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RESUMO

BOECHAT, Fernanda Cigagna. Efeito inibitorio da trealose-6-fosfato sobre
hexoquinase 2 de levedura e humana. Rio de Janeiro, 2020. Dissertacao (mestrado
em Ciéncias). Instituto de Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2020.

O cancer é a segunda maior causa de morte no mundo. Estudos realizados por Otto
Warburg mostraram que as células tumorais apresentam como metabolismo
majoritario para obtencdo de energia a fermentacdo e ndo a respiracdo, como
esperado, mesmo na presenca de oxigénio. O efeito ficou conhecido como Efeito
Warburg. Essa € uma das caracteristicas mais marcantes de uma célula de cancer,
onde as enzimas de regulacao da via glicolitica estdo superexpressas. A via € alvo de
estudos com objetivo de obter novas terapias para o cancer. A hexogquinase € a
enzima que catalisa a primeira reacdo da via glicolitica e € uma das enzimas
supersexpressas no cancer, sendo a isoforma 2 (HK2) a que se destaca nesse
cenario. Um efeito similar ao Efeito Warburg é observado na Saccharomyces
cerevisiae, a repressdo catabolica. Em certas condi¢Bes, a levedura fermenta a
glicose, mesmo em aerobiose, apresentando um metabolismo que mimetiza o de uma
célula cancerosa. Similarmente, a Hexoquinase 2 (Hxk2) é a isoforma mais expressa
guando a levedura fermenta. Estudos anteriores mostraram que trealose-6-fosfato
(T6P) inibiu seletivamente a Hxk2, purificada de levedura, e indicou que o mesmo
poderia ocorrer em organismos superiores. O objetivo do presente trabalho é estudar
se T6P de fato inibe seletivamente a Hxk2 de levedura in vivo, e se 0 mesmo efeito
seria observado na isoforma humana HK2. Além disso, avaliou-se o papel da Hxk2 na
repressdo da glicose sobre a respiracdo de levedura. Para isso foram construidas
cepas de levedura que expressam apenas uma das isoformas de levedura, Hxk2 ou
Glkl e a cepa que ndo expressa nenhuma das isoformas, (Ahxk1Ahxk2Aglkl). Na
cepa deficiente em todas as isoformas da levedura, foi introduzida a isoforma humana
HK2. Foi possivel observar que a cepa GLK1, que expressa apenas a isoforma Glk1,
(Ahxkl Ahxk2 GLK1) apresenta um comportamento diferente da cepa HXK2, que
expressa apenas Hxk2 (Ahxkl HXK2 Aglkl) e da cepa controle, WT, (que possui todas
as isoformas), apresentando uma taxa de crescimento menor que as demais cepas e

consumindo mais oxigénio e menos glicose, mesmo na presenca de altas
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concentracdes de glicose. Com esse resultado € possivel observar que a auséncia de
Hxk2 reverte o fendtipo de repressao catabolica, fazendo que, mesmo em elevada
concentracdo de glicose, a célula de levedura respire e ndo fermente. Verificou-se
ainda que, de fato, T6P inibe Hxk2 de levedura, mas ndo Glk1. Foi possivel observar
gue T6P também inibe a isoforma humana da hexoquinase 2. Em ambos 0s casos,
inibicdo das isoformas hexoquinase 2 de levedura e humana, o mecanismo de inibicao

de T6P parece ser do tipo competitivo.

Palavras chave: Hxk2, HK2, Cancer, T6P, Efeito Warburg, Repressdo catabdlica,

Saccharomyces cerevisiae



ABSTRACT

BOECHAT, Fernanda Cigagna. Inhibitory effect of trehalose-6-phosphate on yeast and
human hexokinase 2. Rio de Janeiro, 2020. Dissertation (Master of Science).

Chemistry Institute, Federal University of Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2020.

Cancer is the second leading cause of death in the world. Studies carried out by Otto
Warburg showed that tumor cells present fermentation rather than respiration as the
major metabolism for obtaining energy, as expected, even in the presence of oxygen.
The effect became known as the Warburg Effect. This is one of the most striking
features of a cancer cell, where enzymes that regulate the glycolytic pathway are
overexpressed. This route has been targeted by studies aiming at obtaining new
therapies for cancer. Hexokinase is the enzyme that catalyzes the first reaction of the
glycolytic pathway and is one of the enzymes overexpressed in cancer, with isoform 2
(HK2) being the one that stands out in this scenario. A similar effect to Warburg Effect
Is observed in Saccharomyces cerevisiae, glucose repression. Under certain
conditions, yeast ferments glucose, even aerobically, presenting a metabolism that
mimics that of a cancer cell. Similarly, Hexokinase 2 (Hxk2) is the most expressed
isoform during yeast fermentation. Previous studies have shown that trehalose-6-
phosphate (T6P) selectively inhibited Hxk2, purified from yeast, and indicated that the
same could occur in higher organisms. The aim of the present work is to study whether
T6P in fact selectively inhibits yeast Hxk2 in vivo, and whether the same effect would
be observed in the human HK2 isoform. In addition, the role of Hxk2 in the suppression
of glucose on yeast respiration was studied. For this purpose, yeast strains were
constructed that express only one the yeast isoforms, Hxk2 or Glk1 and the strain that
does not express any of the isoforms, (Ahxk1Ahxk2Aglkl). The human isoform HK2
was then introduced in the strain deficient in all yeast isoforms. It was possible to
observe that GLK1 strain, which expresses only the Glk1 isoform, (Ahxk1 Ahxk2 GLK1)
presents a different behavior from that of HXK2 strain, which expresses only Hxk2
(Ahxkl HXK2 Aglkl) and of the WT control strain, which has all the isoforms. The
GLK1 strain presents a lower growth rate than the other strains and consumes more
oxygen and less glucose, even in the presence of high glucose concentrations. With

this results, it is possible to observe that the absence of Hxk2 reverses the glucose
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repression phenotype, in which cell will not ferment and will use cellular respiration to
obtain energy. It was also noticed that, in fact, T6P inhibits yeast Hxk2, but not GIk1. It
was observed that T6P also inhibits the human hexokinase 2 isoform 2. In both cases,
inhibition of the yeast and human hexokinase 2 isoforms, T6P inhibition mechanism

appears to be of the competitive type.

Keywords: Hxk2, HK2, Cancer, T6P, Warburg Effect, Glucose repression,

Saccharomyces cerevisiae
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1.1. Cancer

Segundo o Instituto Nacional de Cancer (INCA), o cancer é um conjunto de
mais de 100 doencas que tem em comum o crescimento desordenado das células,
gue invadem tecidos e 6rgaos. Essas células podem se dividir rapidamente, tornando-
se agressivas e incontrolaveis, formando tumores que podem se invadir outros
tecidos, o que é conhecido como metastase. Podem ser chamados de carcinomas
guando comegam em tecidos epiteliais ou sarcomas quando comegam nos tecidos
conjuntivos (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER JOSE ALENCAR GOMES DA
SILVA (INCA), 2019).

O cancer € a segunda maior causa de morte no mundo, responsavel por 9,6
milhdes de mortes em 2018 (WORLD HEALTH ORGANIZATION (WHO), 2018). Entre
0s tipos de cancer mais comuns estéo o cancer de pulmao, mama, intestino, colorretal
e préstata (Figuras 1 e 2). Para o biénio 2018-2019 no Brasil a estimativa foi de
ocorréncia de 600 mil novos casos de cancer, para cada ano (INSTITUTO NACIONAL
DE CANCER JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA (INCA), 2017).

O céancer pode ser originado por varios motivos, onde fatores internos (fatores
genéticos) e externos (habitos, alimentacdo, ambiente) ao organismo afetam o

desenvolvimento da doenca.

O cancer possui como algumas de suas caracteristicas mais proeminentes um
diferente perfil metabdlico se comparada as células saudaveis. As células,

diferenciadas ou ndo, obtém energia através da glicolise.
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Localizagdo Primaria Casos % Localizacdo Primaria Casos %
Prostata 68.220 31,7% Homens Mulheres  Mama Feminina 59.700 29.5%
Traqueia, Bronguio e Pulmao 18.740 8,7% Calon e Reto 18.980 9.4%
Calon e Reto 17.380 8,1% Colo do Utero 16.370 81%
Estémago 13.540 6,3% Traqueia, Bronguio e Pulmao  12.530 6,2%
Cavidade Oral 11.200 5,2% Glandula Tireoide 8.040 4.0%
Esdfago 8.240 3,8% Estdmago 7.750 3.8%
Bexiga 6.690 3% Corpo do Utero 6.600 3,3%
Laringe 6.390 3,0% Ovdrio 6.150 3,0%
Leucemias 5.940 2,8% Sistema Nervoso Central 5.510 2.7%
Sistema Nervoso Central 5.810 2,7% Leucemias 4.860 2.4%
*Nameros arredondados para maltiplos de 10.

Figura 1: Distribuicio proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados
para 2018 no Brasil (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER JOSE ALENCAR GOMES
DA SILVA (INCA), 2017)

Incidence Mortality

Leukaemia
3.2%

Cervix uteri
3.3%

A%
Cervix uteri
3.2% 4.7%
Esophagus
3.2%

18.1 million 9.6 million
new cases deaths

Figura 2: Estimativa mundial para incidéncia e mortalidade relacionadas ao céancer
em 2018 (BRAY et al., 2018)
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A glicdlise, ou via glicolitica, consiste em uma sequéncia de dez reac¢des que
converte uma molécula de glicose a duas moléculas de piruvato, gerando ainda duas
moléculas de ATP (adenosina trifosfato) e duas de NADH (dinucleotideo de
nicotinamina e adenina reduzida). Para a manutencdo do equilibro redox da célula
(nesse caso balanco NAD*/NADH), é importante que o NAD* citosdlico que foi
consumido para a geracdo do NADH seja regenerado. Para tal, quando em auséncia
de oxigénio, o piruvato gerado € convertido a lactato, no caso de animais, ou em etanol
no caso de microrganismos como a S. cerevisiae. A esse processo da-se o nome de
fermentacdo. Porém, quando em presenca de oxigénio, o piruvato pode ser convertido
a acetil-CoA na mitocéndria, que por sua vez alimenta o ciclo do acido citrico onde é
oxidado a COg, liberando CoA (coenzima A), e gerando uma molécula de GTP, trés
moléculas de NADH e uma molécula de FADH2. O NADH e FADH: sdo oxidados na
cadeia transportadora de elétrons, que se localiza na membrana interna da
mitocéndria. Esse processo tem como receptor final de elétrons o Oz e portanto € um
processo aerdbico chamado de fosforilacdo oxidativa que culmina na producéo de 30
a 32 moléculas de ATP por molécula de glicose em animais (NGO et al., 2015; ZHOU;
LIOTTA; PETRICOIN, 2017).

A maioria das células animais em condicdes normais utiliza como forma
principal de obtencdo de energia a fosforilagdo oxidativa. Porém foi observado que,
em células tumorais, ndo € o que costuma acontecer. Otto Warburg, em 1923,
observou que, mesmo em presenca de oxigénio, a principal via que as células de
cancer utilizam para obter energia é a glicélise (fermentacdo), mesmo que a
fosforilagdo oxidativa (respiracéo) seja mais rentavel energeticamente. Ele observou
isso devido ao alto consumo de glicose e alta producédo de lactato dessas células.
Segundo os seus calculos, o consumo de glicose arterial nas células tumorais foi entre
44-70% (44-70 mg de glicose a cada 100 mL de sangue) comparada aos 2-16% (2-
16 mg de glicose por 100 mL de sangue) em tecidos saudaveis.

Ja a conversdo de glicose a lactato foi de 66% (66 mg de &cido latico por 100mL
de sangue) (SAN-MILLAN; BROOKS, 2017; WARBURG, OTTO; WIND, FRANZ;
NEGELEIN, 1926). Ele também observou que a conversao de acetil-CoA diminuiu
significativamente e, portanto a entrada de acetil-CoA no ciclo do acido citrico
diminuiu. A esse efeito foi dado o nome de Efeito Warburg, que é observado em

inmeros tipos de cancer. Esta descoberta ainda hoje é de grande relevancia sendo
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inclusive importante para o diagnostico da doenca através do exame PET Scan (SAN-
MILLAN; BROOKS, 2017).

Existem algumas diferentes explicacdes para esse comportamento inesperado
das células tumorais. Inicialmente Warburg propds que o metabolismo mitocondrial
estaria irreversivelmente comprometido entdo a célula precisaria contar com a
fermentacdo para obtencdo de energia (SAN-MILLAN; BROOKS, 2017). Um dos
indicios seria que a subunidade catalitica da proteina mitocondrial ATP sintase, uma
enzima importante para a fosforilagdo oxidativa, tem sua expressdo diminuida em
diversos tipos de cancer (FERON, 2009). O trabalho do Warburg leva a hipétese de
gue o cancer seria uma doenca proveniente de um metabolismo disfuncional e, apesar
de alguns desses pesquisadores apoiarem a ideia de que o mal funcionamento da
mitocondria levaria a doenca (SEYFRIED et al.,, 2014), hda um consenso
contemporaneo de que mutacdes levam a um metabolismo desregulado e que esse
seria 0 inicio da carcinogénese (LEVINE; PUZIO-KUTER, 2010). Porém, ainda hoje
nao existe uma explicacao clara para esse comportamento paradoxal que € observado
no Efeito Warburg (SAN-MILLAN; BROOKS, 2017).

Apesar de o Efeito Warburg ainda ndo ser bem compreendido, esfor¢os tém
sido feitos para entender o papel desse metabolismo particular em células tumorais.
Essa descoberta seria de extrema importancia principalmente porque o metabolismo
de células tumorais vem sendo considerado um possivel alvo para o tratamento da
doenca (DIAZ-RUIZ; RIGOULET; DEVIN, 2011). Algumas das enzimas com potencial
para serem alvos para tratamento, e que sao fortemente expressas em células de
cancer, sdo hexoquinase 2, lactato desidrogenase A, glicose-6-fosfato isomerase,
fosfofrutoquinase e GLUTSs (transportadores de glicose) por exemplo (GANAPATHY-
KANNIAPPAN; GESCHWIND, 2013; SCATENA et al., 2008).

Os animais possuem quatro isoformas de hexoquinase. A hexoquinase | (HK1)
€ expressa em todo o organismo e é a isoforma mais expressa no cérebro e glébulos
vermelhos. A hexoquinase 2 (HK2) € a isoforma normalmente expressa em tecidos
sensiveis a insulina. A hexoquinase 3 (HK3) também é expressa em todo o organismo,
porém tem expressdo em baixos niveis e sem predominancia. Ja a hexoquinase 4
(HK4), ou glicoquinase, é a isoforma que tem expresséo predominante no figado e no
pancreas (DENG; LU, 2015; ROBERTS; MIYAMOTO, 2015a). Porém, em diversos
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tipos de cancer, mesmo em tecidos que ndo expressariam majoritariamente a
isoforma 2, foi visto que HK2 é a mais expressa (DIAZ-RUIZ; RIGOULET; DEVIN,
2011; SCATENA et al., 2008; WOLF et al., 2011). Isso foi visto para cancer de mama,
pulmdo, cervical, figado, prostata e leucemia, entre outros (DENG; LU, 2015;
DEWAAL et al., 2018; LIU et al., 2017).

Em diferentes estudos com camundongos foi observado que o silenciamento
ou inibicdo da HK2 diminui caracteristicas da doenca, como a proliferacdo celular,
crescimento do tumor e metabolismo fermentativo. Em células de carcinoma
hepatocelular foi visto que o silenciamento da HK2 diminuiu a glicélise, aumentou a
fosforilagdo oxidativa e aumentou a morte celular, o que inibiu o crescimento do tumor
(DEWAAL et al., 2018). Em células de cancer cervical a inibicdo da HK2 suprimiu o
fendtipo metabdlico (glicolise), o crescimento do tumor e induziu a apoptose
blogueando a fonte de energia das células tumorais e aumentando a sensibilidade

dessas células a radioterapia (LIU et al., 2017).

A HK2 parece ter um papel no Efeito Warburg podendo atuar como um
importante biomarcador na avaliagéo e tratamento do cancer. A participagao da HK2
no Efeito Warburg parece vir de uma outra funcéo dela além da fosforilagédo da glicose
a G6P. Ela também transfere um fosfato do ATP a PDHAL1 (Subunidade alfa da
Piruvato desidrogenase) inibindo a atividade do complexo PDH (piruvato
desidrogenase) que é responséavel pela catélise do piruvato a Acetil-CoA. Desta forma,
promove o efeito Warburg através da diminui¢do do fluxo metabdlico do ciclo do &cido
citrico (LUO et al., 2019).

Existem compostos que estdo sendo estudados com o propdsito de agirem
como inibidores de hexoquinase. Exemplos disso sdo 2-deoxiglicose e o 3-bromo
piruvato. No caso da 2-deoxiglicose o que ocorre é que € um composto muito similar
a glicose e é fosforilada no lugar da glicose gerando a 2-deoxiglicose-6-fosfato que
ndo segue na via glicolitica; logo seu acumulo intracelular causa uma inibicdo
competitiva (SCATENA et al., 2008).

Ja o 3-bromopiruvato (3-BrPA) por sua vez age de outra forma. A hexoquinase

€ aderida a membrana externa da mitocondria através de uma interacéo direta com o
VDAC (Voltage-Dependent Anion Channel) (figura 3) (PEDERSEN, 2007). O 3-BrPA
mira grupos de sulfidrilas em residuos de cisteina e essa modificagdo altera a
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conformacédo da HK2. Essa modificacdo levaria a inibicdo da atividade enzimatica da
HK2 e também causaria a dissociacdo da HK2 da membrana externa da mitocéndria,
0 que contribuiria para a morte celular (CHEN et al., 2009). Porém, a hexoquinase 1
também se liga a mitocdndria (MATHUPALA; KO; PEDERSEN, 2009; WILSON,
2003). Teria 0 3-BrPA algum efeito sobre essa ligacado?

Glicose-6-P —

= S

ATP Sintassomo |

Produtos essenciais
para o crescimento

—

J
Glicose/ =
— — ——
o —

ADP
Pi

Figura 3: Esquema que ilustra a ligacdo da HK2 & mitocdndria. Figura adaptada de
(PEDERSEN, 2007). A ligacdo da HK2 a membrana externa da mitocondria da acesso
preferencial ao ATP sintetizado na membrana interna pela ATP sintassomo, que € um
complexo formado pela ATP sintase e transportadores para ADP e fosfato (Pi) (ANC
e PIC). A integridade estrutural desse conjunto de proteinas é essencial para a
sobrevivéncia da célula cancerosa que apresenta o efeito Warburg, pois enquanto a
HK2 previne a apoptose ao se ligar a VDAC, ela também da suporte ao crescimento
das células cancerosas ao receber acesso preferencial ao ATP que é gerado pelo
ATP sintassomo.

O perfil metabdlico diferenciado das células tumorais ja € explorado por
décadas com sucesso como forma de diagnéstico (PET-SCAN) como falado
anteriormente, mas 0 uso desse metabolismo para terapia néo foi ainda traduzindo
para quimica, possivelmente pelo fato das enzimas glicoliticas estarem presentes em
todas as células do organismo (GANAPATHY-KANNIAPPAN; GESCHWIND, 2013).
O desafio entdo é achar um inibidor isoforma-especifico que aja apenas para a HK2,
ja que a expressao desta isoforma diferencia células tumorais de células saudaveis

de forma geral, agindo como um biomarcador (DENG; LU, 2015).
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1.2. A Saccharomyces cerevisiae como modelo

Um efeito bastante similar ao Efeito Warburg pode ser observado em um
organismo mais simples, a Saccharomyces cerevisiae. A S. cerevisiae é um
anaerobico facultativo que tem a capacidade de adaptar o seu metabolismo a
diferentes condi¢bes. Quando em altas concentracbes de glicose, mesmo se em
presenca de oxigénio, a levedura fermenta a glicose para obter energia e nao respira
(HAMMAD et al., 2016). Nessas condi¢fes, vias como o ciclo de acido citrico e a
cadeia transportadora de elétrons tém a transcricdo dos genes de muitas de suas
proteinas reprimidas. A isso € dado o nome de repressdo catabdlica ou Efeito
Crabtree. J& quando a concentracao de glicose do meio vai diminuindo, esses genes
sao desreprimidos e passam a ser transcritos de forma que a levedura passa a ter
como majoritario metabolismo para fornecimento de energia a respiracao celular. Com
isso podemos observar que a repressao catabdlica (Efeito Crabtree) presente na
levedura, é muito similar em varios aspectos se comparada ao Efeito Warburg
observado nas células tumorais. Um desses aspectos seria 0 aumento da expressao
ou atividade das enzimas glicoliticas e enzimas relacionadas a fermentagcéo, como a
expressao da isoforma 2 da hexoquinase, em ambos o0s casos, e 0 aumento de
atividade da fosfofrutoquinase, entre outros. Isso faz com que a S. cerevisiae seja um
modelo interessante para o estudo de possiveis drogas voltadas para terapia anti-
tumor (DIAZ-RUIZ; RIGOULET; DEVIN, 2011).

A S. cerevisiae é um microrganismo eucarioto unicelular, também conhecido
por ser altamente utilizado na fabricacdo de cervejas e pao. Pertence ao reino Fungi
e € um organismo bem estudado e compreendido. Possui tempo de geracéo baixo
(1,5 a 3h), cresce de uma forma reprodutivel e estavel geneticamente além de possuir
bancos de dados publicos como o SGD (Saccharomyces Genome Database) onde é
possivel obter estudos como de transcriptomas, protebmica e metabolémica, por
exemplo (ELEUTHERIO et al., 2018).

Um ponto interessante para o uso da levedura como modelo para estudo de
células cancerosas é que a repressao catabolica € bem mais elucidada que o Efeito
Warburg. Sabe-se que existem algumas vias que possuem papéis importantes nesse
metabolismo. A via da Ras/Gpa2 e PKA é uma via que possui via homoéloga em
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animais e em levedura apresenta papel importante no Efeito Crabtree. As proteinas
Gpa2 e Ras sao proteinas G que ficam ativas quando ligadas a GTP. Nesta forma
essas proteinas se ligam (independentemente) a Cyrl (adenilato ciclase) e estimulam
a producdo de AMP ciclico que ativam a PKA. A ativacdo dessas proteinas G estaria
ligada & presenca de glicose enquanto a PKA ativa € importante para a fosforilagdo
de proteinas envolvidas na transcricdo e metabolismo energético (SANTANGELO,
2006). Outra via importante para esse metabolismo é a via da Snf3/Rgt2 de
sinalizacao de glicose que esté ligada a desrepresséo dos genes responsaveis pelas
proteinas transportadoras de glicose. Nessa via, em presenca de glicose, as proteinas
Mthl e Std2 séo fosforiladas e entdo degradadas apds ubiquitinacdo. Isso libera a
Stgl do DNA e resulta na desrepressdo dos genes HXT, que codificam
transportadores de glicose (SANTANGELO, 2006).

Outra via essencial a esse metabolismo é a via Migl/Snfl. Em alta
concentracédo de glicose o complexo proteico Glc7/Regl desfosforila a Hxk2, Snfl
(Sucrose NonFermenting) e Migl (Multicopy Inhibitor of GAL gene expression. —
inibidor multicépia da expressdo do gene GAL). Quando desfosforiladas, essas
proteinas estdo no nucleo e reprimem a transcricdo de uma série de genes como o
ativador de genes que codificam proteinas da gliconeogénese, CATS8, de proteinas do
ciclo do &cido citrico e cadeia transportadora de elétrons, além de fontes alternativas
de carbono como galactose e maltose, GAL4 e MAL (figura 4) (AHUATZI et al., 2007,
GANCEDO; FLORES, 2008). Em baixa concentracdo de glicose, a quinase Sakl
fosforila a Snfl que por sua vez passa a estar ativa. Quando ativa, Snfl fosforila a
Migl e Hxk2. Quando fosforiladas, essas proteinas saem do nucleo desfazendo a
repressao antes existente (figura 5). A Snfl esta presente neste ambiente como parte
de um complexo que é chamado de complexo Snfl onde interage diretamente com
uma subunidade ativadora Snf4 e uma das trés proteinas Sipl, Sip2 e Gal83 que
direcionam a Snfl para diferentes localizagfes subcelulares (AHUATZI et al., 2007).
Ssn6 e Tupl séo correpressores (ELEUTHERIO et al., 2019; RAGHEVENDRAN;
NIELSEN; OLSSON, 2005).
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ESPACO EXTRACELULAR

Glicose

[Glicose]4

Complexo Snfl NUCLEO

Migl Tupl

Genes estdo reprimidos

Figura 4: Representacdo esquematica do complexo Snfl/Migl/Hxk2 na represséo

catabolica em alta concentragéo de glicose (adaptada de ELEUTHERIO et al., 2019).

Proteinas que apresentam o P circulado com o x estdo desfosforiladas.
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ESPACO EXTRACELULAR
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) Complexo Snfl
[Glicose] ly

Complexo Snfl

h snfl ® NUCLEO

DNA

Genes estdo desreprimidos

Figura 5: Representagdo esquematica do complexo Snfl/Migl/Hxk2 na represséo
catabdlica em baixa concentracdo de glicose (adaptada de ELEUTHERIO et al.,

2019). Proteinas que apresentam o P circulado estéo fosforiladas.

Estudos mostram que a Hxk2 tem um papel fundamental nesse processo.
Aparentemente, esse complexo formado pela Hxk2, Migl e o complexo Snfl interage
de diferentes formas em presenca e auséncia de glicose. Quando desfosforiladas, ou
seja, em presenca de glicose, a Snfl interage com Hxk2 e a Hxk2 interage com a
Migl. Essa interacdo Hxk2-Migl é importante para a estabiliza¢do da ligacao da Migl
ao DNA, logo, importante para que a repressao aconteca. Quando a concentracdo de
glicose cai e essas proteinas passam a estar fosforiladas, Mig1l deixa de interagir com
Hxk2 e passa a interagir com a Snfl. Portanto, a ligacdo Migl-DNA, antes estavel

devido a presenca de Hxk2, ndo mais ocorre e a desrepressdo acontece (figura 6).

Essas semelhancas entre o efeito Warburg e a represséo catabdlica podem ser
Uteis, ja que sob as condi¢cBes adequadas, é possivel mimetizar na levedura um perfil

metabdlico semelhante ao que € encontrado na célula tumoral.
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Desrepresséo

Figura 6: Modelo esquematico extraido do artigo (AHUATZI et al., 2007) que explica
como funcionariam as interacbes no complexo Snfl/Migl e Hxk2, onde H-Glc
representa um ambiente com alta concentracdo de glicose e L-Glc representa um
ambiente com baixa concentracdo de glicose. Em alta concentracdo de glicose, a
Hxk2 esta presente no nucleo interagindo com a Migl e com a subunidade Snfl do
complexo Snfl. Como um resultado da interacdo da Hxk2 com a Migl a serina 311
(S311) da Migl é desfosforilada o que resulta na manutencdo das condi¢des
repressivas. Em baixa concentragao de glicose, a Hxk2 n&o interage com a Migl mas
interage com a Snfl. Inibicdo da interacdo Migl-Hxk2 facilita a fosforilacdo da serina
311 pela Snfl. A Migl é exportada para fora do nucleo juntamente com a Hxk2 e a
auséncia desse complexo repressor reverte a repressao ao ativar a transcricdo de

varios genes regulados pela glicose (AHUATZI et al., 2007).

A S. cerevisiae sendo cultivada em meio suplementado com glicose e na

presenca de oxigénio possui 2 fases de crescimento como mostrado na figura 7. A
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primeira fase exponencial é a fase na qual existe muita glicose no meio de cultivo e a
célula se encontra sobre repressédo catabdlica, ou seja, nessa fase o metabolismo é
fermentativo e similar ao encontrado em células tumorais. A diauxia € a fase na qual
a glicose esta acabando e a célula precisa readaptar seu metabolismo para ser capaz
de consumir outras fontes de carbono. Nessa fase a célula esta passando pela
desrepressao onde as enzimas do ciclo do acido citrico e as enzimas e proteinas da
cadeia transportadora de elétrons estdo sendo expressas. Na segunda fase
exponencial a glicose acabou e a levedura tem como fonte de carbono o etanol. Como
nessa fase a célula ja esta desreprimida, ela € capaz de respirar o etanol que foi
produzido na primeira fase. Esta é uma fase de crescimento mais lenta. Como em
outros organismos, células que usam fermentacéo de glicose como forma de energia
apresentam alta taxa proliferativa enquanto que o uso da respiracdo leva a
desaceleracao da proliferacéo celular. Na fase estacionaria o substrato est4 acabando

e a levedura ndo mais se divide. Nesse momento ela possui metabolismo respiratorio.

log massa/mL

Estacionaria

E

(Fermeritagao)

>
tempo

Figura 7: Curva de crescimento classica da S. cerevisiae para crescimento em alta
concentracéo de glicose e na presenca de oxigénio.

Aléem da semelhanca entre o efeito Warburg e a repressao catabdlica a S.
cerevisiae também apresenta outras vantagens como modelo para estudos
relacionados as células tumorais como: a facil manipulagéo genética, a recombinacao
homologa eficiente, assim como a substituicdo ortéloga também bastante eficiente
(SMITH; SNYDER, 2006). Uma porcentagem substancial dos genes da levedura e de
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humanos tem os mesmos papéis nos dois organismos (genes ortdlogos), com isso
grande parte das proteinas da levedura pode ser substituida por suas
correspondentes humanas sem perda de funcdo ou vitalidade (KACHROO et al.,
2015).

Ja a recombinacdo homéloga € um processo inerente a S. cerevisiae que pode
ser utilizado para modificacdo do DNA da levedura. A recombinagéo consiste na troca
de um fragmento de DNA do genoma da levedura por um fragmento exégeno, desde
gue haja sequéncias homologas a regido que se quer fazer a troca como na figura 8.
A recombinacdo homdloga eficiente que existe na levedura permite a troca de um
gene por um alelo mutante assim como a total delecdo de um gene ao substitui-lo por

um marcador seletivo — nutricional ou de resisténcia a droga (SMITH; SNYDER, 2006).
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Marcador | -

J’PCR TN ¥
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~. P o e

- Hexoquinase ) —

]'Recom binacdo Homodloga

g L Marcador | | g

Figura 8: Esquema do mecanismo de recombinacdo homologa existente na levedura
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1.3. A hexoquinase 2 como um target para a inibicdo da glicélise

Como discutido, o metabolismo diferenciado das células tumorais vem sendo
visto como uma forma interessante de abordagem para a contencéo da doenca. Entre
as enzimas estudadas com esse propdésito, estdo as enzimas da glicolise,
principalmente as trés enzimas responsaveis pela regulacdo da via (estas enzimas
catalisam reacfes que apresentam AG’ < 0), a hexoquinase, a fosfofrutoquinase 1
(PFK1), responsavel pela conversdo da frutose-6-fosfato (F6P) a frutose-1,6-
bisfosfato (F1,6P2), e a piruvato quinase (PK), responsavel pela sintese do piruvato a
partir do fosfoenolpiruvato (BERG; TYMOCZKO; STRYER, 2002).

Ja a hexoquinase € a primeira das enzimas da via glicolitica e é responsavel
pela conversdo da glicose a glicose-6-fosfato (G6P) (figura 9). Essa é uma reacéo

importante por diversos motivos.

HO 9P032-

CH,
O ATP ADP 0
OH . NN OH
HEXOQUINASE
OH OH OH
HO OH OH
Glicose Glicose-6-fosfato

Figura 9: Reacéao catalisada pela Hexoquinase

Primeiro, que a adicdo de um fosfato a glicose faz com que ela ndo mais seja
reconhecida pelo transportador de glicose. Dessa forma, ao converter a glicose a G6P
a hexoquinase evita que a glicose saia da célula. Além disso, G6P é substrato de
diversas vias metabodlicas importantes para a célula. Uma dessas vias € a via das
pentoses-fosfato, que é necessaria para a obtencdo de nucleotideos e NADPH para
biossinteses redutoras e para defesa antioxidante. A via das pentoses-fosfato gera
NADPH e precursores necessarios para vias do anabolismo, como a ribose-5-fosfato,
necessario para a sintese de nucleotideos. O NADPH é usado para diversas
biossinteses redutoras como a sintese de acidos graxos além de ser importante para
0 combate as espécies reativas de oxigénio (BERG; TYMOCZKO; STRYER, 2002).

A G6P também é parte da via de sintese do glicogénio. O glicogénio é um polimero
35



de glicose que funciona como um estoque de energia para momentos que que nao ha

nutrientes necessarios (ROACH et al., 2016).

Em alguns organismos, como a S. cerevisiae ainda ha o metabolismo de
trealose, na qual o G6P entra como intermediario. A trealose é um dissacarideo, ndo
redutor, formada por dois residuos de glicose, ligados por uma ligacao glicosidica a-
1,1 (ELEUTHERIO et al., 2014; MAGALHAES et al., 2017). A trealose ndo é
sintetizada em animais, mas ja foi encontrada em diversos organismos e em cada
caso um parece ter uma diferente funcéo. Ela ja foi encontrada em insetos, nos quais
parece servir como uma reserva de energia, para voos por exemplo. Também foi
observada em algumas bactérias como componente da parece celular, porém em
algumas outras bactérias seu papel ainda néo esta claro. Também foi observada em
plantas onde o papel de oligossacarideos de trealose parece estar relacionado a

protecdo contra estresse (ELBEIN et al., 2003).

A sintese desse dissacarideo também foi observada em leveduras como S.
cerevisiae onde age no combate contra o estresse oxidativo, osmético e térmico,
estabilizando estruturas das bicamadas lipidicas e proteicas, além de evitar agregados
proteicos. A via de sintese de trealose mais comum, que é a presente em S. cerevisiae
€ a descrita na figura 10 (ELEUTHERIO et al., 2014).

G6P + UDP-Glicose . TPS1 | Tep _ TPP Trealose
~N N

UDP HO Pi

Figura 10: Via de sintese da trealose na S. cerevisiae

Para a sintese de trealose entdo, a G6P juntamente com UDP-Glicose é
transformado em trealose-6-fosfato (T6P) através da catélise da enzima trealose-6-
fosfato sintase (Tpsl) e T6P, por sua vez, é convertido a trealose pela TPP com a
liberacdo de um fosfato inorganico (ELEUTHERIO et al., 2014).

Indicios mostram que a T6P parece ter um papel regulador da via glicolitica,
Estudos mostraram que leveduras deficientes em Tpsl ndo sdo capazes de crescer
em presenca de glicose, mesmo que as enzimas da glicélise estejam ativas, o que &
um indicio que a T6P regula a glicdlise (BLAZQUEZ et al., 1993; FRANCOIS;
PARROU, 2001).
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Assim como ocorre nos mamiferos, a via glicolitica nas leveduras € regulada
principalmente através da PFK1 e da piruvato quinase. Ja a atividade dessas enzimas
e regulada principalmente pela demanda energética da célula. Por exemplo, quanto
maior a concentragdo de ATP no meio, menor a atividade dessas enzimas (BERG;
TYMOCZKO; STRYER, 2002). Ja no caso da hexoquinase, que também regula a via
glicolitica, ndo faria sentido que ela fosse regulada apenas pela demanda energética,
ja que como explicitado anteriormente, ela catalisa uma reacdo cujo produto €&
importante para diversas vias metabolicas além da glicolise. Em mamiferos entédo a
hexoquinase tem a atividade regulada pelo produto da reagdo que catalisa, o G6P.

Porém isso ndo é o que € observado na levedura, onde o G6P n&o parece ter
influéncia sobre a atividade da hexoquinase (BLAZQUEZ et al., 1993).

S. cerevisiae possui trés isoformas de hexoquinase, a hexoquinase 1 (Hxk1), a
hexoquinase 2 (Hxk2) e a glicoquinase 1 (Glkl). As trés isoformas apresentam
diferentes expressdes de acordo com a fase de crescimento em que a levedura se
encontra. Na primeira fase exponencial (metabolismo fermentativo) apenas a Hxk2 é
expressa. Se a disponibilidade de hexoquinase diminui no meio, ha uma adaptacao
do metabolismo e a levedura passa a respirar e, neste cenario, a Hxkl e a Glkl
passam a ser expressas. A regulacdo da expressao dessas enzimas se da por meio
de controle transcricional. A glicose parece induzir a transcricdo do gene HXK2, por
meio de um mecanismo que ndo é completamente conhecido. O efeito de trés
sequéncias reguladoras do promotor GLK1, STRE (STress Responsive Element —
elemento responsivo ao estresse), ERA/TAB (Ethanol Repression Autoregulation —
autorregularéo de represséo ao etanol — TA Box) e GCR1 (GlyColysis Regulation —
proteina reguladora de glicolise), leva a regulacdo da transcricdo do gene GLK1,
reprimindo-o em alta concentracdo de glicose e outras fontes de carbono como frutose
ou manose e ativando a expressdo de GLK1 em baixos niveis de glicose. Ja a
expressao do gene HXK1 parece ser controlada na presenca de glicose por fatores
de transcricdo que operam através de um elemento ERA e, com a diminuicdo da
glicose no meio, é observada a rapida ativacdo da transcricdo através da regulacao
modulada por elementos STRE (RODRIGUEZ et al., 2001).

Além disso, a foi visto que a delecdo do gene HXK2 induziu a superexpressao

da HXK1, e foi sugerido que a Hxk2 esta envolvida em um feedback que amplifica a
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sua propria expressao e reprime a expressdao da HXK1l e da GLK1 em altas
concentracdes de glicose (RODRIGUEZ et al., 2001).

As isoformas da levedura possuem alta semelhanca tanto em termos de
estrutura quando de sequéncia de aminoacidos se comparadas as isoformas
humanas. As enzimas humanas HK1, HK2, HK3 possuem 100 kDa e sdo compostas
por dois dominios de 50 kDa cada. Ja a HK4 possui apenas um dominio de 50 kDa
(figura 11). A HK1 possui um centro catalitico apenas em um dos seus dois dominios
(C-terminal) e apesar de a G6P se ligar nos dois dominios, o sitio regulatério se
localiza na metade N-terminal. A HK2 possui em cada um de seus dominios um centro
catalitico e um centro regulatério, mas as caracteristicas cinéticas e das metades N-
terminal e C-terminal séo diferentes, onde a metade N-terminal tem maior afinidade
por ATP e possui um Ki pela G6P cerca de 30 vezes menor se comparado ao C-
terminal. A HK1 possui Ki préximo ao da metade N-terminal, e assim a HK2 consegue
manter a atividade catalitica enquanto a HK1 tem a atividade catalitica inibida (AHN
et al., 2009; ROBERTS; MIYAMOTO, 2015). Ja as isoformas de levedura tém todas
cerca de 50 kDa de massa molecular. Suspeita-se que as isoformas animais sdo um
resultado de uma duplicacdo e fusdo de um Unico dominio que ocorreu durante a
evolucao. Essa suspeita se d4 devido ao fato de que as isoformas com 100 kDa
possuem uma repeticdo de sequéncia interna evidenciado por uma similaridade entre
o C-terminal e o N-terminal de cada um dos dominios se comparados com o N-terminal
e o C-terminal das isoformas de levedura (AHN et al., 2009; ROBERTS; MIYAMOTO,
2015).

M Metade N-terminal Metade C-terminal B
HK-II L N 1| N ) () Atividade catalitica
M N C (X) sem atividade catalitica
HK-I L o\ Y~ N ) )
(%) @, Mo o
N C @ Sitio de ligagdo a mitocondria
HK-1Il ( X Y Y = )
had ./
C
HK-1V ( Y )
N/

Figura 11. Esquema que representa as isoformas humanas de hexoquinase e as
localizacbes das subunidades -cataliticas. Esquema adaptado de (ROBERTS;
MIYAMOTO, 2015).
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Experimentos realizados com as isoformas purificadas das hexoquinase de
levedura revelaram que a T6P parece de fato ter um papel regulador sobre
hexoquinase, inibindo a atividade da mesma, mas néo de forma homogénea em todas
as isoformas. A isoforma mais inibida foi a Hxk2 que apresentou Ki de 40 uM. J& a
Hxk1 apresentou Ki de 200 uM enquanto a Glk1 n&do foi inibida significativamente,
mantendo a atividade inalterada até concentracfes de 5 mM. Esse estudo sugeriu que
esse fenbmeno poderia ser observado também em organismos superiores e mais
complexos que a levedura (BLAZQUEZ et al., 1993).

Uma patente de 1998 propde que a trealose-6-fosfato também agiria como
inibidor de hexoquinase (NEWGARD; HAN; NORMINGTON, 1998). J4 outra patente
demonstrou que ao adicionar T6P ao extrato de plantas (batata, tabaco e arroz) a
atividade de hexoquinase diminui. Nesta mesma patente eles demonstram que
extratos de células de camundongos ao serem tratados com T6P também
apresentaram inibicdo (GODDIJN; PEN; SMEEKENS, 2004). Porém, em ambas as
patentes eles ndo estudam qual hexoquinase tem sua atividade diminuida por agéo
da T6P.
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2. Objetivos
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2.1. Objetivo geral

Avaliar o papel da Hxk2 no efeito repressor da glicose sobre a respiracéo da
levedura e investigar o efeito inibitério de T6P sobre a atividade de Hxk2 de

Saccharomyces cerevisiae e sobre a HK2 humana.

Objetivos especificos

e Verificar o papel de Hxk2 no processo de repressao catabolica da levedura através
da avaliacdo dos parametros taxa de crescimento especifico, consumo de oxigénio,

taxa de consumo de glicose em condi¢cdes nao proliferantes e producédo de etanol;

e Avaliar o efeito inibitério de T6P sobre a atividade de fosforilacdo da glicose a
glicose-6-fosfato por isoformas enzimaticas de hexoquinase 2 e glicoquinase de

levedura e hexoquinase 2 humano;

e Determinar o possivel mecanismo inibitério da T6P sobre a atividade de
fosforilagdo de glicose a glicose-6-fosfato por isoformas enzimaticas de hexoquinase

2 e glicoquinase de levedura e hexoquinase 2 humano.
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3. Material e Métodos
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3.1. Cepas e condi¢cdes de cultura
1) YPD 2% : Extrato de Levedura 1 % p/v, Peptona 2 % p/v,
Glicose 2 % plv ; para solidificar o meio, adicionou-se
Agarose 2% p/v
2) YPGal: Extrato de Levedura 1 % p/v, Peptona 2 % plv,
Galactose 2 % pl/v ; para solidificar o meio, adicionou-se
Agarose 2% plv
3) Meio Dropout:
Dropout mix — E a combinacdo dos componentes da
tabela 1 menos o suprimento apropriado. Os
componentes e suas respectivas quantidades estao
descritos na tabela 1
Tabela 1: Lista de componentes mistura Dropout
Adenina 0,59 Leucina 10,09
Alanina 2,09 Lisina 2,09
Arginina 2,09 Metionina 2,09
Asparagina 2,09 Acido para- | 2,0g
aminobenzoico
Acido Aspartico | 2,0g Fenilalanina 2,09
Cisteina 2,09 Prolina 2,09
Glutamina 2,09 Serina 2,09
Acido Glutamico | 2,0g Treonina 2,09
Glicina 2,09 Triptofano 2,09
Histidina 2,09 Tirosina 2,09
Inositol 2,09 Uracila 2,09
Isoleucina 2,09 Valina 2,09

e Meio Dropout sem uracila

: Base nitrogenada sem aminoacidos 0,67 % plv,

Glicose 2 % p/v, Dropout mix sem uracila 0,2 % p/v, Agarose 2% (p/v)

e Meio Dropout sem leucina: Base nitrogenada sem aminoacidos 0,67 % plv,

Glicose 2 % p/v, Dropout mix sem leucina 0,2 % p/v; Agarose 2% (p/v)
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4) Meios para verificacdo de resisténcia a geneticina:

adicionou-se ao meio geneticina 200 mg/L.

As células foram cultivadas em frascos Erlernmeyer preenchidos com 1/5 de

seu volume com o meio de cultivo e incubadas a 28°C e 160 rpm e coletadas em

metabolismo fermentativo (primeira fase exponencial) ou em metabolismo respiratério

(fase estacionaria). As cepas utilizadas estdo descritas na tabela 2.

Tabela 2: Cepas de trabalho

Cepa Genotipo de Interesse Fenotipo Fonte

BY4741 (WT)  MATa leu2 his3 ura3 Selvagem Euroscarf,
met 15 Alemanha
hxk2A Isogénica a WT exceto N&o expressa Hxk2 Euroscarf,
hxk2::kaMXx4 Resistente a geneticina Alemanha
glk1A Isogénica a WT exceto N&o expressa Glk1 Euroscarf,
glkcl::kaMx4 Resistente a geneticina Alemanha

HXK?2 Isogénica a glk1A Expressa apenas Hxk2 Este estudo

exceto hxkl::LEU2

GLK1 Isogénica a hxk2A
exceto hxk1::LEU2

Tipla- Isogénica a GLK1
deletada exceto glk1::HIS3
HK2 Isogénica a

Tripladeletada exceto
YEp HXK2evedura-
HK2humana, URA3

Resistente a geneticina
Expressa apenas Glk1
Resistente a geneticina

N&o expressa nenhuma
isoforma de hexoquinase

Expressa apenas a

isoforma 2 humana (HK2)

Este estudo

Este estudo

Este estudo
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3.2. Transformacao plasmidial em Escherichia coli

3.2.1. CondicGes de Cultivo e Crescimento de Escherichia coli

As células de E. coli foram cultivadas em meio liquido Lysogen Broth [LB, 1%
(p/v) triptona, 0,5 % (p/v) extrato de I1évedo, 1% (p/v) NaCl, pH 7,5] a 37°C e 300 rpm.
Para selecao de células transformantes, que incorporaram o plasmideo pRS315 ou
YEp356R que contém o marcador de resisténcia ao antibiético ampicilina, as células
submetidas ao protocolo de transformacdo foram plaqueadas em meio LB solido
contendo ampicilina na concentragéo de 100 yg.mL™!, mantidas em estufa a 37°C para

crescimento.

3.2.2. Preparo de Células Bacterianas Competentes

Uma coldnia da cepa DH5a da bactéria Escherichia coli foi incubada por 16 h
em 5 mL de meio de cultivo LB, sob agitacdo de 300 rpm a 37°C. Uma aliquota de 250
ML da suspensao bacteriana foi retirada e transferida para 25 mL de meio LB, em
franco de Erlenmeyer de 250 mL. O cultivo foi mantido a 37°C e 300 rpm e o
crescimento acompanhado até o inicio da fase logaritmica, ODeoo entre 0,2 e 0,4. As
células foram coletadas por centrifugacao a frio, 4000 rpm por 5 min a 4°C, e mantidas
no gelo. O sedimentado de células foi ressuspenso em 12,5 mL de CaCl> 0,1 mol.L™*
estéril, previamente gelado, e a suspensao celular foi mantida no gelo por 1 hora. As
células foram coletadas por centrifugacao a frio e ressuspensas em 2,5 mL de CaCl:
0,1 mol.L? estéril. As células competentes foram aliquotadas em microtubos, mantidas

em gelo por 30 minutos e estocadas a -80°C para uso posterior.

3.2.3. Transformacao Bacteriana por Choque Térmico

As células competentes de bactéria foram descongeladas lentamente em
banho de gelo. Em um microtubo foram aliquotados 200 pL da suspensao de células
competentes e 1 uL da suspensao plasmidial. Os plasmideos utilizados foram o
pRS315 que possui 0 gene LEU2 e o plasmideo YEp356R que possui o gene URA3.

Ambos os plasmideos possuem o marcador ampiciplina para selecdo. Foi usado

45



(aproximadamente 500 ng) ou 1 pyL de agua estéril (controle negativo). A mistura foi
suavemente agitada e mantida no gelo por 30 minutos. Apds este tempo, as células
foram submetidas a um choque térmico por incubagédo em banho de agua a 42°C, por
2 minutos. Apos este tempo, foi adicionado 1 mL de meio LB a suspenséo, que foi
incubada a 37°C por 1 hora. O conteldo celular foi plagueado em meio LB sdlido
contendo 100 pg.mL-1 de ampicilina e mantido em estufa a 37°C por

aproximadamente 18 h, para crescimento das colénias transformantes.

3.2.4. Extracdo de DNA Plasmidial de Escherichia coli

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

purificado foi utilizado para transformacao na levedura.

3.3. Construcéo das cepas de trabalho

A construcao das cepas foi iniciada a partir de cepas deletadas no gene HXK2
ou GLK1, individualmente, descritas na tabela 2.

As cepas HXK2 e GLK1 foram geradas através da incorporacdo de um
fragmento de DNA especifico (amplicon obtido por PCR) por transformacéo nas cepas
de S. cerevisiae unideletadas. Tal fragmento de DNA contém a sequéncia de um
marcador nutricional especifico (LEU2 - que codifica a beta-isopropilmalato
desisdrogenase, que codifica a terceira etapa de biossintese da leucina) flanqueado
em suas extremidades por sequencias homélogas ao inicio e fim do gene HXK1. Apos
a transformacdo deste fragmento em S. cerevisiae, esta levedura realiza um
mecanismo préprio denominado recombinacdo homologa, substituindo a regido do
genoma correspondente a regiao de flanqueio definida no amplicon inserido pelo gene
do marcador nutricional do proprio amplicon.

J& as cepas HXK1 e tripladeletada foram construidas a partir das cepas hxk2A

e da HXK2, respectivamente. Para tal, essas cepas foram transformadas com o
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amplicon que era constituido por dois tipos de regides distintas: em suas regides mais
externas estavam sequéncias homologas a sequencias do inicio e fim do gene GLK1,
ja em sua regido mais interna estava o gene HIS5 de Schizosaccharomyces pombe.
Esse gene é responsavel por codificar a proteina imidazoleglicerol-fosfato
desidratase, mesma proteina codificada pelo gene HIS3 de Saccharomyces
cerevisiae, ou seja, o gene funciona como um marcador nutricional para cepas de S.
cerevisiae autotréficas em HIS3

Dessa forma, foram sintetizados amplicons de DNA que obtivessem
sequéncias homodlogas ao gene da levedura. Essas sequéncias homodlogas se
localizavam dentro dos genes (genes das isoformas da hexoquinase), no inicio e fim
dos mesmo, gerando o nocaute dos mesmo com a recombinacdo homéloga, como
descrito na figura 6.

A obtengcdo desses amplicons foi realizada por PCR (polymerase chain
reaction) e foram usados dois plasmideos diferentes, pRS315 e pFA6a-HIS3MX6,
amplificados, isolados e purificados segundo protocolo descrito em 3.2. Nesses
plasmideos foram amplificados os genes LEU2 de S. cerevisiae e HIS5 de S. pombe,

respectivamente.

3.3.1. Obtengao Dos Amplicons

Para a realizacdo do PCR para obtencdo dos amplicons, os primers utilizados
continham um trecho ligante ao sitio correspondente a 25 pares de bases a montante
do cédon de iniciacdo de 29 pares de bases a jusante do codon de terminacao para
amplificagdo do gene do marcador auxotréfico, porém também continha uma regiao
homologa as sequéncias do inicio e fim dos genes da hexoquinase. Desta forma, o
amplicon obtido apds a finalizacdo do PCR apresenta 0 gene correspondente ao
marcador nutricional LEU2 (amplificado a partir do plasmideo pRS315) flanqueado
pelas regibes homologas ao gene da HXK1, denominado fragmento HXK1-LEUZ2; ou
0 gene HIS5 de S. pombe correspondente ao marcador nutricional histidina
(amplificado a partir do plasmideo pFA6a-HIS3MX6) flanqueado pelas regides
homologas ao gene da GLK1, denominado fragmento GLK1-HIS3. A homologia
génica é necessaria a recombinacao homologa S. cerevisiae. O procedimento descrito

encontra-se resumido na Figura 12. A obtencdo dos amplicons foi obtida de acordo
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com o procedimento descrito em “Yeast Genetics: Methods and Protocol (SMITH,;
BURKE, 2014).

3¥
.
g:l | Marcador | | g
5
N,
PCR
: T ©

Figura 12: PCR para obtengao de amplicons

Para obter o fragmento HXK1-LEU2 foi amplificado o gene LEU2 do plasmideo
pRS315 (figura 13), a sequéncia desse amplicon esta descrita anexo 1.
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Figura 13: Plasmideo pRS315 que foi utilizado para a obtencdo do amplicon HXK1-
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LEU2

Para a obtencdo do amplicon GLK1-LEU2 foi utilizado o plasmideo pFA6a-
His3MX6 (figura 14). O amplicon GLK1-HIS3 esta descrito no anexo 1.
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Figura 14: Plasmideo pFA6a-His3MX que foi utilizado na obtencdo do amplicon
GLK1-HIS3

A partir do momento que esses fragmentos sdo inseridos na célula a
recombinacdo homologa se torna possivel onde os genes HXK1 e GLK1 séo deletatos
e 0s genes LEU2 e HIS5 sao inseridos, respectivamente. As sequéncias de

aminoacidos que serao entao sintetizadas passam a ser as descritas abaixo.
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Com isso os genes da HXK1l e GLK1 sdo deletados e substituidos. As

sequéncias de nucleotideos dos genes deletados estdo apresentados abaixo. As

regides sublinhadas séo as regides complementares as regides dos primers que

proporcionam a recombinacdo homologa.

Os primers utilizados estéo especificados na tabela 3. Os trechos destacados

em negrito sdo complementares aos genes das hexoquinases, os trechos sublinhados

e sem negrito sdo complementares aos genes dos marcadores nutricionais.

E importante salientar que todas as temperaturas e concentracdes de Mg?*

utilizadas nas reagdes de PCR deste trabalho foram otimizadas com controles

positivos.

Tabela 3: Primers da PCR para obtencdo dos amplicons empregados no knockout

dos genes HXK1 e GLK1

Primers

Tamanho dos

fragmentos gerados

HXK1-LEU?2 Primer

Forward

5’AAATTAGTTTGA

GTGGGTTTGTTGA

GTTAATCTTATGAC
TAACTGTGGGAATA
CTCAGGTATCGT ¥

Primer

Reverse

5’CACATAAATATA
TATATATGTGTGTG
TCTATATTTACA
TATTAAGCAAGGAT
TTTCTTAACTTCTTC
GG¥

1592 pares de base

GLK1-HIS3 Primer

Forward

5
ATGTCATTCGACG
ACTTACACAAAGC
CACTGAGAGAGCG
GGACATGGAGGCC
CAGAATAC 3’

1287 pares de base
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Primer 5
Reverse GCACCCACTCCGG
AACCATCCTTGGC
AATCTTCAAGTGA
CGACAGCAGTATA
GCGACCA 3

O PCR foi realizado de acordo com as condi¢des descritas nas tabelas 4, 5 e

Tabela 4: Mistura reacional para obtencéo dos amplicons HXK1-LEU2 e GLK1-HIS3
por PCR

Componente da mistura Volume de reacao
(Concentragao no estoque) (Concentracao na reacgdao)
5X Phusion HF Buffer 10pL (1,5mM de MgCl)
dNTP Mix (10mM cada) 1pL (0,2mM cada)
Primer Forward 1uL (2uM)
Primer Reverse 1pL (2uM)
Amostra de DNA 1pL (60ng)
DNA Polimerase Phusion 0,5uL (1,0V)
Agua (Nuclease-Free) 35,5 uL
Volume total 50uL

Tabela 5: Programacao do PCR para fragmento GLK1-HIS3

95°C 1 minuto

30 Ciclos
95°C 1 minuto
52°C 1 minuto
72°C 4 minutos
72°C Final Extension
10°C Final Hold

Tabela 6: Programacéo do PCR para fragmento HXK1-LEU2

95°C 1 minuto
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30 Ciclos

95°C 1 minuto

1 minuto 30
56°C

segundos
72°C 4 minutos
72°C Final Extension
10°C Final Hold

3.3.2. Purificacdo dos amplicons

O volume de trés reacdes de PCR foram purificadas juntas através de uma
purificacdo com etanol. Em um microtubo contendo todo o volume das trés reacdes
de PCR foram adicionados 1/10 do volume ja presente no tubo (15 ulL) de acetato de
sédio 3M e posteriormente foram adicionados cerca de 2 a 2,5 vezes o volume total
(400 pL) de etanol 100% gelado. Essa mistura entdo foi deixada por pelo menos uma
hora no freezer (-20°C) para ser centrifugada a velocidade maxima por 15 minutos a
4°C. O sobrenadante foi cuidadosamente descartado e foram adicionados 250uL de
etanol 70% gelado e foi centrifugado por 5 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
novamente retirado cuidadosamente e o tubo foi deixado em um banho a 37°C para
gue o restante de etanol evaporasse, porém apenas o suficiente para que o pellet ndo
ficasse ressecado. Esse pellet foi entdo ressuspendido em 50 uL de agua ultrapura
livre de DNAse e RNAse e foi dosada a concentracdo de DNA através de um
espectrofotdmetro de microvolume DeNovix DS11.

3.3.3. Transformacao dos Fragmentos Mutagenizados Em S. cerevisiae
O procedimento de eletroporacdo segue como descrito na figura 15. Os

amplicons obtidos (HXK1-LEU2 ou GLK1-HIS3) foram inseridos na levedura por

eletroporacao de acordo com a tabela 7.
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Tabela 7: Construcdo das cepas

Genotipo da cepa .
. Genotipo da cepa a ser
Fragmento unideletada usada como _
. obtida por knockout
alvo da delecéo

GLK1-HIS3 hxk2A HXK1 (hxk2Aglk14)
HXK1-LEU2 glk12 HXK2 (hxk1Aglk14)
HXK1-LEU2 hxk2A GLK1 (hxk1Ahxk24)

As células foram cultivadas em meio YPD 2% e foram recolhidas em OD entre
0,7 e 1,5 e ressuspensas em tampao com acetato de litio e DTT e incubadas em
temperatura ambiente por uma hora. As células foram entéo centrifugadas a 3000 rpm
por cinco minutos a 4°C. O pellet foi entdo lavado com agua milli-Q gelada e sorbitol
gelado. As células foram ent&o ressuspensas em 100 pL de sorbitol 1M.

Cerca de 1 pg de DNA foi adicionado a cubeta de eletroporacédo, juntamente
com as células e entdo foi aplicada a voltagem. 1 mL de YPD 2% foi adicionado a
célula por 1h para a recuperacdo das células e entdo foram plaqueadas em meio

seletivo.

Cultura sl ~anvo. DNA a ser
de células

Mistura das células-alvo
com o DNA

Formacao de
poros

o N WEntrada do DNA

Aplicacao de
voltagem Y

Absorcédo do DNA —~=53
pelas células Roe

Figura 15: Procedimento de eletroporacdo. A eletroporacéo consiste na fragilizacéo
da membrana plasmatica por meio da aplicacdo de uma voltagem, o que torna

possivel a entrada do DNA na célula.

3.3.4. Confirmacéo Das Delec¢des e Insercdes
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As células transformadas foram selecionadas nos meios solidos e
replagueadas em meio seletivo dropout com glicose sem histidina, no caso na cepa
HXK1 ou sem leucina no caso das cepas HXK2 e GLK1. Ja cepa tripladeletada foi
plaqueada em meio dropout com galactose sem leucina e histidina. Também foram
plagueadas as cepas unideletadas como controle negativo. Colonias isoladas obtidas
na transformacao foram estriadas em placas com as mesmas restricbes nutricionais

para posterior extracdo do DNA gendmico.

3.3.4.1. Extragdo do DNA gendmico.

Foram feitos in6culos de alcada de 5mL em meio seletivo por 16 horas sob
agitacao de 160rpm e 28°C. As células foram centrifugadas a 8000 rpm por 10 minutos
e lavadas uma vez com agua ultrapura estéril. O pellet foi ressuspendido em 400 uL
de tampéao de extragéo (2% Triton 100 x (v/v), 1 % SDS (m/v), 0,1 M NaCl (m/v), 0,1
M Tris pH 8,0 (m/v) e 0,001 M EDTA pH 8,0 (m/v)) e transferidos para microtubos de
1,5mL. Foram adicionados 0,3 g de pérolas de vidro (2mm) e essa mistura foi
vortexada por 2 minutos para a lise das células. O microtubo foi centrifugado por 10
minutos a 12000 rpm e os pellets foram lavados com 500uL de etanol 70%. Apés seco
a temperatura ambiente, o pellet foi ressupendido em agua ultrapura livre de DNAse
e RNAse.

3.3.4.2. PCR de confirmagéo do knockout

Para confirmar que substituicdo dos genes de hexoquinase pelos marcadores
nutricionais foi bem sucedida foi realizado com PCR conforme descrito no esquema
da figura 16. O primer forward foi desenhado de forma a se analear anteriormente a
sequéncia modificada, ou seja, € comum tanto para o caso da modificacao ter sido
realizada com sucesso, como nado. Ja o primer reverse foi desenhado a anelar dentro
da regido modificada. Ou seja, ha um primer reverse para a HXK1 e outro para a
LEU2.
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Figura 16: Primers PCR de confirmacgéo. Na figura temos um esquema que mostra
como os primers foram desenhados para as sequencias a serem modificadas. O
primer forward (primer Hxk1-F) foi desenhado de modo a comportar uma sequéncia
downstream a sequéncia do gene a ser nocauteado, enquanto o reverse foi
desenhado de forma a conter uma sequéncia dentro do gene que seria nocauteado
(HXK1) (primer Hxk1-R) ou o gene a ser inserido (LEU2) (primer Hxk1l-LEU2-R).
Dessa forma no caso de o nocaute ter sido um sucesso, o amplicon onde o primer
usado foi 0 Hxk1-LEU2-R estaria presente no gel de agarose, enquanto o amplicon

com o primer Hxk1-R néo.

Os primers utilizados para fazer a confirmacéo através de PCR estéo descritos
na tabela 8 assim como as condi¢bes do PCR de confirmacdo estdo descritas nas
tabelas 9 e 10.

Tabela 8: Primers para constru¢céo do amplicon HXK1-LEU2

a . Tamanho do
Sequéncia do primer .
amplicon gerado
Prmer XKL | 5 TTCTCAACTGCTTCTGTTTCCT 3 :
Forward
Primer HXK1 5 CTTTCTCAAGGTCTCGCTGTC 3 369 bp
Reverse
Prmer LEU2 5 CCCTGTGTGTTCTCGTTATGTT 3 451 bp
everse

Tabela 9: Condig¢bes reacionais do PCR de confirmagéo
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Componente da mistura Volume de reacgédo
(Concentracdo no estoque) (Concentracdo na reacéio)
Buffer 10x (Mg?" Plus)

S5puL (1,6mM de MgCly)
Tag polimerase

dNTP Mix (10mM cada) lpuL (0, 2mM cada)
Primer Forward lpLl (2uM)
Primer Reverse 1pL (2uM)
Amostra de DNA luL (60ng)

DNA Polimerase Phusion 0,5uL (1,00)

Agua (Nuclease-Free) 40,5 uL
Volume total 50uL

Tabela 10: Condigc&o de temperatura e tempo para o PCR de confirmagéo

95°C 1 minuto
15 Ciclos

95°C 30 segundos

60°C 30 segundos

. 2minutos e 40
segundos

72°C Final Extension

10°C Final Hold

Apébs o PCR, os amplicons obtidos eram submetidos a um gel de agarose 1%
e foi realizada uma eletroforese para a identificacdo do tamanho dos amplicons.

3.3.5. Construcédo do vetor contendo HK2 humana
Para a insercdo do plasmideo contendo a HK2 humana foi comprado um
plasmideo junto a Genescript: pESC-URA-HK2 (figura 18). Este plasmideo foi

construido usado como base o plasmideo pESC-URA (figura 17) onde foi inserido o

cDNA da HK2 humana sob controle do promotor da HXK2 de levedura (anexo I).
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Figura 17: Mapa do plasmideo pESC-URA que foi utilizado para a construcao do vetor
com cDNA da HK2 humana para expressdo em levedura. Os sitios das enzimas de

restricdo onde houve a insercdo da HK2 humana estao destacados em vermelho.
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Figura 18: Mapa do plasmideo pESC-URA-HK2 contendo o cDNA da HK2 humana
com promotor da Hxk2 de levedura. A sequéncia desenhada para a insergdo no
plasmideo continha as enzimas de restricdo Spel no inicio e BamHI no final para
tratamento do vetor, além do promotor da Hxk2 de levedura e o cDNA da HK2
humana. Foi adicionada uma sequéncia da enzima EcoRI entre o promotor e 0 cDNA
da HK2.

3.4. Taxa de crescimento especifico

Foram feitos in6culos de concentragdes conhecidas (0,1 pug.mL?, 0,3 pg.mLt e
1,0 pg.mLt) em meio YPD 2% e foram deixados a 28°C e 160 rpm overnight. Apés
este periodo, foram coletadas aliquotas a cada 40 minutos. As concentracdes
celulares (peso seco) das aliquotas coletadas foram determinadas por leitura
espectrofotométrica a 570 nm, construindo-se uma curva [Concentracdo celular

(mg.mL* - peso seco) X tempo (h)], a partir da qual foram determinados os intervalos
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e as concentragfes celulares caracteristicas das fases metabdlicas de crescimento
da levedura em meio YPD, necessarios a coleta celular para a realizacédo dos ensaios
posteriores.

Para a determinacao foi usada a lei de Lambert-Beer (C = f x L x Abss7o, onde
C é a concentracao, f é o fator de peso seco, L € a espessura da cubeta e Abss7 é a

absorbancia a 570 nm).

3.5. Consumo de oxigénio

A taxa de consumo de oxigénio foi avaliada medindo-se a variacdo da
concentracdo de oxigénio dissolvido em suspensao celular ao longo do tempo,
utilizando eletrodo de Clark. As células foram coletadas e centrifugadas a 5000 rpm
por 5 min. O pellet foi lavado duas vezes e ressuspenso em agua destilada a uma
concentragdo celular de 1 mg. yL* (peso umido). 50 uL da suspensao celular (peso
umido de 50 mg célula) foram adicionados a 2 mL de solucédo de glicose 100 mM em
tampéo fosfato 50 mM pH 7 em uma camara de consumo de oxigénio com agitacao
continua, perfazendo uma suspensédo celular final na caAmara de concentracdo 25
mg.mL* (peso Umido). O consumo de oxigénio foi medido ao longo do tempo em
oxigrafo por um eletrodo do tipo Clark, utilizando calibragédo em fase liquida (ponto de
saturacao da dgua com oxigénio como 100% da calibracdo e deplecdo do oxigénio
disponivel na camara pela adi¢éo de ditionito de sédio como 0%). A concentracéo de
oxigénio foi avaliada durante um periodo aproximado de 5 min e a taxa de consumo
de oxigénio (%.s?) foi obtida a partir do coeficiente angular da reta do grafico [%

oxigénio em solugao X tempo (s)] (RONA et al., 2016).

3.6. Consumo de glicose em condi¢des nao proliferantes

A taxa de consumo de glicose foi avaliada por dosagem da glicose residual no
meio por Cromatografia Liquida. As células foram coletadas e centrifugadas a 5000
rpm por 5 min. O pellet foi lavado duas vezes com agua destilada e resuspenso em

tampéo fosfato 50 mM pH 6 a uma concentracdo celular final de 6 mg.mL-1 (peso
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seco). A 5 mL da suspens&o celular, foram adicionados 5 mL de solugédo de glicose
40 mM no mesmo tampéao, perfazendo 10 mL de uma suspenséao celular 3 mg.mL"!
(peso seco) contendo 20 mM de glicose, em erlenmeyer de 50 mL. Foi retirada uma
aliquota de 1 mL imediatamente apds a adi¢cdo do tampao contendo glicose (ponto
zero, 0 min), que foi centrifugada imediatamente a 13000 rpm por 5 min. O
sobrenadante foi devidamente filtrado para condicbes cromatograficas e armazenado
para posterior analise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). O meio foi
incubado a 28° C e 160 rpm e aliquotas de 1 mL foram retiradas ao longo do tempo
nos pontos referentes a 20 min, 40 min, 60 min e 80 min, procedendo-se da mesma
maneira que no ponto zero para o tratamento da amostra, centrifugando-se o meio e
armazenando o sobrenadante apdés a filtracdo para posterior analise por CLAE. A
glicose residual no sobrenadante foi analisada utilizando-se um sistema de CLAE
equipado com um detector de indice de refracdo RI- 2031 Plus, JASCO, Japédo. A
glicose foi quantificada em uma coluna Aminex HPX- 87H (7.8 mm [.D. x 30 cm,
BioRad, EUA), com a temperatura de 60°C utilizando 0,004 mM de &cido sulfurico
(H2S04) como eluente a um fluxo igual a 0,6 mL por minuto. Uma vez determinada a
concentracdo de glicose residual no sobrenadante em cada uma das aliquotas
coletadas, foi feita uma curva de [concentracéo de glicose no sobrenadante (g.L™?) x
tempo (min)] e, a partir do coeficiente angular, determinou-se a taxa de consumo de

glicose (g.L*.min!) da cepa em estudo (RONA et al., 2016).

3.7. Producéo de etanol

As células eram inoculadas overnight e foram colhidas até chegaram a
concentracéo de cerca de 1 mg/mL (meio da primeira fase exponencial). As células
foram centrifugadas por 5 minutos a 5000 rpm e o sobrenadante foi separado. Esse
sobrenadante foi devidamente filtrado para condicdes cromatograficas e
posteriormente analisado por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). O
etanol produzido presente no sobrenadante foi analisado utilizando um sistema de
CLAE equipado com um detector de indice de refracdo RI- 2031 Plus, JASCO, Japao.
O etanol foi quantificado em uma coluna Aminex HPX- 87H (7.8 mm I.D. x 30 cm,
BioRad, EUA), com a temperatura de 60°C utilizando 0,004 mM de éacido sulfarico

(H2S04) como eluente a um fluxo igual a 0,6 mL por minuto.
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3.8. Atividade de Hexoquinase

3.8.1. Obtengéo do Extrato Celular

A atividade de hexoquinase foi dosada em extrato celular. Para a obtencéo do
extrato celular as células foram inoculadas em meio YPD 2% até as a primeira fase
exponencial e a fase estacionaria. Foi coletado um volume contendo 50mg e
centrifugado a 5000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e entédo as
células sdo lavadas com agua destilada gelada. O sobrenadante foi novamente
descartado e repetiu-se a lavagem. As células foram ressuspensas em 0,5 mL de
tampé&o Tris-HCI (50mM/ pH 7,6) e o volume foi transferido para um tudo de parede
grossa contendo 1,59 de pérolas de vidro.

Para romper as células, foram executados 3 ciclos de agitacdo em vortex
(ajustado para velocidade maxima) por 1 minuto, intercalando cada etapa de agitacao
com repouso da suspensdo em banho de gelo também por 1 minuto.

O extrato celular foi coletado para um eppendorf. As pérolas de vidro foram
lavadas com 400uL de tampéo Tris-HCI e a solucao de lavagem foi transferido para o
mesmo eppendorf que o extrato, que foi centrifugado por 5 minutos a 13000 rpm em

microcentrifuga, coletando-se o sobrenadante em outro eppendorf.

3.8.2. Determinagéo de Proteina Total

Para a preparacdo da curva padrdo utilizou-se BSA em cinco diferentes
concentragdes: 1 mg/mL, 0,5 mg/mL, 0,25 mg/mL, 0,125 mg/mL e 0,0625 mg/mL. Em
um eppendorf foram adicionados 200 uL de reagente de Bradford (Bio-Rad), 790 uL
de 4gua deionizada e 10 pL da solucdo de BSA. Para a preparacdo do branco foram
utilizados 800 uL de agua deionizada e 200 pL de reagente de Bradford. Essas
misturas foram incubadas por cinco minutos a temperatura ambiente e posteriormente

tiveram suas absorvancias lidas a 595nm. Foi montada uma curva de massa de
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proteina (ug) por Abs a 595nm. Desta curva obteve-se um fator que foi utilizado para

o célculo da massa de proteina dos extratos.

Para a dosagem de proteina dos extratos, foi realizado o mesmo procedimento

gue com o BSA, apenas o substituindo pelos extratos.

3.8.3. Dosagem da Atividade de Hexoquinase na Auséncia de T6P

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

Usando uma cubeta de quartzo é realizado um branco, que contém todos os
componentes da reacdo, menos o NADP*, que dispara a reag&o. No branco, o NADP*
€ substituido por agua. ApGs o branco, € realizada a reacdo na cubeta de quartzo
adicionando os reagentes de acordo com a ordem da tabela abaixo.

As quantidades no ensaio estédo descritas na tabela 11.

Tabela 11: Ensaio de dosagem de atividade de hexoquinase na auséncia de T6P

Concentracdo no Concentragdo no

Reagente ) Volume (mL)
estoque ensaio
Tampao Tris-HCI
50mM 38,3mM 1,00
pH 7.6
105mM a 2,1mM 50mM a 0,1mM
dependendo da dependendo da
Glicose isoforma de isoforma de 1,00
hexoquinase a ser  hexoquinase a ser
testada testada
MgCl2 0,1M 7,7mM 0,20
ATP, sal dissodico 10mg/mL 0,72mM 0,10
Glicose-6-fosfato
. 131,5U/mL
desidrogenase 0,50U/mL 0,01

(G6PDH)
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Extrato - - 0,10

NADP* 10mg/mL 1,0mM 0,20

Para a variacao de quantidade de glicose utilizada foi variada a concentracéo
de glicose mantendo-se o volume.

A G6PDH utilizada foi a de 500U da Sigma de S. cerevisiae liofilizada
dissolvoda em agua até a concentracdo de estoque descrita.

A medida de atividade de hexoquinase ndo é medida de forma direta e sim a
partir da formacdo de NADPH, um dos produtos de uma reacédo acoplada catalisada
pela enzima glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH), que também é adicionada ao
ensaio (Figura 17). Uma unidade de atividade hexoquinase é definida como a
formacgao de 1 pmol de NADPH por minuto.

GIicoseTHXKT»Glicose-6-fosfato G6PDH  B-fosfoglicolactona
ATP  ADP NADP* NADPH

Figura 19: Reacgbes de medida de atividade hexoquinésica

Foram coletados os primeiros pontos da curva Abs 340 nm X tempo
(min) que sdo os pontos de condicao de velocidade inicial. Ao fazer o ajuste linear é
possivel obter o coeficiente angular e entdo a atividade. Para obter a atividade
especifica entdo, o coeficiente angular da reta é dividido pelo fator do NADPH (6,22
mM-1), com isso chega-se a taxa de NADPH gerado. Entéo calcula-se a atividade em
pumol/min (U), multiplicando a taxa de formacao de NADPH pelo volume do ensaio que
€ 2,61 mL. Para calcular a atividade especifica € necesséario dividir a atividade pela
massa de proteina presente em 0,1 mL de extrato, cujas concentracdes de proteina
foram obtidas como descrito anteriormente.
Para chegar ao valor da quantidade total de proteina foi realizado o

experimento pelo método de Bradford como descrito no tépico 3.8.2.

3.8.4. Dosagem da Atividade de Hexoquinase na Presenca de T6P
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O ensaio na presenca de T6P foi feito de forma muito similar ao ensaio da
auséncia de inibidor. A diferenca esta no tratamento dos 100 uL de extrato com T6P
de modo que a concentracédo de T6P no ensaio fosse 0,05 mM a 1 mM, dependendo
da isoforma de hexoquinase a ser testada, onde o que se variou foi o volume de T6P

adicionado no ensaio.

3.9. Analises estatisticas

Os resultados foram analisados comparativamente utilizando o teste t de
Student, com o auxilio do programa GraphPad Prism 4.0 (GraphPad Software). Os
dados sao considerados estatisticamente diferentes para um valor p < 0,05 dentro de
cada condicdo ou cepa estudada, onde as comparacOes foram feitas sempre

comparando as cepas mutantes com a cepa selvagem.
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4. Resultados

65



4.1. Knockout dos genes HXK1 e GLK1 em Saccharomyces
cerevisiae

Neste trabalho foram construidas cepas knockout através da técnica de
recombinacdo homodloga, empregando-se fragmentos de DNA obtidos por PCR e

transformacéao por choque térmico conforme descrito na se¢cdo materiais e métodos.

Os amplicons obtidos para a recombinacdo homologa foram produzidos por
PCR e confirmados através de um gel de agarose 1% e posteriormente foram

purificados e um novo gel foi corrido (figuras 20 e 21).

(b)

Figura 20: (a) Gel de agarose 1% com amplicon HXK1-LEUZ2 antes da purificacao
com amplicons no tamanho esperado de 1592 pares de base. Figura 6(b) gel de
agarose 1% com amplicon HXK1-LEU2 depois da purificagdo com uma banda com
1593 pares de base. Em ambos o0s casos a primeira na coluna do gel foi corrido o
padrédo de peso molecular. No o gel representado na figura 6(a) cada uma das colunas
subsequentes foram corridas amostras de produtos de PCR do amplicon HXK1-LEUZ2.
No caso da figura 1(b) na segunda coluna do gel foi corrida uma amostra do produto

de PCR ja purificado.
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Figura 21: Gel de agorose 1% com produto de PCR do amplicon de GLK1-HIS3
purificado. Na primeira coluna do gel foi corrido o padrdo de peso molecular e na
segunda coluna do gel foi corrido o produto do PCR purificado, com uma banda por
volta de 1287 pares de base como esperado para o amplicon GLK1-HISS3.

Com os amplicons purificados foi feita entdo a transformacao por eletroporacao
nas cepas como descrito nos materiais e métodos. As células eletroporadas foram
crescidas em um meio restritivo de acordo com o marcador auxotréfico presente no
amplicon adicionado, onde cresceram apenas colbnias que tivessem integrado o

amplicon no seu DNA genémico.

Vérias colbnias foram selecionadas e cultivadas para que seu DNA genémico
pudesse ser extraido. Com o DNA gendmico extraido dessas diversas colonias foi
feito um screening para selecionar as colénias nas quais o amplicon tivesse sido
inserido no alvo correto, ou seja, 0 gene de hexoquinase tivesse sido de fato

nocauteado pelo marcador nutricional empregado.

A partir deste momento passamos a confirmacdo das construcdes atravées de
reacfes de PCR onde comprovamos a presenca ou auséncia dos genes HXK1, HXK2
e LEUZ2 (Figura 22).
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Figura 22: Gel de agarose 1% de confirmacdo da construcdo da cepa HXK2
(Aglk1Ahxk1) que deixa de expressar a HXK1 e passa a expressar o gene LEU2 apoés
a insergcédo do amplicon HXK1-LEUZ2. Na primeira coluna do gel correu-se um padréo
de peso molecular. Na segunda coluna do gel correu-se uma amostra do produto de
PCR com os primers para confirmacédo da presenca do gene HXK1, na coluna 3 para

a presenca do gene LEU2 e na coluna 4 para a presenca do gene HXK2.

Na figura 23 esta representado o gel que foi corrido para comprovar a
construcdo da cepa HXK2 no caso da colonia de sucesso. Neste caso, partiu-se de
uma cepa deletada no gene GLK1 onde pretendia-se deletar o gene HXK1. E possivel
observar no gel que nao foi obtido amplicon no PCR da HXK1, enquanto o amplicon
da HXK2 ainda se mantem presente (413 pares de base). Ja o amplicon da LEUZ2,
inserido através do amplicon aparece na coluna 3 do gel (451 pares de base),
mostrando que o amplicon foi inserido com sucesso e no lugar certo, j4 que o primer
forward utilizado para esse PCR era complementar a uma regido downstream ao gene

da HXK1, ou seja, o gene LEUZ2 entrou substituindo o gene HXK1.
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Figura 23: Gel de agarose 1% da cepa GLK1. Na primeira coluna do gel foi corrido
um padrdo de peso molecular, na coluna 2 foi corrida a amostra do produto de PCR

para confirmacéo da presenca do gene HXK1 e na 3 para confirmacgéo do gene LEU2.

Na figura 23 esté representado o gel de confirmacdo da construcdo de cepa
GLKL1. Essa cepa foi obtida através da delecdo do gene HXK1, e substituicdo pelo
gene LEUZ2, de uma cepa que apenas nao expressava o gene HXK2. Como é possivel
ver na figura, ndo foi obtido o amplicon HXK1 e foi obtido o amplicon LEUZ2,

comprovando entdo a substituicdo do amplicon HXK1 pelo gene LEU2.

Infelizmente néo foi possivel no tempo do presente trabalho a confirmacéo por
PCR da cepa construida através da substituicdo do gene GLK1 pelo gene HIS5 (S.
pombe). Porém esse amplicon foi usado para a construcdo da cepa tripladeletada, ou
seja, que ndo expressa nenhuma das hexoquinases de S. cerevisiae. A confirmacéo
da construcéo dessa cepa foi feita de duas formas. Essa cepa foi construida partindo
da cepa GLK1 (Ahxk1Ahxk?2) e deletando o gene GLK1 com o amplicon GLK1-HIS3.
Apbs o crescimento em meio restritivo (sem LEU2 e HIS3 e em galactose) essa cepa
foi estriada em meio contendo glicose. Por ndo possuir nenhuma isoforma de
hexoquinase, ndo era esperado que ela crescesse neste meio. E foi o que foi
observado. Além disso foi feito um experimento de atividade de hexoquinase com esta
cepa. O que foi observado foi que nenhuma atividade de hexoquinase estava
presente, confirmando assim que de fato, ndo haviam isoformas de hexoquinase

naquela cepa.
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O crescimento da cepa tripladeletada precisa acontecer em galactose ja que
sem nenhuma hexoquinase essa cepa nao é capaz de crescer em glicose ja que para
a glicose ser aproveitada como fonte de carbono precisa passar pela glicélise, de onde
a hexoquinase catalisa a primeira reacéo. Ao estar presente em galactose, a levedura
tem a galactose convertida em glicose-6-fosfato e através de trés reacdes, sendo
capaz de entrar na glicolise sem o uso da hexoquinase (TIMSON, 2007). Ao
acrescentar a HK2 humana, ela recupera essa capacidade de crescer em glicose. A
transformagéo para inser¢cdo do vetor com HK2 humana foi feita e a cepa foi

plagueada em meio Dropout sem leucina e sem uracila com glicose.

4.2. Taxa de crescimento especifico

Apds a obtencdo das cepas HXK2 e GLK1 comecou-se a explorar qual o
comportamento bioenergético dessas cepas. O primeiro experimento realizado foi a
determinacao de taxa de crescimento especifico das células na presenca de glicose

(primeira fase exponencial do crescimento).

0,5+

0,4-

- 0’3_
<
= 0,2+

Figura 24: Taxa de crescimento especifico das cepas BY4741 (WT), HXK2 e GLK1.
Os resultados séo representados como uma média de pelo menos 3 experimentos
independentes + desvio padrdo. (*) Significa que houve diferenca estatistica segundo

o Teste- t de Student comparando-se WT X mutante.
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Observou-se que a cepa HXK2 apresentou taxa de crescimento especifico igual
ao da cepa selvagem (que contém todas as isoformas de hexoquinases), enquanto
que a cepa GLK1 (4dhxkl4hxk2), deficiente em Hxk2, apresentou taxa de crescimento
especifico cerca de 25% menor que as outras duas cepas analisadas (Figura 24). Este
comportamento costuma ser caracteristico de células rescendo em metabolismo

respiratorio.
4.3. Consumo de glicose em condi¢cbes néao proliferantes

Foi observado que a cepa HXK2 seguiu com 0 mesmo comportamento em
termos de taxa de consumo de glicose se comparada a cepa selvagem tanto em
metabolismo fermentativo (cerca de 0,1 g.L'min?t), guanto em metabolismo
respiratério (cerca de 0,05 g.L*min?) (figura 25). Nessas duas cepas 0 consumo de
glicose foi cerca de duas vezes maior na fase exponencial que na fase estacionaria.
Isso era esperado ja que, como o rendimento de producdo de ATP por molécula de
glicose € muito menor na fermentacdo que na respiracdo o consumo de glicose

precisa ser maior para a obtencdo da mesma quantidade de energia.

Ja a cepa GLK1 ndo apresentou 0 mesmo comportamento que as outras cepas,
consumindo cerca de trés vezes menos glicose que as duas cepas na primeira
exponencial (cerca de 0,3 g.L'min') e mantendo o consumo em metabolismo
respiratério (cerca de 0,3 g.L"*min!) (Figura 25). Isso é um forte indicativo de que a

GLK1 ndo esteja em represséao catabdlica, da qual a Hxk2 parece fazer parte.
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Figura 25: Taxa de consumo de glicose em condi¢cdes nao proliferantes de células
coletadas na primeira fase exponencial do crescimento em glicose (a) e na fase
estacionéaria (b). A determinacdo da taxa foi feita como descrito em Métodos. Os
resultados sdo representados como uma média de pelo menos 3 experimentos
independentes + desvio padrdo. (*) Significa que houve diferenca estatistica segundo

o Teste- t de Student comparando-se WT X mutante.

4.4. Consumo de oxigénio

Foi possivel observar foi que as cepas selvagem e HXK2 apresentaram a
mesma taxa de consumo de oxigénio (figura 26), assim como as taxas de consumo
de glicose e de crescimento especifico. Quando coletadas em fase exponencial de
crescimento em glicose, o consumo de oxigénio dessas duas cepas foi baixo (cerca
de 0,06% de oxigénio consumido/s) e aumentou por volta de dez vezes na fase
estacionéaria, o que era esperado pois na fase fermentativa a célula esta obtendo
energia através da glicolise, na qual ndo h& uso de oxigénio, enquanto na fase
respiratoria 0 oxigénio desempenha um importante papel como receptor final de
elétrons. J4 a GLK1 apresentou uma taxa de consumo de oxigénio alto (cerca de 0,6%
de oxigénio consumido/s) mesmo quando crescendo na presenca de glicose. O que
indica que a GLK1 est4 respirando em ambas as fases por ndo estar reprimida devido
a auséncia da Hxk2. Foi possivel observar que em fase estacionaria do crescimento,
todas as cepas apresentaram o mesmo comportamento (Figura 26). Nesta fase a
glicose ja se esgotou do meio e a levedura utilizou etanol na segunda fase exponencial
para obtencdo de energia através da respiracdo. Na fase estacionaria a célula ainda

utiliza o etanol para respiragéo celular.
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Figura 26: Taxa de consumo de oxigénio avaliada em células coletadas na primeira
fase exponencial do crescimento em glicose (a), e na fase extacionaria (b). A
determinacdo da taxa foi feita como descrito em Meétodos. Os resultados sé&o
representados como uma média de pelo menos 3 experimentos independentes +
desvio padrdo. (*) Significa que houve diferenga estatistica segundo o Teste- t de

Student comparando-se WT X mutante.

4.5. Producao de etanol

Apesar de estatisticamente diferente, a produgcao de etanol apresentada pela
cepa HXK2 (por volta de 40 g/L) se mostrou bastante semelhante ao da cepa controle
(cerca de 35 g/L), enquanto que cepa GLK1 foi bastante discrepante, tendo produzido
cerca de sete vezes menos etanol (cerca de 5 g/L) que as outras duas cepas (Figura
27). Assim como nos experimentos anteriormente apresentados nos topicos 4.4 e 4.3
a GLK1 nao apresenta comportamento de fermentacdo e sim de respiracdo na
primeira fase exponencial onde seria esperado que as células produzissem etanol ja

gue este € um dos principais produtos da fermentacao.
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Figura 27: Producdo de etanol avaliada em células coletadas na primeira fase
exponencial do crescimento em. A determinacgéo da produc¢ao de etanol foi feita como
descrito em Métodos. Os resultados sédo representados como uma média de pelo
menos 3 experimentos independentes + desvio padrdo. (*) Significa que houve

diferenca estatistica segundo o Teste- t de Student comparando-se WT X mutante.

4.6. Atividade de hexoquinase nas isoformas de S. cerevisiae

A hexoquinase obedece o modelo cinético de Michelis-Menten, no qual uma
reacdo acontece a medida que o substrato entra em contato com o sitio catalitico da
enzima é formado o complexo enzima-substrato rapidamente. Esse complexo €
desfeito de forma mais lenta onde o produto € formado enquanto a enzima é
regenerada.

Para a determinacéo da atividade utilizamos apenas a velocidade inicial pois é
nesse ponto que a reacdo ES - E + P é considerada irreversivel e a reacdo E + P
gerando ES é desprezivel. Os resultados obtidos sdo uma curva de absorvancia X

tempo, como a exemplificada na figura 28.

74



Absorvancia
_.D _(:J (=] = = =
=y (=] [o's] = =] N [%)]
*
®
'Y
L 2
L 4
[
L 2
L
L
L
L
L 4

o

N
&
v

=]

o

0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5

Tempo (min)

Figura 28: Exemplo de curva de progresso obtida para determinacao da atividade de
hexoquinase, onde temos no eixo X 0 tempo de reagdo em minutos e no eixo y a
absorvancia lida a 340 nm, para uma determinada concentracdo de glicose
(substrato), mantidos os demais reagentes nas concentracdes e condi¢cdes descritas

em Métodos.

A seguir sdo apresentados os graficos duplo reciproco (1/v X 1/S - Lineweaver-
Burk) obtidos a partir da determinacdo da atividade hexoquinasica (v) em diferentes
concentracdes de glicose (S) (entre 0,21mM e 10mM dependendo da hexoquinase a
ser testada), na auséncia ou presenca de 0,5 mM de T6P, em extratos de células das
cepas HXK2 e GLK1 coletadas na fase exponencial do crescimento em glicose (Figura
30). Os valores de atividade especifica obtidos para cada concentracdo de glicose, na
presenca de 0,5mM de T6P e na auséncia de T6P, também sdo mostrados na figura
29.
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Figura 29: Gréfico com as atividades especificas de hexoquinase 2 de levedura na

concentracédo de glicose (0,17mM - 10mM) e de T6P (OmM e 0,5mM) que foram

testadas.
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Figura 30: Grafico duplo reciproco obtido a partir da determinacéo da atividade (v) da
enzima Hxk2 (a) e GIk1 (b) em funcao de diferentes concentracdes de glicose (S), na
auséncia ou na presenca de 0,5mM de T6P, em extratos de células coletadas em fase
exponencial do crescimento em glicose. A determinacao da atividade foi feita como
descrito em Métodos. Os resultados sado representados como uma média de pelo

menos 3 experimentos independentes + desvio padrao.

De acordo com os resultados da Figura 29 e 30, pode-se concluir que apenas

a isoforma 2 da hexoquinase de levedura é inibida por T6P; Glk1 ndo sofre inibigcdo
por T6P, corroborando os resultados de Blazquez e colaboradores obtidos usando-se
enzimas purificadas de levedura (BLAZQUEZ et al., 1993). Além disso, verificamos
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gue o mecanismo de inibicdo de T6P sobre Hxk2, assim como obtido por Blazquez e

colaboradores, parece ser do tipo competitivo.

0.154
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HXK2 com T6P 0,1mM
HXK2 com T6P 0,3mM
HXK2 com T6P 0,5mM

LI

t ok

0.05+

v
(mg de proteina/mU)

1/[S]
(mMm™)

Figura 31: Gréfico duplo reciproco obtido a partir da determinacao da atividade (v) da
isoforma Hxk2 de levedura em funcéo de diferentes concentra¢des de glicose (S), na
auséncia ou na presenca de diferentes concentracbes de T6P. Os extratos para
determinacdo das atividades Hxk2 foram obtidos de células coletadas em fase
exponencial do crescimento em glicose. A determinacdo da atividade foi feita como
descrito em Métodos. Os resultados sdo representados como uma média de pelo

menos 3 experimentos independentes * desvio padrao.

Na Figura 31 pode-se observar o efeito inibitério de T6P sobre a atividade de
Hxk2 em funcé&o de diferentes concentracdes de inibidor. Nela podemos verificar que
guanto maior a concentracdo de inibidor, maior € a inibicdo de T6P sobre Hxk2.
Também chama a atencdo o padrdo do grafico (todas as curvas convergindo pro

mesmo ponto no eixo y), o que reforga a ideia de inibicdo do tipo competitiva.
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Figura 32: Percentual de inibicdo de T6P sobre a enzima Hxk2 em funcdo da
concentracéo de inibidor (T6P) em diferentes concentracdes de substrato (glicose).
Os extratos para determinacdo das atividades Hxk2 foram obtidos de células
coletadas em fase exponencial do crescimento em glicose. A determinacdo da
atividade foi feita como descrito em Métodos. Os resultados sao representados como

uma média de pelo menos 3 experimentos independentes + desvio padrao.

A Figura 32 mostra os mesmos resultados da Figura 28 apresentados de outra
forma. Nesta, € possivel observar que, até 1mM de glicose, o efeito da T6P sobre
Hxk2 permanece praticamente inalterado; o percentual de inibicdo de T6P sobre a
atividade Hxk2, em diferentes concentraces do inibidor, praticamente ndo se altera
até 1mM de glicose. Este percentual de inibicdo diminui a partir de 10 mM de glicose,
voltando a se aproximar dos percentuais de inibicdo das demais concentracbes de
glicose a 0,5mM de T6P, maior concentracdo de inibidor testada. Estes resultados
reforcam a conclusdo de que o mecanismo pelo qual T6P inibe Hxk2 é do tipo
competitivo; a variacdo da concentracao relativa substrato-inibidor afeta o efeito do

inibidor sobre a enzima.

4.7. Atividade de hexoquinase na HK2 humana

Nas Figuras 33 e 34 é possivel observar que ao adicionar a T6P no meio

reacional houve uma diminuigdo na atividade da hexoquinase 2 humana (HK2),
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mesmo que nao de forma tdo proeminente como é observado na Hxk2 de levedura e
em maior concentracdo de inibidor que o utilizado para inibir Hxk2 de S. cerevisiae.
Os valores de atividade especifica de Hk2 humana obtidos para cada concentragcao
de glicose, na presenca e auséncia de 0,5mM de T6P, também sdo mostrados na

figura 33.

1000+
-~ Sem T6P

800 - -% T6P 0,5mM

600+

4004

200+

Atividade Especifica
(mU.mg"”")

0.0 liZ Oh- 0.6
[Glicose] (mM)

Figura 33: Gréafico com valores de atividade especifica de hexoquinase em todas as
concentracbes de glicose (0,1mM a 0,5mM) e T6P (OmM e 0,5mM) que foram

testados.

Assim como em levedura, o tipo de inibicdo de T6P sobre Hk2 humana parece
ser do tipo competitivo. Como € possivel observar na figura 34 com as atividades de

hexoquinase da HK2 na auséncia e na presenca de T6P (0,5mM e 1,0 mM).

No entanto € preciso perceber que as atividade Hk2 humana sdo mais altas
gue a atividade de Hxk2 da levedura (figura 29 x figura 33). Isto provavelmente esta
ocorrendo ja que a quantidade de enzimas na HK2 é maior que na Hxk2. Isso acontece
pois o plasmideo inserido com a HK2 humana € um plasmideo multicopia além de

esta ter o dobro de sitios cataliticos que a levedura possui.

Sendo assim, como 0 mecanismo de inibicdo de T6P sobre HK2 humana
parece ser do tipo competitivo, concentraces de T6P mais elevadas poderiam

evidenciar a inibic&o.
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Figura 34: Gréfico duplo reciproco obtido a partir da determinacao da atividade (v) de

Hk2 de humano em funcéo de diferentes concentracdes de glicose (S), na auséncia

ou na presenca de 0,5 o0u 1 mM de T6P. Os extratos para determinagao das atividades

Hk2 humana foram obtidos de células coletadas em fase exponencial do crescimento

em glicose. A determinacdo da atividade foi feita como descrito em Métodos. Os

resultados sdo representados como uma média de pelo menos 3 experimentos

independentes + desvio padréo.
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5. Discussao
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Uma levedura selvagem quando cresce em altas concentracdes de glicose
possui diversas vias como a da Migl-Snfl-Hxk2 que foi descrita na introducéo que
regulam seu metabolismo inibindo as enzimas do ciclo do acido citrico e da cadeia
respiratéria (AHUATZI et al., 2007; GANCEDO; FLORES, 2008). Dessa forma, em
altas concentracOes de glicose a levedura fermenta para obter energia e nao respira.
Este metabolismo caracteriza a primeira fase do crescimento. A glicose do meio vai
sendo consumida e quando acaba a levedura utiliza o etanol que foi produzido durante
a primeira fase exponencial. Em glicose baixa, as enzimas que haviam tido a
transcricdo reprimida, passam as ser expressas e a levedura passa a ser capaz de
respirar o etanol que foi produzido. Essa transicdo é chamada de diauxia e o
crescimento pelo metabolismo respiratério € chamado de segunda fase exponencial.
Nessa fase a levedura por estar respirando possui um rendimento energético maior,
ou seja, mais moléculas de ATP sao geradas por fonte de carbono utilizada. Entédo
mesmo em presenca de glicose, quando em metabolismo respiratorio a levedura vai
consumir menos glicose e produzir menos etanol ja que com esse metabolismo mais

ATP esta sendo produzido.

Ao comparar as taxas de crescimento especifico de células se proliferando na
presenca de glicose, observa-se que as células das cepas HXK2 (4hxkl Aglkl) e
controle BY4741 (WT) apresentaram 0 mesmo comportamento, enquanto a cepa
GLK1 (4hxkl Ahxk2) apresentou uma taxa de crescimento especifico menor. Ja
guando observamos os resultados de consumo de glicose observamos que
novamente a HXK2 apresentou o mesmo perfil da WT, assim como na producao de
etanol. Em ambos esses experimentos GLK1 apresentou um comportamento
diferente, consumindo menos glicose e produzindo menos etanol. Estes resultados de
células da GLK1 coletadas na fase exponencial na presenca de glicose se
assemelham aos resultados obtidos com as células de todas as cepas na fase
estacionaria (condicao de desrepresséao). Esses resultados indicam que a cepa GLK1
possui um fluxo glicolitico menor que as cepas controle e HXK2 é que seu
metabolismo parece ser respiratério e ndo fermentativo mesmo quando coletada na

primeira fase do crescimento em glicose.

Ja no consumo de oxigénio na primeira fase exponencial observamos que mais

uma vez a cepa GLK1 apresenta um comportamento diferente das outras duas cepas
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estudadas, apresentando um maior consumo se comparado a cepa controle e a HXK2
na mesma fase metabdlica. Além disso apresenta uma taxa de consumo similar a taxa

de consumo de oxigénio observada em todas as cepas na exponencial.

A glicdlise é regulada por trés enzimas (que possuem AG menor que zero): a
hexoquinase, a fosfofrutoquinase 1 (PFK1) e piruvato quinase. Dentre essas enzimas
a principal reguladora é a PFK1 que tem sua atividade regulada pela demanda
energética, ou seja, ATP quando em excesso inibe a enzima, enquanto excesso de
ADP e menor concentracdo de ATP, ativa esta enzima. Quando a célula esta em
metabolismo fermentativo a taxa de producédo de ATP por molécula de glicose é de
apenas duas moléculas de ATP. Enquanto em metabolismo respiratério em
rendimento na S. cerevisiae é de 22 moléculas de ATP por molécula de glicose. Ou
seja, em metabolismo respiratorio a via glicolitica apresenta fluxo menor ja que o
rendimento de ATP é maior e portanto precisa de menos moléculas de glicose para
chegar em uma quantidade de ATP. Com isso ela consume menos glicose nessas
condicoes.

O que podemos perceber entédo é que a cepa GLK1 apresenta indicios de um
metabolismo respiratoério, ja que consume menos glicose e consome muito oxigénio.
Além disso, uma taxa de crescimento maior € caracteristica tipica de uma célula que
esta fermentado e uma célula que esta respirando cresce menos. O que € diferente
do que é o esperado da primeira fase exponencial. As cepas controle e HXK2 se
comportam de acordo com o esperado para uma célula sobre repressédo catabdlica.
Mas a GLK1 ndo. O que faz com que ela esteja respirando e ndo fermentando seria a
auséncia de Hxk2. Isso porque a Hxk2 parece possuir um papel importante na
repressao catabolica se ligando a Migl no nudcleo é estabilizando a ligacdo desta
enzima com o DNA. Ou seja, a auséncia de Hxk2 faz com que esse complexo nao

esteja estabilizado e logo a repressao ndo seja possivel (MORENO et al., 2005).

Em relagdo ao efeito de T6P sobre a atividade hexoquinasica foi possivel
perceber que ndo houve inibicdo significativa apresentada sobre a isoforma GIk1,
confirmando assim o que foi mostrado por Blazquez e colaboradores com as
isoformas da S. cerevisiae purificadas. JaA com a cepa HXK2 observamos que, de fato,
a T6P foi capaz de inibir significativamente a Hxk2 com todas as concentracdes de
T6P utilizadas (entre 0,05mM e 0,5mM).
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Existem trés tipos de inibicdo. A inibicdo ndo-competitiva, na qual o inibidor
possui um centro diferente do centro catalitico da enzima, podendo se ligar tanto a
enzima livre quanto ao complexo enzima-substrato. A inibicdo acompetitiva consiste
em uma inibicdo na qual o inibidor atua sobre o complexo enzima substrato. E por fim,
existe a inibicdo competitiva, na qual o inibidor compete com o substrato, podendo
atuar no mesmo sitio catalitico ou impossibilitando o acesso ao sitio catalitico de outra
forma pelo substrato. Uma caracteristica importante o inibidor competitivo é que a
Vmax (obtida a concentracdes saturantes de substrato sobre a enzima) se mantém a
mesma com ou sem inibidor. Isso é facilmente identificavel através do grafico 1/V x
1/[S]. Na inibicAdo competitiva as retas com e sem inibidor tem por caracteristicas se
encontrarem no eixo y, como é observado nos resultados obtidos no trabalho. Com
isso, percebemos que a T6P é capaz de inibir a Hxk2 de levedura de forma

competitiva.

Na figura 33 que mostra a atividade da HK2 variando com a concentragéo de
glicose é possivel observar o mesmo comportamento no grafico se comparado a figura
29 (atividade de Hxk2) apesar de termos retas menos inclinadas. Também é possivel
notar uma tendéncia de as retas se encontrarem no eixo y, atingindo assim o mesmo
valor de Vmax. Ou seja, T6P também parece ser um inibidor competitivo para a HK2

humana.

Como é possivel observar nas tabelas 14 e 15 de porcentagem de inibicdo
vemos que como esperado, tanto na levedura quando na hexoquinase 2 humana. Ha

um aumento de inibicdo ao aumentar a quantidade de inibidor.

Tabela 12: Porcentagem de inibicdo Hxk2 pela T6P

[Glicose]/[T6P] 0,05mM 0,2mM 0,3mM 0,5mM

0,17mM 93 95 97 50
0,25mM 79 88 48 49
0,5mM 85 90 94 95
1ImM 71 85 93 95
10mM 30 60 72 79
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Tabela 13: Porcentagem de inibicdo da HK2 pela T6P

[Glicose]/[T6P] 0,5mM 1mM

0,1 mM 40 12
0,125 mM 40 55
0,17mM 28 a7
0,25mM 22 55
0,5mM 0 52

E possivel notar nas tabelas 14 e 15 que na mesma concentracéo de inibidor
e glicose a porcentagem de inibicdo da HK2 humana é consideravelmente menor que
se comparada a Hxk2 de levedura. Por exemplo, para 0,5mM de T6P e 0,25mM de
glicose foi observado 49% de inibicdo na Hxk2 de levedura e 22% para a HK2 de
humano. No entanto é preciso considerar alguns aspectos que foram usados para
construcdo da cepa que expressa apenas a isoforma humana. A HK2 foi expressa na
levedura através de um plasmideo multicopia, o que j& consequentemente ja gera um
namero de HK2 na levedura que deve ser maior que o numero de Hxk2 que ela possui
naturalmente. Ou seja, ja € esperado que mais quantidade de T6P seja necessaria
para inibir o montante de hexoquinase presente. Além disso a HK2 humana possui
dois sitios cataliticos, e ndo apenas um como a Hxk2. Dessa forma a porcentagem de

inibicdo ser menor na HK2 é esperado.

Os resultados obtidos com a HK2 humana corroboram com o resultado
encontrado por Goddijn e colaboradores em 2004 (GODDIJN; PEN; SMEEKENS,
2004). Na patente mostram que a T6P tem um efeito inibitorio sobre as hexoquinases
de células de camundongo. Porém eles ndo mostram na patente que isoforma estaria

sendo inibida.

Para melhor compreensdo e estudo da possivel utilizacdo da T6P como
inibidor seria ideal que a mesma fosse testada também na isoforma 1 de hexoquinase

de levedura (Hxk1) e também sobre as outras isoformas de hexoquinase humana.
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6. Conclusao
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Os resultados obtidos nos trabalham corroboraram com o possivel papel
importante da Hxk2 de levedura na repressdo catabolica. Isso pois foi possivel
observar que sem ela o fendtipo para a primeira fase exponencial onde seria esperado
gue a célula estivesse fermentando foi modificado, e a células se encontravam

respirando, o que indica a desrepressao.

Os resultados mostraram que a T6P inibe de forma competitiva a Hxk2 em
medidas feitas em extrato celular enquanto a Glkl ndo apresentou 0 mesmo
comportamento, resultado que corrobora com Blazquez e colaboradores.

Observamos também que a HK2 também foi inibida pela T6P de forma competitiva.

Como perspectivas futuras seria interessante o estudo sobre o efeito da T6P
sobre a isoforma 1 da hexoquinase de levedura, além desse estudo sobre as outras
trés isoformas humanas. Se confirmando a inibicdo seletiva sobre a isoforma dois,
essa estratégia se mostra como promissora para estudos posteriores sobre seu uso

em tratamentos.
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Anexo |

FATTCATCAGTTGGAAGATATGTTTACAGTTGACAGCGAGAAACTGTGGGA
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Figura 35: Amplicon HXK1-LEU2. Com o sublinhado tracejado esta a sequéncia
do gene LEU2, incluindo seu promotor, a com tracejado continuo é a sequéncia da
regido homologa ao gene da HXK1 e as regibes em negrito sdo as regides onde o0s
primers se anelam, ou seja, parte pertencente ao gene LEU2 e parte a regides a

montante e a jusante do gene da HXK1.

ATGTCATTCGACGACTTACACAAAGCCACTGAGAGAGCGGGACATGG

AGTGGGTGC
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Figura 36: Amplicon GLK1-HIS3. A regido sublinhada tracejada é correspondente ao
gene HIS5 de S. pombe incluindo promotor e terminador TEF, a regido em negrito
corresponde a regido de anelamento dos primers, enquanto a regido em tracejada
continua € complementar as regides do inicio e fim do gene da GLK1 para que ocorra

a recombinacdo homologa.

MetSAPKKIVVLPGDHVGQEITAEAIKVLKAISDVRSNVKF
DFENHLIGGAAIDATGVPLPDEALEASKKVDAVLLGAVGG
PKWGTGSVRPEQGLLKIRKELQLYANLRPCNFASDSLLD
LSPIKPQFAKGTDFVVVRELVGGIYFGKRKEDDGDGVAW
DSEQYTVPEVQRITRMetAAFMetALQHEPPLPIWSLDKAN
VLASSRLWRKTVEETIKNEFPTLKVQHQLIDSAAMetlLVK
NPTHLNGIIITSNMetFGDIISDEASVIPGSLGLLPSASLASL
PDKNTAFGLYEPCHGSAPDLPKNKVDPIATILSAAMetMetlL
KLSLNLPEEGKAIEDAVKKVLDAGIRTGDLGGSNSTTEVG
DAVAEEVKKILA

Figura 37: Sequéncia de aminoacidos codificada pelo gene LEU2

MetGRRAFVERNTNETKISVAIALDKAPLPEESNFIDELITS
KHANQKGEQVIQVDTGIGFLDHMetYHALAKHAGWSLRLY
SRGDLIIDDHHTAEDTAIALGIAFKQAMetGNFAGVKRFGH
AYCPLDEALSRSVVDLSGRPYAVIDLGLKREKVGELSCE
MetIPHLLYSFSVAAGITLHVTCLYGSNDHHRAESAFKSLA
VAMetRAATSLTGSSEVPSTKGVL

Figura 38 Sequéncia de aminoéacidos codificada pelo gene HIS5 de S. pombe
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S’ATGTCATTCGACGACTTACACAAAGCCACTGAGAGAGCGGTCATCCAGGC
CGTGGACCAGATCTGCGACGATTTCGAGGTTACCCCCGAGAAGCTGGACGA
ATTAACTGCTTACTTCATCGAACAAATGGAAAAAGGTCTAGCTCCACCAAAGG
AAGGCCACACATTGGCCTCGGACAAAGGTCTTCCTATGATTCCGGCGTTCGT
CACCGGGTCACCCAACGGGACGGAGCGCGGTGTTTTACTAGCCGCCGACCT
GGGTGGTACCAATTTCCGTATATGTTCTGTTAACTTGCATGGAGATCATACTT
TCTCCATGGAGCAAATGAAGTCCAAGATTCCCGATGATTTGCTAGACGATGA
GAACGTCACATCTGACGACCTGTTTGGGTTTCTAGCACGTCGTACACTGGCC
TTTATGAAGAAGTATCACCCGGACGAGTTGGCCAAGGGTAAAGACGCCAAG
CCCATGAAACTGGGGTTCACTTTCTCATACCCTGTAGACCAGACCTCTCTAA
ACTCCGGGACATTGATCCGTTGGACCAAGGGTTTCCGCATCGCGGACACCG
TCGGAAAGGATGTCGTGCAATTGTACCAGGAGCAATTAAGCGCTCAGGGTAT
GCCTATGATCAAGGTTGTTGCATTAACCAACGACACCGTCGGAACGTACCTA
TCGCATTGCTACACGTCCGATAACACGGACTCAATGACGTCCGGAGAAATCT
CGGAGCCGGTCATCGGATGTATTTTCGGTACCGGTACCAATGGGTGCTATAT
GGAGGAGATCAACAAGATCACGAAGTTGCCACAGGAGTTGCGTGACAAGTT
GATAAAGGAGGGTAAGACACACATGATCATCAATGTCGAATGGGGGTCCTTC
GATAATGAGCTCAAGCACTTGCCTACTACTAAGTATGACGTCGTAATTGACCA
GAAACTGTCAACGAACCCGGGATTTCACTTGTTTGAAAAACGTGTCTCAGGG
ATGTTCTTGGGTGAGGTGTTGCGTAACATTTTAGTGGACTTGCACTCGCAAG
GCTTGCTTTTGCAACAGTACAGGTCCAAGGAACAACTTCCTCGCCACTTGAC
TACACCTTTCCAGTTGTCATCCGAAGTGCTGTCGCATATTGAAATTGACGACT
CGACAGGTCTACGTGAAACAGAGTTGTCATTATTACAGAGTCTCAGACTGCC
CACCACTCCAACAGAGCGTGTTCAAATTCAAAAATTGGTGCGCGCGATTTCT
AGGAGATCTGCGTATTTAGCCGCCGTGCCGCTTGCCGCGATATTGATCAAGA
CAAATGCTTTGAACAAGAGATATCATGGTGAAGTCGAGATCGGTTGTGATGG
TTCCGTTGTGGAATACTACCCCGGTTTCAGATCTATGCTGAGACACGCCTTA
GCCTTGTCACCCTTGGGTGCCGAGGGTGAGAGGAAGGTGCACTTGAAGATT
GCCAAGGATGGTTCCGGAGTGGGTGC3I'

Figura 39: Sequéncia do gene GLK1
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SATGGTTCATTTAGGTCCAAAGAAACCACAGGCTAGAAAGGGTTCCATGGCT
GATGTGCCCAAGGAATTGATGGATGAAATTCATCAGTTGGAAGATATGTTTAC
AGTTGACAGCGAGACCTTGAGAAAGGTTGTTAAGCACTTTATCGACGAATTG
AATAAAGGTTTGACAAAGAAGGGAGGTAACATTCCAATGATTCCCGGTTGGG
TCATGGAATTCCCAACAGGTAAAGAATCTGGTAACTATTTGGCCATTGATTTG
GGTGGTACTAACTTAAGAGTCGTGTTGGTCAAGTTGAGCGGTAACCATACCT
TTGACACCACTCAATCCAAGTATAAACTACCACATGACATGAGAACCACTAAG
CACCAAGAGGAGTTATGGTCCTTTATTGCCGACTCTTTGAAGGACTTTATGGT
CGAGCAAGAATTGCTAAACACCAAGGACACCTTACCATTAGGTTTCACCTTCT
CGTACCCAGCTTCCCAAAACAAGATTAACGAAGGTATTTTGCAAAGATGGAC
CAAGGGTTTCGATATTCCAAATGTCGAAGGCCACGATGTCGTCCCATTGCTA
CAAAACGAAATTTCCAAGAGAGAGTTGCCTATTGAAATTGTAGCATTGATTAA
TGATACTGTTGGTACTTTAATTGCCTCATACTACACTGACCCAGAGACTAAGA
TGGGTGTGATTTTCGGTACTGGTGTCAACGGTGCTTTCTATGATGTTGTTTCC
GATATCGAAAAGTTGGAGGGCAAATTAGCAGACGATATTCCAAGTAACTCTC
CAATGGCTATCAATTGTGAATATGGTTCCTTCGATAATGAACATTTGGTCTTG
CCAAGAACCAAGTACGATGTTGCTGTCGACGAACAATCTCCAAGACCTGGTC
AACAAGCTTTTGAAAAGATGACCTCCGGTTACTACTTGGGTGAATTGTTGCGT
CTAGTGTTACTTGAATTAAACGAGAAGGGCTTGATGTTGAAGGATCAAGATCT
AAGCAAGTTGAAACAACCATACATCATGGATACCTCCTACCCAGCAAGAATC
GAGGATGATCCATTTGAAAACTTGGAAGATACTGATGACATCTTCCAAAAGG
ACTTTGGTGTCAAGACCACTCTGCCAGAACGTAAGTTGATTAGAAGACTTTGT
GAATTGATCGGTACCAGAGCTGCTAGATTAGCTGTTTGTGGTATTGCCGCTA
TTTGCCAAAAGAGAGGTTACAAGACTGGTCACATTGCCGCTGACGGTTCTGT
CTATAACAAATACCCAGGTTTCAAGGAAGCCGCCGCTAAGGGTTTGAGAGAT
ATCTATGGATGGACTGGTGACGCAAGCAAAGATCCAATTACGATTGTTCCAG
CTGAGGATGGTTCAGGTGCAGGTGCTGCTGTTATTGCTGCATTGTCCGAAAA
AAGAATTGCCGAAGGTAAGTCTCTTGGTATCATTGGCGCTTAA 3

Figura 37: Sequéncia do gene HXK1
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5ACTAGTCCATTCCACAACTTTCATTTAGCACTACTGGGACAAGCAGTAGTG
AAAGCGTTGATAGCACTACGGCACAAACCCCAACTGATCCAGAGAGTTACT
GGTCGGATAACCGGTGCAAACATAGTGATTGTCAAGAGCTTAGTCCATTCG
CATCTGTATTTGATCTCATTGACCACTATGACCACACGCACGCCTTCATTCC
TGAGACGCTGGTAAAGTACAGCTACATTCATTTATATAAGCCTAGCGTCTGG
GATTTATTCGAATACTGAACGCCATAGAAGAGCAATTTCCGTCCTCTACTCA
TGTGATTCGAACTATGAAACAAAGAAAAGGCAAGAGTAAATAGCGTGATACC
TATTACGTATTACGTATACATCCTATTATTCTTGAAAAAAAGTGCGGGGCTCC
AGAGCTCCACATTGGTGACCCCAGAGTATACTGCTCTTTCTAATGCCTTTTC
CATCATGTTACTACGAGTTTTCTGAACCTCCTCGCACATTGGTACCTAGAAA
TGGCTATCATGCCGGACGGCACCGGGCAATAAACCGGACGGCACAAAAAA
ATCGAAGAAAAGAGATTTCTTTTTCTCGCGGGCAGTTTTTCCGGTCGATCGA
CATTCGTACGGTACTTTCTCTGTTTCAGGGACATCATGTTGTAAAAGAAAAA
GACAGTTTAGGTAATCGTTCTTTTCTTTCTGAAAAATTTTCCACGACGACGAC
GACGACCACGAAACACCTTTGATTGCGAGATCCACGAAATTACCTCCTGCT
GAGGCGAGCTTGCAAATATCGTGTCCAATTCCGTGATGTCTCTTTGTTGCAC
CTTCGCCACTGTCTTATCTACAAAACTATAAAAAAGAGTAATCCTACCCCATA
TCTAAAAAAAATTCCTTAACTTTTATAACTTAACTTCAAAGTTTCTTAATATTTT
TTCGCTTTTTCTTTGAAAAGGTTGTAGGAATATAATTCTCCACACATAATAAG
TACGCTAATTAAATAAAGAATTCATGATTGCCTCGCATCTGCTTGCCTACTTC
TTCACGGAGCTCAACCATGACCAAGTGCAGAAGGTTGACCAGTATCTCTAC
CACATGCGCCTCTCTGATGAGACCCTCTTGGAGATCTCTAAGCGGTTCCGC
AAGGAGATGGAGAAAGGGCTTGGAGCCACCACTCACCCTACTGCAGCAGT
GAAGATGCTGCCCACCTTTGTGAGGTCCACTCCAGATGGGACAGAACACGG
AGAGTTCCTGGCTCTGGATCTTGGAGGGACCAACTTCCGTGTGCTTTGGGT
GAAAGTAACGGACAATGGGCTCCAGAAGGTGGAGATGGAGAATCAGATCTA
TGCCATCCCTGAGGACATCATGCGAGGCAGTGGCACCCAGCTGTTTGACCA
CATTGCCGAATGCCTGGCTAACTTCATGGATAAGCTACAAATCAAAGACAAG
AAGCTCCCACTGGGTTTTACCTTCTCGTTCCCCTGCCACCAGACTAAACTAG
ACGAGAGTTTCCTGGTCTCATGGACCAAGGGATTCAAGTCCAGTGGAGTGG
AAGGCAGAGACGTTGTGGCTCTGATCCGGAAGGCCATCCAGAGGAGAGGG
GACTTTGATATCGACATTGTGGCTGTGGTGAATGACACAGTTGGGACCATG
ATGACCTGTGGTTATGATGACCACAACTGTGAGATTGGTCTCATTGTGGGCA

100



CGGGCAGCAACGCCTGCTACATGGAAGAGATGCGCCACATCGACATGGTGG
AAGGCGATGAGGGGCGGATGTGTATCAATATGGAGTGGGGGGCCTTCGGG
GACGATGGCTCGCTCAACGACATTCGCACTGAGTTTGACCAGGAGATTGACA
TGGGCTCACTGAACCCGGGAAAGCAACTGTTTGAGAAGATGATCAGTGGGA
TGTACATGGGGGAGCTGGTGAGGCTTATCCTGGTGAAGATGGCCAAGGAGG
AGCTGCTCTTTGGGGGGAAGCTCAGCCCAGAGCTTCTCAACACCGGTCGCT
TTGAGACCAAAGACATCTCAGACATTGAAGGGGAGAAGGATGGCATCCGGA
AGGCCCGTGAGGTCCTGATGCGGTTGGGCCTGGACCCGACTCAGGAGGAC
TGCGTGGCCACTCACCGGATCTGCCAGATCGTGTCCACACGCTCCGCCAGC
CTGTGCGCAGCCACCCTGGCCGCCGTGCTGCAGCGCATCAAGGAGAACAAA
GGCGAGGAGCGGCTGCGCTCTACTATTGGGGTCGACGGTTCCGTCTACAAG
AAACACCCCCATTTTGCCAAGCGTCTACATAAGACCGTGCGGCGGCTGGTG
CCCGGCTGCGATGTCCGCTTCCTCCGCTCCGAGGATGGCAGTGGCAAAGGT
GCAGCCATGGTGACAGCAGTGGCTTACCGGCTGGCCGATCAACACCGTGCC
CGCCAGAAGACATTAGAGCATCTGCAGCTGAGCCATGACCAGCTGCTGGAG
GTCAAGAGGAGGATGAAGGTAGAAATGGAGCGAGGTCTGAGCAAGGAGACT
CATGCCAGTGCCCCCGTCAAGATGCTGCCCACCTACGTGTGTGCTACCCCG
GACGGCACAGAGAAAGGGGACTTCTTGGCCTTGGACCTTGGAGGAACAAAT
TTCCGGGTCCTGCTGGTCCGTGTTCGGAATGGGAAGTGGGGTGGAGTGGA
GATGCACAACAAGATCTACGCCATCCCGCAGGAGGTCATGCACGGCACCGG
GGACGAGCTCTTTGACCACATTGTCCAGTGCATCGCGGACTTCCTCGAGTAC
ATGGGCATGAAGGGCGTGTCCCTGCCTCTGGGTTTTACCTTCTCCTTCCCCT
GCCAGCAGAACAGCCTGGACGAGAGCATCCTCCTCAAGTGGACAAAAGGCT
TCAAGGCATCTGGCTGCGAGGGCGAGGACGTGGTGACCCTGCTGAAGGAA
GCGATCCACCGGCGAGAGGAGTTTGACCTGGATGTGGTTGCTGTGGTGAAC
GACACAGTCGGAACTATGATGACCTGTGGCTTTGAAGACCCTCACTGTGAAG
TTGGCCTCATTGTTGGCACGGGCAGCAATGCCTGCTACATGGAGGAGATGC
GCAACGTGGAACTGGTGGAAGGAGAAGAGGGGCGGATGTGTGTGAACATG
GAATGGGGGGCCTTCGGGGACAATGGATGCCTAGATGACTTCCGCACAGAA
TTTGATGTGGCTGTGGATGAGCTTTCACTCAACCCCGGCAAGCAGAGGTTCG
AGAAAATGATCAGTGGAATGTACCTGGGTGAGATTGTCCGTAACATTCTCAT
CGATTTCACCAAGCGTGGACTACTCTTCCGAGGCCGCATCTCAGAGCGGCT
CAAGACAAGGGGCATCTTTGAAACCAAGTTCTTGTCTCAGATTGAGAGTGAC
TGCCTGGCCCTGCTGCAAGTCCGAGCCATCCTGCAACACTTAGGGCTTGAG




AGCACCTGTGACGACAGCATCATTGTTAAGGAGGTGTGCACTGTGGTGGCC
CGGCGGGCAGCCCAGCTCTGTGGCGCAGGCATGGCCGCTGTGGTGGACAG
GATACGAGAAAACCGTGGGCTGGACGCTCTCAAAGTGACAGTGGGTGTGGA
TGGGACCCTCTACAAGCTACATCCTCACTTTGCCAAAGTCATGCATGAGACA
GTGAAGGACCTGGCTCCGAAATGTGATGTGTCTTTCCTGCAGTCAGAGGAT
GGCAGCGGGAAGGGGGCGGCGCTCATCACTGCTGTGGCCTGCCGCATCCG
TGAGGCTGGACAGCGATAGGGATCC 3

Figura 41: Sequéncia completa onde a parte sublinhada se refere a sequéncia do
promotor e as partes em negrito as sequencias das enzimas de restricao.
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