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RESUMO

A levedura Saccharomyces cerevisiae desempenha um papel importante na
industria, devido a sua alta capacidade fermentativa. Durante a fermentacdo ha
mudancas constantes nas condi¢cdes do meio, expondo as leveduras a uma série de
estresses simultdneos ou sequenciais e uma adaptacédo eficiente pode levar a
aumento da produtividade e um consequente aperfeicoamento do seu desempenho
fermentativo. Em S. cerevisiae, a adaptacédo envolve uma mobilizagcédo organizada de
genes denominada resposta ao estresse ambiental (ESR). Hspl2 é uma proteina
pertencente a familias das proteinas de choque térmico (HSPs) e esta, além de
manter a organizacao interna da célula e aumentar a flexibilidade da parede celular
e membrana plasmatica, € utilizada como gene repérter de estresse, pois sua
inducdo é em grande parte através da ESR ja sendo utilizada como um marcador
do status de estresse em leveduras. Assim o presente trabalho delineou um
protocolo de estudos de estresses consecutivos afim de avaliar modificacbes
morfologicas e producdo da proteina Hspl2 em S.cerevisiae. Os resultados
mostraram uma variagdo semelhante de tamanho das células-mées e filhas nos
estresses sucessivos comparada ao crescimento dessas células em meio sem
adicdo de estresses. A parada no ciclo celular também foi uma caracteristica
observada em ambas as células em estresses consecutivos. A producédo de Hspl2
foi maior em resposta ao estresse osmético comparado aos estresses oxidativo e
alcodlico nos tratamentos isolados, mas a concentracdo desta proteina nos dois
altimos foi aumentada quando a célula foi exposta aos estresses consecutivos. Esse
aumento pode ser justificado pela protecdo cruzada da célula adquirida apés o
contato com uma solugcdo com alta osmolaridade. A diferenca nos resultados da
resposta a estresses isolados e sucessivos constata que esta metodologia € mais
eficaz para entender o comportamento da célula, pois se assemelha ao ambiente

nas dornas de fermentacéo.

Palavras-chave: Hspl2, estresses consecutivos, protecdo cruzada, Tolerancia a

estresse, Saccharomyces cerevisiae



ABSTRACT

The yeast Saccharomyces cerevisiae yeast plays an important role in industry due to
its high fermentative capacity. During fermentation, there are constant changes in the
conditions of the medium, exposing the yeasts to a series of simultaneous or
sequential stresses and an efficient adaptation can lead to increased productivity and
a improvement of their fermentative performance. In S. cerevisiae, adaptation
involves an organized mobilization of genes called environmental stress response
(ESR). Hsp12 is a protein belonging to families of heat shock proteins (HSPs) and
this, in addition to maintaining the internal organization of the cell and increasing the
flexibility of the cell wall and plasma membrane, is used as a stress reporter gene
because its induction is in Largely through ESR already being used as a marker of
stress status in yeast. Thus, the present work outlined a protocol of consecutive
stress studies in order to evaluate morphological modifications and production of
Hspl2 protein in S.cerevisiae. The results showed a similar variation of size of the
mother cells and daughters in successive stresses compared to the growth of these
cells in medium without stress addition. Cell cycle arrest was also a characteristic
observed in both cells in consecutive stresses. The production of Hsp12 was higher
in response to osmotic stress compared to oxidative and alcoholic stress in the
isolated treatments, but the concentration of this protein in the latter two increased
when the cell was exposed to consecutive stresses. This increase may be justified by
the cross-protection of the acquired cell after contact with a high osmolarity solution.
The difference in the results of the response to isolated and successive stresses
shows that this methodology is more efficient to understand the behavior of the cell,

because it is similar to the environment in the fermentation tanks.

Key words: Hspl2, consecutive stresses, cross-protection, Stress tolerance,

Saccharomyces cerevisiae
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1 INTRODUCAO

1.1 A LEVEDURA SACCHAROMYCES CEREVISIAE

Leveduras sao fungos unicelulares, eucariontes, heterotréficos, imoveis e com
parede celular bem definida. Esses microrganismos pertencem, em sua maioria, ao
grupo dos ascomicetos e uma das suas caracteristicas € a grande heterogeneidade
guanto ao tamanho celular, forma, cor e divisao celular, havendo grandes diferencas
mesmo em individuos da mesma linhagem. Essas mudancas sao decorrentes da
sensibilidade destas, frente a mudancas nas condi¢cdes ambientais (FERNANDES,
2009).

A levedura S. cerevisiae pertence a classe Saccharomycetes, a ordem
Saccharomycetales, a familia  Saccharomycetaceae e a  subfamilia
Saccharomycetoidea, que abrange 26 géneros. Os organismos incluidos no género
Saccharomyces sdo, em sua maioria, fungos unicelulares diploides e possuem
outras peculiaridades em comum: por exemplo, todas as espécies possuem alta
capacidade fermentativa, se dividem por gemulagéo, ou brotamento, ndo possuem
hifas verdadeiras (pseudo-hifas podem estar presentes) e possuem ascOSpPOros
elipsoidais, que ndo sdo liberados na reproducdo podendo germinar e conjugar
dentro do asco. As células de S. cerevisiae apresentam um formato elipsoidal, e
variam de tamanho entre 5-10 um no diametro maior e em 1-7 pym no diametro
menor (Figura 1) (FERNANDES, 2009; KREGER-VAN, 1987).
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Figura 1 - Imagem da levedura Saccharomyces cerevisiae através de Microscopia Eletronica. A) e B)
Corte de microscopia de transmissdo mostrando diversas organelas da levedura: CM: Membrana
plasmatica;N: Nucleo; ER: Reticulo Endoplasmatico; M: Mitocéndria; CW: Parede celular; V: Vacuolo;
NM: Membrana Nuclear. C) Imagem de microscopia de Varredura mostrando a parede celular da
levedura, BS: Cicatriz de nascimento. Fontes: FERNANDES; FARINA; KURTENBACH, 2001; OSUMI,
2012.

A levedura S. cerevisiae se divide assexuadamente por gemulacdo ou brotamento,
processo no qual a nova célula se forma como uma pequena gémula ou broto na
célula mae, crescendo até separar-se dela. ApGs a divisdo celular, a célula filha
deixa na mde uma cicatriz de nascimento. O numero de cicatrizes de gemas
presentes na parede celular representa 0 nimero de vezes que a célula se dividiu
(FERNANDES, 2009).

Outra caracteristica importante de S. cerevisiae € que sdo anaerbbicas facultativas,
demonstrando metabolismo tanto respiratério quanto fermentativo. No entanto, o
metabolismo fermentativo predomina sobre o respiratério quando as concentracfes
de acucares estao elevadas, mesmo sob condi¢des aerdbicas. Esse comportamento
metabdlico é provocado por um efeito conhecido como repressédo catabdlica, sendo
gue as altas concentracdes de glicose inibem a expressédo de genes envolvidos na
via respiratoria, fazendo com que o piruvato seja reduzido a etanol pelo processo
fermentativo (TREVISOL et al., 2011).

Essa levedura se tornou um dos organismos-chave para a pesquisa genbémica,
principalmente apds ter sido o primeiro eucarioto a ter seu genoma completamente

sequenciado (GOFFEAU et al., 1996). Seu genoma é facilmente manipulavel e ainda
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que seja mais complexo que bactérias, esse microrganismo compartilha muitas
vantagens técnicas que permitiram um rpido progresso na genética molecular.
Algumas de suas particularidades sdo o rapido crescimento, células dispersas, a
facilidade de plagueamento de réplicas e isolamento de mutantes, um sistema
genético bem definido e um sistema de transformacéo altamente versétil (GIETZ;
WOODA, 2002).

O desenvolvimento das técnicas de transformacdo de DNA tornou a levedura
particularmente acessivel a clonagem de genes e técnicas da engenharia genética.
Os plasmideos podem ser introduzidos em suas células como moléculas replicantes
ou podem se integrar ao seu genoma. Em leveduras, a integracdo de DNA
transformante no genoma procede exclusivamente por recombinacdo homadloga (F
SHERMAN, 2002). Os avancos dessas técnicas possibilitaram a construcdo de
diversas linhagens comerciais, principalmente, através da expressao heterdloga de
genes ou pela modificagdo ao nivel de expressdo génica (superexpressdo ou

delecao).

S. cerevisiae desempenha um papel importante na industria, devido a sua excelente
capacidade para produzir etanol e diéxido de carbono a partir de aglcares com alta
produtividade, titulagdo e producédo. Panificacdo, producdo de vinho, cerveja e
producdo de alcool combustivel (etanol) sdo produtos da utilizacdo da levedura na
industria biotecnolégica. Uma das caracteristicas que leva a sua grande utilizacéao
pela industria € devido a sua adaptabilidade as alteragcdes ambientais, ajustando
rapidamente seu metabolismo para lidar com variacdes e sua tolerancia a baixos
valores de pH, a alta concentracdo de acucares e de etanol (NEVOIGT, 2008).
Linhagens de S. cerevisiae selvagens sao capazes de sobreviver e dominar dornas
de fermentacao alcodlicas, que sao considerados ambientes indspitos. Isso pode ser
evidenciado porque durante a reciclagem de células, a presséo seletiva (evolugao
adaptativa) que as células sofrem, induz o aparecimento de caracteristicas

favoraveis para o processo fermentativo (BASSO et al., 2008).
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1.2 FERMENTACAO ALCOOLICA

A fermentacdo alcodlica se processa no citoplasma celular e a transformacéo do
acucar em etanol e CO2 envolve 12 reacdes em sequéncia ordenada, cada qual
catalisada por uma enzima especifica. Tanto as enzimas quanto a propria célula
sofrem agbes de diversos fatores (nutricionais, minerais, vitaminas, inibidores,
substancias do préprio metabolismo, pH, temperatura e outros) afetando o
desempenho do processo fermentativo (LIMA et al., 2001).

Durante a fermentacdo ha uma alternancia na presenca desses fatores e diversas
mudancas nas condicbes ambientais. Se essas condices ameagcam a sobrevivéncia
da célula e impede que ela se desenvolva no seu potencial 6timo, elas séo

comumente referidas como estresses (GASH, 2003).

Na fabricacdo de cerveja, as leveduras estdo envolvidas nas etapas de propagacéao,
fermentacdo e estoque. Esses microrganismos S80 expostos a uma série de
estresses, alguns simultaneos e outros sequenciais, € 0 surgimento destes na dorna

de fermentagdo obedece a uma ordem cronolégica.

No inicio da fermentacdo, as leveduras passam por condicdbes de altas
temperaturas, estresse hiperosmatico causado por altas concentracfes de solutos, e
estresse oxidativo devido a aerobiose. A medida que ha uma progressido da
fermentacao, esses microrganismos Sa0 expostos a anaerobiose e um aumento da
concentracdo de acetaldeido e etanol, acidificacéo e restricdo nutricional (Figura 2)
(SMART, 2007; VAN VOORST et al., 2006).

A presenca de alguns estresses varia nos diferentes processos de producao de
cachaca, vinho e etanol combustivel, mas o requisito mais desejado nesses diversos
ambientes industriais € a resisténcia da levedura a multiplos estresses (CAKAR et
al., 2005; RANDEZ-GIL; SANZ; PRIETO, 1999).
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Figura 2 - Tipos de estresses durante o processo de fermentacdo de cerveja. Fonte: Modificado de
BLEONCA; BAHRIM, 2013.

1.3 RESPOSTA CELULAR AO ESTRESSE

A resposta celular a estresse objetiva a protecéo da célula aos efeitos prejudiciais do
estresse e a possivel reparacdo do dano. A aquisicdo de tolerancia ao estresse
revela que a levedura e outros microrganismos tém uma capacidade inerente para
melhorar a sua resposta ao estresse, desde que os ativadores externos e / ou
internos apropriados sejam ativados (HOHMANN; MAGER, 2003; STANLEY et al.,
2010).

Leveduras podem se adaptar a ambientes estressantes através da antecipacao,
onde um organismo usa informacdes sobre seu ambiente atual para desencadear a
expressao génica e outras mudancas fisiologicas adaptativas em ambientes futuros
(MITCHELL et al., 2008; TAGKOPOULOS; LIU; TAVAZOIE, 2008). E outros dois

mecanismos podem estar envolvidos: resisténcia induzida e prote¢do cruzada.
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Quando um organismo, na presenca de um estresse, se adapta e desenvolve
tolerdncia a doses altas desse mesmo estresse, essa resposta é denominada
resisténcia induzida. Mas quando essa mesma resposta induz resisténcia a
estresses causados por outros agentes, esse recurso é denominado protecdo
cruzada. Essas respostas sugerem que exista um mecanismo interativo capaz de
detectar e responder a diferentes formas de estresse, que envolve funcdes celulares
tais como protecdo celular, metabolismo energético e producdo de proteinas
protetoras (HSPs) ou armazenamento de carboidratos (por exemplo, trealose). A
producéo de trealose e HSPs sdo algumas das respostas mais notaveis associadas
a protecdo cruzada (LEE; LEE, 2005; SOTO et al., 1999; TROTT; MORANO, 2003).

Um recurso que as células de levedura usam para proteger o sistema interno dos
efeitos da variacdo ambiental € iniciar uma expressao coordenada de genes que
geralmente protege a célula durante os momentos estressantes. Essa resposta,
também conhecida como a resposta ao estresse ambiental - em inglés
environmental stress response (ESR), inclui 900 genes cuja expressdo € alterada
guando as células de levedura sdo deslocadas para ambientes estressantes (GASH,
2003). Uma série de estudos identificou um elemento que possui sequencia comum
nas regides promotoras dos genes induzidos por estresse. Esse elemento é referido
como Elemento Responsivo ao Estresse (STRE), sugerindo fortemente que o0s
genes sao coregulados por um fator comum (KOBAYASHI; MCENTEE, 1990, 1993;
MARTINEZ-PASTOR et al., 1996). Uma busca no banco de dados do genoma de
levedura identificou 186 genes contendo a sequencia STRE em seu promotor. Em
leveduras que se reproduzem por brotamento, genes como CTT1, HSP12, GDP1 e
TPS2 possuem a sequencia central de consenso AGGGG, que determina o STRE
(ESTRUCH; CARLSON, 2001).

Os fatores de ligacdo a STRE séo dois fatores de transcri¢céo, do tipo dedo de zinco,
denominados Msn2 e seu homdélogo Msn4 (Figura 3) (MARTINEZ-PASTOR et al.,
1996; SCHMITT; MCENTEE, 1996).
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Estresse Alcodlico

Limitacd@o Nutricional Estresse Térmico

ESTRESSES

Estresse Estresse Oxidativo

Hiperosmdtico

FATORES 1
TRANSCRICIONAIS — Hot1/Msn1

\ /1

Msn2/Msn4 |4 | Hsfl Yap1/Yap2/Skn7

(TFs)

Figura 3 - Representacdo das condi¢gfes de estresses mais frequentes e mais estudadas e os fatores
de transcricdo mais relevantes envolvidos no controle da expressdo de genes de resposta a estresse
em S.cerevisiae. Fonte: modificado de BAUER; PRETORIUS, 2000.

Quando a célula ndo estd sob a influéncia de nenhum estresse, Msn2/4 estao
localizados no citoplasma. No momento que a ceélula entra em contato com
condicdes estressantes, estes sdo translocados para o nucleo onde se ligam ao
STRE - na regido promotora de inameros genes (HOHMANN; MAGER, 2003).

A migracao desses fatores ao nucleo esta relacionada a baixa atividade da proteina
quinase A (PKA) dependente da presenca de AMP ciclico (CAMP). Isso ocorre em
consequéncia da diminuicdo dos niveis intracelulares de cAMP provocadas pela
baixa taxa de crescimento, que € uma caracteristica comum a células sob estresse
ou caréncia nutricional (MARTINEZ-PASTOR et al., 1996).

A ativacdo da resposta geral a estresse € um recurso comum de resposta a Varios
ambientes diferentes, mas a regulacédo da expressao dos genes é especifica para
cada estresse submetido a célula. Assim, a maquinaria de resposta € precisamente
controlada a cada novo ambiente (GASH, 2003). Por esse motivo é de grande
interesse dos pesquisadores identificar os estresses mais comuns e recorrentes nos

ambientes fermentativos e investigar a resposta unica da célula frente a eles. Trés
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estresses comumente encontrados na fermentacdo e que causam efeitos na
estrutura celular e na sua viabilidade sdo os estresses osmoético, oxidativo e o

alcoodlico

1.3.1 Estresse Osmatico

7

A pressdao osmotica é a forca existente entre duas solugbes de diferentes
concentracfes separadas por uma membrana semipermeavel. Quando a levedura é
exposta a mostos (liquido agucarado que pode ser fermentado), ela € submetida a uma
pressao osmatica, e essa exposicdo desencadeia uma resposta da célula contra
estresse. Em muitos processos fermentativos o estresse osmaético tem inicio logo no
inicio da fermentacédo, diminuindo apds a reducdo gradual dos acucares no meio.
Pressfes osmoticas muito elevadas tais como as encontradas em dornas de
fermentacdo, podem modificar o metabolismo da levedura ou diminuir a viabilidade
da mesma (HEGGART et al., 1999).

A levedura S. cerevisiae € um organismo osmotolerante e aerotolerante, o que
significa que as células podem tolerar e se adaptar em meio nutricional com alta
osmolaridade (NICOLAU; TORTOI, 2006). Alteracdes na disponibilidade de agua e
do volume celular causado por influxo/efluxo de agua desencadeia mudancas
estruturais nas células. Por exemplo, o citoesqueleto de actina € polarizado em
células em crescimento, 0 que € essencial para o direcionamento apropriado das
gémulas na divisdo celular e formagdo da projecdo no acasalamento. Estresse
osmaGtico assim como outros estresses causa rapida perda dos filamentos de actina
da célula-mae, perda de polaridade e parada no ciclo celular, além da prevista perda
de agua e encolhimento da célula (Figura 4). Durante a adaptacdo desta, 0s
filamentos de actina sdo reestruturados, repolarizados e a célula volta a crescer
(CHANT, 1999; TEUSINK et al., 1998).

Estresse osmoético também perturba a membrana plasmatica em nivel de estrutura,
permeabilidade e propriedades mecéanicas (TOLEDANO et al., 2003). Analises de

expressdo génica global mostraram que a expressdo de genes codificantes de
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proteinas envolvidas no metabolismo de lipidios é afetada em funcdo do estresse
osmatico (REP et al., 2000).

CHOQUE HIPERTONICD com
SAL ou SORBITOL

/"’—‘\‘ Rapida SAIDA DE AGUA leva
ADAPTACAD leva ao: efluxo O

AUMENTO DA a: Perda da pressdo de

i igua; 3 OSMOLARIDADE 0
passivo de EFUE’REdUCEO da turgor; Encolhimento celular
pressad de turgor

SEGUNDOS
A MINUTOS

O O ADAPTACAD leva a: entrada

de dgua de forma passiva;

\ Recuperagdo da pressdo de
DECAIMENTO DA turgor; Retomada da
OSMOLARIDADE . =

'\-/ proliferagdo

CHOQUE HIPOTONICO cam
dgua destilada

EFLUXO DE GLICEROL ‘ HORAS ¢ ‘ ACUMULO DE GLICEROL

Rapido INFLUXO DE AGUA
leva a: aumento da pressdo
de turgor; Inchaco celular

Figura 4 - Caracteristicas basicas da resposta a estresse osmoético em S. cerevisiae. Fonte:
Modificado de HOHMANN; MAGER, 2003.

Multiplas vias metabodlicas permitem a S. cerevisiae perceber e rapidamente
responder as alteracBes osmdticas. A via mais proeminente é a Via HOG (high
osmolarity glycerol, que sdo Proteinas-quinases ativadas por mitégenos (MAPK)
desencadeada por altas concentracdes de solutos no meio, mas outras vias podem
intermediar a sinalizacdo ao estresse osmotico como a Proteina Quinase A. A
ativacdo da Via HOG assegura o acumulo de glicerol, reduzindo a diferenca de
pressdo osmoética transmembrana e previne a perda de agua. Os fatores de
transcricdo envolvidos na via HOG incluem Skol, Hotl, Msn2, Msn4 assim como

Smp1p (HOHMANN; MAGER, 2003; REP et al., 2000).
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1.3.2 Estresse Oxidativo

O estresse oxidativo € a resposta celular aos danos produzidos pelo acumulo de
espécies reativas de oxigénio (ROS), como - anion superoxido (O27), peroxido de
hidrogénio (H202), radical hidroxila (OH") - ou por altera¢cbes do estado redox celular
(SMART, 2008).

Durante a respiracdo mitocondrial, devido a alta concentracdo de oxigénio dissolvida
no meio de cultura, proteinas, lipidios e DNA de diferentes componentes celulares
podem sofrer danos oxidativos. A peroxidacdo lipidica pode levar a diminuicdo da
fludez da membrana e inativacdo enziméatica, bem como diminuicdo da
permeabilidade idnica. O dano oxidativo das proteinas pode levar a formacédo de
peréxido hidrogénio, mudancas no peso molecular através da agregacao proteica ou
fragmentacdo da proteina através da ruptura da ligacdo peptidica. ROS também
pode danificar estruturas de DNA através de determinadas reagbes que ocorrem
com carboidratos e bases nitrogenadas. O DNA mitocondrial € mais propenso ao
dano oxidativo do que o DNA nuclear devido ao fato do primeiro ndo ser protegido e
estar localizado perto de um dos locais de producdo da ROS (a cadeia
transportadora de elétrons) (TOLEDANO et al., 2003).

Os mecanismos de resposta adaptativa ao estresse oxidativo em S. cerevisiae sédo
regulados principalmente pelos fatores de transcricdo Yapl, Skn7, Msn2 e Msn4
(GASH et al., 2000; LEE et al., 1999; MORGAN et al., 1997; TAKEUCHI et al., 1997).
Esses fatores de transcricdo coordenam coletivamente respostas apropriadas a
diferentes estresses oxidativos, reprimindo ou regulando a transcricdo de genes
especificos, muitos dos quais estdo associados a defesas antioxidantes (TEMPLE;
PERRONE; DAWES, 2005).
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1.3.3 Estresse Alcodlico

O etanol é um inibidor do crescimento em leveduras em concentracfes
relativamente baixas, inibindo a divisdo celular, diminuindo o volume celular e a taxa
de crescimento, enquanto que em concentragdes elevadas reduz a vitalidade e
aumenta a morte celular (BIRCH; WALKER, 2000).

Esse produto da fermentacgéo alcodlica também influencia no metabolismo celular e
na biossintese de macromoléculas. O etanol aumenta a frequéncia de mutacfes na
célula, desnatura proteinas intracelulares e enzimas glicoliticas, e para reverter os
danos, uma das solucdes encontradas pela célula é a inducdo de proteinas de
choque térmico (HU et al., 2007).

Os principais locais de efeito do etanol na levedura sdo as membranas celulares, as
proteinas hidrofébicas e hidrofilicas e o reticulo endoplasmatico (WALKER, 1998). A
estrutura e funcdo da membrana parecem ser o alvo predominante do etanol, isso
porque a exposicdo dessa estrutura ao alcool resulta num aumento da fluidez da
membrana (MISHRA; PRASAD, 1989).

Os genes regulados na resposta ao estresse alcodlico estdo envolvidos
principalmente no metabolismo energético, enderecamento de proteinas,
homeostase i0nica e resposta ao estresse. Gash et al. (2000), retrata que 0s genes
da familia de resposta ao estresse ambiental (ESR) sdo superexpressos durante o
estresse por etanol, sendo que de um total de 300 genes, 73 tiveram sua expressao
aumentada. Entre eles foram encontrados um grupo em destaque, as HSPs. HSP12,
HSP26, HSP78, HSP104 foram reguladas positivamente durante o estresse do
etanol (PIPER, 1995).

1.4 HSPS

Um exemplo ja bem estabelecido de proteinas de estresses que cumprem funcdes

homeostéticas sdo as proteinas de choque térmico (HSPs- Heat Shock Proteins)
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que controlam o dobramento de proteina (possuindo papel de chaperonas) e sédo
induzidas por uma variedade de fatores estressantes (KURTZ et al., 1986).

Em S. cerevisiae, as HSPs incluem Hspl04p (familia Hsp100), membros do tipo
Hsp82 (familia Hsp90), membros da familia Hsp70, a familia Hsp60, a familia Hsp40,
e as pequenas HSPs, que inclui as proteinas Hsp30, Hsp26, Hspl2, e Hspl0
(LINDQUIST; CRAIG, 1988). As proteinas dessas familias podem ser distinguidas
entre elas com relagdo a sua estrutura e funcdo, mas a maior parte dessas
moléculas forma uma rede proteica necessaria para estabilizacdo de peptideos além
de suprimir a agregacao de proteinas e facilitar seus dobramentos (FELDMANN,
2012).

1.5 A IMPORTANCIA DA PROTEINA HSP12

A proteina Hspl2 faz parte da familia das HSPs, incluida no grupo das pequenas
HSPs; possuindo 109 residuos de aminoacidos, com peso molecular de 11688.8 Da.
Essa pequena proteina hidrofilica é produzida em resposta a varias condicdes
estressantes e ndo somente em situacbes de variagdo de temperatura. Nas
leveduras, € possivel observar uma grande producédo de Hspl2 desencadeada por
estresse osmotico, estresse alcodlico, oxidativo, diminuicdo de glicose, dentre
outros. Esta também é produzida no inicio da fase estacionaria. A mobilizacdo da
célula para o aumento de Hspl2 é devido a sua funcdo de promover a manutencgao
da organizacdo da membrana e da parede celular durante condicbes de estresse
(REP, 1999; SALES et al., 2000; WELKER et al., 2010).

A Hspl2 pode ser encontrada na forma desdobrada no citoplasma e na forma de
estruturas helicoidais na membrana plasmatica. Esse dobramento € desencadeado
por interacdes lipidicas (com lipidios negativamente carregados) e essa insercao na
membrana a estabiliza, protegendo-a contra estresses. A presenca dessa proteina
nao altera a composicao lipidica geral da membrana, mas aumenta sua estabilidade.
Estudos prévios de imunohistoquimica j& evidenciaram a presenca da Hspl2 na

parede celular, indicando que esse polipeptideo estd nas imediacbes da
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membrana/parede celular (WELKER et al., 2010). Sales (2000) demonstrou através
de um sistema modelo de membrana que a Hspl2 age de maneira homéloga a
trealose, proporcionando protecédo a integridade da membrana contra dissecacéo e

estresse induzido por etanol.

Cepas de leveduras nocauteadas no gene HSP12 também foram incapazes de
crescer em meio liquido na presenca tanto de 12 mM de Cafeina ou 0,43 mM de
Congo Red, que sdo moléculas conhecidas por afetar a integridade da parede
celular. O volume dessas células mutantes foi menos afetado por rapidas mudancas
na osmolaridade do meio de cultura do que as cepas selvagens, sugerindo o papel
de Hspl12 na flexibilidade da parede celular (MOTSHWENE et al., 2004).

A proteina Hspl2 é superexpressa até 100 vezes mais em resposta a estresses e
sua regulacao é feita através das vias HOG e Ras-Pka (SIDERIUS; ROTS; MAGER,
1997; WELKER et al., 2010).

O gene HSP12, que possui home sistematico YFLO14W, esta localizado no
cromossomo 7 (Saccharomyces genome Database, 2017). Na sua regido promotora,
ja foram mapeados 11 elementos responsivos a estresses ja conhecidos, que estao
localizados dentro de 700 pb antes do cédon de iniciagdo do gene (Figura 5). Dentre
esses elementos, varios destes sdo sequencias consenso de STRE. A presenca
desses elementos responsivos indica que HSP12 é ativado na resposta geral a
estresse em leveduras (KARREMAN; LINDSEY, 2005).

Segundo Carrasco (2001), esse gene pode ser utilizado como marcador de analise
de resisténcia em cepas comerciais de vinho, e Karreman (2005) utiliza esse mesmo
gene para uma rapida avaliacdo para determinar o status do estresse em S.

cerevisiae atraves do monitoramento da expressao de Hspl2 fusionada com GFP.

A expressao de Hspl2 é um sensor robusto e sensivel a muitos estresses e parte
integrante da IESR. Em experimentos anteriores, utilizando mRNA e proteina,
verificou-se que Hspl2 pode ser um gene reporter de estresse altamente sensivel,
principalmente devido ao fato de sua inducdo ser em grande parte dependente de
Msn2/4 (BERRY et al., 2008; CAUSTON et al., 2001; GASH et al., 2000; SADEH et
al., 2011).
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-700 CACAGAAAAGTGGGAGAAGGTAGGGGGAGTCAGAGAATGAAGAAAAAAAGGGGACGCGCA
-641 AATCCAAGTGAAAATCTCCGGGAGCGGGCGGATCCCACTAACGGCCCAGCCGAAAATGGA
-581 AAARAAGGGTCGGTGATGTGTGGGTGCCAGCTGGCGGTAGCAATGACGACGTGTTGACGG
-521 GCCCTTGGCTCTTGGGACAAGGACTAGAAGCCAAAAGCCAGAGGCGGTAAAAATAGCAAG
-461 ACTAGAATATTGCTGGCATCTGTTAAGGGGATATGTTGCAACTTGCAGGGGGCGGCACAA
-401 AATAACATAGAAACGTAGTAAAGAGGGGARAAAGGAAAAGGARAAGGAARAGGAAGGAALA
-341 AAACCCATTGACGTAGAAATTGAAAGAAGGAAAGGTATACGCAAGCATTAATACAACCCA
-281 CAAACACAGACCAGAAGCACTCTAGACGGAGAGTAACTAGATCTACAGCCCCTGGAAAAT
-221 CGTTTGGTCAACTTTGAGGTTCCGGTCGTCCCCCTCTTGATCTGARAGETCTTTCTCTAA
-161 ATCTATATTAAAACGTATAAATAGGACGGTGAATTGCGTTCTACTTCCTCAATTGCGTTT
-100 GATCTTATTTAATCTCTCTCTAATATATAGAAAAAAAAACCATCTGATTATTCGATAATC
-40 TCAAACAMACAACTCAAAACARALALAACTAAATACAACAATGTCTGACGCAGGTAGAMA
21 AGGATTCGETGAAAAAGCTTCTGAAGCTTTGAAGCCAGACTCTCAAAAGTCATACGCTGA
81 ACAAGGTAAGGAATACATCACTGACAAGGCCGACAAGETCGCTGGTAAGGTTCAACCAGA
141 AGACAACAAGGGTGTCTTCCAAGETGTCCACGACTCTGCCGAAAAAGGCAAGGATAACGC
201 TGAAGGTCAAGGTGAATCTTTGGCAGACCAAGCTAGAGATTACATGGGAGCCGCCAAGTC
261 CAAGTTGAACGATGCCGTCGAATATGTTTCCGETCEGTGTCCACGGTGAAGAAGACCCAAC
321 CAAGAAGTAA

Figura 5 - A regido promotora de HSP12 contém 11 elementos responsivos a estresse ja conhecidos
entre a posicdo -700 e +1pb. Fonte: KARREMAN, 2005.

Cepas de levedura Amsn2Amsn4 possuem pouca resposta de Hspl2 sob uma
variedade de condi¢cdes. Essa inducdo residual de Hspl2 sugere que fatores
adicionais podem ativar a producdo da proteina, embora essa contribuicdo seja

inferior a 20% da resposta de inducéo nas cepas selvagens (GUTIN et al., 2015).

A membrana € uma das organelas mais afetadas por estresses fermentativos e a
Hspl2 é fundamental para uma estabilizacdo da membrana e aumento da sua
sobrevivéncia frente a condicfes tdo diversas. Pouco se sabe sobre a producéo
continuada dessa proteina frente a estresses consecutivos. Sabe-se que a
adaptacdo das leveduras a estresses € fundamental para a eficiéncia do processo
fermentativo, justamente porque esses estresses estdo presentes durante todo
processo e o0 surgimento dessas variacoes pode ser em conjunto. Faz se necessario
o desenvolvimento de estudos e protocolos que visam a exposi¢ao das leveduras a
estresses consecutivos pois essa hatureza mais se assemelha aquela exposta a

célula no ambiente industrial.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar alteracdes morfolégicas e producdo da proteina Hspl2 em células de

S.cerevisiae submetidas a estresses consecutivos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Mensurar a variagdo de tamanho das células em meio de cultura rico e em

estresses sequenciais;

Quantificar os niveis da proteina Hspl2 em leveduras submetidas a

estresses isolados e sucessivos;

Acompanhar, através de fluorescéncia, a producao da proteina Hsp12 numa

mesma célula durante os estresses;

Buscar a localizagcdo subcelular da proteina durante o0s estresses

sucessivos.
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3.0 MATERIAL E METODOS

3.1 CEPA DE LEVEDURA E CONDICOES DE CRESCIMENTO

A cepa de S. cerevisiae utilizada neste trabalho foi a HSP12-GFP (YMS140a
HSP12::HSP12-GFP-HIS3MX6) cedida pelo Dr. Jenia Gutin, The Hebrew University
of Jerusalém, Israel. As células estdo estocadas a -80°C em 15% de glicerol na
biblioteca do Laboratério de Biotecnologia Aplicada ao Agronegdécio (Nucleo de
Biotecnologia - UFES). Uma aliquota foi retirada da biblioteca, plagueada em meio
YEPD sélido (Glicose 2%][w/v], Extrato de levedura 1%][w/v], Peptona 2%[w/v], Agar
2%][w/v]) e incubada por 48 horas a 28°C.

A cada novo experimento uma colonia da placa foi retirada e crescida em meio
YEPD liquido (Glicose 2%][w/v], Extrato de levedura 1%][w/v], Peptona 2%[w/v]) a
28°C sob agitacao orbital (160 rpm), por 16 horas. Uma nova aliquota foi feita a
partir do pré-inoculo, retirando 500uL deste e incubando-o em 50 mL de YEPD
liguido a 28° C com agitacdo por 2 a 4 h até chegar a fase exponencial de

crescimento (aproximadamente 1x107 células/mL).

3.2 TRATAMENTOS

3.2.1 Estresses isolados

As células foram crescidas a 28 °C com agitacdo em meio YEPD liquido até a fase
logaritmica de crescimento, como descrita no item 3.1, antes de serem submetidas
aos tratamentos subletais de etanol, peroxido de hidrogénio e osmolaridade. Para o
tratamento com Etanol, as células foram incubadas em YEPD liquido suplementado

com 8% (v/v) de etanol por 30 min a 28 °C a 160 rpm. O tratamento com perdxido de
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hidrogénio foi feito com a incubacdo das células em YEPD suplementado com
0.6mM de H20:2 por 30 min sob agitacdo. Para o estresse osmatico, as células foram
incubadas em YEPD liquido contendo 1 molar (M) de sorbitol (Figura 6). A cada 15
min aliquotas de 100 uL foram retiradas para andlise da proteina HSP12-GFP e ao
final dos 90 min de estresse foi avaliada a viabilidade da populagédo, ambos por

citometria de fluxo.

# cells

1M SOR
%0 mn
HSP12-GFP
/ B 0.6mM H202
GFp
— 8% ETOH
180rpm.28°C e

D.O(600nm) =1

Figura 6 - Método para aplicacdo dos estresses isolados em leveduras na fase exponencial de
crescimento.

3.2.2 Estresse Consecutivos

Nos estudos de resposta a estresses consecutivos, as células foram crescidas em
meio YEPD liquido até a fase logaritmica e, em seguida, foram submetidas aos
tratamentos obedecendo a seguinte ordem: Inicialmente o inéculo foi centrifugado e
ressuspendido no YEPD liquido contendo 1M de Sorbitol. Ap6s 90 minutos a 28°C
em agitacdo, a suspensao contendo as leveduras foi centrifugada e ressuspendida
em YEPD acrescido de 0,6mM de H202 e, apds 90 minutos, as células foram
incubadas em YEPD liquido suplementado com 8% (v/v) de etanol (Figura 7). O
tempo total de experimento foi de 4h e 30 min, sendo que a cada 15 minutos foi
retirada uma aliquota para analise da fluorescéncia da proteina no citbmetro de
fluxo. A cada 90 minutos foi retirado uma segunda aliquota para analise de

viabilidade celular.
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Figura 7 - Método para aplicacdo dos estresses consecutivos em leveduras na fase exponencial de
crescimento.

3.3 CITOMETRIA DE FLUXO

As andlises de citometria de fluxo foram realizadas em um equipamento Attune®
Acoustic Focusing Cytometer (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, EUA) equipado
com dois lasers de excitacdo, um na faixa do azul de 20 mW (488 nm) e um na faixa

do violeta de 50 mW (405 nm), ambos com trés canais de deteccgéao.

No citdmetro de fluxo, a amostra contendo a suspenséo de células é aspirada pelo
equipamento e conduzida por um fluxo continuo até a interceptacdo do feixe
luminoso do laser. A populacdo de interesse é selecionada dentre todos os eventos
detectados pelo aparelho por uma série de parametros de threshold e voltagens que
deverdo ser estabelecidas pelo usuéario. No trabalho a cada leitura um total de
20.000 células foram selecionadas para a elaboragao dos graficos do tipo “dot plot” e
“density plot”. Apos realizar as leituras, selecionou-se manualmente a populacéo
formada através da ferramenta “gate” do software gerando histogramas de

intensidade de fluorescéncia.

As intensidades de fluorescéncia de 20.000 eventos por amostra foram compiladas
em histogramas, as medianas foram calculadas e os dados foram reunidos em
graficos de barras para melhor visualizacdo dos resultados. O processo pode ser

observado na Figura 8.



31

15 MIN [ SORBITOL ) A0+
400 4 C
i :

102 10° 10t 10° 10°
30 MIN { SORBITOL )

00 A
D 3 T 1 ] T

10° 10* 10° 10%
45 MIN { SORBITOL )

500 -
o2 T T T
0 10 10°

HSP12-GFP ( unicade arbitraria )

102 3 108
B0 MIN I: SDREITDL:I
A0
300 3
0 — e S
102 10° 10t 10° 108
75 MIN { SORBITOL )
400 7
3
0 — W
102 10° 10* 10° 108
Sample Mame: 90 min (sorbitol)
B Mame Event Count %% Parent % Total BL1-& Median
= D.-'%Jl Events 20,000 -—- 100.000% 17,913

Figura 8 - Método para construcdo de graficos de barras a partir dos histogramas do citbmetro de
fluxo. Os histogramas sao feitos a partir da obtencao da fluorescéncia de 20.000 células e os gréficos
de barras foram construidos a partir da mediana dos histogramas. A) Histogramas de fluorescéncia
em diferentes tempos, B) Dados estatisticos de 20.000 eventos, C) Graficos de barras
confeccionadas com as medianas dos histogramas.

3.3.1 Viabilidade Celular

A viabilidade celular analisada por citometria de fluxo foi realizada através do uso do
kit LIVE/DEAD® FungalLight™ Yeast Viability (Invitrogen Molecular Probes, Eugene,
OR, EUA). O kit € composto por dois fluoréforos: SYTO 9 - corante fluorescente de
acido nucleico que cora tanto células vivas quanto células mortas e lodeto de
Propidio (PI) - corante fluorescente que também cora &cidos nucleicos penetrando

apenas em células com a membrana danificada.

Para a analise, coletou-se uma aliquota de 100 pL do in6culo em um microtubo que

ja continha 900 pL de tampdo fosfato-salino (PBS), diluindo a amostra a 1 x 108
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células/mL. O microtubo foi homogeneizado e centrifugado a 10.000 rpm por 2
minutos, descartando o sobrenadante logo em seguida e ressuspendendo o pellet
novamente em tampéao (x 2). O processo de coloracéo foi realizado adicionando 1 pL
de SYTO 9 e 1 uL de Pl ao microtubo com a amostra previamente lavada. Apés a
adicdo dos corantes, o microtubo foi gentilmente vortexado, envolvido em papel
aluminio e incubado a 37 °C por 15 minutos. Para a leitura, o equipamento foi
configurado para emitir o laser azul (488 nm) e coletar a fluorescéncia através dos
detectores BL1 (530/30 nm) e BL3 (640 nm).

3.3.2 Andlise da expressdo de HSP12-GFP

A avaliacdo da proteina HSP12-GFP foi feita através da quantificacdo da
fluorescéncia de GFP (Green fluorescent protein) por citometria de fluxo. Dos
in6culos contendo os estresses foram retiradas aliquotas de 100uL que foram
suspendidas em solucdo de PBS. As células foram centrifugadas a 10.000 rpm por 2
minutos, o sobrenadante foi descartado e estas foram ressuspendidas novamente
em tampdo. A analise de proporcao de células fluorescentes e da mediana de
fluorescéncia foram obtidas através de histogramas e estatisticas do proprio
Attune®, a partir da contagem de 20.000 eventos para cada amostra. A proteina
GFP guando excitada pelo raio laser do citbmetro emite luz que € detectada pelo
fitro de 530 nm (BL1), capaz de detectar, portanto, a fluorescéncia verde da

proteina.

3.4 CELLASIC

O CellAsic é um sistema de cultura de células que permite analise de células vivas a
longo prazo com troca de solucdes, podendo analisar uma mesma célula ao longo
de todo o experimento. O design das placas permite que a célula seja exposta a

diferentes solugbes e condi¢cdes através de canais de fluxo pressurizados, e o0s
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intervalos de tempo e as taxas de fluxo podem ser especificadas pelo usuério. A
placa de microfluidos utilizada foi a YO4C especifica para cepas haploides (Figura
9Figura 9). Trés dos seis pocos de entradas foram preenchidos com 200uL de YEPD
contendo os estresses fermentativos utilizados neste trabalho e o poco destinado as

células foi preenchido com 100pL do inéculo.
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Figura 9 - Configuracdo da placa Y04C do CellAsic. A placa possui 4 unidades independentes (A-D),
cada uma possui 6 pocos de entrada (1-6), um poco para as células (8) e um grande pog¢o de
descarte (7). Fonte: Manual CellAsic ONIX.

As taxas de fluxo utilizadas durante o experimento foram de 2 psi. O CellASIC ONIX
FG- Y04C foi o software utilizado para a criacdo do protocolo que consiste na
submisséo de estresses consecutivos nas células com troca de solugcbes a cada 90
minutos. O coletor utilizado foi o CellASIC™ ONIX Microincubator Controller e

estabeleceu-se a temperatura de 28°C para todo o tempo de experimento.
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Dessa maneira, no inicio do procedimento a valvula 1 liberava o poco Al contendo a
solucdo de YEPD acrescido de Sorbitol 1M, numa presséo de 2 psi, por 90 minutos.
Ao final desse tempo, a valvula 1 foi fechada e o sistema acionada a valvula 2. Essa
valvula liberava o conteddo do poco A2 que possuia a solucdo de YEPD que
continha 0,6 mM de H202. Novamente, ap6s 90 minutos, a valvula V2 foi bloqueada,
e o sistema liberava por fim o funcionamento da valvula 3 (V3). A V3 estava ligada
ao poco A3 em que YEPD + 8% de etanol foram adicionados, deste modo a célula
foi banhada por mais 90 minutos com essa solugdo. Apos um total de 270 minutos
(4h e 30 min), o software indicava o fechamento de todas as valvulas e o fim do

experimento.

3.5 MICROSCOPIO DE FLUORESCENCIA E NIS ELEMENTS

As imagens digitais foram adquiridas com o microscopio invertido Eclipse Ti (Nikon,
Japao) acoplado a camera digital DS-Qi1MC (Nikon, Japao). Para a identificacéo e
localizacdo da HSP12-GFP nas células foi utilizado o filtro At-GFP/F LP (Nikon,
Japao). As imagens foram feitas a cada 30 minutos de experimento com objetiva de
100x. A partir das imagens foi possivel a visualizagdo da proteina e medicdo da
variacdo do tamanho ao longo de experimento. O programa utilizado para afericéo
das medidas foi o NIS ELEMENTS. O diametro maior foi selecionado para o

acompanhamento das variacdes de tamanho nas células.
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Figura 10 - Representacdo do didmetro maior e menor em leveduras.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 SOBREVIVENCIA AOS ESTRESSES FERMENTATIVOS

A cepa utilizada no trabalho foi submetida a trés tipos de estresses: osmotico,
oxidativo e alcoolico por periodos de 90 minutos com intuito de verificar a resisténcia
da levedura a estresses fermentativos. Os estresses foram escolhidos por serem

estresses comuns a processos industriais de fermentacéao.

As porcentagens de sobrevivéncias das populacdes ap6s 90 minutos de estresse
podem ser observadas na Figura 11. Esses resultados revelam que os valores de

estresse escolhidos sdo considerados néo letais para a cepa estudada.
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Figura 11 - Sobrevivéncia das leveduras S.cerevisiae apés 90 minutos submetidas a estresses

fermentativos. A) Controle-YEPD, B) Estresse Osmotico - 1M de Sorbitol, C) Estresse Oxidativo —
0,6mM de H202, D) Estresse Alcodlico - 8% Etanol (v/v).
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A cepa utilizada apresenta sobrevivéncia maior do que 95% em todos os
tratamentos escolhidos. A alta sobrevivéncia da cepa indica que a escolha dos
estresses foi eficaz, pois o objetivo do trabalho foi observar como a célula se adapta
a variacdo de agentes estressantes comumente encontrados em ambientes
fermentativos. A intencdo era estudar o comportamento e adaptacado a estresses,
juntamente com a expressao de proteinas, em situacdes que nao fossem extremas,
pois o0 objetivo ndo € avaliar a forma de morte celular e sim como essa cepa se

adaptaria em ambiente semelhante aos encontrados em condi¢cfes industriais.

4.2 VARIACAO DO TAMANHO DAS CELULAS EM YEPD

O experimento a seguir foi realizado com intuito de observar a variacdo do volume
celular de S. cerevisiae adultas e jovens em meio de cultivo sem adicdo de estresse.
Através do CellAsic foi possivel acompanhar a variacdo do tamanho de uma mesma

célula ao longo de todo o experimento.

Numa populacdo de leveduras que se apresentam na fase logaritmica de
crescimento é possivel a observacdo do crescimento de células adultas e da
formacao e crescimento de gémulas. Por isso foi observado a variacdo de tamanho
de células adultas (que apresentavam gémulas) e de brotos. O tempo de

experimento foi de 270 min (Figura 12).

As células adultas analisadas possuiam um tamanho entre 6-7 um e, ao longo dos
270 min em que elas permaneceram em contato com YEPD, sem adi¢cdo de agentes
estressantes, ndo houve grande variacdo de tamanho. Com relacdo a reproducao
assexuada foi contabilizada uma média de duas gemula¢des durante 270 min, tendo
em vista que o tempo de duplicacdo médio de leveduras haploides € de 99 min em
meio rico (TALIA et al., 2007).
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Figura 12 - Variacdo do tamanho de leveduras durante 270 minutos em meio rico (YEPD liquido) sem
adicdo de estresses. A cada 15 minutos foi aferido o tamanho das células jovens e adultas. A linha de
variacao representa o padrdo de uma mesma célula ao longo do tempo.

As células jovens (células-filhas) selecionadas possuiam tamanho entre 4-5 um de
tamanho. Observou-se uma maior porcentagem de crescimento dessas células,
comparada as células adultas, chegando a um aumento de mais de 30% do
tamanho durante os 270 minutos de experimento. A média de gemulacdes
observada foi de um brotamento durante todo o experimento. Segundo Ferrezuelo et
al (2012), células de levedura em crescimento precisam de um “gatilho” para
entrarem no ciclo celular, e esse sinal s6 € liberado pela célula apds esta atingir um

tamanho critico que é definido pelas condigbes externas a ela.
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4.3- VARIACAO DO TAMANHO DAS CELULAS DURANTE ESTRESSES
CONSECUTIVOS.

Com o objetivo de observar o efeito de estresses sucessivos no tamanho das
leveduras, foi analisado através do CellAsic, a variacdo do tamanho de células vivas

ao longo de 270 minutos de experimento.

Como dito anteriormente, o CellAsic possui uma versatilidade que é a observacao de
uma mesma célula viva ao longo do tempo. Assim, as mesmas leveduras foram
estressadas com trés estresses consecutivos: estresse osmoético, oxidativo e
alcodlico, respectivamente. A escolha da sequéncia dos estresses assemelha-se a
forma como esses estresses sdo expostos as leveduras em dornas de fermentacao.
Os dados de variacdo de tamanho e brotamento foram obtidos através da andlise de

células adultas e células-filhas em fase logaritmica de crescimento.
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Figura 13 - Variagdo do tamanho da levedura S. cerevisiae durante 270 minutos submetida a
estresses fermentativos. Inicialmente as células foram submetidas ao estresse osmotico (1M
Sorbitol), em seguida ao estresse oxidativo (0,6mM de H202) e, por fim, ao estresse alcoolico
(8%ETOH). A cada 15 minutos foi aferido o tamanho das células jovens e adultas. A linha de variagdo
representa o padrao de uma mesma célula ao longo do tempo.
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Os resultados mostraram que tanto as células adultas quanto as jovens
apresentaram comportamento diferente do encontrado no experimento controle,

onde as leveduras foram crescidas em meio YEPD.

Tanto as células adultas quanto as jovens apresentaram uma diminuicdo de
tamanho no inicio do estresse osmotico, com decréscimo no tamanho nos primeiros
15 min de exposicdo ao estresse. ApOs essa diminui¢do inicial, notou-se um
aumento progressivo da célula de 30 min até 90 min de experimento, e esse
comportamento se encerra com a finalizacdo do estresse osmotico (Figura 13).
Durante todo o estresse oxidativo, as células apresentaram uma variacdo do
tamanho de forma balanceada, sem muitas mudancas drasticas aparentes. O
tamanho diminuiu novamente somente quando a célula foi exposta ao meio YEPD

contendo 8% etanol (Figura 13).

Quando as células sdo expostas a um aumento na osmolaridade, inicialmente ha
uma perda de agua intracelular, levando ao seu encolhimento. Essa reducédo da
célula pode ser concluida dentro de dezenas de segundos (HERSEN et al., 2008;
HOHMANN, 2002; PETELENZ-KURDZIEL et al., 2011). Esse comportamento péde
ser observado tanto nas células jovens quanto nas células adultas submetidas a

tratamento com 1M de Sorbitol.

Estresse oxidativo também causa uma diminuicdo no volume médio da célula em
S.cerevisiae, quando sao expostos a concentracdes crescentes de H202 por mais de
uma hora (CANETTA; WALKER; ADYA, 2009). A manutencdo do tamanho das
células evidenciada neste trabalho implica na escolha de somente um estresse
oxidativo brando e por isso nao foi possivel observar mudancas no tamanho das

mesmas nos 90 minutos em que foram submetidas ao estresse.

Com relacdo as mudancas morfoldégicas da célula da levedura em resposta ao
estresse alcodlico, ja descritas na literatura, € possivel observar o encolhimento e
invaginacdes celulares em leveduras em solucdo de etanol a 10%(v/v) apés 15
minutos. E esse efeito resultou em diminui¢des continuas no volume celular médio
ao longo de um periodo de incubacdo (BIRCH; WALKER, 2000; PRATT; BRYCE;
STEWART, 2003). Esse dado, encontrado na literatura, corrobora com os resultados
obtidos no CellAsic tanto das células adultas quanto dos brotos.
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Outra observacao evidenciada neste trabalho foi a ndo formacdo de novos brotos
tanto nas células adultas quanto nas células jovens submetidas a estresses
sucessivos. Sabe-se que tratamentos estressantes causam uma parada no ciclo
celular em G1. Essa parada se faz necessaria para prevencao de danos durante as
fases do ciclo celular, quando as células estdo mais vulneraveis (Fase S e M) e
permite adaptacdo durante a permanéncia da célula em G1 (HOHMANN; MAGER,
2003). Assim, a falta de novos brotos indica que provavelmente as células estavam

na fase G1 do ciclo celular durante todo o experimento.

4.4 LOCALIZACAO SUBCELULAR DE HSP12-GFP DURANTE ESTRESSES
CONSECUTIVOS

Para a quantificacdo de Hsp12 e na busca por sua localizacdo durante os estresses,
foi utilizada a plataforma CellAsic. A célula foi submetida aos estresses consecutivos
por 270 minutos e imagens foram capturadas a cada 15 minutos. Os resultados

foram compilados na Figura 14.

Antes dos 30 minutos iniciais do estresse osmotico, a fluorescéncia da proteina foi
muito baixa, sendo esta aumentada a partir dos 45 minutos de experimento, com um
aumento progressivo até os 90 minutos. ApGs esse periodo ha diminuicdo da

emissao.

7

A fluorescéncia observada nas células é difusa e compreende todo o seu
citoplasma. Esse dado corrobora com dados de literatura que definem que a
proteina Hspl2 existe como uma proteina citossolica solivel como também pode
estar associada a membrana plasmatica e a parede celular (MOTSHWENE et al.,
2004; WELKER et al., 2010).

O experimento teve fim apds os primeiros 30 minutos do estresse oxidativo porque a
célula teve sua viabilidade afetada provavelmente pela poténcia do laser utilizado

para observacgéo da fluorescéncia.
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Figura 14 - Producdo de Hspl2 em uma mesma célula durante estresses consecutivos. A célula foi
submetida a 90 minutos de estresse osmético e a 30 minutos de estresse oxidativo de forma
consecutiva. A objetiva utilizada para visualizacao das células foi de 100x.

4.5 AVALIACAO DA PRODUCAO DA PROTEINA HSP12

A gquantificagdo de Hspl2 foi feita através da técnica de citometria de fluxo. A cepa
utilizada possui fusionamento de GFP no gene HSP12, logo a fluorescéncia

detectada corresponde a presenca da proteina na célula.

4.5.1 Producao de HSP12-GFP durante estresses isolados.

Visando acompanhar a producdo da proteina em estresses diferentes, indculos
contendo células na fase logaritmica de crescimento foram expostos separadamente
a estresses osmotico, oxidativo e alcodlico. O tempo total de experimento foi de 90
minutos e as aliguotas foram retiradas a cada 15 minutos para avaliar a quantidade

de proteina (Figura 15).
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Figura 15 - Variacdo da proteina Hspl2 durante estresses isolados. Foi quantificado, por
fluorescéncia, a proteina Hspl2 durante 90 min de experimento, através da citometria de fluxo. A
cada 15 minutos era retirada uma aliquota, para analise da variagdo dos niveis da proteina. A)
Experimento Controle (células crescidas em YEPD), B) Estresse Osmético, C) Estresse Oxidativo, D)

Estresse Alcodlico.
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A presenca de 1 M de Sorbitol no meio de cultura resultou numa producéo notavel
de fluorescéncia a partir de 30 minutos, com o continuo crescimento desta,
chegando a maxima intensidade entre 60 e 75 minutos. H& uma diminuicdo da

fluorescéncia nos 15 minutos finais do experimento.

A quantidade de Hspl12 na célula aumentou mais de 550% ap0s 1 hora de estresse
osmatico (Figura 15), tendo em vista que resultados anteriores indicaram que o

estresse escolhido foi ndo-letal a levedura.

E possivel encontrar uma resposta semelhante a esta em leveduras expostas a
substancias que também induzem estresse osmotico, como manitol e NaCl, com um
pico maximo préximo aos 65 minutos e um ligeiro decaimento apds esse momento.
(KARREMAN; LINDSEY, 2005).

O gene HSP12 é regulado de forma dependente de cAMP-PKA e o sorbitol
desencadeia a via HOG (VARELA et al., 1995). Essa alta osmolaridade € detectada
pelos sensores de membrana plasméatica, Sholp e Sinlp (MAEDA,1995), que
ativam Msn2/4. Portanto, a sintese de Hspl2 é desencadeada pela Hoglp
(BREWSTER et al., 1993; MARTINEZ-PASTOR et al., 1996).

A presenca de detectores na membrana da célula pode justificar a rapida resposta a
este estresse nas leveduras e essa alta producao de Hspl2 pode estar relacionada
a sua funcdo de manutencédo da organizacdo da membrana, claramente afetada pela

variacdo de osmolaridade.

Neste trabalho, a producdo de Hspl2 em resposta ao peréxido de hidrogénio e do
alcool foi semelhante entre si e marcadamente diferente daquela observada no
estresse osmatico. Observa-se um aumento da fluorescéncia a partir de 60 minutos
de incubagdo (Figura 15), continuando até o final do experimento. Ambos os
estresses possuiam niveis de HSP12-GFP muito menores comparados aos obtidos
na populacdo exposta ao sorbitol e isso pode indicar que o mecanismo de inducao
de Hspl2 por etanol e peroxido foi diferente daquele encontrado por

hiperosmolaridade.

Ha muita similaridade nos ativadores das vias de resposta (Fatores Transcricionais-

TFs) a estresses, mas como foi possivel observar nos resultados, a expressao
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7

génica nao € equivalente nos diversos estresse. Assim como existe similaridade
nesses fatores que iniciam o processo de adaptacado, véarias vias paralelas podem
ser ativadas diferindo na resposta final, e consequentemente na producdo de

proteinas.

O resultado observado na Figura 15 destaca que a ativagao de HSP12 via Hoglp foi

mais efetiva do que as vias ativadas por etanol e H202.

4.5.2 Producado de HSP12-GFP durante estresses consecutivos.

A expressdo de HSP12-GFP nas células que foram submetidas aos estresses
consecutivos foi diferente daquele encontrado em decorréncia a estresses isolados

como mostra a Figura 16.
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Figura 16 - Variacdo da proteina Hspl2 durante estresses consecutivos. Foi quantificado, por
fluorescéncia, a proteina Hspl2 durante 270 min de experimento, através da citometria de fluxo. A
cada 15 minutos era retirada uma aliquota, para andalise da variagdo dos niveis da proteina. A
sequéncia escolhida dos estresses foi: Estresse Osmoético, Estresse Oxidativo e Estresse Alcodlico.
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Inicialmente, em funcdo da presenca de Sorbitol, a célula foi capaz de produzir uma
quantidade consideravel de Hspl2 num intervalo curto de tempo. Ao final do
estresse osmotico, a mesma populacdo de leveduras foi estressada com peroxido
de hidrogénio e, como resultado disso, a producdo da proteina se manteve num
patamar elevado com um declinio constante até o fim desse estresse. O estresse
seguinte foi o desencadeado pelo etanol e nesse momento a produgéo de Hsp12 foi
estabilizada por quase 60 minutos com um ligeiro aumento da producéo apds esse

horério (Figura 16).

A guantidade de Hspl2 observada tanto no estresse oxidativo quanto no estresse
alcodlico nesse experimento foi distinta daquela encontrada no estudo de estresses
isolados. Os valores observados nos estresses consecutivos foram muito maiores

gue aqueles observados no primeiro experimento.

As células de S. cerevisiae sdo expostas a muitos tipos de estresses diferentes
durante bioprocessos industriais, tais como estresse oxidativo,
congelamento/descongelamento, alta temperatura e etanol e € muito desejavel a

obtencéo de cepas que sao resistentes multiplos estresses (CAKAR et al., 2005).

7

Uma das maneiras de aquisicdo de resisténcia é através da protecdo cruzada.
Nesse mecanismo, a resposta da célula a um estresse, induz a tolerancia desta a
estresses causados por outros agentes (BERRY et al., 2008; CULLUM; BENNETT;
LENSKI, 2001; GREENACRE; BROCKLEHURST, 2006). Por exemplo, a exposi¢ao
de células de levedura ao estresse salino pode melhorar sua adaptacdo ao estresse
oxidativo (BERRY et al., 2008). A existéncia desses mecanismos sugere que exista
um mecanismo interativo capaz de detectar e responder a diferentes formas de
estresses, que envolve funcdes celulares tais como protecédo celular, metabolismo
energético e producdo de proteinas protetoras (HSPs). J& se sabe que algumas das
respostas mais notaveis associadas a protecédo cruzada seja a producdo de HSPs
(LEE; LEE, 2005; SOTO et al.,, 1999; TROTT; MORANO, 2003). Essa forma de
protecdo é o efeito da ativacdo de um programa especifico e geral de resposta ao
estresse, que na levedura S. cerevisiae € conhecido como a resposta ao estresse
ambiental (ESR).
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Por ser uma proteina responsavel por manutencédo da organizacdo da membrana e
aumento da sua flexibilidade, Hsp12 € induzida em vérios estresses fermentativos. E
os resultados de citometria indicam que ha aumento da producdo de Hspl2 em
estresses sucessivos, e ao que tudo indica essa inducéo foi decorrente da protecao

cruzada provocada pelo choque osmético causado pelo Sorbitol.

Outra explicacdo para o aumento de Hspl2 nos estresses consecutivos € um
possivel crosstalk entre vias de resposta a estresses. Crosstalk é definido como
convergéncia de duas vias de sinalizacao de resposta a estresses diferentes, onde
essas vias podem assumir caminhos diferentes e atingirem o mesmo fim ou estas
podem ter caminhos interativos e afetar o resultado final. Diversas vias metabdlicas
sdo geralmente estudadas isoladamente em laboratério para simplificar a
interpretacdo, mas na natureza, ha uma combinacdo de estresses simultaneos e
isolados temporalmente, e isso requer uma resposta integrada dessas vias
(KNIGHT; KNIGHT, 2001).

O estresse hiperosmaético j& demonstrou induzir a expressdo de genes especificos
ao estresse oxidativo, e isso indica que, provavelmente, relacionado com o
fendbmeno de protecdo cruzada, diferentes estresses podem compartilhar
peculiaridades (HOHMANN; MAGER, 2003). Zhao et al (2001) também comprovam
que deficiéncias na via HOG, causam hipersensibilidade ao peréxido de hidrogénio.
Palhano et al, (2004) demonstraram aquisicdo de tolerancia em S. cerevisiae
guando submetida a alta pressao hidrostatica (HHP) em resposta a um pré-
tratamento com perdxido de hidrogénio 0,4 mM, etanol a 6% e choque a frio (10°C),
revelando que a resposta da célula a HHP compartilha caracteristicas comuns com
peréxido de hidrogénio e estresse por etanol mas diferem de alguma forma ao

estresse por baixas temperaturas.

A pressdo é um parametro fisico que pode causar aos organismos efeitos
relacionados a outros estresses, tais como a temperatura, 0 etanol e o estresse
oxidativo (BRAVIM et al., 2010). Andlises ao nivel molecular mostram que a HHP
ativa fatores transcricionais envolvidos com a expressao de genes de crescimento e
adaptacdo ao estresse, ciclo celular e metabolismo energético e esses fatores

pertencem a diversas vias de resposta a estresse (BRAVIM et al., 2012).
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Assim a manutencao de altos niveis de Hspl2 estariam relacionados a ativacédo de
vias ndo especificas para o estresse atual que levaria a uma resposta mais rapida

quando a célula fosse submetida a um outro estresse consecutivo.

Outro resultado observado foi a diminuicdo da producdo de Hspl2 durante a
exposicdo das células ao H202. Quando as células sdo colocadas em ambientes
estressantes, elas respondem com uma parada no ciclo celular e uma massiva
expressao génica. No entanto, ao longo do tempo as células geralmente se adaptam
a essas novas condicles, e as alteracdes em nivel de transcricdo génica diminuem,
a medida que o crescimento e a traducao retomam suas atividades. Uma explicacéo
para esse padrdo de alteracBes na expressdo génica € que grandes alteracfes
iniciais promovem um ajuste rapido na levedura, para que um estado homeostatico

seja atingido novamente (GASH, 2003).

Por isso uma alta producdo de Hspl2 em resposta ao estresse osmaotico pode ter
promovido uma adaptacdo rapida as leveduras, e a acdo da proteina tanto na
membrana e na parede celular, foi suficiente para que a célula tolerasse o estresse
oxidativo. A célula s6 passa a necessitar de um auxilio na manutencdo da
membrana quando as leveduras foram expostas ao estresse alcodlico, pois foi nessa
fase do experimento que é notado uma estabilizacdo da quantidade da proteina e

uma tendéncia ao aumento ao final do experimento.
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5 CONCLUSAO

Apos analise dos dados obtidos, pode-se inferir que a variagdo do tamanho de
células-mées e filhas sdo diferentes durante seu crescimento em YEPD. As células
adultas mantiveram seu tamanho e o0s brotos apresentaram um crescimento
constante com o propésito de alcancar um tamanho critico para dar inicio a
gemulacdo. Ja nos estresses sucessivos, tanto as células adultas quanto as jovens
mantiveram um padrédo de variagdo de tamanho igual entre si e diferentes dos
resultados encontrados em YPED. A parada no ciclo celular, evidente nas células
submetidas a estresses sucessivos, indica qgue mesmo em estresses onde a
viabilidade da célula é alta, a parada no ciclo celular é uma estratégia para

diminuicdo de danos a célula.

As analises de citometria demonstraram que S.cerevisiae possui uma producao
diferenciada de Hspl2 nos estresses isolados comparada a estresses sucessivos.
Essa diferenca na quantificacdo da proteina indica que a maquinaria celular,
manteve a producdo de Hspl2 mais elevado nos estresses consecutivos, e esse
efeito € desencadeado pelo mecanismo de protecdo cruzada. O gene HSP12 é
considerado sensor da via de resposta ao estresse ambiental, e o resultado
encontrado indica que ativacdo dessa via ocorre de forma singular em estresses

consecutivos.

Estudos numa mesma célula viva também possibilitaram a observacdo mais
minuciosa das mudancas morfolégicas decorrentes da exposicdo de leveduras a
condicBes estressantes. Foi possivel observar a producédo da proteina Hspl2 numa
mesma ceélula durante os estresses, mas apdés 2 horas de experimento a célula
diminuiu sua viabilidade provavelmente devido a poténcia do laser que indicia sob a
célula. Isso indica que trabalho que visam observacdo de fluorescéncia em células
vivas devem levar em consideracao o tempo entre a obtencdo das imagens, afim de

preservar a integridade destas.

A partir da compilacdo e analises dos dados podemos compreender melhor a
importancia de Hspl2 na resposta celular a estresses fermentativos. InUmeros

estresses afetam a estabilidade da membrana e essa organela é essencial para a
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adaptacdo e viabilidade celular. Estes resultados providenciam subsidio para um
melhor entendimento da funcdo de Hspl2 e esses resultados podem servir de
parametro para a escolha de genes propensos a modificacfes genéticas em cepas

industriais afim de melhorar a produtividade na industria.

Em dornas de fermentacdo a levedura entra em contato com diversos estresse
simultaneos e sequenciais, por isso o desenvolvimento de estudos com estresses
consecutivos se mostrou eficiente visto que possibilita um melhor entendimento do
real comportamento adaptativo das leveduras. O desenvolvimento de protocolos de
estresses consecutivos tem um papel biotecnolégico importante nas pesquisas
voltadas para a industria fermentativa, para identificacdo de outras vias metabdlicas

gue possuem perfil diferenciado em resposta a estresses sequenciais.
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