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RESUMO

A levedura Saccharomycescerevisiaeé um conhecido microrganismo que recebe grande
atencdo por sua aplicacdo biotecnoldgica industrial. Entretanto, durante o processo
industrial, as leveduras ficam expostas aos mais diferentes tipos de estresses. Conhecer
0S mecanismos de resposta aos diversos estresses € fundamental para obter maiores
rendimentos no setor industrial. A alta pressdo hidrostética (HHP) € um estresse que
exerce um amplo efeito sobre a S. cerevisiae, interferindo nas membranas celulares,
arquitetura celular, além dos processos bioquimicos. Neste trabalho, utilizou-se a
técnica de microarranjo para verificar a influéncia da HHP nos genes relacionados a
parede celular e a membrana plasmatica. Para isso, células da linhagem BT0605 foram
submetidas ao tratamento de pressao hidrostatica de 50 MPa por 30 min; e depois
incubadas a pressdo ambiente por 5, 10 e 15 min. Os resultados do microarranjo
demonstraram claramente, que entre 0os genes envolvidos com a biogénese da parede
celular, os que estdo relacionados com a protecao deste envoltério foram prontamente
ativados pela alta pressdo, enquanto os genes envolvidos na estrutura da parede celular
necessitaram de pelo menos 5 minutos apressdo ambiente para serem induzidos. Varios
genes envolvidos na biossintese de lipideos de membrana foram induzidos em todos os
tratamentos, sugerindo uma possivel relacdo com a protecdo e reparo da membrana
plasmatica. Curiosamente, os tratamentos induziram varios genes relacionados com a
via de sinalizacao proteina quinase A, a qual tem uma relacdo negativa na maioria dos
estresses. A ativacdo da via PAS quinase, sugere que ela tenha uma fung¢éo essencial
na resposta ao estresse por pressdo, uma vez que esta via esta envolvida na
modulagdo do metabolismo de glicogénio e de B-glucano. Ainda, a partir dosdados de
microarranjopode-se identificar os principais fatores transcricdo, envolvidos na resposta
da parede celular e membrana plasmatica, que foram ativados imediatamente (MSN4,
YAP1, ADR1 e NRG1) e 15 min apos o piezotratamento (MSN4, YAP1, ADR1, HSF1,
CIN5, GIS1, INO4 e CST6). Estes resultados contribuem para o entendimento da
resposta a HHP dos genes relacionados a parede celular e membrana plasmaética. Além
disso, este estudo podera ajudar na investigacdo para aquisicdo de mecanismo de

tolerancia aos diferentes estresses nos processos biotecnolégicos.

Palavras-chave: piezotratamento, estresse, levedura, analise temporal, microarranjo
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ABSTRACT

The yeast Saccharomyces cerevisiaehas received much attention for its applications
in the biotechnology industry. However, during these processes, yeasts are exposed
to many different types of stress. Knowing the mechanisms S. cerevisiaeuses to
respond to these stresses is essential for obtaining higher yields in the industrial
sector. High hydrostatic pressure (HHP) is a stress that exerts a broad effect on S.
cerevisiae, interfering with cell membranes, cellular architecture, and various
biochemical processes. In this study, we used the microarray technique to investigate
the influence of HHP on genes related to the cell wall and plasma membrane. For
this, cells from BT0605 strain were subjected to hydrostatic pressure of 50 MPa for
30 min, and then incubated at ambient pressure for 5, 10 and 15 min.The microarray
results clearly demonstrated that of the genes involved in biogenesis of the cell wall,
those which are related to protection were readily activated by high pressure, whilst
the genes involved in cell wall structure required 5 minutes on the ambient pressure
to be induced. Multiple genes involved in lipid biosynthesis were induced by all
treatments, suggesting a possible relationship with the protection and repair of the
plasma membrane. Interestingly, all treatments induced several genes related to the
PKA signalling pathway, which are repressed in most stresses. Activation of the PAS
kinase pathway, involved in the modulation of glycogen and B-glucan metabolism,
suggests that this also has an essential function in the response to pressure.The
cluster of genes related to the cell wall and plasma membrane which were activated
in response to HHP, showed great similarity to results in the literature following
supplementation by Ca** (0.4 M) together with the calcineurin inhibitor FK506 (1.0
g/ml), particularly after 15 minutes at ambient pressure. Microarray data also
demonstrated the activation of key transcription factors, either immediately (MSN4,
YAP1, ADR1 and NRG1) or 15 min after pressure treatment (MSN4, YAP1, ADR1,
HSF1, CIN5, GIS1, INO4e and CST6).These results contribute to understanding the
response to HHP of genes related to cell wall and plasma membrane. Furthermore,
this study may help in the investigation mechanism for the acquisition of tolerance to

different stresses in biotechnological processes.

Key words: piezotratament, stress, yeast, Temporal Analysis,microarray
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1.- INTRODUCAO

1.1.- A Saccharomycescerevisiae

As leveduras sao fungos unicelulares, eucariontes, heterotréficos, iméveis e com
parede celular definida. A Saccharomycescerevisiaeé pertencente ao grupo
Ascoporogenous, a familia Saccharomycetaceae e a subfamilia Saccharomycetoide
que contém 26 géneros, entre eles, o género Saccharomyces. Entre as
caracteristicas que diferenciam este género, podem ser citadas: espécies com alta
capacidade fermentativa, divisdo por germulacdo ou brotamento, e que possuem
ascosporos ovais que nao sao liberados do asco durante a reproducao.As células de
Saccharomycescerevisiae tém a forma elipsoidal, com tamanho que varia de 5-10
UM no didmetro maior e 1-7 um no didmetro menor. Geralmente, a média de volume
celular é de 29 ou 55 pm? para uma célula hapléide ou dipléide, respectivamente. O
tamanho da célula pode aumentar com a idade (KREGER-VAN RIJ, 1987).

A levedura Saccharomycescerevisiaeé um conhecido microrganismo que recebe
grande atencdo por sua aplicacdo biotecnolégica industrial, amplamente utilizados
em industrias de fermentacdopara producdo de massas, bebidas, biocombustiveis e
farmacos, e desde meados da década 1930 tem sido utilizada como organismo
experimental (ROMAN, 1981). A elegancia da genética das leveduras, a féacil
manipulacdo das células, e, também, o avanco técnico de transformacdo de
leveduras para ser usado em genética reversa, contribuiram para o enorme
crescimento da utilizacdo desse organismo na biologia molecular (BROACH et
al.,1991; GUTHRIE; FINK, 1991).

A comprovada similaridade dos mecanismos de replicacdo, da recombinacéo, da
divisdo celular e dos metabolitos produzidos que sao, geralmente, conservados
entre a levedura e 0os organismos superiores a torna um organismo modelo para
estudo em células eucaridticas. Nao ha nenhum outro organismo eucarioto em que
tantos mecanismos ja tenham sido elucidados pelas analises bioquimicas e

genéticas em diferentes areas da biologia celular e molecular (FERNANDES, 2005).
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1.2.- Parede celular

A camada mais externa do envelope celular da levedura é a parede celular que é
uma robusta estrutura que proporciona protecdo fisica contra estresse, controle
osmotico e manutencdo da forma da célula (SMITH et al., 2000; KLIS et al., 2006),
além de permitir livre permeabilidade para solutos menores que 600 Da
(SCHERRER et al., 1974).

A parede celular da levedura é bastante espessa com cerca de 100 a 200 nm, seus
principais constituintes sédo os polissacarideos, principalmente, glucanos, mananas e
em menor proporcdo a quitina. Analises por microscopia eletrénica, usando
coloragcdo negativa, revelam uma estrutura em camadas com uma camada elétron-
transparente interna de cerca de 70-100 nm de espessura que depende das
condicbes de crescimento e perfil genético e uma camada elétron-densa externa
(OSUMI, 1998).

Para a construgcdo da parede celular a Saccharomycescerevisiae gasta grande
guantidade de energia. Dependendo da condicdo de crescimento, a sua massa em
termos de peso seco pode ser responsavel por cerca de 10-25% da massa total da
célula (AGUILAR-USCANGA; FRANCOIS, 2003).

A resisténcia mecéanica da parede € devida, principalmente, a camada interna, que
consiste em B1,3-glucano e quitina e representa cerca de 50-60% do peso seco da
parede. A camada externa consiste em manoproteinas fortemente glicosiladas que
saem da superficie celular (CAPPELLARO et al., 1994; BABA; OSUMI 1987) e estao

envolvidas, entre outras fungbes, com o reconhecimento de mudanga no meio.

A construcdo da parede celular € rigorosamente controlada. A composicdo de
polissacarideos, estrutura e espessura da parede variam consideravelmente,

dependendo da condicdo ambiental (KLIS et al., 2006 ).
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1.3.- Membrana plasmética

A membrana plasmética forma uma bicamada lipidica com aproximadamente 7,5 nm
de largura. Ela contém uma mistura assimétrica de lipidios e proteinas polares que
por suas interacbes governam a estrutura da membrana. A membrana plasmatica
contém proteinas envolvidas no transporte de soluto, transducdo de sinais,
ancoragem de citoesqueleto e sintese de componentes externos a membrana (VAN
DER REST et al., 1995).

A composicao lipidica do folheto interno da membrana plasméatica € rica em
fosfatidiletanolamina, fosfatidilinositol e fosfatidilserina, enquanto o folheto externo
contém fosfatidilcolina e esfingolipidios (CHENG; MICHELS, 1991; OP DEN KAMP,
1979). Uma caracteristica marcante dos lipideos de membrana plasmatica é a sua
diversidade em tamanho e composicdo, sendo as principais classes,

glicerofosfolipidos, esfingolipidios e esterais.

Glicerofosfolipideos consistem de duascadeias de acidos graxos ligados ao glicerol-
3-fosfato.Diversos outros substituintes, tais como colina, etanolamina, serina,
mioinositoleglicerol podem estar ligados ao grupofosforil. Esfingolipideos tem uma
espinha dorsal de ceramida, que é composta de uma longa cadeia base de
fitoesfingosina que é N acilado com 1-hidroxi no C26 do acido graxo. Esterdis sédo

compactas e rigidas moléculas hidrofébicas com um grupo hidroxila polar.

7

Assim, a funcdo primaria da membrana celular da levedura é fornecer
permeabilidade seletiva, ou seja, controlar quem entra e quem sai do citosol. Mais
importante € o papel das proteinas de membrana na regulacdo da nutricdo da
levedura, tais como absor¢céo de carboidratos, compostos nitrogenados e ions, e a
extrusdo de moléculas perigosas para a célula. Outros aspectos importantes incluem
a exo e a endocitose de moléculas carregadas, as resposta ao estresse e a
esporulacédo (VAN DER REST et al., 1995).
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1.4.- Resposta celular ao estresse

Qualguer mudanca ambiental que altere as condigcbes de sobrevivéncia de uma
célula é frequentemente referida como estresse e tais condi¢gbes induzem a uma
resposta celular particular ao dano causado. Um organismo unicelular, assim como a
levedura, constantemente ndo esta inserido em um ambiente em que todas as
condicbes oOtimas sdo fornecidas, tais como temperatura, osmoralidade e
disponibilidade de nutrientes. Em dornas de fermentacao, por exemplo, as leveduras
enfrentam estresse por choque térmico, etanol (MORAIS et al., 1997; VICENTE et
al., 2006).

As fortes mudancas nas condi¢des ambientais conduzem uma serie de mecanismo
de reposta, como por exemplo, a adaptacdo ao crescimento e a proliferacédo celular,
0 rapido ajuste no metabolismo e no programa de expressao génica para que a
célula se adapte a uma nova situagcdo (HOHMANN; MAGER, 2003; FERNANDES,
2008).

E ndo somente isso, jA é conhecido que o mecanismo de reposta ao estresse é
conservado entre todos os organismos, o qual procura defender a célula dos danos
causados pela condicdo desfavoravel, com mecanismos que agem tanto no reparo
de lesdes, produzidas pelo estresse, quanto no mecanismo adquirido de tolerancia
ao estresse (HOHMANN; MAGER, 2003;DING et al., 2009; BELLOCH et al., 2008;
STRASSBURG, et al., 2010).

Outros fatos interessantes envolvidos com a resposta ao estresse, ja descritos na
literatura, sdo: a resposta adaptativa e a resposta cruzada. A primeira, conhecida
pela aquisicdo de tolerancia a um estresse letal que a célula adquire depois de
submetida a um estresse brando (GROSS; WATSON, 1998). E a segunda se refere
a aquisicdo de tolerancia a diferentes tipos de estresse depois de submetida a um
estresse qualquer, que demonstra, além de tudo, que ha uma resposta celular
comum entre os estresses (CAKAR et al.,, 2005; HOHMANN; MAGER, 2003;
FOLCH-MALLOL et al., 2004).

A rede bioguimica da célula para realizar a resposta ao estresse segue trés funcdes

principais: (1) ela deve inferir a partir de ruidos, que séo estimulos recebidos do
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provavel estado ou estados do ambiente extracelular e, potencialmente, dos
provaveis estados futuros; (2) para que dado os estados mais provaveis, a célula
possa decidir uma resposta apropriada pesando entre as vantagens e desvantagens
de cada potencial de resposta; (3) e deve implementar essas fun¢cbes usando uma
estratégia que é evolutivamente estavel e assim permitir que uma populacdo de
células supere seus rivais e sobreviva as catastrofes ambientais (PERKINS; SWAIN,
2009).

Compreender os mecanismos e identificar quais o0s principais genes para a
sobrevivéncia celular sob as condi¢cdes estressantes sdo de grande interesse
econdbmico e social, ndo s6 pela possibilidade de aplicagdo biotecnoldgica,
produzindo organismos que melhor se adaptem as condi¢des industriais, bem como,
contribuindo para o entendimento de patologias, pois a viabilidade da célula
depende da sua capacidade de adaptar-se ao ambiente que a cerca e de manter-se

em condic¢des favoraveis para sua proliferacdo (MURRAY et al., 2004).

1.5.- Vias de sinalizacéo

Muitas das respostas ao estresse envolvem mudancas na expressao génica que
exigem vias de transducdo de sinais para conectaros sensores que estdo
localizados na superficie celular ou no citoplasma a maquinaria transcricional,
localizada no nucleo (IGUAL; ESTRUCH, 2000). Cada via ativa um ou mais fatores
de transcrigcdo que regulam a expressdo de um conjunto de genes caracteristicos no
ndcleo, sendo que em alguns casos, como ha resposta geral ao estresse, o fator de
transcricio se acumula no ndcleo apds a imposicdo do estresse (GORNER et al.,
1998), em outros casos ocorre uma translocacao nucleocitoplasmatica no inicio da
via, e o fator de transcri¢cdo € ativado dentro do nucleo, como ocorre na via de HOG
(The High Response - resposta a alta osmolaridade do glicerol) (REISER et al.,
1999).

Uma variedade de fatores de transcricdo ativados por estresse ja foram
identificados, entre eles, destacam-se 0s que sao sinalizados pelas vias mostradas a

sequir.



19

1.5.1.- Proteina quinase A e resposta geral ao estresse

A via de cAMP-PKA esta relacionada ao controle de muitos processos celulares,
incluindo deteccdo de nutrientes, regulacédo de proliferacdo celular, armazenamento
de carbono e resposta ao estresse. Sua ativacdo causa alteracdes transitorias em
varios sistemas, incluindo o metabolismo de trealose e glicogénio, glicose e
gliconeogénese, que contém componentes controlados pela fosforilagdo mediada
por PKA (THEVELEIN; DE WINDE, 1999). Grupos de genes que sao negativamente
regulados pela via de cAMP-PKA séo ativados em resposta a varias condi¢cdes de
estresse (IGUAL; ESTRUCH, 2000).

As observacdes nos estudos desta via sugerem a existéncia de um mecanismo
integrado de resposta a diferentes formas de estresse, a chamada resposta geral ao
estresse, os quais verificaram a existéncia de um elemento cis-regulatériocomum
gue foi designado como elementos de resposta ao estresse (STRE, sigla em inglés).
Em relacdo aos fatores trans-ativadores envolvidos na expressdo de genes que
contém os elementos STRE foi mostrado que duas proteinas, Msn2p e Msn4p, se
ligam especificamente a essa sequéncia (Martinez-Pastor et al., 1996). A via de PKA
esta envolvida na localizacdo de Msn2p e Msn4p, na qual ha uma relacdo inversa na
correlacdo entre a atividade de PKA e a localizacdo nuclear dessas proteinas
(IGUAL; ESTRUCH, 2000).

1.5.2.- HOG - resposta a alta osmolaridade do glicerol

As vias MAPK (proteina quinase ativada por mitégenos) tém sido implicadas em
muitos programas biolégicos de leveduras incluindo, crescimento de pseudohifa,
integridade celular, esporulacdo e resposta a alta osmoralidade. A via de HOG é
uma via MAPK ativada por estresse, que parece ser ativada por um sinal especifico,
0 aumento da osmoralidade no meio (TOONE; JONES, 1998). Esta via consiste de
uma cascata de quinases que, quando ativada, culmina na fosforilagéo e ativacéo da

proteina quinase Hoglp.

Vérios genes regulados através da via de HOG contém o elemento de resposta ao
estresse que sdo alvos desta via (SCHULLER et al., 1994). Proftet al. (2005)mostrou
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que a inducao do fator de transcricdo SKO1, pelo estresse osmético, contribui para
um aumento de 50% na expressao do gene MSNZ2.

1.5.3.- Via de Integridade de celular

S. cerevisiaecontém um homologo da proteina quinase C de mamiferos que é
codificada pelo gene PKC1 (DAVENPORT et al., 1995). A via de PKC em leveduras
€ essencial para a manutencdo da integridade celular em resposta a estresses
ambientais e processos morfogenéticos que desafiem a forca da parede celular
(IGUAL; ESTRUCH, 2000). Esta via desempenha um papel fisiolégico na adaptacao
ao estresse térmico e hiposmostico (KAMADAet al., 1995; DAVENPORT et al.,
1995).

Sabe-se que, estiramentostanto na parede celular e/ou na membrana plasmatica
ativam a via de PKC a fim de manter a integridade celular, estimulando a biossintese
da parede celular (IGUAL; ESTRUCH, 2000). A manutencdo da integridade celular
ocorre em dois eventos combinados: a biossintese de componentes da parede
celular e a montagem de um citoesqueleto de actina polarizado, que direciona as

vesiculas secretoras aos locais de crescimento da superficie.

1.5.4.- Proteinaserina/treonina quinase

PAS quinase, proteina serina/treonina quinase, conservada desde leveduras até os
seres humanos, € um membro recém-descoberto de proteinas quinase envolvidas
na percepcdo de nutrientes (RUTTER et al.,, 2001). Em leveduras, PAS quinase
regula o particionamento de glicose através da fosforilagdo da enzima UDP-glicose
pirofosforilase (Ugplp) que produz UDP-glicose, um doador imediato de glicose para

glicogénio e biossintese de glucano da parede celular (SMITH; RUTTER, 2007).

A atividade da PAS quinase é regulada pelo estado metabdlico e por estresses que

afetam a integridade da parede celular. PAS quinase em levedura atua como
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integrador sensorial que coordena o destino da glicose intracelular dependendo da
demanda metabdlica (GROSE et al., 2007).

1.5.5.- Fator de transcricdo de choque térmico

Os fatores de transcricdo de choque térmico (HSFs, sigla em inglés) € uma classe
de proteinas estruturais e funcionais que ativam a transcricdo de genes (0s genes
HSP) que codificam proteinas requeridas para o dobramento e o desdobramento de
outras proteinas, montagem e desmontagem de proteinas em estrutura oligoméricas
e a degradacédo de proteinas que estdo montadas impropriamente ou desnaturadas
(IGUAL; ESTRUCH, 2000). Em Saccharomycescerevisiae existe apenas um gene
HSF, o gene HSF1 (SORGER, 1991).

Hsflp esta localizado no ndcleo, e um nivel transcricional constitutivo é necessario
para 0s processos celulares normais.Assim que as células sdo submetidas a um
estresse, 0 gene HSF1l torna-se ativo e a expressdao de HSP aumenta
drasticamente. Logo que as células sao retiradas do estresse, a atividade de Hsflp
retorna para o nivel basal. As mudancas na atividade de Hsflp durante o choque
térmico envolvem muitos componentes incluindo a hiperfosforilacdo e as mudancas
conformacionais (HASHIKAWA; SAKURAI, 2004; CHEN; PARKER, 2002).

1.5.6.- YAP1

As leveduras quando estédo crescendo aerobicamente tem que administrar a geracéo
de espécies reativas de oxigénio (ROS, sigla em inglés), tais como, peroxido de
hidrogénio, radical hidroxil ou anion superéxido que sao gerados pelos processos
metabdlicos normais da célula. A resposta ao estresse oxidativo inclui a inducdo de
muitos genes, alguns deles, com conhecidas fun¢cbes antioxidantes. Yaplp € um
fator de transcricdo, embora ndo o Unico, que tem grande importancia na resposta
ao estresse oxidativo (IGUAL; ESTRUCH, 2000).
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A proteina Yaplp é regulada por localizacdo subcelular. Em condi¢cdes néo
estressantes o receptor de exportacdo, Crmlp, liga-se ao sinal de exportacdo de
Yaplp que se desloca do nucleo para o citoplasma (KUGE et al., 2001). A ligacdo
entreYaplp eCrmlp é inibida sob estresse oxidativo resultando na localizacéo
nuclear de Yaplp (YAN et al., 1998).

1.6.- A alta presséo hidrostatica

Altas pressfGes hidrostaticas caracterizam a maior parte da biosfera quando
analisamos os volumes ocupados por terra e agua. A pressao pode variar de 0,1
MPa (pressdo atmosférica) no nivel do mar até 110 MPa no ponto mais profundo
dos oceanos localizado a 11.000 m de profundidade, nas fossas marianas
(AERSTEN et al., 2009). Os oceanos possuem uma profundidade média de 3.800 m
correspondendo a uma presséao de 38 MPa e ocupam 70% da superficie terrestre.

Um parametro fisico causador de estresse aos organismos, a pressdo esta
relacionada com efeito de outras fontes de estresse, tais como a temperatura, 0
etanol e o estresse oxidativo. A alta pressao hidrostatica (HHP, sigla em inglés) € um
sistema de estresse controlado, acurado e reprodutivel que causa mudancas em
somente uma variavel, a reducéo do volume (MICHIELS et al., 2008; MENTRE; HUI
BON HOA, 2001).

O piezotratamento tem ganhado grande importancia biotecnolégica nas ultimas
décadas, devido aos estudos de descontaminacdo e de modulacdo da atividade de
enzimas em alimentos e bebidas, producdo de insumos para saude, como vacinas
virais e farmacos, entre outros (ROTHSCHILD e MANCINELLI, 2001; AERTSEN et
al., 2009).

Mudancas nos valores da alta pressao hidrostatica aplicados em células de levedura
podem influenciar profundamente seu sistema molecular (FERNANDES, 2005). O
aumento da pressado hidrostética causa uma reducdo da viabilidade celular e, este
efeito, torna-se mais evidente quando as células sdo submetidas a pressées acima

de 100 MPa; pressbes de 50 MPa ndo sao suficientes para matar ou alterar a
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morfologia das células de levedura (FERNANDES et al. 1997). Além disso, a alta
pressdo hidrostatica interfere na arquitetura e na divisdo celular, ela também afeta a
estrutura da parede celular, a fluidez da membrana e muitas organelas intracelulares
(MENTRE et al. 1999).

O tratamento com pressao, assim como a limitagdo nutricional, o feroménio ou
outras fontes de estresse, entre elas o choque térmico, causam a parada do ciclo
celular na fase G1 (TROTT; MORANO, 2003; PALHANO et al., 2004). Nesta fase, a
célula verifica se ha condicdes para que ela prossiga para fase seguinte (fase S) e
caso as condicdes sejam desfavoraveis para a divisao celular, por exemplo, a falta
de nutrientes essenciais, as células podem entrar em um estado chamado de
laténcia, conhecido como GO ou fase estacionaria do crescimento (WINDERICKX et
al., 2003).

E conhecido que na membrana plasmatica, a alta pressdo faz com que os &cidos
graxos figuem ordenados mais firmemente, reduzindo a fluidez da membrana e
aumentando sua espessura, que interferem nos processos de difusao,
comprometem a estrutura e, consequentemente, a atividade proteica desta organela
(MENTRE; HUI BON HOA, 2001). Para compensar este efeito e manter a membrana
em um estado funcional liquido-cristalino, a célula deve aumentar a quantidade de
acidos graxos insaturados que constitui a membrana. Ainda, reforcando este fato, ja
foi demonstrado que em leveduras submetidas ao tratamento de 200 MPa, o gene
OLE1, uma desaturase de acido graxo, € induzido (FERNANDES et al., 2004).

A alta pressdo afeta também a estrutura da parede celular, porém este efeito é
contrabalanceado pela inducdo do gene HSP12 (FERNANDES et al., 2004), que
codifica uma pequena proteina (12 KDa) hidrofilica, localizada na periferia da parede
celular, onde atua interrompendo as pontes de hidrogénio e interacfes idnicas entre
polimeros de polissacarideos adjacentes, resultando em uma estrutura mais flexivel
(SALES et al., 2000; MOTSHWENE et al., 2004). Além disso, foi mostrado que a
parede celular da levedura € severamente danificada em tratamento com 500 MPa
(HARTMANN et al., 2006).
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As proteinas também sédo afetadas pela HHP em valores de pressdo acima de 500
MPa. Estes valores causam desnaturacdo de proteinas, e em valores perto de 200
MPa geram importantes alteragdes na conformacao protéica que podem modificar
as reacfes enzimaticas, assim como, o funcionamento e as interagdes proteicas
(MOLINA-GARCIA, 2002). Outro fato interessante € que, geralmente, a pressao
dentro de uma faixa limite, préximo a 200 MPa, causa desnaturacao reversivel nas
proteinas, diferentemente da desnaturagdo causada pela temperatura (FOGUEL;
SILVA, 2004).

Outro efeito causado pela alta pressao hidrostatica em Saccharomycescerevisiaeé a
acidificacao do citoplasma e do vacuolo. Sob pressdo atmosférica, o citoplasma e o
vacuolo possuem pH constante de 7,0 e 6,0, respectivamente (ABE; HORIKOSHI,
1995). Valores de pressao na faixa 40-60 MPa diminuem o pH citoplasmatico em 0,3
unidades e o vacuolar em 0,3-0,5 unidades. Este aumento da acidez € devido a
solubilidade do CO,, devido a grande dissocia¢do do acido carbodnico (H,CO3) e aos
acucares fermentaveis quando submetidas ao piezotratamento (ABE et al., 1998).
Mas, a conservacdo do pH intracelular € necessaria para a viabilidade das células
de levedura. Ja foi descrito, que existe uma inducdo do gene HSP30 em células
pressurizadas (FERNANDES et al., 2004), a qual codifica uma proteina que regula
negativamente a H'-ATPase, demonstrando possuir um importante papel na
conservacao da energia durante o estresse (SEYMOUR; PIPER, 1999).

1.7.- A resposta a alta presséao hidrostética

Vérias vias de sinalizacao relacionadas com a resposta ao estresse sdo moduladas
pela HHP, que reprime e induz uma variedade de genes e aumenta a sintese de
proteinas, que conferem a protecdo contra os efeitos deletérios das altas pressdes
(FERNANDES et al., 2005; FERNANDES, 2008).

Estudos com leveduras submetidas a alta presséao hidrostatica de 200 MPa por 30
minutos mostram um perfil em que a maioria dos genes expressos estao envolvidos
com a defesa ao estresse e ao metabolismo de carboidratos, enquanto os genes

reprimidos estdo envolvidos na transcricdo, na progressdao do ciclo celular e na
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sintese de proteinas (FERNANDES et al., 2004). Trabalhos conduzidos com valores
baixos de pressdo por um longo periodo (30 MPa por 16 h), demonstraram que 0s
genes expressos durante este tratamento estdo envolvidos na sintese de lipidios e
no metabolismo de aminoacidos (IWAHASHI et al., 2005).

O piezotratamento também é causador da resposta padrdo ao estresse de
expressdo génica, a qual € denominada de resposta ao estresse ambiental (ESR,
sigla em inglés). Esta resposta esta associada a uma forte repressdo de genes
codificantes para proteinas envolvidas no ciclo celular e sintese proteica e inducao
de genes com envolvimento em varias funcdes celulares, como metabolismo de
carboidratos, enovelamento de proteinas, defesa contra agentes oxidantes, reparo
do DNA, entre outras (WARNER, 1999, GASH et al., 2000; TEIXEIRA et al., 2011).

Outro estudo que combina a alta pressao hidrostatica e em seguida submetida ao
frio mostrou que a transcricdo de genes conduz um diferente modelo de expresséo,
entretanto, observou-se caracteristicas comuns para os dois tratamentos quando
estes foram analisados individualmente, demostrando uma forte inducdo de
proteinas de choque térmico, como por exemplo, HSP12, HSP26 e HSP30 e, genes

envolvidos na degradacao proteica, como UBI4 (IWAHASHI et al., 2003).

Fernandes et al. (2004) verificaram que a pressao hidrostatica esta sob o controle
dos fatores transcricionais, Msn2p e Msn4p, e que 40% dos genes induzidos pelo
tratamento com 200 MPa por 30 minutos, apresentaram um ou mais STRE na sua
regido promotora. Outros trabalhos de microarranjo utilizando a pressdo como
estresse também demonstraram a inducdo de genes regulados por Msn2/4p
(IWAHASHI et al., 2003; IWAHASHI et al., 2005).

Outro fato reportado que reforca a relacéo entre a HHP e a regulacéo por Msn2/4p
foi mostrado em um estudo conduzido por Domitrovic e colaboradores (2006) em
que linhagens mutantes de S. cerevisiae com delecdes no fator de transcricdo
Msn2/4 demonstraram ser mais sensiveis a pressao quando comparadas a linhagem
selvagem, e esta sensibilidade pode aumentar dependendo do valor e da duracéo

do tratamento de pressao.
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Outra situacao interessante, € que a pressao hidrostatica também pode induzir a
resposta a partir da protecdo cruzada. Ja foi observado que leveduras pré-tratadas
com um estresse suave de temperatura leva a uma protecao da célula contra muitos
estresses severos, entre eles, a alta pressdo hidrostética (IWAHASHI et al., 1991;
FERNANDES et al., 2001). Fernandes et al. (2001) mostraram que as ceélulas
aumentam a viabilidade em 500 vezes quando sédo pré-tratadas com calor e, em
seguida, submetidas ao estresse por HHP em comparagdo com as células que

somente sdo submetidas ao piezotratamento.

Outros estresses também oferecem tolerancia a alta presséo, Palhanoet al. (2004b)
descreveram que as células pré-tratadas por estresse brando, induzidos por
peroxido de hidrogénio, etanol e frio também podem induzir a piezotolerancia.
Qualguer mecanismo que induza a transcricdo de genes envolvidos com a
preservacdo das membranas celulares, a detoxificacdo ou 0 enovelamento proteico
mesmo sendo induzidos a partir de diferentes fontes estressantes, pode proteger as
células contra os efeitos prejudiciais da alta pressao hidrostatica (FERNANDES,
2005).

O tratamento sub-letal com HHP também pode gerar protecdo para tratamentos
letais como a propria alta pressao e outros estresses, entretanto é necessario um
tempo de incubacdo em pressdo ambiente para que as células adquiram a protecéo
antes de serem expostas aos estresses mais severos. O estudo de Palhanoet al.
(2004a) mostraram que, quando as células séo incubadas pelo menos 15 minutos a
pressdo atmosférica, seus efeitos de protecdo persistem por uma hora quando o
estresse posterior é a alta pressdo hidrostatica ou o tratamento com baixa
temperatura, a protecdo contra o calor também acontece porém, o periodo de

protecdo € mais curto.

1.8.- Microarranjo

O microarranjo de DNA € uma poderosa ferramenta que permite analisar o
transcriptoma. Esta técnica foi desenvolvida para monitorar a expressao do genoma

inteiro em um uUnico experimento. Nela, os transcritos reversos de cDNAs sao



27

marcados com fluorescencia e, em seguida, hibridizados com as sondas
complementares aos cDNAs presentes no chip do microarranjo. A expressado dos
genes sao monitoradas pela medicado das intensidades de fluorescéncia do cDNA
que foram hibridizados com as correspondentes sondas. Marcacdes com diferentes

fluoréforos entre tratados e controle permitem analises relativas em um unico chip.

bY

Este tipo de abordagem pertence a gendmica funcional que foca nos aspectos
dindmicos, tais como, a transcricdo do gene, a traducao e interacdes proteinas-
proteinas, em oposicdo aos aspectos estaticos da informacédo gendmica, tais como,
sequéncia de DNA ou estruturas (PEVSNER, 2009). E, devido a grande quantidade
de dados produzidos pelas vérias técnicas da genémica funcional e o desejo de
encontrar padrBes biologicamente significativos, a bioinformética torna-se

fundamental para a analise destes dados.

Diversos estudos tém demonstrado que a alta pressdo hidrostatica induz a uma
resposta a estresse semelhante a fatores que afetam as membranas e a parede
celular (FERNANDES et al., 2004; FERNANDES, 2005; FERNANDES, 2008;
PALHANO et al., 2004a; BRAVIM et al., 2010). Observamos também que um
tratamento com HHP leva a uma melhor aclimatacéo das leveduras ao ambiente de
fermentacao, levando a um aumento na producéo de etanol, nas primeiras horas do
processo fermentativo (BRAVIM, 2011). Consequentemente, a HHP é um bom

modelo para estudos que visam a compreensdo das respostas da levedura aos

estresses encontrados nas dornas de fermentacéo.

Um fator importante para a compreensao dos mecanismos relacionados a tolerancia
das células aos estresses € a analise temporal da expressao génica. Observando
guais genes sdo expressos durante o estresse e quais sdo induzidos apos a
situacao estressante pode-se sugerir a forma como a célula recruta suas proteinas e
responde ao ambiente adverso. Desta forma, células da levedura selvagem,
BTO0605, foram submetidas ao tratamento de presséo hidrostatica de 50 MPa por 30
min; e depois incubadas a pressdao ambiente por 5, 10 e 15 min. E, apds extracao do
MRNA, realizamos o0 experimento de microarranjo. A compreensao das respostas
moleculares aos estresses em levedura ir4 auxiliar na manipulacédo genética deste

microrganismo e, consequente aplicacao industrial das linhagens.
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2.- OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos sisttmicos da alta pressao hidrostatica na fisiologia da parede
celular e membrana da levedura Saccharomycescerevisiae através da andlise de
expressao génica global medida imediatamente apos o tratamento de presséo e em
diferentes tempos pos-pressao.

2.1.- Objetivos especificos

2. 1.1.- Identificar os genes diferencialmente expressos apds o tratamento de

presséao hidrostatica;

2.1.2.- Analisar o padréo de expressao temporal dos genes apés o estresse por
HHP;

2.1.3.- Comparar o estresse por HHP com outros estresses descritos na literatura;

2.1.4.- Agrupar os genes de acordo com suas funcdes e fatores de transcricdo que

se relacionam com o comportamento celular;

2.1.5.- Analisar fatores de transcricao que se relacionam com 0s grupos génicos

diferencialmente expressos;

2.1.6.- Validar os dados obtidos no experimento de microarranjo por PCR em tempo

real.
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3.- MATERIAL E METODOS

3.1.- Linhagens utilizadas, condi¢ces de crescimento e tratamento de pressao

A linhagem selvagem, BTO605, foi crescida a 28°C com agitagéo (160 rpm) em meio
YEPD liquido (1% extrato de levedura, 2% peptona e 2% glicose) até a fase

exponencial de crescimento (D.O.g00nm=1,0), antes de ser submetida ao tratamento.

As culturas decélulas foram submetidas a quatro tratamentos de pressao
hidrostatica: (1) 50 MPa por 30 min; (2) 50 MPa por 30 min + 0,1 MPa por 5 min;
(3)50 MPa por 30 min + 0,1 MPa por 10 min; e (4)50 MPa por 30 min + 0,1 MPa por
15 min. Uma aliguota ndo-pressurizada foi utilizada como controle. No procedimento
para o tratamento com pressao, as amostras foram colocadas em um tubo de teflon
de 4mL e pressurizadas na auséncia de ar a temperatura ambiente. O aparato para
aplicacao de alta pressao hidrostéatica utilizado neste trabalho foi desenhada para
pressurizacdo de amostras em um meio fluido através de um pistdo cilindrico de

Cobre-Berilio. Um manémetro manual foi utilizado para medira presséo.

3.2.- Analise de microarranjo

Apoés os tratamentos com alta pressédo, as células foram imediatamente colocadas
no gelo. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 5.000 g por 3 min.a 5°C,
lavadas em agua ultrapura e centrifugadas novamente, sendo o precipitado
imediatamente congelado em N; liquido e mantido a -80°C até o momento da

extracdo do RNA.

3.2.1.- Analise do mRNA

As analises de microarranjo foram realizadas no Laboratorio Lewis Thomas, do
Departamento de Biologia Molecular, na Universidade de Princeton (Princeton, Nova
Jersey, EUA), sob orientagdo do Dr. James R. Broach. As amostras foram
pressurizadas e enviadas em gelo seco para os Estados Unidos.
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O RNA total foi extraido usando o mini kit RNeasy (Qiagen, Califérnia, EUA), que
inclui o tratamento com DNasel. A integridade do RNA foi verificada em gel de
agarose. O RNA extraido foi quantificado em espectrofotometro (NanoDrop, ND-
1000 Spectrophotometer, Delaware, EUA) e diluido para 100 ng/uL em &gua livre de

nuclease.

O cRNA foi sintetizado usando o kit Low RNA Input Linear Amplification (Agilent
Technologies, Califérnia, EUA) com algumas modificacdes. Os controles foram
ligados com a sonda Cyanina3-CTP (Cy3-CTP) e as amostras tratadas com a sonda
Cyanina5-CTP (Cy5-CTP) (PerkinElmer, Massachusetts, EUA). O cRNA amplificado
bem como a incorporacdo das amostras as sondas, Cy3-CTP e Cy5-CTP, foram
quantificados usando espectrofotometro (NanoDrop, ND-1000 Spectrophotometer,
Delaware, EUA).

Para o processo de hibridizagédo 400 ng de cada sonda foi incubado a 60°C por 17
horas com 25 pL de 10X controle alvo. O cRNA foi hibridizado na lamina do
AgilentYeast Gene Expression Microarray (V1, 4x44K, G2519F).

3.2.2.- Normalizac&o dos dados

As placas hibridizadas foram lavadas e escaneadas usando AgilentMicroarray
Scanner (Agilent Technologies Califérnia, EUA) no canal PMT 100% verde e
vermelho e em 10 um de resolugéo. As imagens escaneadas foram processadas
usando AgilentFeatureExtraction Software versao 9.5 com as configuracdes padréo.
Os dados normalizados foram armazenados e analisados na Princeton
UniversityMicroArrayDatabase (PUMAdb).A normalizacdo para cada arranjo foi
determinada pelo filtro de consisténcia rankeada (rankconsistencyfilter) e os spots
foram selecionados (filtrados) pelo método de normalizacdo do algoritmo LOWESS
(locallyweightedscatterplotsmoothing). A normalizacéo feita pelo LOWESS aplica um
suave ajuste que remove falsas varia¢cdes na intensidade de fluorescéncia (ZAMAN
et al., 2009).
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3.2.3.- Implementag&o computacional

Todos os procedimentos de analises de dados foram implementados na linguagem
de programacado estatistica R project versdo 2.12.2 obtidos no site http://www.r-
project.org/ (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2011).

Para selecdo de grupos funcionais foi utilizado o arquivo de classificagdo fornecido
pelo banco de dados do MIPS ComprehensiveYeastGenomeDatabase (CYGD)
(disponivel em http://mips.helmholtz-muenchen.de/genre/projlyeast/) (GULDENER,
2005), esse arquivo integrado com algoritmos feitos no R Project possibilitou a
escolha dindmica de grupos génicos que se desejava analisar.

3.2.3.1.- Graficos de expressao

Para a confeccdo dos graficos de expressao génica foi necesséario desenvolve um
programa que selecionava classes génicas e em seguida gerava os graficos com
base no valor de expresséo de cada gene ou grupo de genes. A Figura la apresenta

o diagrama de blocos do funcionamento deste programa.

A analise de expressdo global dos genes foi feita com as principais categorias
funcionais. Lembrando que, em alguns casos, a categorizacdo atribuida pelo MIPS

permite que um gene pertenca ao mesmo tempo a mais de um grupo funcional.

Escolhemos o boxplot (ou diagrama de Box e Whisker) para analisar o perfil de
expressao global, por ser uma ferramenta muito utilizada na estatistica descritiva e
gue nos permitiu determinar os genes diferencialmente expressos em fungédo de
uma dada classe.Uma das caracteristicas importante desse tipo de analise € a
robustez, que se refere a resisténcia de uma analise estatistica a presenca de
pontos com comportamento muito diferenciado dos grupos analisado. Além de
demonstrar o perfil de cada classe, o boxplot indica quais genes possuemgrande
discrepancia em relacdo o comportamento geral dentro de uma classe especifica
(outliers), o que fornece um importante ponto de partida para a busca de genes
envolvidos no processo de resposta ao piezotratamento.
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3.2.3.2.- Comparagao dos estresses

Para relacionar diferentes tipos de estresse foi necessario desenvolver uma nova
rotina computacional. A base de dados deste algoritmo foi a mesma utilizada no
software anterior, na qual eram necessérios os dados obtidos do MIPS. A Figura 1b

mostra o como se da o funcionamento deste programa.

A tarefa desse software era selecionar uma classe funcional que poderia abranger
funcBes mais gerais ou especificas e apresentar a correlacdo dessa classe em
diferentes tratamentos. Nos graficos sao apresentados a classe selecionada em

pontos pretos e os demais genes ao fundo em pontos azuis.

Os dados dos microarranjos para comparacao foram obtidos no banco de dados,
Gene Expression Omnibus (GEO), disponivel em http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/
(Barrett et al., 2011). Os genes que possuiam orfs duplicadas ou que possuiam
dados corrompidos ou faltantes em qualquer uma das duas andlises foram excluidos

pelo programa.
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3.2.3.3.- Construcao do mapa quente

Para producdo do dendograma ou mapa quente (Figura 2a) foi desenvolvido um
programaque estabelecia uma matriz que continha os diferentes dados de
microarranjo obtidos no banco de dados GEO e os dados de microarranjo aqui

produzidos. O programa exclui todos osgenes que estavam duplicados nos dados.

Em seguida foi necessério utilizar o software Cluster versdo 3.0 (Eisenet al., 1998)
que fez agrupamento hierarquico por distancia euclidiana. Para visualizar o0s
resultado obtidos do agrupamento utilizou-se software TreeView versdo 1.1.4r3
(Saldanha, 2004), a representacdo dos niveis de expressdo é dada por cores que
variam do verde ao vermelho, na qual a cor vermelha representa valores induzidos,
enquanto cores verdes representam genes que tem sua expressao reprimida. Cores

cinza representam a falta daquele dado.

3.2.3.4.- Analise dos fatores de transcricdo

Para andlise dos principais fatores de transcricao foi construido um programa que
gerava uma lista com os fatores de transcricdo que estavam induzidos, acima de 0,8
vezes, e 0s genes controlados por estes fatores que tinham sua inducao igual ou
maior que 2 vezes. Os tratamentos utilizados para esta analise foram os dados da
célula submetidas ao tratamento de 50 MPa por 30 min e 0 mesmo tratamento
seguido de incubacdo por 15 minutos a pressdo ambiente. A figura 2b mostra

descreve o racional do programa produzido.

Os dados das interacdes entre os fatores de transcricdo e os genes foram obtidos do
banco de dados YEASTRACT, econsideraram-se as interacbes documentas por
evidéncias diretas e indiretas (ABDULREHMAN et al., 2011; MONTEIRO et al. 2008;
TEIXEIRA et al 2006).

Para visualizagdo e construcdo das redes de interagbes utilizou-se o software
Cystoscape versao 2.8.2 (SMOOT et al., 2010) o layout aplicado foi a forca-direta

com a opcéo padréo.
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(b) andlise dos fatores de transcri¢cdo
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3.3.- Confirmagé&o dos dados de microarranjo por RT-PCR em tempo real

Para confirmar a inducdo de alguns genes apds o tratamento de pressao
hidrostatica, foi realizado analise de RT-PCR em tempo real. Os genes escolhidos,
bem como a sequéncia e o tamanho de cada fragmento estdo descritos na Tabela 1.
O geneTAF10 foi utilizado como gene de referéncia (TESTE et al., 2009).

ApOs os tratamentos com alta presséo, as células foram imediatamente colocadas
no gelo. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 5.000 g por 3 min a 4°C,
lavadas em agua ultrapura e centrifugadas novamente, sendo o0 precipitado
imediatamente congelado em N; liquido e mantido a -80°C até o momento da
extracdo de RNA.

Para a extracdo, o0s precipitados congelados, correspondentes as células
pressurizadas e nao-pressurizadas, foram ressuspendidos em tampao AE (50 mM
de acetato de sddio, 10 mM de EDTA, pH 5,3) e 10% de SDS. A extracao foi feita
com fenol/cloroférmio e precipitado com 3 M de acetato de sédio e etanol absoluto.
Apoés a extracdo, o RNA foi lavado com etanol 70% e ressuspendido com agua
ultrapura. As amostras foram quantificadas em espectrofotometro (NanoDrop, ND-
1000 Spectrophotometer, Delaware, EUA) e armazenadas em freezer a -80°C até

serem processadas.

Para a remocao de qualquer residuo de DNA gendmico, 1ug de RNA total foi tratado
com o kit DNaseRQ1 RNase-FreeDNase(PROMEGA, Madison, EUA) durante 30
min a 37°C. Para inativacdo da enzima, 1l de stop solution (20mM de EDTA) foi

adicionado & amostra e seguiu-se incubacao por 10 min a 65°C.

Apos tratamento com a DNase, procedeu-se a confeccéo da fita de cDNA utilizando
o kit High CapacitycDNA Reverse Transcription (AppliedBiossystems, California,
EUA). Para isso, utilizou-se 2ul de tampé&o da RT (10x), 0,8 pL de 25x mix de dNTP
(100mM), 2 pL de primer randomico (10x) e 1 pL da MultiScribe Reverse
Transcriptase, a mistura foi adicionado agua para um volume total de 10 pL.
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As amostras foram incubadas na seguinte ordem: 10 minutos a 25°C, 37°C por 120
minutos e, posteriormente, 85°C por 5 minutos, e, posteriormente, puderam ser

armazenadas em gelo.

Para a reacdo do PCR em tempo real utlizou-se 0 equipamento
AppliedBiosystemsStepOnePlus™ Real-Time PCR (ABI 6.200, AppliedBiosystems,
Califérnia, EUA). O volume total de reacéo foi de 25 ul contendo: 3,0 pl de cDNA (0,2
pHg do RNA tratado com Dnase), 12,5 ul do kit SYBR Green PCR Master Mix
(AppliedBiosystems, California, EUA), 1,0 ul de cada primer a uma concentracéo de
10 pM. As amostras foram submetidas a um ciclo de 95°C por 10 min, 40 ciclos de
95°C por 15 sege 60°C por 1 min, finalizando-se por um ciclo de 95°C por 15 seg.
Um controle negativo (contendo todos os reagentes, com excecdo de cDNA que foi

substituido por 4gua) foi adicionado em todas as corridas.

O numero de ciclos requeridos para o sinal de fluorescéncia deve ultrapassar o
limiar (Cyclethreshold - Ct), bem como a curva de dissocia¢do (melting curve) para a
verificacdo da especificidade da reacdo, auséncia de contaminacdo e auséncia de
dimeros de primers foram analisados pelo programa

StepOneSoftware®(AppliedBiosystems versdo 2.1, Califérnia, EUA).

A eficiéncia de cada par de primer (Anexo 1) foi avaliada pelo método de diluicédo
seriada usando um mix de cDNA como padrdo. O valor de eficiéncia foi calculado

pela seguinte férmula: E=[107V®

], onde a é o slope entre cada concentracao
conhecida de cDNA utilizada na curva padrdo (primer com eficiéncia de 100%
apresentam slope de -3,32). Valores de eficiéncia entre 80 e 110% foram
considerados, utilizando-se a seguinte formula para o calculo da expressao relativa,

Z-AACT, onde AACT = [(CTTratado - C:-I-Controle) - (CTTratado—Referéncia - CTControIe—Referéncia)]-



Tabela 1- Oligonucleotideos utilizados como primers na reacdo de RT-PCR em
tempo real
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Tamanho .
Eficiéncia
- | do |
Gene Sequéncia do primer . do primer
amplicon
(%)
(pb)

Forward, 5’ ACTACGCCGGTATCAAATGG3'
ADH1 138 89.6
Reverse, 5TCAGCGGTAGCGTATTGTTG3'

Forward, 5TATTCAAGCCGCCAAAATTC3'
ADH3 185 90.7
Reverse, 5TAACCCATCGCAGTTGCATAS3'

Foward, 5’ATGCTGGCGCTCTTTATGAT3'
HSP26 95 98.0
Reverse, 5TTCTAGGGAAACCGAAACCAS!

Forward, 5TTGGGGAATTGAACGAAGAGS'
PHM7 180 88.5
Reverse, 5TCTTCTGGCGAGTAGCCAAT3'

Forward, 5’ AAACAAGTGGCACCAACACA3
ROM1 166 93.4
Reverse, 5'CATTCTTGGGATTGCTCGTT3'

Forward, 55CGTGCTATCGACAGGATGAAZ'
RTN2 110 106.7
Reverse, 5’GGTTTGGGGTGGGATAATCT3'

Forward, 5’GCTAGGCAGCTATTGCAAGG3'
TAF10 129 98.4
Reverse, 5’CAACAGCGCTACTGAGATCGS!

Forward, 5’ AACGACAGCAACAACACCAA3'
uUSvli 214 80.7
Reverse, 5’CGGAGGAAAGGACGATATGA3'

Forward, 5TGACGGTGGTTACTCTTCCA3'
YGP1 49 87.3
Reverse, 5’GAACGGCAGAACTCAAGGAG3'

Forward, 5TGGGAGATGCTTTCCTTGTC3'
YPS6 193 91.7
Reverse, 5TCCTGTTCCGATGGGACTACS

Forward, 55GCCCAAGATGTCCAACAAAAZ'
ZEO1 167 89.4
Reverse, 5TTCGACACCATCAGCAATGT3'
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4.- RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1.- Analise da expressdo de genes relacionados aparede celular e & membrana

plasmatica

Este trabalho utilizou a andlise de expressdo génica por microarranjo para avaliar o
comportamento dos genes relacionados com a parede celular e membrana
plasmatica. Utilizou-se o banco de dados MIPS (GULDENER et al., 2005) para
construir os grupos segundo as categorias funcionais, sendo elas metabolismo de
polissacarideos, metabolismo de lipideos, acido graxos e isoprendides, biogénese
dos componentes da parede celular e biogénese da membrana plasmatica de
eucariotos, e de localizacdo, sendo elas parede celular, membrana plasmatica e
membrana integral e endomembranares (que ndo sdo especificas a uma Unica

membrana).

Para as primeiras andlises foi utilizado boxplot para avaliar qual o comportamento
populacional dos genes, este tipo de grafico € muito usado quando se quer mostrar
as diferencas entre as populacdes, sem fazer qualquer suposicdo da distribuicao
estatistica subjacente. Ele também é interessante para analisar quais genes se
comportam de modo diferente do restante do grupo, que séo referidos como outlier.
Para construir estes gréficos foi necessario desenvolver um programa na plataforma
R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2011) em que sao selecionados os genes dos

grupos avaliados e gerados os graficos.

As figuras 1,3,4,5,6 e 7 mostram que com o passar do tempo,depois de aplicado o
estresse por HHP, existe um aumento da variagcdo na expressao dos genes,
acompanhado do aumento no nimero de genes afetados pela alta presséo. Fato
semelhante, ja foi demostrado por Palhanoet al (2004a)em ensaios de taxa de
gemulacdo de S. cerevisiae, as quais necessitam de pelo menos duas horas para
gue as ceélulas retornem seu crescimento normal, mostrando que os efeitos da HHP
permanecem por algum tempo depois das células terem sido retiradas do

piezotratamento.



40

4.1.1.- Andlise dos genes relacionados a biogénese dos componentes da parede
celular

A figura 1 mostra o comportamento dos genes relacionados a biogénese da parede
celular. Nela podem-se verificar 0s genes superexpressos que se diferenciam do
grupo (outliers) entre os quais podemos destacar os que codificam: STF2, que atua
na regulacdo da sintetase mitocondrial F1FO-ATP; ROML1, proteina trocadora
GDP/GTP para Rholp; SDP1, fosfatase dual-especifica que regula negativamente
Slt2p; ECM38, principal enzima degradadora de glutationa; CSR2, proteina nuclear
proposta como reguladorada endocitose de proteinas da membrana plasmatica;
FMP45, proteina requerida para esporulacdo e para manutencdo do contelddo de
esfingolipidios; PIR3, proteina requerida para estabilidade da parede celular; e
CWP1,manoproteina da parede celular. Os valores de expressdo destes genes séo

mostrados na Anexo 1.

Quando ha uma diminuicdo na forca motriz de prétons ou a presenca de um
desacoplador da fosforilagéo oxidativa,ocorre uma inversao da ATPase, que passa a
hidrolisar o ATP em ADP e Pi(DIENHART et al., 2002). O gene STF2 tem a funcao
estabilizante que aumenta a acdao inibitéria da proteina Inhlp, que por sua vez age
inibindo a hidrdlise do ATP pela F1FO-ATPsintase fazendo com que parede seja
afetada indiretamente pela falta de ATP. J& foi demonstrado em outros trabalhos que
a pressao hidrostatica tem forte atuacdo sobre a expressdo do gene STF2
(FERNANDES et al., 2004; ABE, 2007; BRAVIM, 2011).

Outros estresses também atuam na ativacado deste gene, tais como estresse por
calor (GASCH et al.,, 2000) e etanol (ALEXANDRE et al., 2001). Este ultimo
conhecido por aumentar a permeabilidade da membrana, acidificacdo do meio
intracelular pelo aumento da entrada de prétons (ROSA; SA-CORREIA,1991). O
tratamento com alta pressdo também promove a relativa acidificacdo citoplasmatica
gue, consequentemente, prejudica a atividade da fosfofrutoquinase, enzima que nao
suporta pequenas variagdbes no pH. Outros trabalhos (ABE; HORIKOSHI, 1998;
ABE, 2008) mostraram que a pressao também influencia no decréscimo do pH

vacuolar entre 0,3 e 0,5 unidades.
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Figura 3- Expresséo relativa dos 204 genes relacionados a biogénese dos
componentes da parede celular medidos imediatamente apds o estresse por alta
pressao hidrostatica, 5, 10 e 15 minutos depois o estresse. Os circulos representam
0s genes diferencialmente expressos.

A regulacdo de respostas adaptativas a estresse da parede celular é€,
principalmente, mediada pela via de integridade celular (LEVIN, 2005). Esta via
consiste em uma cascata de fosforilagcao iniciada com a ativacdo de Pkclp, varios
estresses estdo relacionados com a ativacdo desta via, tais como 0 estresse por
calor (MARTIN et al.,1999), estresse hiposmético(DAVENPORT et al.,, 1995) e
agentes causadores de estresse na parede celular (KETELA et al.,, 1999). Dois
genes, relacionados a esta via,apresentaram um aumento em sua expressaono
tratamento com pressédo, ROM1 e SDP1, o primeiro envolvido na ativacao da via por

trocar o GDP por GTP em Rholp, uma enzima ativadora da via de PKC,e osegundo
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esta envolvido na inativacdo da via por desfosforilacdodireta de Slt2p, uma quinase
envolvida na regulacdo desta via. Outros trabalhos também demostraram que a alta
pressdo hidrostatica também causa um aumento na expressdo desses genes
(BRAVIM, 2011; IWAHASHI et al., 2003), entretanto a relacdo entre alta pressao

hidrostéaticaea regulacéo da viade integridade celular ainda ndo esta clara.

Além disso, trabalhos com alta presséo hidrostéatica ja demonstraram que a resposta
transcricional é desencadeada pela expressdo dos genes MSN2/4(DOMITROVIC et
al., 2006), relacionadosas vias de sinalizacdo de resposta a alta osmolaridade e
resposta geral ao estresse. Estudo com estresse por zimolase, um composto que
degrada as redes de 3-1,3 glucano da parede celular, ja demonstrou que as vias de
integridade de parede e de resposta a alta osmolaridade cooperam para responder a
este estresse de parede celular (GARCIA et al., 2009), as quais ativam uma gama
de genes comuns com a HHP. O tratamento com pressdo poderia também ter um
mecanismo parecido, jA que ativa genesrelacionados com as duas vias, contudo,
mais estudos séo necessarios para verificar de fato qual a relacdo da HHP com a via

de integridade de parede e, se realmente, h4 essa relacéo entre as duas vias.

Espécies reativas de oxigénio (ROS, sigla em inglés) sdo geradas endogenamente,
através da fosforilacdo oxidativae atividades enzimaticas, ou exogenamente, por
fatores ambientais, resultando em reacdes de oxidacdo em cadeia que danificam as
estruturas celulares, além de impedir as atividades enzimaticas adequadas por
causar perturbac6es no potencial redox interno da célula (SCANDALIOS, 1997). E,
provavelmente, para manter a maquinaria celular funcionando, ocorrea inducéo de
genes relacionados a esta resposta em diversos estresses ambientais
(SCANDALIOS, 1997). Detectado por testes em larga escala,ECM38 tem relacao
direta com a resposta ao estresse oxidativo e indireta com a biogénese da parede
celular, jA que na auséncia da ECM38 a célula pode transcrever ou traduzir
incorretamente a maquinaria necessaria para a biossintese de todos os compostos
existentes na parede celular (LUSSIER et al., 1997). A inducdo de ECM38 reforca
observacdes sugeridas por Fernandeset al , 2004; lwahashiet al 2005, Bravim, 2011,
que HHP também pode estar causando estresse oxidativo na célula de S.

cerevisiae.
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Na levedura, muitos transportadores de membrana sdo endocitados em resposta ao
excesso de nutrientes ou em condicdes estressantes para serem degradados nos
vacuolos (NIKKO; PELHAM, 2009). O gene CSR2codifica uma proteina pertencente
a classe designada de proteina do tipoarrestina (arrestin-likeproteins,do inglés), que
€ responsavel pela maior parte da degradacdo de Hxt6p sob condi¢cdes de
estresses(NIKKO; PELHAM, 2009). Este gene tem a inducéo relacionada aoutros
estresse, tais como, os estresse relacionados a fermentagéo de vinho (MARKS et
al., 2008) e ao pH alcalino (KURANDA et al., 2006).

Ja foi demonstrato pelo grupo que a HHP tem grande influéncia sobre o
metabolismo de carboidratos, evidenciado pela variedade de genes induzidos que
sao relacionados a esta funcéo e, que consequentemente,conduziria a um aumento
na producéo de etanol (BRAVIM, 2011). A expressao induzida do gene CSR2, em
todos os tempos testados, mostra um controle diferenciado da entrada de glicose
nesta linhagem quando submetida ao tratamento com pressao, entretanto s&o
necessarios mais experimentos para demonstrar qual a real relacdo deste gene com
este estresse, ja que para que Csr2p seja ativada é necessario que ela seja
ubiquitinadapela enzima Rsp5p,cujo gene no tratamento de pressdo apresenta-se

em niveis basais em todos os tempos analisados.

O gene FMP45, que foi induzido a partir de 5 minutos apds a presséao, codifica uma
proteina integral de membrana, a qual estudos mostram que ela pertence a familia
de proteinas de membrana, Sur7p, que sdo relacionadas com a formacao de esporo
e com o conteudo de esfingolipidos da membrana plasmatica (YOUNG et al., 2002).
Além disso, Tarassovet al.(2008) mostrou que Fmp45p revela interacdo com Gpx2p,
gue é envolvida na defesa contra estresse oxidativo. Outros estudos com tratamento
de alta pressdo, também mostraram a indugdo de FMP45 (FERNANDES et al.,
2004; IWAHASHI et al.,2003, BRAVIM, 2011)revelando que, o conteudo proteico da

membrana plasmatica também parece ser sensivel ao piezotratamento.

O tratamento por alta pressdo hidrostatica também induz a expressao de PIR3,
proteina glicosilada que € um componente estrutural da parede celular da levedura,
com envolvimento direto no remodelamento da parede celular (ARROYO et al.,
2009),Além disso esta proteina é requerida tanto na tolerancia ao calor quanto a
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osmotina, um antifangico que alterao potencial e permeabilidade da membrana
plasmatica (GASCH et al.,, 2000; YUN et al., 1997; TOH-E et al., 1993).Outros
estudos,utilizando a HHP, também demonstraram a indugéo deste gene (IWAHASHI
et al.,, 2003, BRAVIM, 2011), entretanto no estudo conduzido por Iwahashiet al.
(2003),em que as células sdo submetidas por 16 h ao estresse de pressédo, foi
observado uma maior quantidade de genes induzidos relacionados ao
remodelamento da parede, mostrando que a inducdo dos genes de parede podem
estar relacionados ao periodo que a célula é submetida a condi¢do estressante.

As manoproteinas compreendem 40% da massa da parede celular.Sao
extensivamente 0- e N-glicosiladas (KLIS et al., 2006) e parecem desempenhar um
importante papel na permeabilidade da parede celular (DE NOBEL et al., 1990;
ZLOTNIK et al., 1984). O gene CWP1 codifica uma das maiores manoproteinas do
exterior da célula e sua delecdo causa um aumento na sensibilidade por alguns
compostos quimicos (DIELBANDHOESING et al., 1998; VAN DER VAART et al.,
1995). Este gene € encontrado induzido quando as células de levedura séo
submetidas a 40 MPa por 16 horas (IWAHASHI et al., 2003), entretanto sua
inducaoparece estar relacionada também ao tempo em que a célula encontra-se fora
do estresse, ocorrendo um aumento de 10 vezes entre a expressao nos tratamento

imediatamentee com 15 minutos apdso estresse.

O comportamento dos genes induzidos pela alta pressao hidrostatica, relacionados a
biogénese da parede celular, mostra que este estresse induz primeiramente 0s
genes relacionados com a protecéo, de forma direta ou indireta, desta organela;
enquanto os genes que sao estruturalmente envolvidos com a parede celular

necessitam de pelo menos 5 minutos a pressdo ambiente para serem induzidos.

4.1.2.- Andlise dos genes relacionados abiogénese da membrana plasmatica

A analise do grupo de genes responsaveis pela biogénese da membrana plasmatica
nao demonstrou nenhum gene comalta indu¢cdo que o diferenciava dos grupos
analisados (Figura 2). O perfil de expressédo dos genes relacionadosa membrana
plasmatica ndo apresentou nenhum gene diferencialmente induzido nos tempos

testados entre os grupos tratados e os controles.
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Figura 4 - Expressdo relativa dos 6genes relacionados a pela biogénese da
membrana plasmatica medidos imediatamente ap0s o0 estresse por alta pressao
hidrostética, 5, 10 e 15 minutos depois 0 estresse. Os circulos representam o0s
genes diferencialmente expressos.

4.1.3.- Andlise dos genes relacionados ao metabolismo de lipideos, acidos graxos e
isoprendides

Sobre o0s genes relacionados ao metabolismo de lipideos, acidos graxos e
isoprendides foram encontradosos seguintes genes superexpressos que se
diferenciam do grupo (Figura 3): YPC1, que catalisa tanto a degradacdo quanto a
sintese de fitoceramida; GPD1, enzima chave para sintese de glicerol;, GUT2
envolvido na utilizagao de glicerol; GPT2, envolvido na acilacdo de glicerol-3-fosfato
e diidroxiacetonana biossintese de lipideos; e HSP12, proteina envolvida na
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manutencdo da membrana em condicdes de estresse. A Anexo 1 apresenta 0s

valores de expressao destes genes.
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Figura 5- Expressédo relativa dos 283 genes relacionados ao metabolismo de
lipideos, acidos graxos e isoprendides medidos imediatamente apds o estresse por
alta pressdo hidrostatica, 5, 10 e 15 minutos depois o estresse. Os circulos
representam os genes diferencialmente expressos.

O gene YPCL1 é responsavel por codificar uma ceremidase alcalina. Ceremidases
sdo intermediarios na via de biossintese dos esfingolipidios e tem-se demonstrado
que em mamiferos esta relacionada com a apoptose e a resposta ao estresse. Na
presenca de fumonisina B1, uma micotoxina e inibidor da sintese de ceramida,
Ypclp tem uma atividade reversa de acil-CoA independente que resulta na producéo

de ceramida e, portanto, pode funcionar como uma ceramidasintase. Esta atividade
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dupla de Ypclp sugere uma possivel via de reciclagem para sintese de ceramida
nas leveduras (SCHORLING et al., 2001; MAO et al., 2000a; MAO et al., 2000b).

Ja foi demonstrado em outros trabalhos a indu¢édo do gene YPC1 pelo tratamento de
pressdo (FERNANDES et al., 2004, BRAVIM, 2011). Mesmo em valores de pressao
diferentes observa-se a indugéo de YPC1, que reforca o fato de que o efeito da HHP
sobre a membrana é devido a sensibilidade dos lipideos (WEBER; DRICKAMER,
1983).

Dois genes envolvidos com a sintese de lipideos a partir do glicerol tem a expressao
induzida pela HHP. GDP1, que codifica a enzima glicerol -3-fosfato- desidrogenase,
responsavel pela reducdo de diidroxicetona fosfato (DHAP) a glicerol-3-fosfato e
GPT2, que codifica a glicerol-3-fosfato aciltransferase responséavel por catalisar a
reacdo do acilCoA e glicerol-3-fosfato para produzir acido lisofosfatidico precursor

imediato do acido fosfatidico (Zheng; Zou 2001).

Sabe-se que a sintese de glicerol esta fortemente associada com a protecao contra
estresse osmotico sendo responsavel tanto pelo controle da osmoregulacao, quanto
pelo controle do balangco redox na célula, reciclando NAD® em condicGes
anaerobicas (JOHANNES et al., 1986), além disso, estudos com o tratamento de
pressdo hidrostatica tém demonstrado que o estresse osmotico esta associado a
producdo de etanol apdés o piezotratamento (BRAVIM, 2011). Aqui, se verifica
também que parte desse glicerol poderia ser desviado para producdo de lipideos

apos o estresse pela indugéo de GPT2.

Assim como em outros estresses, o tratamento com alta pressdo € um indutor muito
conhecido de uma variedade de genes que codificam as chaperonas (FERNANDES
et al., 2004,IWAHASHI et al., 2003, BRAVIM, 2011). Neste trabalho, a expressao da
HSP12 é notada nos tempos 5, 10 e 15 minutos apds o estresse. E conhecido, que
estresses que causam danos severosa membrana plasmatica, tais como estresse
por etanol e osmotico, estdo relacionados com a inducdo de HSP12 (YALE;
BOHNER, 2001; SAHARA et al., 2002).

Welkeret al.(2010) mostraram que a Hspl2p tem uma funcdo protetora na

morfologia da célula e pode estabilizar a membrana, atuando na mudanca de sua
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fluidez. Ja foi mostrado que a alta pressdo hidrostatica altera intensamente a
estrutura da membrana (FERNANDES et al.,, 2001) e a inducdo das HSPs,
principalmente HSP12, estando relacionada a desestabilizacdo da membrana pelo
tratamento com HHP (FERNANDES et al., 2004).
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Figura 6- Expressao relativa dos 62 genes relacionados ao metabolismo de
polissacarideos medidos imediatamente apds 0 estresse por alta pressao
hidrostética, 5, 10 e 15 minutos depois 0 estresse. Os circulos representam 0s
genes diferencialmente expressos.
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4.1.4.- Andlise dos genes relacionados ao metabolismo de polissacarideos de
parede celular

A Figura 4 demonstra o comportamentodos genes relacionados ao metabolismo de
polissacarideos. Somente um gene relacionado aos polissacarideos de parede
celular esta superexpresso, 0 SHC1, que € requerido para sintese de quitosano. O

valor de expresséo deste gene é mostrado na Anexo 1.

SHC1 é um gene induzido durante a esporulacdo, necessario para sintese de
ascosporo (SANZ et al., 2002). Um aumento na expressdo deste gene ja foi descrito
em células crescidas em pH alcalino (Hong et al., 1999). Neste trabalho, o estresse
por HHP fez com que este gene fosse induzido logo apds a pressao e também 5 e
10 minutos depois de aplicado o estresse. Outros trabalhos com diferentes valores
de pressdo nao demonstraram este mesmo resultado (FERNANDES et al.,
2004,IWAHASHI et al., 2003).

Os demais genes superexpresssos estdo relacionados ao metabolismo de outros
polissacarideos, tais como glicogénio.

4.1.5.- Andlise dos genes localizados na parede celular

Apenas poucos genes que codificam proteinas localizadas na parede celular foram
induzidos apds os tratamentos de presséao (Figura 5). Sao eles,OSW2, uma proteina
com funcdo desconhecida que pode estar relacionada com a montagem da parede
celular do esporo; PIR3 e CWP1, dois genes jA mencionados. Os valores de

expressao destes genes sdo mostrados na Anexo 1.

OSW?2 é um gene requerido para os ultimos passos na sintese da parede do esporo,
talvez na conclusdo da camada de ditirosina (COLUCCIO et al., 2004). Assim como
na indugcdo do gene SCH1, OSW2 também foi induzido nos tempos 0, 5 e 10 min
seguido de um decaimento em sua expressdo 15 minutos ap0s o estresse. A
inducéo destes dois genes no estresse,nos primeiros instantes apos a perturbagéo
poderia estar envolvida com uma tentativa da célula esporular, entretanto mais

estudos sdo necessarios para comprovar este fato.



50

O
q- p—
— O
Q
=
e o -
4t '
S «~ - ;
- T B — :
o | ! ;
> ° : | :
_'_l t ] 1 P
© !
D o 4
O , ;
ZCU ¥ 1 :
w ! : 1 ]
g | : ;
] | _:_ :
B_ (I\I _ o} :
> o o ;
LLi o i
O [N E—
@]
i | | i
0 5 10 15
Tratamento

Figura 7- Expresséo relativa dos 43 genes localizados na parede celular medidos
imediatamente apds 0 estresse por alta pressao hidrostatica, 5, 10 e 15 minutos
depois o estresse. Os circulos representam os genes diferencialmente expressos.

4.1.6.- Andlise dos genes localizados na membrana plasmética

A figura 6 mostra o perfil de expressdo dos genes que codificam proteinas
localizadas especificamente na membrana plasmatica, dentre eles,pode-se destacar
0s genesPDR11, envolvido na captacdo de esterol; TPK2, que codifica a isoforma da
subunidade catalitica de PKA; HSP30,umachaperona da familia das proteinas de

choque térmico; RAS2, uma proteina ligante de GTP; e PST1, uma proteina que
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contém um sitio de ancoragem a GPI. Os valores de expressao destes genes sao

mostrados na Anexo 1.
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Figura 8- Expresséo relativa dos 172 genes localizados na membrana plasmatica
medidos imediatamente ap0s 0 estresse por alta pressdo hidrostatica, 5, 10 e 15
minutos depois o estresse. Os circulos representam os genes diferencialmente

expressos.

O gene PDRI11 é requerido para o crescimento anaerobico e esta envolvido na

captacdo de esterol quando as outras proteinas que exercem essa funcdo estédo
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comprometidas (WILCOX et al., 2002). No estresse por alta pressao hidrostatica,
este gene se mostra induzido imediatamente apds o tratamento, isto pode estar
relacionado a adaptacdo da célula ao estresse. Ja foi relatado, que a adicdo de
ergosterol, induz a tolerdncia ao estresse térmico e etanol,estes estresses sao
conhecidos por causaremdanosa membrana plasmatica em linhagens esterol-
auxotrofico (SWAN; WATSON, 1998).

Sabe-se que a via de RAS/PKA tem um papel central na resposta a mudancas na
concentracdo de glicose e iniciacdo dos processos de sinalizacdo que levam ao
crescimento celular e divisdo (SANTANGELO, 2006; WANG et al., 2004; BROACH,;
DESCHENES, 1990). Através da fosforilacdo de varios alvos, a PKA regula os
processos envolvidos no crescimento celular, na resposta a nutrientes e outros
estresses, entre eles, o0 estresse por choque osmético e térmico (ESTRUCH, 2000).
E tanto RAS2 quanto TPK2 sao dois importantes componente dessa via de

sinalizacéo.

RAS2 codifica um homologo do oncogene RAS de mamiferos e é altamente
relacionado com o gene RAS1 das leveduras (BROEK et al., 1985). Ras2p regula
processos como a esporulagdo, crescimento filamentoso e a resposta a privacéo de
nitrogénio através de seus efeitos sobre a adenilatociclase(BROEK et al., 1985). E
TPK2, que codifica uma isoforma da subunidade catalitica da proteina quinase
dependente de cAMP (PKA, sigla em inglés), a quinase efetora da via de sinalizacéo
RAS-cAMP(SANTANGELO, 2006; BROACH, 1991).

J& é conhecido que a baixa atividade da PKA esta relacionada com varios fatores,
entre eles,a resposta das células ao estresse,desresprimindo 0s genes que contém
os elementos STRE. Entretanto, ja foi relatado que pode haver uma possivel
cooperacao entre a resposta ao estresse por baixas temperaturas e a via de
sinalizacdo da PKA,a qual induz muitos genes desta via,sendo o aumento da fluidez
da membrana o agente que causaria apossivel mudanca do estado fosforilado dos
componentes da via de sinalizacdo de cAMP-PKAe consequentemente a ativacao
(SAHARA et al., 2002).Nosso trabalho demonstrouum aumento de RAS2 5 minutos

apos o tratamento e a inducdo deTPK2 em todos os tratamentos, isso demonstra
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gque o mecanismo de resposta a alta pressao hidrostatica também pode estar

relacionado com esta via de sinalizacéo.

Outro gene da familia das HSPs, HSP30 também se mostrou induzido, pelo
tratamento de HHP. A inducdo deste gene ja foi demonstrada apds diferentes tipos
de estresse, inclusive apds o piezotratamento. Fernandes et al. (2004) observaram
em seu estudo que os genes HSP12 e HSP30 sofrem forte inducdo apds estresse
de 200 MPa por 30 minutos.

O gene PSTl1codifica uma proteina de parede celular que contém um sitio de
ancoragem-GPI, sendo secretadas para regenerar protoplastos; sua indugédo esta
relacionada a via de integridade celular, mediada por RIm1p, e também induzido em
resposta ao dano da parede celular por meio do rompimento de FKS1(HAMADA et
al., 1999; JUNG; LEVIN, 1999; TERASHIMA et al., 2000). Neste trabalho, esse gene
encontra-se induzido 15 minutos apés o tratamento de pressdo. Um fato
interessante observado foi que muitos genes envolvidos com a via de PKC, assim

como PST1, tém seu nivel de inducdo aumentadol5 minutos apds o estresse.

4.1.7.- Andlise dos genes intermembranares e endomenbranares

Avaliou-se, também, o comportamento dos genes responsaveis por codificar
proteinas intermembranares e endomembranares (figura 7). Os genes que se
comportam diferentemente do grupo sao: AQY1l, um canal de agua esporo-
especificoque medeia o transporte de agua através da membrana; e TFS1 envolvida
na regulagcdo da PKA. Os valores de expressao destes genes sdao mostrados na

Anexo 2.

AQY1, esta envolvido na mediacdo do transporte de agua através da membrana
celular, e podem desempenhar um papel na maturagdo de esporos, provavelmente
permitindo o escoamento de agua; pode também estar envolvido na tolerancia ao
frio (SIDOUX-WALTER et al., 2004; TANGHE et al., 2002; LAIZE et al., 1999). Neste
trabalho, este gene apresentou um aumento na expressdo logo apos o

piezotratamento e 10 minutos depois do estresse.
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Outro gene relacionado com a via de PKA, o gene TFS1 esta envolvido com a
inibicdo de Ira2p, regulador negativo de RAS (CHAUTARD et al.,, 2004). Sua
transcricdo também € modulada pela resposta ao estresse, sendo que sua
expressao é elevada ap0s estresse oxidativo, mudanca diauxica e estresse por calor
(BOY-MARCOTTE et al., 1999; BOY-MARCOTTE et al., 1998; GODON et al., 1998).
Mais uma vez mostrando que a via de PKA pode ter um importante envolvimentoem

resposta aalta pressao hidrostatica.
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Figura 9-Expressdo relativa dos 158 dos genes intermembranares e
endomenbranares medidos imediatamente apds o estresse por alta pressao
hidrostatica, 5, 10 e 15 minutos depois 0 estresse. Os circulos representam 0s
genes diferencialmente expressos.
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4.2.- Comparacao com o estresse por alta pressdo em longos periodos

Para demonstrar as particularidades do estresse causado as leveduras
imediatamente apos a aplicacao da alta presséo hidrostatica por 30 minutose 15 min
apos o tratamento, foi realizado uma analise de correlacdo entre estes tratamentos e
o tratamento de 40 MPa por 16 h (IWAHASHI et al., 2003).lwahashiet al. (2003)
mostraram em seu estudo,que 16 horas sob pressédo de 40 MPa é tempo suficiente
para remodelar toda sua estrutura da célula de levedura.Além disso, este tratamento
continha o valor de pressdo,encontrado nos bancos de dados,mais proximo

aosvalores de pressao de 50 MPa.

Para analise comparativa, 0os grupos de genes avaliados anteriormente foram
incorporados em dois grandes grupos.O primeiro referente a parede celular, que
inclui os genes do metabolismo de polissacarideos, biogénese da parede celular e
genes localizados na parede celular.O segundo grupo possuia genes relacionadosa
membrana plasmatica,nesse grupo séo incluidos genes do metabolismo de lipideos,
acidos graxos e isoprendides, além de representantes da biogénese de membrana
plasmatica,proteinas integrais de membrana e endomembranares. Para gerar os
gréficos, foi construido um software na plataforma estatistica R (R DEVELOPMENT
CORE TEAM, 2011), possibilitando verificar os genes analisados, que foram
marcado em preto (pontos pretos) e os demais genes, que foram marcados em azul

(pontos azuis).

4.2.1.- Andlise dos genes relacionados a parede celular

O gréfico apresentado na Figura 8 compara o tratamento de 50 MPa por 30 minutos
e 40 MPa por 16 horase mostra que a maioria dos genes relacionados com a parede
celular apresentaram pouca variacdo em sua expressao,em ambos 0S
tratamentos.Os genes que foram induzidos em 50 MPapor 30 min e que variaram
pouco na adaptacédo ao tratamento com pressédo de 40 MPa por 16 h, foram: GLC3,
GLN1, GSY1, GSY2 e GPH1l (os valores da expressdo destes genes estado

apresentados na Anexo 2).
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Figura 10 — Grafico de correlacdo dos genes relacionados a parede celular (pontos
pretos) apds tratamento de 50 MPa por 30 min e 40 MPa por 16 h. Os pontos azuis
referem-se aos demais genes.

Este grupo de genes € caracterizado, em grande parte,por pertencerem ao
metabolismo de glicogénio e a biossintese de glicogénio e amido. J& € conhecido
que o conteudo de glicogénio varia fortemente e rapidamente em resposta as
mudangas nas condicfes ambientais, incluindo escassez de nutrientes, choque

térmico, estrese osmoético e oxidativo(PARROU et al., 1997).

Francois et al. (2012)prop6s que o0 estresse causado na parede celular ou na
membrana podem, de alguma forma, ativar PSK1/2, que sdo quinases efetoras da
via PAS quinase, as quais induzem a fosforilagdo da enzima Gphlp, responsaveis

pela degradacdo de glicogénio e formacdo de glicose-1-fosfato — um dos
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precursores para formacdo do [B-glucano e trealose.Além disso,Psk1/2p inibe a
formacdo de glicogénio por fosforilar Gsy2p e também induzir a formagao de -
glucanopela ativacdo da enzima Ugplp. O gene PSK1 encontra-se induzido nos

tratamentos de 50 MPapor 30 minutos e 5, 10, 15 min apés a pressurizagao.

Ao contrario, alguns genes estdo induzidos no tratamento de 40 MPapor 16 horas, e
variaram muito pouco apos o tratamento de 50 MPa por 30 min, séo eles, TIP1,
CRH1, PIR3, SLT2, HSP150, SED1. O genePIR1 sofreu repressdo no tratamento de
pressdo de 50 MPa por 30 min e esta aumentado na pressédo de 40 MPa por 16 h.

Valores da expressao desses genes estao apresentados na Anexo 2.

No periodo de 16 horassobo estresse dealta pressdo hidrostatica, varios genes
induzidos estdo relacionados com os constituintes estruturais da parede celular. O
efeito da HHP poderia induzir, primeiramente, os genes que se relacionam com a
formacao de B-glucano ou mesmo trealose, um carboidrato conhecido, também, por
estabilizar a membrana plasmatica em condi¢cdes de estresse, e mais tardiamente,
requisitar 0s genes para reconstrucdo da parede da celular, entretanto para

confirmar esta hipétese seriam necessarios mais experimentos.

A Figura 9 apresenta um grafico que correlaciona os tratamentos de 50 MPa por 30
min seguido de incubacéo a pressdo ambiente por 15 min e o tratamento de 40 MPa
por 16 h.Verifica-se um maior nimero de genesrelacionados com a parede celular
sendo induzidos apés 15 minutos de incubacdo a pressdo ambientequando
comparado aotratamento por 40 MPa por 16 horas.Além disso, nota-se que a
maioria dos genes induzidos durante a alta pressdo apresentaram valores de
expressao maiores para o tratamento de 50 MPa. Os principais genes induzidos
15min apos o piezotratamento e que foram pouco afetados no tratamento de 40
MPaestédo listados na Anexo 3, sendo eles, ECM4, GLG1, SDP1, GLC3, STF2,
MYO3, GDB1, SGA1, GSY1, GSY2, CAP1, SPI1, ECM38 e GPH1.

Os principais termos ontologicos encontrados nesse grupo de genes referem-se ao
metabolismo de glicogénio, ao metabolismo de amido e sacarose e a resposta a
estimulos abidticos. Um mecanismo utilizado pelas leveduras para proteger o

sistema interno dos efeitos da variagdo do meio ambiente é iniciar um programa de
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expressao comum de genes que, geralmente, protege a célula durante momentos de
estresse, este programa refere-se a resposta ao estresse ambiental (ESR, sigla em
inglés) (GASCH, 2002). Varios genes induzidos15 minutos apés o tratamento com

alta presséo foram também induzidos apdés o estresse térmico.
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Figura 11- Grafico de correlacdo dos genes relacionados a parede celular (pontos
pretos) apos tratamento de 50 MPa por 30 min seguido de incubagdo a pressao
ambiente de 15 min e 40 MPa por 16 h. Os pontos azuis referem-se aos demais
genes.

Ja foi relatado que células pré-tratatadas com alta presséo hidrostatica seguida de
um periodo de incubagcdo a pressdo atmosférica e depois submetidas ao choque
térmico adquirem protecdo para o estresse por temperatura (PALHANO et al.,
2004a). A inducéao destes genes pode estar relacionada com esta resposta.
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Ja os genes que sao induzidos a 40 Mpa por 16h e que ndo apresentaram variacoes
de expressao 15minutos apos o tratamento de 50 MPa, foram: TIP1, RLM1, CRH1,
SLT2. Os valores referentes a expressdo destes genes estdo apresentados na
Anexo 3. O termo que esta mais bem associado a este grupo € a organizacdo da
estrutura externa do encapsulamento. Mesmo 15 minutos apés HHP foi percebido
gue quinases relacionadas a construcdo da parede continuaram com pouca
variacdo, apesar de SLT2,enzima que possui papel fundamental na via de

integridade celular, apresentar um leve aumento em sua expresséao.

4.2.2.- Andlise dos genes relacionados a membrana

Quanto aos genes relacionados a membrana plasméatica nos tratamentos de 50 MPa
por 30 Min e 40 MPa por 16 h (Figura 10) foi notado que a maioria deles, assim
como 0s genes relacionados a parede, ndo apresentam grandes variagcdes na
expressdo. Entretanto, percebe-se que mais genes relacionados a membrana
plasmatica foram induzidos quando comparados com 0s genes relacionados com a
parede celular. Dois grupos diferentes destacam-se nesta figura, sendo um grupo
em que os genes foram induzidos no tratamento de 50 MPa por 30 minutos e
apresentaram pouca variacdo no tratamento de 40 MPa por 16 h, e o outro grupo,
em que os genes foram induzidos no tratamento de 40 MPa por 16 h, mas ndo no
estresse de 50 MPa por 30 min.

Os genes induzidos no piezotratamento por 30 minutos, mas nao no tratamento por
16 horas, foram: AGP1, YRO2, PHM7, PUT4, GIT1, MEP1 e SEOL1. O gene DIP5
apresentou a expressao aumentada no tratamento por 30 minutos com alta pressao
e no tratamento com 16 horas encontra-se muito reprimido. Os valores destes genes
foram mostrados na Anexo 2. Os principais termos associados a este grupo sao

proteinas integrais de membrana e permeasse para aminoacidos.
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Em vérias situacfes estressantes a levedura ndo acumula alguns aminoacidos
(KAINO; TAKAGI, 2008). As permeases de aminoacidos sao responsaveis pelo
transporte de substrato para o interior da célula em resposta as necessidades
nutricionais da levedura (PROCOPIO et al., 2011). Além disso, alguns aminoacidos,
como por exemplo, a prolina, tem importante papel na resposta ao estresse como
osmoprotetore, também, esta envolvido na estabilizacdo de membrana e proteinas
(TAKAGI, 2008). A inducéo destes genes é um indicativo que sob o estresse de alta

pressao a célula também estaria sofrendo estresse osmotico.

Os genesPST1, YPS3 e SED1 foram induzidos no tratamento de 40 MPa por 16 h,
mas nao apresentaram grande variagdo no tratamento de 50 MPa por 30 min. Os
valores referentes a estes genes encontram-se na Anexo 2. O termo ontolégico aos
quais estes genes se referem é proteina de ancoragem-GPI. Estes genes estdo
envolvidos nos mecanismos de defesa celular, principalmente, na defesa
contraestresses que causam dano na parede celular (KRYSAN et al., 2005; JUNG,;
LEVIN, 1999; SHIMOI et al., 1998).
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Figura 12- Grafico de correlacdo dos genes relacionados a membrana plasmética
(pontos pretos) apds tratamento de 50 MPa por 30 min e 40 MPa por 16 h. Os
pontos azuis referem-se aos demais genes.

Com relacao aos genes expressos 15 minutos apos o tratamento de presséo (Figura
11), observa-se um maior nimero de genes,relacionados a membrana plasmatica,
reprimidos quando comparado com o tratamento de 50 MPapor 30 min. Entre os
genes que foram induzidos 15 minutos apos a pressao, mas ndo no estudo com 40
Mpa porl6 horas, estdo: YRO2, PHM7, YCR061w, MCR1, VMR1, YGR149w, YPC1,
BPT1 e GPT2. A Anexo 3mostra os valores de expressdo destes genes. Os
principais termos associados a estes genes sao proteinas integrais de membrana e

vacuolo.
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Figura 13- Grafico de correlacdo dos genes relacionados a membrana plasmética
(pontos pretos) apos tratamento de 50 MPa por 30 min seguido de incubacdo a
pressdo ambiente e 40 MPa por 16 h. Os pontos azuis referem-se aos demais
genes.

Sabe-se que valores de pressdo de 200 MPa causam o desaparecimento dos
vaculos(Fernandes et al., 2001). Talvez a expressdo desse grupo de genes seja
uma resposta a uma injdriainicial ocorrida nesta organela e, possivelmente, com
passar do tempo em alta presséo acélula seja capaz, de alguma forma,responderas

perturbacdes ocorridas nos vacuolos.

Quanto aos genes induzidosa 40 MPa por 16 h e que ndo sofrerammodificacdo apos
15 minutos a pressdo ambiente pode-se citar, MET1, ERG25e POXL1. Estes genes
estdo relacionados ao processo de oxi-reducdo. Os valores de expressao destes

genes sdo mostrados na Anexo 3.
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MET1 esta envolvido com a sintese de siroheme, grupo prostético utilizado na
enzima sulfito redutase para reduzir sulfito a sulfeto (HANSEN et al., 1997), sua
inducédo ja foi relatada em células submetidas ao estresse oxidativo(CARMEL-
HAREL et al., 2001). Sulfito € uma substancia utilizada como conservante em
alimento, bebidas e produtos farmacéuticos, sendo considerada comotoxica para 0s
microrganismos(TAYLOR et al., 1986).

ERG25codifica a C-4 metil esterol oxidase que catalisa o primeiro passo para
remover dois grupos C-4 metil na biossintese de ergosterol(BARD et al., 1996). J4 é
conhecido que estresses que causam desestabilizacdo na membrana, tais como,
choque osmdtico, etanol, frio e alta pressdo hidrostatica mostram uma discreta
inducdo de ERG25(FERNANDES et al.,, 2001; ESTRUCH, 2000; BROACH,;
DESCHENES, 1990; BROEK et al. 1985; WEBER; DRICKAMER, 1983). POX1
codifica uma enzima envolvida na beta-oxidacdo dos acidos graxos nos
peroxissomos(DMOCHOWSKA et al., 1990) e sua inducdo ja foi relatada durante a
esporulacédo (BORDE et al., 2009).

A inducdo desses genes parece estar mais envolvida com a manutencdo da
membrana e a resposta ao estresse na adaptacdo a alta pressdo hidrostatica por

periodos mais longos que por periodos mais curtos.

E possivel também encontrar genes que foram induzidos nos dois tratamentos, tais
como: PST1, SED1 e OPI3. Estes genes referem-se a organizacdo da parede

celular. Os valores de expressao sdo mostrados na Anexo 3.

A inducéo de alguns genes envolvidos com a via de sinalizagcdo da integridade
celular também foi notada 15 minutos ap0s a pressurizagdo, mesmo que as

quinases relacionadas com essa via ainda ndo estejam induzidas.

Outro grupo génicoque se destaca, refere-se aos genes que foram reprimidos a 50
MPa por 30 min seguido de incubacéo a pressdo ambiente e que pouco variaram a
40 MPa por 16 h, foram eles: IZH4, ZRT1, AGP1, HXT6, THI7, HXT1, YEH1, OLE1,
GNP1 e IZH1(os valores de expressao sdo mostrados na Anexo 3). A maioria destes
genes sdo proteinas integrais de membrana com dominios citoplasmaticos

envolvidas no transporte de varios compostos, tais como zinco, glicose e
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aminoécidos. Exceto por YEH1, OLE1 e I1ZH1, os genes estdo reprimidos nos dois
tratamentos, o momento metabdlico da célula talvez torne desnecessario a

expresséo destes genes.

Entre os genes que estdo reprimidos em ambos o0s tratamentos encontram-se:
HXT7, HXT4, HXT2 (os valores de expresséo destes genes estdo contidos na Anexo
3). Tanto 15minutos apos a pressdo quanto a célula submetidas a um longo periodo

de estresse parece ter um mecanismo comum guanto a entrada de glicose na célula.

4.3.- Caracteriza¢ao hierarquica da pressdo com outros estresses

Utilizou-se do agrupamento hierarquico do microarranjo contento 0s genes
relacionados com a parede celular e membrana para mostrar as discrepancias e as
similaridades entre o0s estresses por alta pressao hidrostética ediversos outros
estresses. O algoritmo de agrupamento hierarquico foi usado para agrupar genes
com base no padréao de similaridade que varia ao longo das amostras (EISEN et al.,
1998). Este método € muito utilizado em pesquisas com céancer, as quais pretende
identificar as semelhancas entres os diferentes tipos de céancer, com base na
similaridade da expressao génica (ALIZADEHet al., 2000). Os dados sao mostrados
em uma matriz na qual as linhas representam o resultado da hibridizacdo de um
determinado gene e as colunas representam o resultado da variagdo medida em

todos 0s genes em uma amostra.
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Figura 14— Dendograma Geral com classificacdo hierarquica de varios estresses. As cores vermelhas representam o0s genes
induzidos, enquanto as verdes representam os genes reprimidos. Os aumentos apresentam os clados com os tratamentos com a
HHP em que (A) representa o tratamento de50MPa por 30 min, 50MPa por 30 min + 0,1 MPa por 5min,50MPa por 30 min + 0,1
MPa por 10min e 50MPa por 30 min + 0,1 MPa por 5min; (B) 200 MPa por 30min; e (C) 40 MPa por 16h.
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Para construir a matriz do dendograma foi necessario criar um software na
plataforma R que selecionava e alinhava os diferentes estresses obtidos nos bancos
de dados. Em seguida foi utilizado o software Cluster verséo 3.0 (EISEN et al., 1998)
que fez agrupamento hierdrquico. Para visualizar os resultados foi utilizado o
software TreeView versdo 1.1.4r3 (SALDANHA, 2004), os niveis de expressao de
cada gene sao representados pela variacbes das cores, na qual a cor vermelha
representa valores induzidos, enquanto as cores verdes representam genes que Sao

reprimidos.

A Figura 12 mostra o agrupamento hierarquico dos estresses de 50 MPa por 30
minutos, seguido de incubacdo a pressdo ambiente de 5, 10 e 15 min relacionado
com o tratamento de 200MPa por 30 min (FERNANDES et al., 2004) ede 40MPa por
16h (IWAHASHI et al., 2005), além de mais 498 diferentes fontes de estresse
conduzidos por Gasch et al. (2000). Esta figura mostra uma complexa, mas
ordenada imagem das variagbes nos padroes de expressao génica da levedura
gquando submetida aos diferentes tipos de estresse, com grandes conjuntos de

genes exibindo coordenada expressao nos diferentes tratamentos.

As analises dos genes relacionados a parede e a membrana (Figura 12a), revelaram
que os quatro tratamentos com 50 MPa,apresentam grande semelhanca com os
estresses causados pela suplementacéo de Ca?* (0,4M) e FK506 (1,0 g/ml) por 15
min (Yoshimoto et al. 2002). Este estudo pretendia avaliar o comportamento da
célula de Sacchoromycescerevisiaefrente aos efeitos causados pelo acumulo de
calcio e sodio e a inibicdo da calcineurina para evidenciar qual seria o principal

regulador desta via.

A calcineurina, uma proteina fosfatase Ca**/dependente de calmodulina altamente
conservada, tem um importante papel no acoplamento de sinais de Ca’® para
respostas celulares, tais como manutencgédo da viabilidade celular (ARAMBURU et
al., 2000; MAZUR et al, 1995). A inducdo da sinalizagdo dependente de
calcineurina, aumenta a expressdo de GSC2 que codifica a p-1,3-glucano sintase
(MAZUR et al., 1995). O imunossupressor FK506 (tacrolimus) € um inibidor

especifico de calcineurina (LIU et al., 1991).
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A alta pressao hidrostatica, interessantemente, parece causar um efeito muito similar
nos genes de parede e membrana causados pela suplementacdo de calcio e
supresséo da calcineurina. Fernandes et al. (2001) mostrou que a HHP tem forte
atuacao nos vacuolos que sao quebrado e desaparecem a 200 MPa. Talvez a saida
do Ca®" dos vacUolos para o citoplasma pelo efeito da alta pressédonestas organelas
seja um dos motivos que fazem com estes estresses sejam similares na resposta a

nivel de expresséo génica.

Outro fato interessante € queo piezotratamento de 200 MPa por 30 min e de 40 MPa
por 16 h mostraram-se muito diferentes da pressédo de 50 MPa deste estudo epor
sua vez foram agrupados em clados muitos distantes. O tratamento de alta pressao
por200MPa (Figura 12b) mostrou um perfil de expressdo génico muito mais parecido
com o perfil de células que tiveram superexpresso o gene MSN4. J4, o tratamento
com alta pressédo por 16 horas (Figura 12c) tem um perfil de expresséo similar a de

células submetidas a MnCl, a 3mM por 30 minutos.

4.4.- Avaliacao dos fatores de transcricdo responsaveis pela resposta ao estresse da
parede e membrana celulares

Para fazer essa avaliacdo foi necessario desenvolver uma rotina computacional para
avaliarquais eram os fatores de transcricdo que também tinham sido induzidos
dentre 0 grupo de genesque apresentavam expressao acima de 2. Utilizou-se a
plataforma R para fazer esta tarefa. Além disso, foi necesséario acessar o banco de
dados YEASTRACT para obter a relacao dos fatores de transcricdo que apresentam
documentada interacdo com os genes selecionados (ABDULREHMAN et al., 2011;
MONTEIRO et al., 2008; TEIXEIRA et al., 2006). Utilizou-se também do software
Cystoscape verséo 2.8.2 para construir as redes de interacdo (SMOOT et al., 2010).

A analise dos fatores de transcri¢ao foi feita com os dados de expresséo da célula
imediatamente e 15 minutos apO0s o piezotratamento. As figuras apresentam o0s
fatores de transcricdo em quadrados e 0os demais genes em circulos, numa variagao
de cores de verde ao vermelho que dizem o quanto os nodos sao conectados, sendo

os verde menos conectados e os vermelhos mais conectados.
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A Figura 13 mostra que para os genes induzidos de parede e membranaforam
requisitados 13 fatores de transcricdo, sendo 0s principais, € que mais possuem
conexdes, MSN4, YAP1, ADR1 e NRG1.

MSN4 codifica um fator de transcricdo que regula, juntamente com Msn2p,a
resposta geral ao estresse em S. cerevisiae(MARTINEZ-PASTOR et al.,, 1996).
Aproximadamente 200 genes tém sua expressado regulada por Msn2p e Msn4p em
resposta a varios estresses, incluindo estresse por calor, choque osmético, choque
oxidativo, etanol e alta pressdo hidrostatica, por se ligar ao elemento STRE
(DOMITROVICet al., 2006; GASCH et al., 2000; CAUSTON et al., 2001; MARTINEZ-
PASTOR et al., 1996).Neste tratamento, o gene MSN4 mostrou-se induzido 0,98

vezes.
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Figura 15— Rede de regulacdo dos fatores de transcricdo superexpressos e seus respectivos alvos também induzidos no
tratamento de 50 MPa por 30 min. As cores representam a conectividade do gene na rede na qual as cores verdes apresentam
pouca conectividade e vermelhas muito conectividade.
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O fator de transcricdo YAP1 é responsavel por ativar os genes de resposta
antioxidante ao estresse oxidativo (TEMPLE et al., 2005). Assim como Msn2p,
Yaplp tem sua atividade transcricional regulada pela localizacdo celular (LIU;
THIELE, 1996). O resultado do microarranjo mostrou que YAP1 teve um aumento

em sua expressao de 0,83 imediatamente apds o piezotratamento.

O gene ADRL1 codifica um fator de transcricdo que esta envolvido na inducédo de
genes que sao regulados pela repressdo de glicose (YOUNG et al.,, 2003).
Incialmente Adrlp foi identificada mediando a expressdo da enzima alcool
desidrogenase (Adh2p), mas agora € conhecido por controlar a atividade de genes
envolvidos na fermentacdo de glicose, metabolismo de glicerol, utilizacdo de acidos
graxos e biogénese de peroxissomos(TACHIBANA et al., 2005; CIRIACY, 1975). No
primeiro tempo testado a alta presséo hidrostatica induz a expressao deste gene em

1,9 vezes.

NRGL1 codifica um repressor transcricional que recruta o complexo Cyc8p-Tuplp aos
promotores, que medeia arepressao de glicose e regula negativamente uma
variedade de processos, incluindo o crescimento filamentoso e a resposta ao pH
alcalino (ZHOU; WINSTON, 2001; KUCHIN et al., 2002). Além disso, ja foi mostrado
gue NRG1 estad envolvido também com a regulacdo dos genes que contém o
elemento STRE, e sua dele¢cdo causa diminuicdo da tolerancia da célula ao
congelamento (VYAS et al., 2005). O gene NGR1 apresentou-se induzido 1,55

vezes, no primeiro tratamento.

Manter uma adequada expressao transcricional durante o desenvolvimento ou, em
resposta & mudancas do ambiente, requer um equilibrio delicado entre reguladores
transcricionais com a ativacdo e repressao das funcdes celulares (HANLON et al.,
2011). Aqui se verifica que a HHP pode estar causando uma coordenada regulacéo
dos genes relacionados a resposta ao estresse, ativando tanto indutores quanto
repressores de elemento STRE, além disso, pode se verificar um possivel efeito
sinérgico dosfatores de transcricdo nos quais de maneira geral apresentam baixo
nivel de inducdo em sua expressao, entretanto varios fatores de transcricdo que tem

0S mesmos alvos séo requisitados.
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Em relacdo aos fatores de transcricdo induzidos 15 minutos apds o piezotratamento
(Figura 14) é notavel um maior numero de fatores de transcricdo sendo induzido.
Entre os que mais possuem conexdes estdo HSF1, CIN5, GIS1, INO4, CST6, além

de MSN4, ADR1eYAP1 que continuam aumentados neste tratamento.

O gene HSF1 codifica um fator de transcricdo que regula a transcricdo de centenas
de alvos em resposta ao estresse, incluindo genes envolvidos no dobramento de
proteinas, detoxificacdo, geracdo de energia, metabolismo de carboidrato e
organizacdo da parede celular (HAHN et al., 2004; EASTMOND; NELSON, 2006).
CIN5S é um fator de transcricdo pertencente a familia yAP-1 que interage fisicamente
com o complexo Tupl-Cyc8 e recruta Tuplp para seus alvos e é comumente
relacionado a resposta ao estresse (HANLON et al., 2011).
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Figura 16- Rede de regulacdo dos fatores de transcricAo superexpressos e seus respectivos alvos também induzidos no
tratamento de 50 MPa por 30 min seguido de incubagéo a pressdo ambiente de 15 min. As cores representam a conectividade do
gene na rede na qual as cores verdes apresentam pouca conectividade e vermelhas muito conectividade.
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O fator de transcricdo Gislp envolvido na expressdo de genes durante a limitacao
de nutrientes e com a via de sinalizacdo RAS/CAMP, tem sua atividade modulada
por limitada protedlise mediada por proteassoma(ZHANG; OLIVER, 2010;
PEDRUZZI et al., 2000). INO4 codifica um fator de transcricdo que é requerido para
desrepressao de genes envolvidos com a biossintese de fosfolipideos(SANTIAGO;
MAMOUN, 2003), analise em silica também sugere que ele possa estar envolvido
com o controle da resposta ao estresse (ERNST et al., 2007). CST6 € um fator de
transcricao envolvido na utilizagdo de carbono e conhecido por ser afetado pela PKA
e estresse (GARCIA-GIMENO; STRUHL, 2000).

A rede de interacdo entre os fatores de transcricAo e 0S genes superexpressos
relacionados a parede celular e membrana obtida 15 minutos apds o estresse pelo
tratamento com alta pressdo tem uma notavel complexidade quando comparada a
obtida com o estresse de 50 MPa por 30 min. Além disso, novamente € mostrada

uma interessante rede com ativadores e repressores induzidos.

4.5.- Confirmacéo dos genes por RT-PCR em tempo real

Para confirmar os dados obtidos no microarrajo, foram feitos testes de RT-PCR em
tempo real para determinar a expresséao relativa (RQ) de 10 genes (Tabela 1) nos
diferentes tratamentos com alta pressao hidrostatica. O teste Pearson mostrou uma
forte correlagdo (maior que 0,7) entres os dados obtidos do RT-PCR em tempo real

e os resultados de microarranjo (Figura 15).
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Figura 15— Gréfico de correlacdo entre as médias do nivel de expressao relativa
(RQ) obtidos por RT-PCR em tempo real (QRT-PCR) e microaranjo (MA). Os dados
sao plotados em Log; e os coeficientes da correlagdo de Pearson s&o dados para os
genes testadosnos diferentes tratamentos com alta presséo hidrostatica, sendo (A)
50 MPa por 30min; (B) 50 MPa por 30min + 0,1 MPa por 5 min; (C) 50 MPa por
30min.+ 0,1 MPa por 10 min; (D) 50 MPa por 30min.+ 0,1 MPa por 15 min.
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5.- CONCLUSAO

Verificou-se que o tratamento de 50 MPa por 30 min na linhagem BT0605 mostra,
claramente que entre os genes envolvidos com a biogénese da parede celular,0s
genes que estdo relacionados com protecdo desta organela sdo prontamente
ativados pela alta pressdo hidrostatica, enquanto que os genes que séo envolvidos
na estrutura da parede celular necessitam de pelo menos 5 minutos apressao

ambiente para serem induzidos.

Muitos trabalhos ja demonstraram que a membrana é o principal alvo da alta
pressdo hidrostética, em nosso estudo este fato € reforcado, mostrando varios
genes envolvidos na biossintese de lipideos sendo induzidos em todos os

tratamentos, talvez para um possivel reparo desta organela.

A pressdo de 50 MPa por 30 min., induz alguns genes envolvidos com a
esporulacdo, sendo que estes genes permaneceram induzidos por até 10 min. Apos
15 min. a expressdo destes genes cairam drasticamente, chegando a serem

reprimidos.

Curiosamente, os tratamentos com alta pressédo aplicados neste estudo induziu
varios genes relacionados com a via de sinalizacdo PKA, a qual tem uma relacéo

negativa na maioria dos estresses.

A inducéo dos genes relacionados com a via PAS quinase,envolvida na modulag&o
do metabolismo de glicogénio e de [B-glucano, sugere que ela tenha funcéo

essencial na resposta ao estresse por pressao hidrostatica.

A inducdo de permeases de prolinaapés o tratamento com a alta pressédo
hidrostatica pode estar envolvida tanto com a protecdo de proteinas e membranas,

guanto na resposta a um possivel estresse osmotico.

Os tratamentos de 50 MPa por 30 min e o tratamento seguido de 15 min a presséo
ambiente podem ser considerados como estresses mais brandos, com relacdo a
inducdo de genes relacionados a membrana e parede celulares, quando

comparados com o estresse de 40 MPa por 16 h.Entretanto, o tratamento de 50
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MPa por 30 min seguido de incubacdo de 15 min a pressao ambiente demonstrou

uma alta inducéo de genes envolvidos com a via de integridade celular.

O agrupamento hierarquico dos genes relacionados a parede celular e & membrana
plasmatica dos tratamentos com alta pressdo mostrou grande semelhanca com o
estresse causado pela suplementacdo de Ca®" (0,4M) e o inibidor da calcineurina
FK506 (1,0 g/ml) durante 15 minutos.Os estresse de 200 MPa por 30 minutos e 40
MPa por 16 horas mostraram-se bem diferentes dos tratamentos com presséo
aplicados neste estudo, estes estresses apresentaram um perfil de expressdo mais
similar a células que tiveram superexpressas o gene MSN4 e células submetidas

MnCl, & 3mM por 30 minutos, respectivamente.

Os dados de microarranjo revelaram que os principais fatores transcricdo envolvidos
na resposta da parede celular e membrana plasmética de S. cerevisiae em alta
pressédo hidrostatica, foram: MSN4, YAP1, ADR1 e NRGL1. Enquanto que 15 minutos
apo0s o estresse, 0s principais reguladores foram HSF1, CIN5, GIS1, INO4, CST6,
além dos genes MSN4, YAP1, ADR1 observados anteriormente.

Estes resultados contribuem para o entendimento da resposta a HHP dos genes
relacionados a parede celular e membrana plasmética. Além disso, este estudo
poderd ajudar na investigacdo para aquisicdo de mecanismo de tolerancia aos

diferentes estresses nos processos biotecnoldgicos.
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Anexo 1 -Valores de expresséo dos genes induzidos relacionados com a parede celular e membrana plasmatica nos diferentes
tempos pos-tratamento com alta presséo hidrostatica.

Tempo pos-HHP

Gene ORF Descricao
0} 5' 10 15'
AQY1 YPR192W Canal de 4gua esporo-espeleflco gue medeia o transporte de agua 239 1,16 205 0.02
através da membrana
CSR?  YPRO30W Proteina nuclear proposta como reguladora ,dg endocitose de proteinas 1.81 206 17 1.16
da membrana plasmatica
CWPL  YKLO96W Manoproteinas do exterior da célula e sua delecéo causa um aumento na 031 1,59 157 3.55
sensibilidade por alguns compostos quimicos
ECM38 YLR299W Enzima degradadora de glutationa 1,89 2,06 2,63 3,03
EMP45  YDL222C Proteina requerida para esporulggao € para manutenc¢ao do conteudo de 0,04 292 284 4.22
esfingolipidios
GPD1 YDLO022W Enzima chave para sintese de glicerol 2,4 3,65 3,79 3.9



GPT2

GUT2

HSP12

HSP30

osw2

PDR11

PIR3

PST1

RAS2

ROM1

YKRO67W

YIL155C

YFLO14W

YCRO021C

YLRO54C

YILO13C

YKL163W

YDRO55W

YNLO98C

YGRO70W

Envolvido na acilacdo de glicerol-3-fosfato e diidroxiacetona na
biossintese de lipideos

Envolvido na utilizac&o de glicerol

Proteina envolvida na manutencao da membrana em condi¢des de
estresse

Chaperona da familia das proteinas de choque térmico

Gene requerido para os ultimos passos na sintese da parede do esporo

Envolvido na captacédo de esterol

Proteina requerida para estabilidade da parede celular

Proteina que contém um sitio de ancoragem a GPI

Proteina ligante de GTP

Proteina trocadora GDP/GTP para Rholp

1,89

1,84

1,34

1,26

1,15

2,59

-0,55

1,4

1,97

2,45

2,31

6,45

3,34

1,14

0,56

1,73

-0,21

2,43

3,27

2,55

2,43

7,36

3,46

1,54

0,53

2,57

0,65

2,82

3,81

97

2,81

2,83

7,84

-0,79

0,55

1,24

4,23

2,93

3,16

3,68



SDP1

SHC1

STF2

TFS1

TPK2

YPC1

YIL113W

YERO96W

YGRO008C

YLR178C

YPL203W

YBR183W

Fosfatase dual-especifica que regula negativamente Slt2p

Proteina requerida para sintese de quitosano

Atua na regulacao da sintetase mitocondrial FAFO-ATP

Envolvido com a inibicdo de Ira2p, regulador negativo de RAS

Codifica a isoforma da subunidade catalitica de PKA

Catalisa tanto a degradacao quanto a sintese de fitoceramida

2,14

1,89

2,28

1,18

2,13

2,03

3,83

2,11

3,79

2,9

3,22

2,82

4,31

2,39

4,25

3,94

3,27

2,84

98

5,49

0,78

5,29

4,68

3,25

2,72
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Anexo 2 — Valores de expressdo dos genes relacionados a parede celular e a membrana plasmatica nos tratamentos de 50 MPa
por 30 min e 40 MPa por 16 h (IWAHASHI et al., 2003).

. HHP 50MPa  HHP 40 MPa
Gene ORF Descricao )
por 30min por 16 h
Aminoacido permease de baixa afinidade com uma gama ampla de substrato,
AGP1 YCL025C _ . _ _ . 3,03 -0,94
envolvido na captagéo de glutamina, asparagina, e outros aminoacidos
Quitina transglicosilase que funciona na transferéncia de quitina de beta (1-6) e
CRH1 YGR189C -0,19 2,82
(1-3) beta glucanos na parede celular
Permease aminoacido dicarboxilico, medeia de alta afinidade e de alta
DIP5  YPL265W _ 4,16 -3,22
capacidade de transporte de L-glutamato e L-aspartato
Permease da membrana plasmatica, medeia a absor¢éo de
GIT1 YCR098C (glycerophosphoinositol e glycerophosphocholine como fontes de nutrientes de 2,88 1,44
inositol e fosfato
Proteina de func@o desconhecida, maior constituinte da membrana externa da
GLC3  YIL136W _ _ 3,68 -0,03
mitocondria
GLN1 YPRO35W Glutamina sintetase, sintetiza glutamina a partir de glutamato e de amonia 3,56 1,58
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Glicogenio-fosforilase, ndo essencial, necessaria para a mobilizacdo do

glicogénio, a atividade é regulada por fosforilagdo mediada por AMP ciclico, a
GPH1 YPR160W o o 2,81 1,39
expressao e regulada pelos elementos resposta ao estresse e pela via cinase

MAP HOG

Glicogénio sintase com semelhan¢a com Gsy2p, o homadlogo de levedura mais
GSY1 YFRO15C 5,2 -0,6
expressos

Glicogénio sintase, semelhante ao Gsylp; expressao induzida por limitagdo da
GSY2 YLR258W _ o o 2,36 0,46
glicose, de nitrogénio, pelo choque de alta temperatura e pela fase estacionaria

Proteina de choque térmico que é secretada e covalentemente ligado a parede
HSP150 YJL159W . 0,02 2,69
celular através de beta-1,3-glucano pontes e dissulfureto

MEP1 YGR121C Permease de amonia 3,26 -0,38
PHM7 YOLO084W Proteina de funcdo desconhecida, a expressao € regulada por niveis de fosfato 3,22 0,72
PIR1  YKL164C Proteina necessaria para a estabilidade da parede celular -3,54 2,09
PIR3 YKL163W Proteina necessaria para a estabilidade da parede celular -0,4 3,58
PST1 YDRO55W Proteina que contém um sitio de ancoragem a GPI -0,55 4,42

PUT4 YOR348C Permease de prolina, necessaria para o transporte de alta afinidade de prolina 2,71 0,67



SED1

SEO1

SLT2

TIP1

YPS3

YRO2

YDRO77W

YALO67C

YHRO30C

YBRO67C

YLR121C

YBR054W

Glicoproteina de parede estrutural das células em fase estacionaria células,

possivel papel ha manutencdo do genoma mitocondrial

Putativa permease, membro da subfamilia transportador allantoate da
superfamilia principal facilitador

Serinal treonina-quinase MAP; envolvidas na regulacdo da manutencao da
integridade da parede celular, a progresséao através do ciclo celular, e retencao

do mRNA nuclear em estado de choque de calor
Maior parede celular mannoprotein com a atividade da lipase possivel

Protease aspartica, membro da familia yapsin de proteases envolvidas no

crescimento e manutencao da parede celular

Proteina de funcéo desconhecida com semelhanca com rhodopsinsarqueas

-0,09

3,15

-0,15

-0,49

-0,09

2,81
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2,79

1,21

3,11

2,33

2,49

0,47
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Anexo 3—- Valores de expressdo dos genes relacionados a parede celular e a membrana plasméatica nos tratamentos de 50 MPa
por 30 min seguido de incubacédo a pressao ambiente de 15min e 40 MPa por 16 h(IWAHASHI et al., 2003).

HHP 50 MPa por

. _ HHP 40 MPa
Gene ORF Descricao 30min +0,1 MPa
_ por 16 horas
por 15 min.
Aminoacido permease de baixa afinidade com uma gama ampla de
AGP1 YCLO025C substrato, envolvido na captacéo de glutamina, asparagina, e outros -2,23 -0,94
aminoécidos
Transportador transmembranar do tipo ABC, encontrado em membrana
vacuolar, envolvido no transporte de bilirrubina ndo conjugada e na
BPT1 YLLO15W . . _ . . 3,25 0,32
desintoxicacdo de metais pesados através conjugados de glutationa,
juntamente com Ycflp
Quitina transglicosilase que funciona na transferéncia de quitina de beta
CRH1 YGR189C 0,22 2,82
(1-6) e (1-3) beta glucanos na parede celular
ECM38 YLR299W Enzima degradadora de glutationa 3,03 0,32
ECM4  YKRO76W Glutationatransferase 4,08 1,59



ERG25

GDB1

GLC3

GLG1

GNP1

GPH1

GPT2

GSY1

YGRO60W

YPR184W

YELO11W

YKRO58W

YDR508C

YPR160W

YKRO67W

YFRO15C

codifica a C-4 metil esterol oxidase que catalisa 0 primeiro passo para

remover dois grupos C-4 metil na biossintese de ergosterol

Enzima glicogénio desramificadora contendo glucanotranferase e alfa-1,6-

amiloglicosidase atividades, necessérias para a degradacao do glicogénio

Proteina de fung¢éo desconhecida, maior constituinte da membrana

externa da mitocondria
Iniciador da sintese de glicogénio

Glutamina permease de alta afinidade , também transporta Leu, Ser, Thr,

Cys, Met e Asn

Glicogenio-fosforilase, ndo essencial, necessaria para a mobilizacdo do
glicogenio, a atividade é regulada por fosforilacdo mediada por AMP
ciclico, a expressao é regulada pelos elementos resposta ao estresse e
pela via cinase MAP HOG

Envolvido na acilacao de glicerol-3-fosfato e diidroxiacetona na

biossintese de lipideos

Glicogénio sintase com semelhanca com Gsy2p, o homologo de levedura

mais expressos

0,15

3,95

6,18

4,01

-2,28

6,08

2,81

6,68
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2,17

1,2

-0,03

0,39

-0,42

1,39



GSY2

HXT1

HXT2

HXT4

HXT6

HXT7

IZH1

IZH4

Glicogeniosintase, semelhante ao Gsylp; expressao induzida por
YLR258W limitacdo da glicose, de nitrogenio, pelo choque de alta temperatura e pela

fase estacionaria

Transportador de glicose de baixa afinidade, a expressao é induzida por
YHR094C Hxk2p na presenca de glucose e reprimido pela Rgtlp quando a glicose é

limitante

Transportador de glicose de alta afinidade, a expresséo é induzida por

YMROllW Ve . . . . 7 . .
niveis baixos de glucose e reprimido por elevados niveis de glicose
Transportador de glicose de alta afinidade, a expresséo € induzida por
YHR092C o , . . ,
niveis baixos de glucose e reprimido por elevados niveis de glicose
Transportador de glicose de alta afinidade, a expresséo € induzida por
YDR343C 7 . . . . 7 . .
niveis baixos de glucose e reprimido por elevados niveis de glicose
Transportador de glicose de alta afinidade, a expresséo é induzida por
YDR342C Ve . . . . ye . -
niveis baixos de glucose e reprimido por elevados niveis de glicose
Proteina de membrana envolvida na homeostase de ions de zinco,
YDR492W

membro da familia IZH

YOL101C Proteina de membrana envolvida na homeostase de ions de zinco,

4,92

-3,31

-4,07

-2,91

-2,99

2,77

-4,82

-5,15

104

0,46

-1,49

-1,44

-2,33

0,85

-0,36



MCR1

MET1

MYO3

OLE1

OPI3

PHM7

POX1

PST1

RLM1

YKL150W

YKRO69W

YKL129C

YGLO55W

YJRO073C

YOLO084W

YGL205W

YDRO55W

YPLO89C

membro da familia IZH

Redutase mitocondrial b5 NADH-citocromo, envolvida na biossintese de

ergosterol

Proteina envolvida com a sintese de siroheme, grupo prostético utilizado

na enzima sulfito redutase para reduzir sulfito a sulfeto
Um dos dois tipo | miosinas
Desaturase de acido graxo

Fosfolipidometiltransferase, catalisa os dois Ultimos passos na biossintese

de fosfatidilcolina

Proteina de funcéo desconhecida, a expresséao é regulada por niveis de

fosfato

Codifica uma enzima envolvida na beta-oxidagéo dos acidos graxos nos

peroxissomos
Proteina que contém um sitio de ancoragem a GPI

Fator de transcricdo MADS-box, componente da proteina quinase C
mediada via da MAP quinase envolvido na manutencao da integridade

celular

3,74

-0,72

2,43

-4,21

1,93

5,66

0,66

2,93

-0,52

105

0,54

2,13

-0,12

0,51

3,75

0,72

2,8

4,42

2,24



SDP1

SED1

SGA1l

SLT2

SPI1

STF2

THI7

TIP1

VMR1

YIL113W

YDRO77W

YILO99W

YHRO30C

YER150W

YGRO008C

YLR237W

YBR0O67C

YHLO35C

YCRO61w YCRO61W

Fosfatase dual-especifica que regula negativamente Slt2p

Glicoproteina de parede estrutural das células em fase estacionaria

células, possivel papel na manutengdo do genoma mitocondrial

Glicoamilase intracelular esporo-especifica envolvida na degradacéo de
glicogénio
Serinal treonina-quinase MAP; envolvidas na regulacdo da manutencao

da integridade da parede celular, a progressao através do ciclo celular, e
retencdo do mRNA nuclear em estado de choque de calor

Proteinas da parede celular GPl-ancoradas envolvida na resisténcia acido

fraco
Atua na regulacéo da sintetase mitocondrial F1FO-ATP
Transportador de membrana responséavel pela captacao de tiamina
Maior mannoproteina da parede celular compossivel atividade lipase

Proteina de membrana vacuolar envolvido na resisténcia a multiplas

drogas e sensibilidade de metal

Proteina de fungcédo desconhecida

5,49

2,55

2,4

1,59

2,94

5,29
-3,71

-0,95

2,99

2,83

106

0,7

2,79

1,64

3,11

0,77

1,21
-0,25

2,33

0,54

0,46



YEH1 YLLO12W
YGR149w YGR149W

YPC1  YBR183W

YRO2  YBRO54W

ZRT1  YGL255W

Envolvida na homeostase de esterol
Proteina de funcédo desconhecida
Catalisa tanto a degradacao quanto a sintese de fitoceramida

Proteina de funcéo desconhecida com semelhanca com

rhodopsinsarqueas

Transportador de alta afinidade de zinco da membrana plasmatica,

responsavel pela maioria de absor¢ao de zinco

-2,35
3,27

2,72

5,2

-3,78

107

1,29
1,71

0,19

0,47

-1,43




