagueado em meio LB
s6lido contendo 100 ug.mL-1 de ampicilina e mantido em estufa a 37°C por aproximadamente

18 h, para crescimento das col6nias transformantes.

3.2.4. Extracdo de DNA Plasmidial de Escherichia coli

Para isolamento rapido e em pequena escala do DNA plasmidial de E. coli, foi
utilizado o kit QIAprep Spin Miniprep (Qiagen). A extracdo de DNA plasmidial foi realizada
de acordo com as especificagOes do fabricante. A solugdo de DNA plasmidial foi armazenada
em agua ultrapura estéril a -20°C. O DNA plasmidial isolado foi utilizado para transformacao

na levedura.

3.3. CONSTRUQAO DAS CEPAS DE TRABALHO

A construcdo das cepas foi iniciada a partir de cepas deletadas no gene HXK2 ou
GLKZ1, individualmente, descritas na tabela 2.

As cepas duplamente deletadas obtidas neste estudo (que expressam apenas HXKI,
HXK2 ou GLK1), foram geradas atraves da incorporacdo de um fragmento de DNA especifico
(amplicon obtido por PCR) por transformacdo nas cepas de S. cerevisiae unideletadas. Tal
fragmento de DNA contém a sequéncia de um marcador nutricional especifico (LEU ou
URA) flanqueado em suas extremidades por uma regido homologa a regido a ser deletada no
genoma (correspondente aos genes HXK1 ou HXK2). Apds a transformacdo deste fragmento
em S. cerevisiae, esta levedura realiza um mecanismo proprio denominado recombinagao
homologa, substituindo a regido do genoma correspondente a regido de flanqueio definida no
amplicon inserido pelo gene do marcador nutricional do proprio amplicon. Foram construidos
dois amplicons por PCR: HXK1-LEU2 ou HXK2-URAS3, para delecdo genémica de HXK1 ou
HXK2, respectivamente, ocorrendo a inser¢do genémica dos marcadores LEU2 ou URA3,
respectivamente, recuperando a capacidade de sintetizar o marcador auxotrofico especifico.

Dessa forma, foram sintetizados amplicons de DNA que obtivessem sequéncias
homdlogas ao gene da levedura. Essas sequéncias homologas se localizavam a montante e a

jusante dos genes de interesse (genes das isoformas da hexoquinase), de forma que, na
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ocorréncia do mecanismo de recombina¢do homologa, todo o gene da hexoquinase definido
pelo amplicon inserido seria deletado, como descrito na figura 6.
A obtencdo desses amplicons foi realizada por PCR (polymerase chain reaction) e
foram usados dois plasmideos diferentes, pRS315 e YEp356R, amplificados, isolados e
purificados segundo protocolo descrito em 3.2. Nesses plasmideos foram amplificados os
genes LEU2 e URA3, respectivamente.
pfol (46)

(CEN/ARS| PAFT - Tth1111 (192)

(5474) Swal
(5450) Pmll BsrGl (632)

BfuAl - BspMI (759)

(4997) Scal

Xeml (1201)

(4578) Bsal AfIIT (1439)

517) Ahd V PRS315 (1503
{451 I 6018 bp | Agel (1503)

N
P(‘Ir f o'

(4040) AlvNI RSIELT (1718)

fac operator)
(3224) Apal
(3220) PspOMI

(3208) Sall
(3190) HindIIl T )
(3176) Pstl Hpal (2174)
(3168) Smal Kasl (2203)
(3166) TspMI - Xmal Narl (2204)
(3160) BamHI Sfol (220%)
(3154) Spel PluTl (2z207)
(3148) Xbal
(3141) Eagl - Notl
(3135) Sacll Dralll (26%8)
(3134) Alel BtgZl (2699)
(3128) Sacl NgoMIV (2799)
(3126) Eco53KkI Nael (2801)

Figura 7: Plasmideo pRS315
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(1) HindIII Sphl (11)
Pstl - Sbfl (17)
Sall (19)
Xbal (25)
BamHI (31)
TspMI - Xmal (26)
Smal (38)
AcchH5] (40)
(6907) AhdI Kpnl {4a)
EcoRI (52)
(6732) Asel Bsu36l (287)
BspDI - Clal (867)
BsaBl* (1394)
scli* (1409)
BssHII - MauBI (1561)
YEp356R
7972 bp
(5210) BsaAl - SnaBl BSIWI (2334)
Blpl (3076)
Psil (3308)

Stul (36684)
SpOMI* (3

(4483) BSLAPI BstBI (3853)
Neol (3911)
PpuMI (3964)

Figura 8:Plasmideo YEp356R

3.3.1. Obtencédo Dos Amplicons

Para a realizacdo do PCR para obtencdo dos amplicons, os primers utilizados
continham um trecho ligante ao sitio correspondente a 25 pares de bases a montante do cédon
de iniciacdo de 29 pares de bases a jusante do cdédon de terminacao para amplificacdo do gene
do marcador auxotrofico, porém também continha uma regido homdloga as sequéncias a
montante e a jusante dos genes da hexoquinase. Desta forma, o amplicon obtido apo6s a
finalizagdo do PCR apresenta o gene correspondente ao marcador nutricional LEU2
(amplificado a partir do plasmideo pRS315) flanqueado pelas regides homdlogas ao gene da
HXK1, denominado fragmento HXK1-LEUZ2; ou o gene correspondente ao marcador
nutricional URA3 (amplificado a partir do plasmideo YEp356R) flanqueado pelas regides
homologas ao gene da HXK2, denominado fragmento HXK2-URA3. A homologia génica é
necessaria a recombinacdo homdloga S. cerevisiae. O procedimento descrito encontra-se
resumido na Figura 9. A obtencdo dos amplicons foi obtida de acordo com o procedimento
descrito em “Yeast Genetics: Methods and Protocol(SMITH; BURKE, 2014)
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Figura 9: PCR para obten¢do de amplicons

Para obter o fragmento HXK1-LEU2 foi amplicicado o gene LEU2 do plasmideo

pRS315, a sequéncia desse amplicon esta descrita abaixo.
CACATAAATATATATATATGTGTGTGTCTATATTTACATATTAAGCAAGGATTTICTT
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AAGGTATATGCGTCAGGCGACCTCTGAAATTAACAAAAAATTTCCAGTCATCGAATTTGA

TAACTCAACAAACCCACTCAAACTAATTT

Com o sublinhado tracejado esta a sequéncia do gene LEU2, incluindo seu promotor, a
com tracejado continuo € a sequéncia da regido homdloga ao gene da HXK1 e as regifes em
negrito sdo as regides onde 0s primers se anelam, ou seja, parte pertencente ao gene LEU2 e
parte a regiGes a montante e a jusante do gene da HXK1.

O amplicon HXK2-URAS3 tem sequéncia descrita abaixo.

GTTGTAGGAATATAATTCTCCCACCATAATAAGTACGTCAATTCTGATATAATTAAAT
TGAAGCTCTAATTTGTGAGTTTAGTATACATGCATTTACTTATAATACAGTTTTITAGTTTI

AATTTTGAACATCCGAACCTGGGAGTTTTCCCTGAAACAGAACTTAATTTGTAAATTAA
GTTTGAACAACAAGAACCTGCCCTTTT
A regido sublinhada tracejada é correspondente ao gene URAS3 incluindo promotor, a

regido tracejada continua corresponde a regido de anelamento dos primers, enquanto a regido
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em negrito é complementar as regides a montante e a jusante do gene da HXK2 para que
ocorra a recombinagdo homologa.

A partir do momento que esses fragmentos sdo inseridos na célula a recombinacao
homologa se torna possivel onde os genes HXK1 e HXK2 sdo deletatos e os genes LEU2 e
URA3 sdo inseridos, respectivamente. As sequéncias de aminoécidos que serdo entdo
sintetizadas passam a ser as descritas abaixo.

No caso da LEUZ2:
MSAPKKIVVLPGDHVGQEITAEAIKVLKAISDVRSNVKFDFENHLIGGAAIDATGVPLPDEALE
ASKKVDAVLLGAVGGPKWGTGSVRPEQGLLKIRKELQLYANLRPCNFASDSLLDLSPIKPQF
AKGTDFVVVRELVGGIYFGKRKEDDGDGVAWDSEQYTVPEVQRITRMAAFMALQHEPPLPI
WSLDKANVLASSRLWRKTVEETIKNEFPTLKVQHQLIDSAAMILVKNPTHLNGIHITSNMFGDI
ISDEASVIPGSLGLLPSASLASLPDKNTAFGLYEPCHGSAPDLPKNKVDPIATILSAAMMLKLSL
NLPEEGKAIEDAVKKVLDAGIRTGDLGGSNSTTEVGDAVAEEVKKILA

No caso da URA3:
MSKATYKERAATHPSPVAAKLFNIMHEKQTNLCASLDVRTTKELLELVEALGPKICLLKTHV
DILTDFSMEGTVKPLKALSAKYNFLLFEDRKFADIGNTVKLQYSAGVYRIAEWADITNAHGV
VGPGIVSGLKQAAEEVTKEPRGLLMLAELSCKGSLSTGEYTKGTVDIAKSDKDFVIGFIAQRD
MGGRDEGYDWLIMTPGVGLDDKGDALGQQYRTVDDVVSTGSDIIVGRGLFAKGRDAKVEG
ERYRKAGWEAYLRRCGQQN

Com isso o0s genes da HXK1 e HXK2 sdo deletados e substituidos. As sequéncias de
nucleotideos dos genes deletados estdo apresentados abaixo. A regido em negrito sdo 0s genes
com 0s respectivos promotores e as regides sublinhadas sdo as regides complementares as

regides dos primers que proporcionam a recombinacdo homologa.

HXK1
TTTAATCAAACTCACCCAAACAACTCAATTAGAATACTGAAAAAATAAGATGGTTCATT
TAGGTCCAAAGAAACCACAGGCTAGAAAGGGTTCCATGGCTGATGTGCCCAAGGAA
TTGATGGATGAAATTCATCAGTTGGAAGATATGTTTACAGTTGACAGCGAGACCTTG
AGAAAGGTTGTTAAGCACTTTATCGACGAATTGAATAAAGGTTTGACAAAGAAGGGA
GGTAACATTCCAATGATTCCCGGTTGGGTCATGGAATTCCCAACAGGTAAAGAATCT
GGTAACTATTTGGCCATTGATTTGGGTGGTACTAACTTAAGAGTCGTGTTGGTCAAG
TTGAGCGGTAACCATACCTTTGACACCACTCAATCCAAGTATAAACTACCACATGAC
ATGAGAACCACTAAGCACCAAGAGGAGTTATGGTCCTTTATTGCCGACTCTTTGAAG
GACTTTATGGTCGAGCAAGAATTGCTAAACACCAAGGACACCTTACCATTAGGTTTC
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ACCTTCTCGTACCCAGCTTCCCAAAACAAGATTAACGAAGGTATTTTGCAAAGATGG
ACCAAGGGTTTCGATATTCCAAATGTCGAAGGCCACGATGTCGTCCCATTGCTACAA
AACGAAATTTCCAAGAGAGAGTTGCCTATTGAAATTGTAGCATTGATTAATGATACT
GTTGGTACTTTAATTGCCTCATACTACACTGACCCAGAGACTAAGATGGGTGTGATT
TTCGGTACTGGTGTCAACGGTGCTTTCTATGATGTTGTTTCCGATATCGAAAAGTTG
GAGGGCAAATTAGCAGACGATATTCCAAGTAACTCTCCAATGGCTATCAATTGTGAA
TATGGTTCCTTCGATAATGAACATTTGGTCTTGCCAAGAACCAAGTACGATGTTGCT
GTCGACGAACAATCTCCAAGACCTGGTCAACAAGCTTTTGAAAAGATGACCTCCGGT
TACTACTTGGGTGAATTGTTGCGTCTAGTGTTACTTGAATTAAACGAGAAGGGCTTG
ATGTTGAAGGATCAAGATCTAAGCAAGTTGAAACAACCATACATCATGGATACCTCC
TACCCAGCAAGAATCGAGGATGATCCATTTGAAAACTTGGAAGATACTGATGACATC
TTCCAAAAGGACTTTGGTGTCAAGACCACTCTGCCAGAACGTAAGTTGATTAGAAGA
CTTTGTGAATTGATCGGTACCAGAGCTGCTAGATTAGCTGTTTGTGGTATTGCCGCT
ATTTGCCAAAAGAGAGGTTACAAGACTGGTCACATTGCCGCTGACGGTTCTGTCTAT
AACAAATACCCAGGTTTCAAGGAAGCCGCCGCTAAGGGTTTGAGAGATATCTATGG
ATGGACTGGTGACGCAAGCAAAGATCCAATTACGATTGTTCCAGCTGAGGATGGTT
CAGGTGCAGGTGCTGCTGTTATTGCTGCATTGTCCGAAAAAAGAATTGCCGAAGGT
AAGTCTCTTGGTATCATTGGCGCTTAATGAAAAAAATGTAATGAAATATAAATGTGTTT
TTCCCTCCCTTAATATTATTATTCTTATGAGTGATGCCCTTATGTTTTTTTTGCGGTCTAGT
ATATGTAAATATAGACACACACATATATATATATTTATGTG

HXK?2
GTTGTAGGAATATAATTCTCCACACATAATAAGTACGCTAATTAAATAAAATGGTTCATT
TAGGTCCAAAAAAACCACAAGCCAGAAAGGGTTCCATGGCCGATGTGCCAAAGGAA
TTGATGCAACAAATTGAGAATTTTGAAAAAATTTTCACTGTTCCAACTGAAACTTTAC
AAGCCGTTACCAAGCACTTCATTTCCGAATTGGAAAAGGGTTTGTCCAAGAAGGGTG
GTAACATTCCAATGATTCCAGGTTGGGTTATGGATTTCCCAACTGGTAAGGAATCCG
GTGATTTCTTGGCCATTGATTTGGGTGGTACCAACTTGAGAGTTGTCTTAGTCAAGT
TGGGCGGTGACCGTACCTTTGACACCACTCAATCTAAGTACAGATTACCAGATGCTA
TGAGAACTACTCAAAATCCAGACGAATTGTGGGAATTTATTGCCGACTCTTTGAAAG
CTTTTATTGATGAGCAATTCCCACAAGGTATCTCTGAGCCAATTCCATTGGGTTTCA
CCTTTTCTTTCCCAGCTTCTCAAAACAAAATCAATGAAGGTATCTTGCAAAGATGGA
CTAAAGGTTTTGATATTCCAAACATTGAAAACCACGATGTTGTTCCAATGTTGCAAA
AGCAAATCACTAAGAGGAATATCCCAATTGAAGTTGTTGCTTTGATAAACGACACTA
CCGGTACTTTGGTTGCTTCTTACTACACTGACCCAGAAACTAAGATGGGTGTTATCT
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TCGGTACTGGTGTCAATGGTGCTTACTACGATGTTTGTTCCGATATCGAAAAGCTAC
AAGGAAAACTATCTGATGACATTCCACCATCTGCTCCAATGGCCATCAACTGTGAAT
ACGGTTCCTTCGATAATGAACATGTCGTTTTGCCAAGAACTAAATACGATATCACCA
TTGATGAAGAATCTCCAAGACCAGGCCAACAAACCTTTGAAAAAATGTCTTCTGGTT
ACTACTTAGGTGAAATTTTGCGTTTGGCCTTGATGGACATGTACAAACAAGGTTTCA
TCTTCAAGAACCAAGACTTGTCTAAGTTCGACAAGCCTTTCGTCATGGACACTTCTT
ACCCAGCCAGAATCGAGGAAGATCCATTCGAGAACCTAGAAGATACCGATGACTTG
TTCCAAAATGAGTTCGGTATCAACACTACTGTTCAAGAACGTAAATTGATCAGACGT
TTATCTGAATTGATTGGTGCTAGAGCTGCTAGATTGTCCGTTTGTGGTATTGCTGCT
ATCTGTCAAAAGAGAGGTTACAAGACCGGTCACATCGCTGCAGACGGTTCCGTTTAC
AACAGATACCCAGGTTTCAAAGAAAAGGCTGCCAATGCTTTGAAGGACATTTACGGC
TGGACTCAAACCTCACTAGACGACTACCCAATCAAGATTGTTCCTGCTGAAGATGGT
TCCGGTGCTGGTGCCGCTGTTATTGCTGCTTTGGCCCAAAAAAGAATTGCTGAAGGT
AAGTCCGTTGGTATCATCGGTGCTTAATCTTAATTTGTAAATTAAGTTTGAACAACAAG
AAGGTGCCCTTTT

Os primers utilizados estdo especificados na tabela 3. Os trechos destacados em
negrito sdo complementares aos genes das hexoquinase, os trechos sublinhados e sem negrito

sdo complementares aos genes dos marcadores nutricionais.



Tabela 3: Primers para PCR para obtencéo dos amplicons

Primers

Tamanho dos

fragmentos gerados

Primer Forward

HXK1 - LEU2

Primer Reverse

Primer Forward

HXK2 - URA3

Primer Reverse

5’ AAATTAGTTTGA
GTGGGTTTGTTGA
GTTAATCTTATGA
CTAACTGTGGGAAT

ACTCAGGTATCGT
3 9

S’CACATAAATATA
TATATATGTGTGT
GTCTATATTTACA

TATTAAGCAAGGAT
TTTCTTAACTTCTTC
GGC¥

SGTTGTAGGAATA
TAATTCTCCCACC
ATAATAAGTACGT
CAATTCTGATAATA
TTAAATTGA Y

S’AAAAGGGCACCT
TCTTGTTGTTCAA
ACTTAATTTACAA
ATTAAGTTICTGTTT
CAGGGAAAACT 3’

1592 pares de base

1236 pares de base

O PCR foi realizado de acordo com as condi¢fes descritas nas tabelas 4, 5 e 6.
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Tabela 4: Composicao para obtencdo dos amplicons HXK1-LEU2 e HXK2-URA3

Componente da mistura Volume de reacgdo
(Concentracgéo no estoque) (Concentragéo na reacgéo)
Tampéo PFU 10X SpL
dNTP Mix (2mM cada) 5uL (0,2mM cada)
Primer Forward 1uL (2uM)
Primer Reverse 1uL (2uM)
MgSOs4 2,5 pL (2mM)
Amostra de DNA 1uL (~1pg)
DNA Polimerase PFU 1uL (1,25V)
Agua (Nuclease-Free) 33,5 uL
Volume total 50uL

Tabela 5: Programacéo do PCR para fragmento HXK2-URA3

95°C 1 minuto
30 Ciclos

95°C 1 minuto

56°C 1 minuto

72°C 4 minutos

72°C Final Extension

10°C Final Hold
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Tabela 6: Programacao do PCR para fragmento HXK1-LEU2

95°C 1 minuto

30 Ciclos
95°C 1 minuto
56°C 1 minuto 30 segundos
72°C 4 minutos
72°C Final Extension
10°C Final Hold

Apo6s o0 PCR, o amplicon foi purificado com o QIA quick — PCR Purification Kit, de
acordo com o protocolo do fabricante. Para confirmacdo do éxito da sintese do amplicon, foi
realizada uma eletroforese em gel de agarose 1% (m/v), comparando-se 0 peso molecular do

fragmento obtido com um padrdo de peso molecular (Gene Ruler 1kb).

3.3.2. Transformagéo dos Fragmentos Mutagenizados Em S. cerevisiae

Os amplicons obtidos (HXK1-LEU2 ou HXK2-URAZ3) foram inseridos na levedura por
eletroporacgdo de acordo com a tabela abaixo.



Tabela 7: Construcdo das cepas
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Fragmento Cepa unideletada usadana  Cepa que se espera obter
transformacéo
HXK2-URA3 glkiA HXK1 (hxk24glk14)
HXK1-LEU2 glkiA HXK2 (hxk1AglklA)
HXK1-LEU2 hxk24 GLK1 (hxklAhxk2A)

As células foram cultivadas em meio YPD 2% e foram recolhidas em OD entre 0,7 e

1,5 e ressuspensas em tampdo com acetato de litio e DTT e incubadas em temperatura

ambiente por uma hora. As células foram entdo centrifugadas a 3000 rpm por cinco minutos a

4°C. O pellet foi entdo lavado com agua milli-Q gelada e sorbitol gelado. As células foram

entdo ressuspensas em 100 uL de sorbitol 1M.

Cerca de 1ug de DNA ¢ adicionado a cubeta de eletroporagdo, juntamente com as

celulas e entdo é aplicada a voltagem.

Cultura
de células

Aplicacao de
voltagem '

pelas células

Absorcdo do DNA —~=3

~anvo. DNA a ser
transferido

Mistura das células-alvo
com o DNA

¥ ’@\ Formacao de
A poros

s \ kntrada do DNA
SN
B ok

Figura 10: Procedimento de eletroporacgéo. A eletroporacéo consiste na fragilizacdo da membrana
plasmatica por meio da aplicacdo de uma voltagem, o que torna possivel a entrada do DNA na célula.
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3.3.3. Confirmacéo Das DelecGes e Inser¢oes

As células transformadas foram selecionadas nos meios solidos e replaqueadas em
meio seletivo Dropout sem uracila, no caso na cepa HXK1 ou sem leucina no caso das cepas

HXK2 e GLK1. Também foram plaqueadas as cepas unideletadas como controle negativo.

3.4. CURVADE CRESCIMENTO

Foram feitos in6culos de concentragdes conhecidas (0,1 pg.mL™, 0,3 pg.mLte 1,0
ug.mL™1) em meio YPD 2% e foram deixados a 28°C e 160 rpm overnight. Apds este periodo,
foram coletadas aliquotas a cada 40 minutos. As concentracfes celulares (peso seco) das
aliquotas coletadas foram determinadas por leitura espectrofotométrica a 570 nm,
construindo-se uma curva [Concentragéo celular (mg.mL™ - peso seco) X tempo (h)], a partir
da qual foram determinados os intervalos e as concentracdes celulares caracteristicas das fases
metabolicas de crescimento da levedura em meio YPD, necessarios a coleta celular para a
realizacdo dos ensaios posteriores.

Para a determinacdo foi usada a lei de Lambert-Beer (C = f x L x Abss7o, onde C é a
concentracdo, f é o fator de peso seco, L é a espessura da cubeta e Abss7o é a absorbancia a
570 nm).

3.5. CONSUMO DE OXIGENIO

A taxa de consumo de oxigénio foi avaliada medindo-se a variagdo da concentracdo de
oxigeénio dissolvido em suspensdo celular ao longo do tempo, utilizando eletrodo de Clark. As
células foram coletadas e centrifugadas a 5000 rpm por 5 min. O pellet foi lavado duas vezes
e ressuspenso em agua destilada a uma concentracio celular de 1 mg. uL™! (peso Gmido). 50
pL da suspensdo celular (peso imido de 50 mg célula) foram adicionados a 2 mL de solucao
de glicose 100 mM em tampdo fosfato 50 mM pH 7 em uma camara de consumo de oxigénio
com agitacdo continua, perfazendo uma suspenséo celular final na cdmara de concentracdo 25
mg.mL (peso Umido). O consumo de oxigénio foi medido ao longo do tempo em oxigrafo
por um eletrodo do tipo Clark, utilizando calibracdo em fase liquida (ponto de saturacdo da

agua com oxigénio como 100% da calibracdo e deplecdo do oxigénio disponivel na camara
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pela adicdo de ditionito de sddio como 0%). A concentracdo de oxigénio foi avaliada durante
um periodo aproximado de 5 min e a taxa de consumo de oxigénio (%.s™) foi obtida a partir
do coeficiente angular da reta do grafico [% oxigénio em solucdo X tempo (s)] (RONA et al.,
2016).

3.6. CONSUMO DE GLICOSE

A taxa de consumo de glicose foi avaliada por dosagem da glicose residual no meio
por Cromatografia Liquida. As células foram coletadas e centrifugadas a 5000 rpm por 5 min.
O pellet foi lavado duas vezes com agua destilada e resuspenso em tampéo fosfato 50 mM pH
6 a uma concentracdo celular final de 6 mg.mL-1 (peso seco). A 5 mL da suspensdo celular,
foram adicionados 5 mL de solugédo de glicose 40 mM no mesmo tampéo, perfazendo 10 mL
de uma suspenséo celular 3 mg.mL™ (peso seco) contendo 20 mM de glicose, em erlenmeyer
de 50 mL. Foi retirada uma aliquota de 1 mL imediatamente apds a adicdo do tampao
contendo glicose (ponto zero, 0 min), que foi centrifugada imediatamente a 13000 rpm por 5
min. O sobrenadante foi devidamente filtrado para condi¢Ges cromatograficas e armazenado
para posterior analise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). O meio foi
incubado a 28° C e 160 rpm e aliquotas de 1 mL foram retiradas ao longo do tempo nos
pontos referentes a 20 min, 40 min, 60 min e 80 min, procedendo-se da mesma maneira que
no ponto zero para o0 tratamento da amostra, centrifugando-se o meio e armazenando o
sobrenadante apds a filtragdo para posterior analise por CLAE. A glicose residual no
sobrenadante foi analisada utilizando-se um sistema de CLAE equipado com um detector de
indice de refracdo RI- 2031 Plus, JASCO, Japdo. A glicose foi quantificada em uma coluna
Aminex HPX- 87H (7.8 mm I.D. x 30 cm, BioRad, EUA), com a temperatura de 60°C
utilizando 0,004 mM de acido sulfarico (H2SO4) como eluente a um fluxo igual a 0,6 mL por
minuto. Uma vez determinada a concentracdo de glicose residual no sobrenadante em cada
uma das aliquotas coletadas, foi feita uma curva de [concentracdo de glicose no sobrenadante
(g.LY) x tempo (min)] e, a partir do coeficiente angular, determinou-se a taxa de consumo de
glicose (g.L.min™) da cepa em estudo (RONA et al., 2016).
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3.7.  ATIVIDADE DE HEXOQUINASE

3.7.1. Obtencédo do Extrato celular

A atividade de hexoquinase foi dosada em extrato celular. Para a obtengéo do extrato
celular as células foram inoculadas em meio YPD 2% até as a primeira fase exponencial e a
fase estacionaria. Foi coletado um volume contendo 50mg e centrifugado a 5000 rpm por 5
minutos. O sobrenadante foi descartado e entdo as células sdo lavadas com agua destilada
gelada. O sobrenadante foi novamente descartado e repetiu-se a lavagem. As células foram
ressuspensas em 0,5 mL de tampéo Tris-HCI (50mM/ pH 7,6) e o volume foi transferido para
um tudo de parede grossa contendo 1,5¢g de pérolas de vidro.

Para romper as células, foram executados seis ciclos de agitacdo em vortex (ajustado
para velocidade méaxima) por 30 segundos, intercalando cada etapa de agitagdo com repouso
da suspensdo em banho de gelo também por 30 segundos.

O extrato celular foi coletado para um eppendorf. As perolas de vidro foram lavadas
com 400uL de tampdao Tris-HCI e a solucdo de lavagem foi transferido para o mesmo
eppendorf que o extrato, que foi centrifugado por 5 minutos a 13000 rpm em microcentrifuga,
coletando-se o sobrenadante em outro eppendorf.

3.7.2. Determinacdo de Proteina Total

A quantidade de proteina total foi dosada de duas formas, pelo método de Biureto
adaptado por Stickland e pelo método patenteado Qubit™, da Thermo Fisher Scientific. Isso
porque no experimento de dosagem de atividade da hexoquinase na presenca de T6P se fosse
feita a dosagem de proteina por Stickland, a quantidade de extrato que é obtida ficaria muito
limitada. Entdo optou-se por um método que utiliza quantidades muito baixas de extrato
(Quibit™) para que houvesse maior flexibilidade no experimento.

No método do Biureto adaptado por Stickland (STICKLAND L., 1951) adicionou-se
em um tubo falcon de 15 mL &gua destilada, solu¢do padrédo de caseina 10 mg/mL, NaOH
20%, CuSO04.5H.O 25%, na ordem descrita. A caseina foi adicionada em diferentes
concentracdes de forma a ser possivel obter uma curva de calibracdo. As misturas foram
homogeneizadas e centrifugadas a 5000 rpm por 5 minutos. Com a leitura do sobrenadante a

550nm fez-se uma curva de onde é possivel obter um fator pelo ajuste linear.
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Em um tubo falcon de 15 mL adicionou-se 4,9 mL de &gua, 0,1mL de extrato celular,
0,9mL de NaOH 20% e 0,15mL de CuSOsH.0 25%. A mistura foi homogeneizada e
centrifugada a 5000 rpm por 5 minutos. Com o valor de absorbancia lido no
espectrofotdbmetro a 550nm a quantidade de proteina total foi calculada com o fator obtido da

curva padréo.

Massa de proteina = Abs x f

[massa de proteina] = mg

Devido ao grande volume necessario de extrato para dosagem de atividade de
hexigquinase na presenca de T6P, o método utilizado para dosagem de proteina foi 0 método
patenteado Qubit™, no qual se utiliza apenas 1uL da amostra para dosagem de proteinas,
seguindo-se as recomendagfes e protocolos do equipamento. De modo geral, método se
baseia em leitura de fluorescéncia gerada pela reacdo do reagente Qubit com as proteinas
presentes no extrato. A fluorescéncia gerada é diretamente proporcional a quantidade de

protel'na no extrato.

3.7.3. Dosagem da Atividade de Hexoquinase na Auséncia de T6P

A dosagem de atividade de hexoquinase foi realizada em espectrofotometro a 340nm
através de um experimento de cinética onde, durante trés minutos, a cada dez segundos é
realizada uma leitura.

Usando uma cubeta de quartzo é realizado um branco, que contém todos o0s
componentes da reacdo, menos 0 NADP", que dispara a reacdo. No branco, o NADP* ¢
substituido por &gua. Apds o branco, é realizada a reacéo na cubeta de quartzo adicionando os
reagentes de acordo com a ordem da tabela abaixo.

As quantidades no ensaio estdo descritas na tabela 8.
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Tabela 8: Ensaio de dosagem de atividade de hexoquinase na auséncia de T6P

Reagente Concentracéo no Concentracéo no Volume (mL)
estoque ensaio
Tampéo Tris 50mM 38,3mM 1,00
Glicose 100mg/mL em 212.7mM 1,00
tampéo Tris
MgCl, 0,1M 7,7mM 0,20
ATP, sal dissodico 10mg/mL 0,72mM 0,10
Enzima G6PDH 10mg/mL 0,50U/mL 0,01
Extrato - - 0,10
NADP* 10mg/mL 1,0mM 0,20

A medida de atividade de hexoquinase ndo € medida de forma direta, iSso porque o
que é medido no equipamento é a absorbancia do NADPH que é um dos produtos de uma
reacdo consecutiva. Uma unidade de atividade hexoquinase é definida como a formacéo de 1

pumol de NADPH por minuto.

Glicose7H—XkT»Glicose-6-fosfato GBPDH | g-fosfoglicolactona
ATP ADP NADP* NADPH

Figura 11: Reac6es de medida de atividade

Foram pegos os primeiros pontos da curva Abs 340 nm X tempo (min) que sdo
os pontos de condicdo de velocidade inicial. Ao fazer o ajuste linear é possivel obter o
coeficiente angular e entdo a atividade. Para obter a atividade especifica entdo, o coeficiente
angular da reta é dividido pelo fator do NADPH (6,22 mM™), com isso chega-se a taxa de
NADPH gerado. Entdo calcula-se a atividade em pmol/min (U), multiplicando a taxa de
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formagdo de NADPH pelo volume do ensaio que é 2,61 mL. Para calcular a atividade
especifica é necessario dividir a atividade pela massa de proteina presente em 0,1 mL de
extrato.

Para chegar ao valor da quantidade total de proteina foi realizado o
experimento pelo método de Biureto modificado por Stickland, onde também foi feita uma
curva de calibragéo para se obter o fator da curva e poder converter a absorbancia obtida em

concentracdo. Nesse caso o fator obtido foi 24mg.

3.7.4. Dosagem da Atividade de Hexoquinase na Presenca de T6P

O ensaio na presenca de inibidor foi feito de forma muito similar ao ensaio da
auséncia de inibidor. A diferenca estd no tratamento do extrato com 13 pL de trealose-6-
fosfato 0,1 mM. Outra diferenca € a quantidade de glicose adicionada ao meio. O ensaio foi
feito com diferentes concentragdes de glicose: 0,25mM; 0,5mM, 25mM, e 50mM no caso da

cepa HXK2. As quantidades utilizadas no ensaio entdo presentes na tabela 9.
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Tabela 9: Ensaio de dosagem de atividade de hexoquinase na presenca de T6P

Concentracao no Concentracéao
Reagente ) Volume (mL)
estoque no ensaio
Tampéo Tris 50mM 38,3mM 1,00
0,25mM
0,5mM
Glicose 1,3mM em tampéo Tris 1,00
25mM
50mM
MgCl2 0,1M 7,7mM 0,20
ATP, sal dissodico 10mg/mL 0,72mM 0,10
Enzima G6PDH 10mg/mL 0,50U/mL 0,01
Extrato tratado com
- - 0,10
T6P
NADP* 10mg/mL 1,0mM 0,20

3.8.  ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados foram analisados comparativamente utilizando o teste t de Student, com
0 auxilio do programa GraphPad Prism 4.0 (GraphPad Software). Os dados estatisticamente
diferentes séo considerados estatisticamente diferentes para um valor p < 0,05 dentro de cada

condig&o ou cepa estudada.
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39. COMPARACAO DAS ESTRUTURAS

Através do banco de dados do Pubmed e do Protein Database (PDB) as estruturas
cristalogréficas das isoformas Il da hexoquinase foram obtidas, sobrepostas e comparadas
através do software Chimera (MENG et al., 2006) Foi usado o parametro RMSD (root-mean-
square deviation) para comparacdo das proteinas sobrepostas.

Através do NCBI foi feito um BLAST com as sequéncias de aminoéacidos das duas
isoformas para obter a identidade. Foi escolhida a op¢do BLAST de proteinas e entdo foi
adicionada a sequéncia de aminoacidos da hexoquinase 2 humana. Foi entdo selecionado o
organismo com o qual se queria comparar a sequéncia de aminoacidos da hexoquinase 2 de

humanos (no caso a S. cerevisiae) e foi feito o BLAST.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. CONSTRUCAO DAS CEPAS

Apbs o PCR e a purificacdo dos fragmentos de DNA, foram corridos os géis de agarose

que estdo apresentados nas figuras 12 e 13.

Figura 13: Gel de agarose Figura 12: Gel de agarose do
do amplicon HXK1-LEU2 amplicon HXK2-URA3
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No pogo um em ambas as figuras, tanto na figura 12 quanto na 13, esta o padrdo de
peso molecular de 1 kb e no poco dois esta o amplicon. Na figura 12 é possivel observar uma
banda no poco dois em aproximadamente 1600 pb, que é o tamanho esperado para o0 amplicon
HXK1-LEU2, mostrando sucesso no PCR. Na figura 13 é possivel observar uma banda no
poco dois em aproximadamente 1200 pb, que era o tamanho esperado para o amplicon
HXK2-URAS3. Com isso conclui-se que os dois amplicons foram obtidos com sucesso.

Os fragmentos obtidos foram purificados e transformados nas cepas por eletroporacao.
O fragmento HXK1-LEU2 foi transformado na cepa glklA para obter a cepa hxkiAglkiA,
Hxk2, assim como também foi transformado na cepa /ixk24 para obter a cepa dupladeletada
hxk1Ahxk24 que apenas expressa a Glk1. Com isso passou-se para proxima etapa, onde foi
feita a eletroporacdo e o plaqueamento das células apds a eletroporacdo nos respectivos meios
seletivos. As cepas que sé expressariam Hxk2 e Glk1 foram plaqueadas em meio dropout sem
leucina e com geneticina e o que se observou foi que houve sucesso na construcdo de ambas
as cepas. Isso foi verificado pois as cepas das quais elas foram originadas (isogénica a
BY4741 exceto glkl::kaMX4, no caso da cepa que sO expressa a Hxk2 e isogénica a BY4741
exceto hxk2::kaMX4, no caso da cepa que sO expressa a GIk1l) necessitam de quatro
requerimentos essenciais no meio para crescer, ou seja, Sao requerimentos nutricionais. Esses
requerimentos sdo: histidina, metionina, leucina e uracila. A partir da introdugéo do fragmento
adequado e efetividade da recombinacdo homologa (integracdo genémica direcionada), a cepa
recupera a capacidade auxotréfica de crescer em um meio sem leucina, visto que o0 gene
HXK1 foi substituido pelo LEUZ2, dai o plaqueamento no meio dropout sem leucina. Ambas as
cepas cresceram no meio seletivo, indicando que houve sucesso no processo de recombinacao
homdloga (integracdo genica), e por tanto, na obtencdo das cepas que expressam apenas as

isoformas Hxk2 ou Glk1.
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Figura 14: Meio solido dropout sem leucina. Lado esquerdo da placa foram plaqueadas as células antes da
transformacéo (Cepa glki4). Lado direito foram plaqueadas as células depois da transformacao (Cepa
hxkIAgIkIA).

Figura 15: Meio solido dropout sem leucina. Lado esquerdo da placa foram plagueadas as células antes da
transformagcéo (Cepa hxk24). Lado direito foram plaqueadas as células depois da transformacéo (Cepa
hxk14hxk2A).

N&o houve sucesso na construgdo da cepa HXK1 e, portanto, prosseguiu-se nos

proximos experimentos sem a mesma.

4.2. CURVA DE CRESCIMENTO

Com os dados obtidos através da coleta dos pontos ao longo do tempo foi possivel

construir as curvas representadas no gréfico da figura 16.
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Figura 16: Curvas de crescimento das cepas WT, HXK2 e GLK1

As curvas de crescimento foram feitas em triplicata e foi feita uma curva Ln
(concentragbes) por tempo e através desta nova curva foi possivel calcular taxa de
crescimento especifico de cada uma das replicatas. O resultado obtido esté explicito na figura
17.

E possivel observar com a curva de crescimento que todas as cepas apresentam as
duas fases exponenciais, primeira fase exponencial com metabolismo fermentativo e segunda
fase exponencial com metabolismo respiratorio.

0.5+

0.4

2034
=

= 0.24

0.1+

0.0-

Figura 17:Taxa de crescimento especifico da primeira fase exponencial
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Na WT, devido a repressao catabolica, sabe-se que apenas a isoforma Hxk2 esté sendo
expressa. Isso porque ja foi visto que a Hxk2 é translocada para o nucleo e age sobre a
transcricdo, estando envolvida em um feedback positivo na sua propria expressdo,
aumentando-a, e também um feedback negativo, agindo como um repressor da expressdo da
Hxk1 e Glk (RODRIGUEZ et al., 2001). Desta forma, espera-se que a WT e a HXK2 crescam
da mesma forma em repressdo catabolica, j& que em ambos os caos apenas a Hxk2 esta
expressa.

No caso da cepa GLK1(hxkIAhxk2A) ndo ha expressdo do gene HXK2, portanto ndo
ha o efeito da repressdo catabdlica sobre a expressdo da isoforma Glk1l. Com isso, a cepa
GLK1 é expressa mesmo em condicBes de alta concentracdo de glicose e a célula cresce na
mesma propor¢do que as outras cepas. Uma vez que a reacao catalisada pela hexoquinase é
tdo fundamental para a célula, o nivel de crescimento € mantido, apesar da diferenca entre as

isoformas Hxk2 e GIk1, uma vez que esta apresenta menor afinidade por glicose.



52

4.3. CONSUMO DE GLICOSE
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Figura 18: Consumo de glicose na Figura 19: Consumo de glicose na fase
primeira fase exponencial estacionéria (metabolismo
(metabolismo fermentativo). * respiratdrio) * estatisticamente iguais.

estatisticamente iguais.

Na figura 19 é possivel observar os valores das taxas de consumo de glicose na fase
estacionaria (metabolismo respiratério) e, ao comparar com os valores da figura 18, que
apresenta os valores da taxa de consumo de glicose em metabolismo fermentativo, pode-se
perceber que em metabolismo respiratorio o consumo de glicose é cerca de dez vezes menor.
Isso se da, pois, em metabolismo respiratério, o0 ATP € obtido através da fosforilacdo
oxidativa, gerando de 30 a 32 moléculas de ATP por glicose. Na glicolise, o rendimento de
ATP é bem mais baixo, apenas 2 moléculas de ATP por glicose. A glicdlise, cujo fluxo
determina a taxa de consumo de glicose, possui trés pontos de regulacdo, sendo o principal
deles a PFK1. A PFK1 é regulada, dentre outros, pelo nivel energético da célula, isto é, em
baixas concentracfes de ATP, sua atividade é aumentada. Portanto, como o rendimento da
glicolise é baixo, é necessario um alto fluxo glicolitico, ou seja, consumo de glicose maior,
para se manter o nivel de ATP necessario para o funcionamento e sobrevivéncia da célula.

Os valores de consumo de glicose na fase respiratéria das cepas WT, HXK2 E GLK1
sdo muito baixos e, por tanto, ndo ha sensibilidade suficiente no ensaio para uma avaliagéo
diferencial.

Na figura 18, que aborda os valores da taxa de consumo de glicose em metabolismo
fermentativo, tem-se que as cepas selvagem e HXK2 tiveram mesma taxa de consumo de
glicose. Como ja foi discutido no topico anterior (4.2.), nesse caso a cepa WT esta sobre
repressao catabdlica, ou seja, ndo expressa as isoforma HXK1 e G, assim como a cepa HXK2.
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Dessa forma as duas sdo células iguais em termos de expressdo, entdo é esperado que elas
apresentem o mesmo perfil metabolico.

A cepa GLK1 ndo esta sujeita a repressdo catabdlica que ocorre em presenca de alta
concentracdo de glicose e no qual Hxk2 tem papel fundamental. Foi observado que a GLK1
apresentou consumo de glicose quase quatro vezes menor pois € capaz de respirar mesmo em

altas concentrages de glicose.

4.5. CONSUMO DE OXIGENIO

Nas figuras 20 e 21, estdo os resultados do consumo de oxigénio nos metabolismos
fermentativo e respiratdrio.

1.5 1.5-

1.0 1.04
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(% de O, consumido/s)
(% de O, consumidol/s)

Taxa de consumo de O,

Figura 21: Consumo de oxigénio na primeira
fase exponencial (metabolismo
fermentativo)

Figura 20: Consumo de oxigénio na fase
estacionaria (metabolismo respiratorio)

Em metabolismo fermentativo o consumo de oxigénio € muito baixo nas cepas
selvagem e HXK2. Isso é esperado, pois 0 consumo de oxigénio esta relacionado a atividade
da cadeia de transporte de elétrons (metabolismo respiratdrio); o oxigénio € o aceptor final de
elétrons da cadeia. Tanto a WT quanto a HXK2 apresentam metabolismo fermentativo nessa
fase, j& que estdo submetidas a repressdo catabolica quando as proteinas relacionadas a
fosforilagdo oxidativa tem sua expressao reprimida. Porém, na fase exponencial também é
observado que a GLK1 consome quantidades significativas de oxigénio, quase cinco vezes
mais que a WT na mesma fase e sendo mais da metade do que a WT consome na estacionaria.
Como a cepa GLK1 ndo expressa a isoforma Hxk2, importante para a repressao catabolica,
mesmo na presenca de glicose apresenta metabolismo respiratorio. Entdo se conclui que a
cepa GLK1 possui a repressdo catabdlica dificultada, reafirmando o papel da Hxk2 na
repressdo catabdlica ndo sendo, porém, a Unica proteina envolvida, ja& que a repressdo

catabolica é um processo que envolve varios reguladores como Snfl e Migl.
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Ja foi reportado que as isoformas Hxkl e a Glkl sdo as mais expressas em
metabolismo respiratorio (RODRIGUEZ et al., 2001). Por isso talvez o consumo de oxigénio
seja mais alto na GLK1. Esse resultado indica que deve haver um balanco entre a expressao

das isoformas que regula o consumo de oxigénio em metabolismo respiratorio.

44. ATIVIDADE DE HEXOQUINASE

4.4.1. Atividade de Hexoquinase na Auséncia de Trealose-6-fosfato

A hexoquinase € uma enzima que obedece o modelo cinético de Michaelis-Menten
(MENSONIDES et al., 2013), onde uma reagdo enzimatica ocorre a medida que o substrato
entra em contrato com o sitio catalitico de uma enzima e forma o complexo enzima-substrato
rapidamente. Esse complexo é desfeito em uma reagdo mais lenta, onde o produto é formado e
a enzima regenerada. Esse processo € descrito segundo o seguinte modelo: S + E = ES —
E + P, onde E é a enzima livre, S o substrato, ES é o complexo formado pela enzima e o
substrato no momento da reacéo e P é o produto.

Para determinar a atividade usamos apenas os valores de velocidade inicial, pois neste
ponto, a reacdo ES — E + P pode realmente ser considerada irreversivel, quando a reagdo
E + P — ES ainda é negligenciavel.

Os dados obtidos no experimento formam uma curva de absorvancia por tempo, como

a exemplificada na figura 22.
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Figura 22: Gréfico absorbancia X tempo (min) para determinacédo de atividade. Essa curva
especificamente pertence a uma das replicatas da HXK2

Fazendo os célculos considerando a velocidade inicial, foi possivel chegar aos gréaficos

presentes nas figuras 23 e 24.
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Figura 24: Atividade de hexoquinase
na fase estacionaria (metabolismo

Pelos valores dispostos nos graficos das figuras 23 e 24, é possivel observar que em

metabolismo respiratdrio todas as cepas, principalmente a WT, apresentam atividade maior,
no caso da WT 1,5 vezes maior, que em metabolismo fermentativo, isso pode ser explicado
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pelo falo que a G6P é substrato para outras vias que ndo a glicolise em metabolismo
respiratério, sendo essencial para essas outras vias nesse metabolismo. No metabolismo
respiratorio devido a formacdo das espécies reativas de oxigénio (ROS) € muito importante
que haja um balanco redox na célula. Uma das espécies mais importante para esse balanco é o
NADPH, que é gerado na via das pentoses-fosfato. A via das pentoses-fosfato € uma das vias
para quais 0 G6P pode ser desviado e isso poderia estar sendo feito para neutralizar o ROS
gerado devido a respiracdo. Sendo entdo esse o possivel motivo pelo qual, em metabolismo
respiratorio, a atividade da hexoquinase é mais alta que em metabolismo fermentativo, ja que
a demanda de G6P pode ser alta (KRUSHNA C.; HATM, 2014).

Em metabolismo fermentativo, é possivel observar que todas as cepas, apesar de
estatisticamente diferentes, apresentaram atividades muito proximas. Devido a repressao
catabolica a WT, assim como a HXK2, possui apenas a isoforma Hxk2, entdo é esperado que
elas possuam mesma atividade. A GLK1, apesar de ter apresentado atividade estatisticamente
diferente, devido a ordem de grandeza, essa diferenca se torna irrelevante, portanto a GLK1
também apresentou mesma atividade que as outras duas. Isso pode estar relacionado a
auséncia da Hxk2 na cepa GLK1, fazendo que ela ndo tenha a expressdo do gene GLK1
reprimida.

Quando a disponibilidade de glicose comeca a ficar baixa no meio, ocorre um
mecanismo de desrepressdo da transcrigdo dos genes HXK1 e GLK1, com isso as isoformas
predominantes na fase estacionaria passam a ser a Hxk1 e a GIk1.

No metabolismo respiratério a WT apresenta maior atividade de hexoquinase que as
outras cepas, possivelmente devido ao fato de que o experimento dosa a atividade de
hexoquinase total e na WT trés isoformas estdo sendo expressas. No metabolismo
respiratdério, como evidenciado pelo consumo de oxigénio que o balango das trés isoformas é
importante para regular a expressdo das trés isoformas. Nesse caso, houve uma diminuicdo da
atividade das isoformas HXK2 e GLK1 em relacdo a WT em metabolismo respiratorio, que

corrobora a ideia de que em metabolismo respiratorio as trés isoformas sdo importantes.

4.4.2. Atividade de Hexoquinase na Presenca de Trealose-6-fosfato

Os procedimentos de célculo da atividade de hexoquinase foram feitos da mesma
forma que no descrito no topico anterior e a quantidade de proteina total foi dosada pelo
método patenteado Qubit, como descrito pela metodologia.
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Os ensaios foram realizados com diferentes concentracdes de glicose para ser possivel
construir uma curva 1/v x 1/[S] e determinar o eventual mecanismo de inibigdo. As atividades
obtidas em funcdo da concentracdo de glicose usada no ensaio, na auséncia e presenca de
T6P, sdo apresentadas nas tabelas 10 e 11.

Tabela 10: Medidas da atividade da cepa HXK2

[S](mM) ATIVIDADE ATIVIDADE

sem T6P com T6P
(mU/mg de (mU/mg de
proteina) proteina)
50 624 320
25 716 409
0,5 558 78
0,25 478

Tabela 11: Medidas de atividade da cepa GLK1

ATIVIDADE ATIVIDADE
[S] (MM) sem T6P com T6P
(mU/mg de (mU/mg de
proteina) proteina)
25 449 208
0,5 296 199
0,25 483 180

Com esses dados foi possivel construir os gréaficos dispostos nas imagens 25 e 26.
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Figura 26: Atividade de Hxk2 Figura 25: Atividade de Glk
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Na glicoquinase ndo € possivel identificar inibicdo, as retas estdo praticamente
paralelas, indicando que n&o houve inibicdo pela T6P. Esse resultado corrobora com
resultados presentes na literatura que foram feitos com as isoformas purificadas (BLAZQUEZ
etal., 1993).

Existem trés tipos de inibicdo simples, a competitiva, a ndo-competitiva e a
acompetitiva. A inibicdo acompetitiva o inibidor atua na enzima complexada com o substrato.
Na inibicdo ndo-competitiva o inibidor atua em um centro que nédo é o catalitico da enzima,
podendo se ligar tanto no complexo enzima substrato quanto na enzima livre. Ja a inibicao
competitiva o inibidor compete com o substrato pela ligacdo a enzima, formando o complexo

El, que n&o gera produto, de acordo com o modelo abaixo.

E+S = ES = E+P
+

|
I

EIl

Figura 27: Modelo de inibi¢cdo competitiva

E uma caracteristica da inibicdo competitiva que a velocidade méaxima da reacio
(Vmax) ndo se altere, enquanto a enzima inibida apresenta uma constante de Michaelis-
Menten aparente maior.

Ao observar o grafico na figura 25 é possivel perceber que as duas curvas convergem
com valores de b na reta proximos. Esse gréafico € tipico de uma inibicdo competitiva que

possui a equacéo da reta descrita abaixo:

1 Km 1 1

= — — 4 —
v  Vmax [S] Vmax

Com valores de b muito préximo, se obtém valores de Vmax muito proximos, o que
corrobora para a inibicdo competitiva. Ao fazer o ajuste linear das retas e substituir os valores

nessa equacdo os valores de Km e Vmax das duas curvas foram encontrados.
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Apos o ajuste linear as retas obteve-se a reta y = 0,0001361x +0,00154 para a situagéo
sem inibidor e obteve-se y = 0,005122x + 0,00298 com inibidor.

Tabela 12: Valores de Km e Vmax para a cepa HXK2 na presenca e auséncia de T6P

Sem T6P Com T6P

Km (M) 88 1848

Vmax (U/mg
] 649 371
de proteina)

Com esses valores é possivel calcular o Ki através da equacéo:

I
Km (Com inibidor) = Km (sem inibidor)(1 + %)

Com isso obteve-se Ki (constante de inibig&o) de 24,42 uM para a inibicdo na T6P na
hexoquinase 2 em extrato celular. Esse resultado em extrato celular € um resultado muito
interessante, pois leva em consideracdo varios fatores relacionados as condi¢es intracelulares
como modificacBes pds-traducionais e condi¢cbes do meio intracelular. Hxk2, por exemplo,
sofre fosforilagdo e tem a atividade alterada e o equilibrio entre as subunidades alterada
(BEHLKE et al., 1998). Existe reportado na literatura ensaios de inibicdo da T6P na
hexoquinase de S. Cerevisiae, porém com as isoformas purificadas. O resultado de
(BLAZQUEZ et al., 1993) corrobora o do presente trabalho, ja que nele foi encontrado Ki de
40uM. Sendo assim, os resultados de inibicdo da Hxk2 em extrato celular se destacam, pois
para uso em tratamentos contra o cancer é necessario pensar em uma inibicao in vivo e em um
extrato celular as caracteristicas da enzima estdo mais proximas as caracteristicas das enzimas

in vivo.
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45. MODELAGEM IN SILICO

Para validar o modelo utilizado no trabalho foram analisadas as estruturas e as
sequéncias de aminoacidos das isoformas dos de hexoquinase da S. cerevisiae e de seres
humanos. Por meio do PDB (Protein Database) e do PubMed foi possivel acessar as estruturas
cristalogréficas das hexoquinase Il de humanos e de levedura, bem como sua sequéncia de
aminoécidos. E possivel baixar os arquivos no formato PDB e com eles analisar suas

estruturas e compara-las através de programas, como o Chimera e o PyMOL.

Figura 28: Representacgdo estrutural da HK2 obtida no Chimera através do arquivo 2NZT do PDB
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Figura 29: Representacéo estrutural da Hxk2 obtida pelo Chimera através do arquivo 11G8 do PDB

Usando as sequéncias de aminoacidos obtidas no PubMed e a ferramenta de acesso
livre BLAST fornecida pelo NCBI, onde é possivel comparar as sequéncias de aminoacidos
das duas proteinas, as sequéncias foram comparadas e foi obtido um valor de identidade de

sequéncia. O valor obtido foi de 33% e se encontra na figura 30.
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Figura 30: BLAST sequéncia de aminoacidos da HK2 (2NZT) e da Hxk2 (11G8)

O valor é baixo, porém de acordo com a literatura as regifes de maior homologia séo
as extremidades N- e T- terminais, que sdo as regifes que possuem atividade catalitica (AHN
et al., 2009). Portanto, esse valor baixo de semelhanca entre as sequéncias de aminoacidos
pode se dar a outras regibes mais internas da proteina que tenham papel mais estrutural que
catalitico ou que sejam ligadas a alguma regido reguladora.

No programa Chimera as duas estruturas obtidas pelo PDB foram sobrepostas com o

objetivo de comparar as semelhancas estruturais. A sobreposi¢do se encontra na figura 31.

Figura 31: Sobreposicdo dos monémeros da HK2 (rosa) e Hxk2 (azul). Imagem gerada pelo Chimera
(MENG et al., 2006)
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O valor de RMSD encontrado através da sobreposicdo foi de aproximadamente 1,2A.
Como o RMSD é um pardmetro que relaciona a distancia entre os &tomos de uma estrutura
tridimensional, quanto mais baixo o valor, mais proximos os &tomos, ou seja, mais similar a
estrutura. Nesse caso, tem-se que as estruturas sdo bastante similares, ja que o desvio medio
foi baixo. Isso é um indicativo de que a utilizacdo da S. cerevisiae para esse estudo € muito

valida.
S. CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

Pelos resultados de perfil bioenergético, foi possivel confirmar que a Hxk2 possui de
fato um papel importante na repressao catabolica. Na sua auséncia, como 0 que ocorre na cepa
GLK1, observou-se menor consumo de glicose e maior consumo de oxigénio mesmo na
presenca de glicose.

T6P inibe a atividade de Hxk2 e ndo inibe GIk1l em condi¢des proximas a de in vivo
(extrato celular), ou seja, uma condicdo que também leva em conta as condicdes intracelulares
como modificagdes pos-traducionais, por exemplo, além de levar em conta a questdo
metabolica que é bastante importante para esse trabalho. Esse resultado é um primeiro passo
interessante para o estudo da acgdo inibitdria da T6P e seu uso em tratamentos de cancer. Para
um estudo mais aprofundado seria interessante a construgdo de uma cepa de S. cerevisiae
tripladeletada (hxkl hxk2 glkl) e a introducdo das isoformas humanas para a realizagdo dos
experimentos de inibi¢cdo com as mesmas.

Através do estudo sobre as estruturas das isoformas dois de S. cerevisiae, percebeu-se
que, apesar de ndo terem sequéncia de aminoacidos tdo semelhante, as suas estruturas sao
similares j& que o valor de RMSD foi baixo. Esse é um estudo introdutdrio para se avaliar a
semelhanga entre as enzimas Hxk2 de S. cerevisiae e HK2 humana e a possivel aplicacdo da

T6P como um inibidor das isoformas humanas de hexoquinase.
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