UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DEPARTAMENTO DE GENETICA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM GENETICA
TESE DE DOUTORADO

IDENTIFICACAO DOS MECANISMOS MOLECULARES DE
RESISTENCIA AO POLIHEXAMETILENO BIGUANIDA NA
LEVEDURA SACCHAROMYCES CEREVISIAE

CAROLINA ELSZTEIN

RECIFE
2010



Identificacdo dos mecanismos moleculares... Elsztein,C.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DEPARTAMENTO DE GENETICA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM GENETICA

IDENTIFICACAO DOS MECANISMOS MOLECULARES
DE RESISTENCIA AO POLHEXAMETILENO BIGUANIDA
NA LEVEDURA SACCHAROMYCES CEREVISIAE

CAROLINA ELSZTEIN

Tese apresentada ao Programa
de Poés-graduacdo em Geneética
da Universidade Federal de
Pernambuco como requisito para
obtencdo do grau de doutor em
Genética pela UFPE

Orientador: Prof. Dr. Marcos Antonio de Morais Junior

RECIFE
2010



Elsztein, Carolina

Identificacdo dos mecanismos moleculares de resisténcia ao
polhexametileno biguanida na levedura Saccharomyces cerevisiae/
Carolina Elsztein. — Recife: O Autor, 2011.

85 folhas : il., fig., tab.

Orientador: Marcos Antonio de Morais Junior

Tese (doutorado) — Universidade Federal de Pernambuco,
Centro de Ciéncias Bioldgicas. Genética, 2011.

Inclui bibliografia e anexos

1. Saccharomyces cerevisiae 2. Genética de
microorganismos 3. Fermentacéo I. Titulo.

579.563 CDD (22.ed.) UFPE/CCB-2011-239




UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM GENETICA

Parecer da comissiio examinadora da tese de:
Carolina Elsztein
intitulada:
[dentificacio dos mecanismos moleculares de resisténcia ao polihexametileno
biguanida na levedura Saccharomyces cerevisiae.

A comissio examinadora considera o presente trabalho

1° Examinador: Prof* Dr. Mafcos Ann?i’qjle Morais Junior
Departa to.de/'Genética - UFPE

e

2° Examinador: Prof Dr I‘i)svhﬁlu Pompilio de Melo Neto
Centro de Pesquisas Aggeu Magalhies - FIOCRUZ

3° Examinador: Prof* Di* Tercilio Calsa Junior
Departamento de Genética - UFPE

4° Examinador: l‘rnf"\])r‘ Monica Monteiro Lomeli
Inctitnto de Bioquipica Médica - UFRJ

L4

5° Examinador: Prof° Dr° Thalles/Barbosa|Grangeiro
Departamento/de Biologig~< UFC

Orientador: Prof* Dr. Marcos Antonié de Morais Junior
Departamento de Genética - UFPE

Coordenador: Prof® Dr° Valdir de Queiroz Balbino
Departamento de Genética -UFPE



Identificacdo dos mecanismos moleculares... Elsztein,C.

Agradecimentos

A meu orientador, o Prof. Dr. Marcos Antonio de Morais Junior, por seu entusiasmo inquebrantavel, por
sua dedicagdo ao laboratério e aos nossos trabalhos, por tudo o que tenho aprendido com ele, por me dar
uma segunda oportunidade, por levar com humor a dificil tarefa de me aguentar, pela confianga e a
vontade de seguir trabalhando comigo.

A meus queridos amigos Meiriana e Neto que levo no coracdo, por tudo o carinho, amizade e lealdade.

A meus colegas de laboratorio, por seus conselhos e companheirismo, Fernanda, Will, Teresa, Brigida,
Rodrigo, André, Billy, Giordani, Luciana, Raquel , Rute, Carolina e Filipe.

A meus professores Dr. Mauricio, Dra Ana Benko, Dra Rosilda, Dra Maria José, Dra Neide, Dr Paulo
Andrade e Dr. Kido.

A Dona Zezé e Dona Helena, por seu carinho e por sempre estarem dispostas a nos ajudar.
A Janeth e Alejandra, por tantas horas compartidas nas alegrias e nas tristezas.
A Margarita e José, minha familia que entendeu minha decis@o apesar da saudade.

A Rodrigo, porque mis dias son mucho mas hermosos.



Identificacdo dos mecanismos moleculares... Elsztein,C.

Sumario

1. ReVISA0 da LITEratura.........coooviriiiiececiecese e 1
1.1. O processo de fermentacdo alcodlica na iNdUstria...........cccceevveveiievecceciecnee, 1
1.2. Leveduras do processo fermentativo...........ccccecveieieiiecie e 2
1.3. O cloridrato de polihexametileno biguanida (PHMB) como antifuingico.......... 5

1.4. O fator de transcricdo YAPL e o mecanismo de resposta a estresse oxidativo. 11

1.5, Aparede CElUIAN. ..o e 14
1.6. Manutencéo da integridade da parede celular (CWI) e a via de resposta a
Alta OSMOIATTAATE. ... .o e sr e e e ereenreas 18
1.7, CONSIABIAGOES. ... eveueeeiie ettt sttt ettt et se bbbttt ettt ene e eneas 24
2. ODBJELIVOS ... e e s 25
2.1 ODJELIVO GEIal.. ..o e 25
2.2 ODJEtiVOS ESPECITICOS. ... vvieeieiie ettt enaesra e e e nne s 25
3. MateriaiS € IMETOUOS. ........ccvviriieieiie et 26
3.1. Linhagens, meio de cultura e antiflngiCo...........cccccvevievieiiiiecie e 26
3.2. Determinacao de susceptibilidade celular ao antifingico.............cccoceevviieiienen, 26
3.3. Testes de CITOtOXICIAAUER .......ccueeveerieieriiie et eneas 28
3.4. Determinagdo quantitativa de grupos sulfeto livres. Método do DTNB............. 28
3.5. ANnalise da eXpreSSA0 JENICA .......cceeveiiecieerieiisie e ee st sre e eerae e e e sae e eraesrens 29
3.5, 1. TTALAMEINTOS. ...tttk etk e e nr e e b enbe e e eneeeees 29
3.5.2. EXIragao de RNA.......oo i e 29
3.5.3. SiNteSe de CDNAL... ..ottt enes 30
3.5.4. RT-PCR quantitativa (RT-gPCR).......ccccouriiiirieiieeie e e 30
4. RESUITAODS........cooeiiicce ettt s 32
4.1. S. cerevisiae é mais resistente ao PHMB durante fase exponencial..................... 32

4.2. A resisténcia a PHMB é dependente de YAPL e ndo estaria envolvida com
resposta @ eStreSSe OXIAALIVO ......ccveveeieieie ettt erae s e e e e nneenee e 32
4.3. Resisténcia de linhagens de S. cerevisiae a diferentes formas de estresse......... 37

4.4. Expressdo de genes relacionados com a integridade da parede celular nas



Identificacdo dos mecanismos moleculares... Elsztein,C.

linhagens INAUSEIIAIS JPL € PE-2.......ccccoii ittt 39
4.5. YAP1 regula positivamente alguns genes envolvidos em CWI..........cccccccoveenne. 42

4.6. Genes pertencentes a CWI e HOG estdo envolvidos com a resisténcia a

o o V71 = F SRR PPOPPPTPR 43
5. DISCUSSAD........oiviviiiiiiteiee ettt bbb st s s st 47
B. CONCIUSDES ...ttt 35
7. BIDHOGIrafia.......ccoivicee e 56
8. ANIEXOS......evvt ettt ettt ettt 68
0. MEBMOKIAL ..o 85

VI



Identificacdo dos mecanismos moleculares... Elsztein,C.

Lista de abreviaturas

ASL
bZip
cDNA
Ct

CWwiI
CWP
DPEC
DTNB
EDTA
GHS
GLcNAc
GPI
GSSG
HOG
MAPK
MAPKK
MAPKKK
NADPH
PVC
PHMB
RNA
ROS
RPM
rRNA
RT-qgPCR
STRE
TCA
m

TR

TRx
UFC

Ligacdo sensivel a alcali

Basic domain/leucine zipper

Complementary Deoxyribonucleic Acid

Ciclo threshold

Cell wall integrity-Integridade da parede celular
Proteinas da parede celular

Dietil pirocarbonato

Acido 5,5'-Ditio-bis-2-nitrobenzioco

Acido etilenodiamino tetra-acético
d-L-glutamil-L-cistinilglicina

N-acetil glicosaminas

Glicosilfosfatidilinositol

Glutationa oxidada

High Osmolarity Glycerol Response-Resposta a alta osmolaridade
Proteina quinase ativada por mitose

MAPK quinase

MAPK quinase quinase

Fosfato de dinucledtideo de nicotinamida e adenina
Cloreto de polivinila

Polihexametileno biguanida

Ribonucleic Acid- Acido ribonucléico

Espécies reativas de oxigénio

Revolugdes por minuto

Ribosomal Ribonucleic Acid- RNA ribosémico
Quantitative real-time polymerase chain reaction-PCR em tempo real
Stress response element- Elemento de resposta general a estresse
Acido tricloroacético

Temperatura de melting-Temperatura de desnaturamento
Tioredoxina redutase

Tiorredoxina peroxidase

Unidades formadoras de colonias

Erro padrdo

VIl



Identificacdo dos mecanismos moleculares...

Lista de Figuras

Figura 1l
Figura 2
Figura 3
Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura 7
Figura 8
Figura 9
Figura 10
Figura 11
Figura 12
Figura 13
Figura 14

Figura 15
Figura 16
Figura 17
Figura 18

Figura 19

Figura 20

Frequiéncia da linhagem JP1 na populacdo de leveduras. .........c.ccccoeevciveiievnnnnenne.

Determinacdo do MIC para PHMB de células das linhagens PE-2 e JP-1..............
Estrutura molecular do Polihexametileno Biguanida (PHMB)...........ccccccvevvveiinenne.

Representacdo grafica do mecanismo de acdo do PHMB.............ccccooviinincnne.

Efeito do PHMB em linhagens de S. cerevisiae apresentando mutacgdes em genes
que codificam proteinas regulatorias de efeito pleiotropico...........ccocevvveiriieninnne.
Os genes de levedura se encontram em associacdo simultanea com diversos
Tatores de tranSCIIGAD. .......cui ittt
Arquitetura molecular da parede de IeVeduras............ccooviiieiiie s
Anédlise de sensibilidade ao vermelho CoNgo..........ccocoveereneineneine e
Vias de transducdo de sinais que contém 0 madulo MAPK...........ccccceevevviiven e,

A via de SINAlIZAGAD CWIL.......oovieeiiece et

Ensaio de citotoxicidade do PHMB em leVeduras............ccceveeievinieiieenecie s
Concentracdo relativa de grupos tiois HVIES ........cccccvevecieiie i

Ensaio de sensibilidade de linhagens parentais e mutantes S. cerevisiae ao

Ensaio de sensibilidade celular ao PHMB de diferentes linhagens cultivadas até
fase exponencial €M YPD.......ccociiiieeee et
Ensaio em placa da sensibilidade ao peroxido de hidrogénio das linhagens JP1,
PE-2, BY4741 € 0 MULANTE YaPTL ....ooviiiiiiciiecie e
Ensaio de sensibilidade celular em placa...........ccccooeeoviiiiiiiiiie e
Ensaio de sensibilidade ao Vermelho Congo.. ..o
Perfil de expressédo de genes envolvidos com a via de integridade da parede
celular nas linhagens JP1 e PE-2 em resposta a0 PHMB...........cc.ccocvvniiiniicinnnnn
Perfil de expressdo de genes envolvidos com a via de integridade da parede em

S. cerevisiae ap0s incubacdo cOM PHMB...........ccccoovivivcie e e

Elsztein,C.

13
15
18
19
20
23
33
34

35

36

37

38

39

41



Identificacdo dos mecanismos moleculares... Elsztein,C.

Figura 21

Figura 22
Figura 23
Figura 24

Perfil de expressédo de genes envolvidos com a via de integridade da parede em

S. cerevisiae ap0s incubacdo a 42°C por Uma NOra..........cceeveveeievveieesieeie e 44
Ensaio de sensibilidade em placa dos mutantes da via CWI e HOG....................... 45
Ensaio de citotoxicidade do PHMB nos mutantes da via CWI............cccccoeveinnennn, 46
Modelo de resposta biologica de S. cerevisiae a0 PHMB ...........c.cccoeiiviieiienenn, 54



Identificacdo dos mecanismos moleculares... Elsztein,C.

Lista de Tabelas
Tabela 1 Linhagens haploides ULHIZadas...........covveiiriiineie i 27
Tabela 2 Sensibilidade de linhagens com delecdes em genes envolvidos com a resposta a
estresse OXidativo €M S. CEIEVISIAR.........cuuiiiiiieeeee ettt 36
Tabela 3 Genes de S. cerevisiae testados para a expressdo na presenca de PHMB..................... 40
Tabela 4 Genes envolvidos na manutengdo e na integridade do envelope celular cujos
44

mutantes foram testados para a sensibilidade a0 PHMB.............cccccooiiiiiic e,



Identificacdo dos mecanismos moleculares... Elsztein,C.

Resumo

Quando submetidas a condictes de estresse as céelulas respondem a partir da inducdo de genes e
ativacdo de proteinas em mecanismos regulados por cascatas de eventos metabdlicos. Na
levedura Saccharomyces cerevisiae muitos desses sinais externos sdo recebidos e amplificados
por vias das chamadas MAP quinases. Em estudos anteriores mostramos a eficacia do biocida
catidnico polihexametileno biguanida (PHMB) no combate a leveduras que contaminam o
processo de fermentacdo alcodlica industrial. Entretanto, foi observado que certas linhagens de S.
cerevisiae sdo sensiveis a esse biocida. Portanto, para que se possa propor 0 uso deste composto
no controle de contaminagdes industriais é necessario que conhegam os mecanismos moleculares
envolvidos na resposta & agdo biol6gica do PHMB e dos mecanismos de resisténcia celular a este
composto. Trabalhos da literatura mostraram que células de E. coli respondem a este composto a
partir da expressdo de genes envolvidos na manutencdo da integridade da parede celular (CWI).
A partir da identificacdo desses homologos em Saccharomyces cerevisiae realizamos uma série
de experimentos de analise da expressdo génica e da avaliacdo de linhagens mutantes dessa
levedura. Os experimentos mostraram que a cascata regulatéria da via da proteina quinase C
(PKC) regula a expressdo dos genes do mecanismo CWI que respondem as lesdes na parede
celular induzidas pelo PHMB, causando um estresse osmaético que € sentido e restaurado pelos
genes da via HOG. O efeito protetor da trealose, a geracdo de desequilibrio redox e a natureza do
efeito tdxico sugerem que PHMB dispara 0 mesmo sinal molecular que é sentido pelas células
quando submetidas a estresse etanolico. Além disso, a proteina Yapl, principal regulador da
transcricdo dos genes de resposta a estresse oxidativo, parece ser crucial para a resisténcia ao
PHMB, embora neste caso a fungédo desse fator de transcri¢do estaria relacionada com um efeito
protetor sobre a parede celular. Com isso, estamos propondo uma nova fungdo bioldgica para a

proteina Yapl na resposta a estresse industrial em Saccharomyces cerevisiae

Palavras chave: expressdo génica, MAP quinase, parede celular, PHMB, Saccharomyces
cerevisiae, YAP1

Xl
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Abstract

Stressing conditions induce cascades of events that terminate with a cellular response based on
genomic expression. On the yeast Saccharomyces cerevisiae many of these external inputs are
mediated by the MAP quinases pathways, which have been extensively studied. Polyhexametil
bisguanide (PHMB), a cationic biocide that acts perturbing the cell envelope, was recognized as
possessing superior antimicrobial effect to anyone. Global gene expression analysis revealed that
exposure of E. coli cells to PHMB induced the expression of genes involved in cell wall
maintenance. On this work, we investigate genes in Saccaharomyces cerevisiae involved on the
resistance to PHMB. The level of gene expression of some genes involved on maintenance of cell
wall integrity (CWI) and further assays with mutants revealed that the toxic effect of PHMB is a
combination of osmotic stress (HOG pathway) and cell wall stress. Is noteworthy that genes
related with tolerance at ethanol stress, results of protective effect of trehalose and generation of
redox imbalance, and the nature of the toxic effect suggest that PHMB and ethanol activate the
same pathways to resist both compounds. Finally, the major regulator of oxidative stress YAP1
seems to be crucial on the PHMB resistance, although in the case seems that the function of this

transcriptional factor is related with a protective effect on the cell wall.

Words key: gene expression, MAP Kinase, cell wall, PHMB, Saccharomyces cerevisiae, YAP1

X
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Introducéo

No processo de producdo de alcool combustivel no Brasil, o caldo de cana cru ou o melago sdo
fermentadas pelas células de Saccharomyces cerevisiae ao longo de toda a safra.. No Brasil, a
linhagem mais comercializada para a producdo de alcool combustivel é a PE-2, isolada da Usina
da Pedra, Sdo Paulo, descrita como alta produtora de etanol, resistente a temperatura e dominante
nos processos que utilizam melago como substrato. Outras linhagens tém sido isoladas em outras
partes do pais, como é o caso da linhagem JP1, isolado na destilaria Japungu, Paraiba.
ContaminacOes por leveduras nativas de baixa capacidade fermentativa ocorrem com muita
freqliéncia, trazendo elevados prejuizos por provocarem expressivas quedas de rendimento na
producdo de é&lcool e atrasos no cronograma de moagem. O laboratorio de Genética de
Microorganismos do Departamento de Genética da UFPE tem identificado a espécie Dekkera
bruxellensis como a levedura nativa que provoca 0sS eventos mais severos de contaminacao.
Também analisou o efeito biocida do polihexametileno biguanida (PHMB) com o objetivo de
encontrar um antifungico que atue de forma seletiva sobre as leveduras contaminantes. O PHMB
€ um agente antibacteriano de amplo espectro que tem sido usado por muitos anos como um anti-
séptico. Em trabalhos recentes, nosso grupo verificou que a linhagem comercial Saccharomyces
cerevisiae JP1 é muito mais resistente do que Dekkera bruxellensis e que esta resisténcia €
dependente de Yaplp, um fator de transcri¢cdo envolvido com a manutencao da parede celular. A
acao letal envolve interagdes com a membrana citoplasmatica, e o envelope celular ndo produz
protecdo completa, mas atua razoavelmente como barreira de exclusdo. A porosidade relativa, a
espessura e a composicdo de glucanos da parede celular de S. cerevisiae determinam a
sensibilidade frente a Clorohexidina, uma biguanida com estrutura e efeitos similares ao PHMB.
Este trabalho determina quais sdo 0s genes e as vias de sinalizagdo que disparam a resposta ao
PHMB, relacionando-a com outros tipos de estresses; e analisa as possiveis mudancas
fisiologicas com o objetivo de aportar um melhor entendimento das cascatas de sinalizacéo e das
causas das diferentes resisténcias observadas nas leveduras industriais. Os dados gerados neste
trabalho forneceram informacdo para desenvolver possibilidades de uso de fungicidas no

contexto industrial do processo fermentativo.

X1
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1. Revisao da Literatura

1.1 O processo de fermentacdo alcodlica na inddstria

A transformacdo da matéria-prima em alcool é efetuada por microrganismos, usualmente
leveduras da espécie Saccharomyces cerevisiae, por meio da fermentacdo alcodlica. Para que a
fermentacdo tenha sucesso, dentro de especificaces técnicas, € muito importante que se misture
ao mosto uma quantidade de leveduras capaz de converter os agucares em alcool e gés carbonico,
dentro de determinadas condi¢des. Este conjunto de microrganismos recebe o nome de pé-de-
cuba ou simplesmente fermento (http://www.agencia.cnptia.embrapa.br)

A atividade fermentativa da levedura Saccharomyces cerevisiae é utilizada em processos para
producdo de bebidas fermentadas (vinhos, cerveja, uisque, rum, etc.), bioetanol e pdo. O processo
de fermentacdo no Brasil usa leveduras em muito alta concentracdo que fermentam caldo de cana
de acucar ou melago em processo semi-continuo de alimentacdo chamado batelada. O melago ou
caldo contem entre 150 e 200 gramas de agucar, que as leveduras transformam em 9 a 12 % de
etanol com um alto rendimento em torno de 90 a 92% da quantidade maxima estimada e
produtividade de 6 a 10 horas por cada ciclo de fermentagéo, permitindo duas a trés fermentacdes
por dia (Andrietta e col, 2007).

Especialmente na fermentacdo para producao de bioetanol, as células de leveduras sdo utilizadas
até trés vezes por dia, em um periodo de aproximadamente 200 dias de atividade fermentativa.
Ap0s cada batelada de fermentacdo ou durante o processo de fermentacdo continua, as células séo
separadas de meio fermentado por centrifugacdo (processo Melle-Boinot) ou decantagdo e
reutilizadas no processo. No processo de Melle-Boinot, o vinho é bombeado da dorna para a
centrifuga separadora assim que os agUcares do mosto em fermentacdo se esgotam, separando

desta forma as leveduras (leite), do vinho delevedurado (http://www.agencia.cnptia.embrapa.br).

A velocidade de fermentacdo é determinada pela quantidade de agUcar fermentado por uma
quantidade de leveduras durante certo tempo. O ganho em produtividade por meio de
fermentacgdes rapidas aumenta a producdo diaria e reduz, consequientemente, o custo de producao

e 0 risco de contaminag@o por microrganismos prejudiciais. O rendimento, quantificado como a
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relacdo entre acucar consumido e alcool produzido, deve ser elevado, sendo essa condicéo

essencial para uma levedura industrial (http://www.agencia.cnptia.embrapa.br).

As fermentagdes industriais de alcool combustivel utilizam substratos ndo esterilizados, o que
tem como conseqliéncia problemas com relacdo a presenca de microorganismos contaminantes
indesejaveis. O constante monitoramento da populacdo microbiana do processo constitui um
elemento importante na obtencdo de bons rendimentos industriais. A falta de esterilidade do
processo, aliada aos constantes reciclos, favorece o aparecimento de espécies de leveduras
nativas de diferentes espécies que possuem capacidade fermentativa menor do que S. cerevisiae
(Aradjo e col, 2005; Basilio e col, 2008; Silva-Filho e col, 2005 a,b). Estas contamina¢des podem
trazer prejuizos econdémicos significativos diretos (desvio de aglcar para a producdo indesejavel
de biomassa) e indiretos (retardo no tempo da fermentacéo e atrasos no cronograma de moagem).

1.2 Leveduras do processo fermentativo

A producao global de etanol no ano 2006 foi de 40 bilhGes de litros. 90% do total foram
produzidos pelo Brasil e Estados Unidos, sendo Brasil considerado o pais mais competitivo e
com a mais longa historia dentre os paises produtores de etanol (http://econ.worldbank.org).

No ano 2008, foram gerados 17.335,2 milhGes de galdes no mundo, dos quais 6472,2 foram
produzidos no Brasil, colocando-se dessa forma no segundo maior produtor de etanol nesse ano
(http://www.ethanolrfa.org).

O processo completo de fermentacdo alcoodlica é baseado na atividade fermentativa de células
Saccharomyces cerevisiae sobre 0 melago de cana de aglcar ou mosto. As linhagens industriais
de S. cerevisiae sdo organismos altamente especializados que tem evoluido para utilizar todo seu
potencial fermentativo, este processo de selecdo € denominado domesticacdo e envolve varias
caracteristicas genéticas especiais (Basilio e col 2008). Estudos de dindmica microbiolégica em
fermentadores industriais revelaram uma rapida sucessdo de linhagens de leveduras durante
fermentacgdes de alcool combustivel, e em consequéncia a levedura original usada como “starter”
(usualmente linhagens comerciais usadas para iniciar o processo fermentativo industrial) é
completamente substituida por outras em poucas semanas (Silva-Filho e col, 2005 b, Basso e col,
2008).
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Estados de diploidia, aneuploidia e poliploidia podem conferir vantagens para adaptacdo aqueles
ambientes variaveis, bem como o aumento na dosagem de alguns genes importantes para a
fermentacdo (Querol e col, 2003). Existe varias evidencias de que CNVs (variagdes em ndmero
de copias) e amplificacdes de genes especificos sdo formas importantes de conferir variabilidade
gendbmica que permite a adaptacdo a pressdes seletivas de mudancas no ambiente e em novos
nichos ecoldgicos (Hastings, 2009). S.cerevisiae passou por varias passos de duplicacdes
evolutivas, duplicando seu genoma completo originalmente ha 100 milhGes de anos
aproximadamente, num antecessor pertencente ao complexo Saccharomyces senso strictu,
gerando uma linhagem fermentativa eficiente (Conant e Wolfe 2007; Merico e col. 2007).
Seguidamente, houve uma ronda de amplificagdes localizadas, incluindo regides contendo genes
especificos que permitiriam uma fermentacdo bem sucedida de agucares derivados de frutas, num
evento evolutivo que aconteceu provavelmente 80 milhdes de anos, quando aparecem 0s
primeiros frutos carnosos (Thomson e col. 2005). Tem sido observadas variagdes no numero de
copias de genes importantes, re-arranjos cromossdmicos tais como traslocagdes intra e inter
cromossomais, mudangas no numero de cromossomos especificos ou ao nivel de ploidias tanto
em isolados naturais de S. cerevisiae, (Dunn e col. 2005; Carreto e col. 2008), como em
condicOes de laboratorio controladas (Brown e col. 1998; Dunham e col. 2002; Kao e Sherlock
2008). Stambuk e col (2009) determinaram a variacdo no numero de copias de genes (CNVs) de
5 leveduras comerciais comumente usadas na inddstria de alcool no Brasil: BG-1, C AT-1, PE-2,
SA-1,e VR-1 por micro-arranjos baseados na hibridizacdo comparativa de genomas. A analise
revelou que os genomas apresentam uma amplificacdo significativa nos pares de genes
teloméricos SNO2/SNZ e SNO3/SNZ3, ambos envolvidos seqlencialmente na sintese de duas
vitaminas importantes para leveduras: piridoxina (vitamina B6) e tiamina (vitamina Bl),
indicando que o entorno de fermentacdo industrial impde uma alta demanda por estes co-fatores.
As leveduras industriais produtoras de etanol que carregam amplificagdes dos genes telomericos
SNO/SNZ foram testadas em meios com alta concentragao de agucares e concentragoes variaveis
de conteudo de vitaminas. Estas leveduras apresentam uma clara vantagem competitiva durante a
fermentagao e quando sao re-utilizadas em varias fermentagoes sucesivas.

Lucena e col (2007) identificaram re-arranjos na linhagen comercial JP1, usando como amostras
3 isolados coletados em diferentes etapas do processo fermentativo. Ocorre uma enorme variacéo

nos perfis cromossémicos da populacdo em relacdo a niamero e tamanho de cromossomos a
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medida que as geracdes celulares se sucedem. O polimorfismo afeta principalmente a
cromossomos de tamanho medio e pequeno. Outra caracterisitica detectada foi a presenca de um
jogo de cromossmos a mas comparado com as linhagens de laboratorio. Estes cromossomos
adicionais geram eventos de recombinacao desiguais.

No Brasil, a linhagem mais comercializada para a producdo de alcool combustivel é a PE-2,
isolada da Usina da Pedra, Sdo Paulo. Esta linhagem é descrita como alta produtora de etanol,
resistente a temperatura e dominante nos processos que utilizam melaco como substrato. PE-2 é
utilizada na maioria das industrias do sudeste do Brasil, porém, ndo esta adaptada as condi¢fes do
nordeste (Silva Filho e col, 2005a).

A linhagem comercial JP1, isolada na destilaria Japungu, Paraiba, apresenta alta dominéncia em
processos que utilizam caldo de cana como substrato e tolerdncia a estresse semelhante a
linhagem PE-2 (Silva-Filho e col, 2005b). Todavia, JP1 resulta mais resistente quando é
submetida a baixo pH combinado com alta temperatura. Esta caracteristica é especialmente
importante nas zonas de mais altas temperaturas como o nordeste do Brasil e America Central.
Outra grande vantagem desta linhagem é sua alta eficiéncia de transformacdo com plasmideos
episomais e DNA integrativo com relacdo a outras linhagens comerciais, 0 que confere
possibilidade de manipular, entre outras vias, a rota de assimilacdo de nitrogénio para
incrementar a producdo de etanol e reduzir a formacdo de glicerol (Silva-Filho e col 2005b).
Como as diferentes linhagens parecem apresentar caracteristicas industriais complementares, e
levando em consideracao as diferencas nos processos industriais, a percepc¢do atual € o do uso de
um coquetel de linhagens no inicio da safra para assegurar bom desempenho no processo (Silva-
Filho e col, 2005b).

Recentemente, Basilio e col. (2008) descreveram a constituicdo das espécies de levedura que
podem ser encontradas no processo fermentativo industrial a partir do uso de técnicas de analise
de DNA baseados na amplificacdo por PCR com iniciador unico (GTG)s e no seqiilenciamento
dos dominios D1/D2 do locus rDNA-26S. Dentre as identificadas se encontram Dekkera
bruxellensis, Pichia andmala, P. caribbica, P. fermentans, P. galeiformis, P. guilliermondii, P.
fabianii, P. ohmeri, Candida intermédia, C. lusitaniae, C. tropicalis, C. pararugosa, C.
parapsilosi, C. xylopsoci, Saccharomycodes ludwigii, Zygoascus ellenicus, Pseudozyma
hubeiensis,Hanseniaspora guilliermondii, Zygosaccharomyces fermentati, Issatchenkia orientalis

e Exophiala dermatitides. As espécies D. bruxellensis, P. galeiformes e C. tropicalis estiveram
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envolvidas nos episddios mas severos de contaminacdo, atingindo um 30% da populacdo de
leveduras nos tanques de fermentacdo (Basilio e col, 2008). Dentre essas, a espécie D.
bruxellensis foi identificada como a levedura contaminante mais importante em destilarias
fermentadoras de cana de aglUcar do Brasil (De Souza Liberal e col, 2007), como ja havia sido
relatado em processos fermentativos no Canada e Estados Unidos (Abbott e col, 2005). Silva-
Filho e col (2005,a) analisaram a dinamica populacional de duas destilarias do Nordeste que
utilizam a levedura JP1 como “starter” durante o periodo de safra 2002-2003 e 2003-2004. JP1
mostrou-se a levedura dominante no processo tanto na destilaria Miriri como Japungu, mesmo
ocorrendo eventos severos de contaminacgdo, recuperando sua dominéncia ao longo do processo
(Figura 1). O crescimento de células de D. bruxellensis € muito mais lento do que o de S.
cerevisiae quando cultivadas em meio de laboratério com nutrientes em excesso, seja em
condicOes aerdbicas ou anaerdbicas. Contrariamente, os dados de dindmica populacional
mostram que D. bruxellensis pode crescer muito mais rapido que S. cerevisiae em condicbes
industriais, embora ambas crescam em velocidades muito pequenas nessas condi¢des. Essa maior
velocidade de crescimento que apresenta D. bruxellensis no ambiente industrial poderia estar
relacionada com fatores nutricionais (maior afinidade pelo substrato) ou uma maior tolerancia a
algum composto inibidor presente no substrato de fermentacdo (de Souza Liberal e col, 2007).
Atualmente ndo se conhecem fungicidas que possam atuar de forma seletiva sobre as leveduras

indesejaveis, nem procedimentos rapidos e eficientes para resolver este tipo de contaminacgéo.

1.3 O Cloridrato de Polihexametileno Biguanida (PHMB) como antiflingico.

Para evitar a contaminacdo por leveduras, o processo fermentativo poderia se valer do uso de
antifangicos que combateriam seletivamente as linhagens selvagens. Se as linhagens industriais e
contaminantes apresentarem sensibilidades diferenciais frente ao biocida, poder-se-ia desenvolver
0 uso industrial de compostos que inibam com maior intensidade as linhagens indesejaveis.
Recentemente, analisamos o efeito biocida de varios compostos em linhagens industriais de S.
cerevisiae e em espécies contaminantes mais freqlientes do processo fermentativo. Dentre esses,
0 composto cloridrato de polihexametileno biguanida (PHMB), um biocida cationico, apresentou

um intenso efeito inibitorio sobre D. bruxellensis mesmo em concentracdes tdo baixas como
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0.0002%, enquanto S. cerevisiae JP1 ndo foi afetada pelo composto nesta concentracao (Figura 2,
Elsztein e col, 2008).
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Figura 1: Frequéncia da linhagem JP1 na populacdo de leveduras durante o processo fermentativo do periodo de
safra 2002-2003 na destilaria Miriri. Colunas pretas: Saccharomyces cerevisie JP1, colunas cinza: outras
Saccharomyces cerevisie, colunas brancas: espécies ndo Saccharomyces cerevisie (Silva Filho e col, 2005 a).
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Figura 2: Determinacdo do MIC para PHMB de células das linhagens PE-2 e JP-1 de S. cerevisiae e para as
leveduras D. bruxellensis (Db) , P. galeiformes (Pg) e C. tropicalis (Ct) semeadas em placas contendo o antibi6tico
nas concentracdes de 0% (painel A), 0,0002% (painel B), 0,0008% (painel C) e 0,0016% (painel D) (Elsztein, 2006).

PHMB é vendido como um agente antimicrobiano de amplo espectro e é utilizado em diversas
aplicacdes: como um anti-séptico na industria alimenticia e na clinica médica, para impregnar
materiais (telas) com objetivo de inibir o crescimento microbiano, tratamento de dgua de piscinas,
como desinfetante em sistemas de esfriamento por agua (Kusnetsov e col. 1997), desinfeccdo de
superficies solidas como lentes de contacto, anti-séptico bucal, preventivo de crescimento em
materiais de cloreto de polivinila (PVC), e no tratamento de ovos para prevenir infeccdo por
Salmonella (Van de Boscche, 2003). Também é utilizado tratamento contra fungos (Messick e
col., 1999) e no tratamento da queratitis infectiva causada por Acanthamoeba sp. (Donoso e col.,
2002; Narasimhan e col., 2002). As preparagdes comerciais sd0 misturas de biguanidas
poliméricas contendo de 2 a 40 mondmeros de estrutura primaria do tipo [-
(CH2)6.NH.C(=NH).NH.C(= NH).NH-], (Figura 1), com um tamanho médio de n=11 e massa
molecular entre 400 e 8000 Daltons. Esta estrutura possui varias combinagdes no grupo terminal
que pode apresentar amidas (-NH2), guanidas [-H.C(=NH).NH2] ou cianoguanidas [-
NH.C(=NH). NH.CN] (White e col, 2006).

Y
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/
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X, Y = any combination of (ij——NH3"
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Figura 3. Estrutura molecular do polihexametileno biguanida (PHMB) e seus componentes. |: Polihexametileno
biguanida (PHMB), indicando os grupos X e Y como uma possivel combinagio de (i), amidas; (ii), guanidas; (iii),
cianoguanidas (White e col, 2006).
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Os agentes antimicrobianos catidnicos tém sido usados ao longo de 40 anos. A necessidade de
um antimicrobiano efetivo para ser utilizado na industria de processamento de alimentos e
hospitais tem sido altamente importante e extensivamente estudada. Seguindo esta linha, o grupo
das biguanidas vem sendo estudado como um potencial e versatil antimicrobiano desde 1879.
(Franzin, 2005). O Cloridrato de Polihexametileno Biguanida é utilizado em diversas aplicacdes
antimicrobianas devido ao seu amplo espectro de atuacdo no controle de bactérias Gram-
positivas, Gram-negativas, virus, microrganismos resistentes a antibioticos, mesmo em condigdes
adversas como presenca de matéria orgénica e agua dura. O amplo espectro de acdo do PHMB
aliado a sua boa estabilidade térmica, baixa formacdo de espuma, alta solubilidade em &gua,
baixa volatilidade e corrosividade somados aos estudos de toxicidade em mamiferos e ao meio
ambiente, caracterizam o PHMB como um antimicrobiano de Gltima geracéo, seguro, eficiente e
versatil para formulagdo de desinfetantes de uso industrial, institucional e doméstico tornando-o
uma opcao de melhor custo beneficio aos tradicionais antimicrobianos (Franzin, 2005).

Santos e Fernandes (2010) compararam a eficiéncia do processo de sanitizacdo de todos o0s
equipamentos envolvidos na fabricacdo/transporte de mosto/cerveja, mediante utilizacdo do
Biguatin 400, composto que possui como principio ativo o PHMB. Os resultados demonstram
que o PHMB é muito mais eficiente e abrange um maior espectro que 0s principios ativos
convencionais na desinfeccdo dos sistemas clean-in-place (CIP) de industrias cervejeiras (Santos
e Fernandes, 2010).

As biguanidas sdo compostos relativamente hidrofébicos mais interatuam inicialmente com a
parede e a membrana substituindo cations divalentes que estabilizam a bi-capa lipidica dos
microorganismos tais como Ca*? (Gilbert e Moore, 2005) (Figura 4). PHMB é bacteriostatico a
baixas concentracGes, mas é bactericida em altas concentracfes, e sua agdo inibitoria aumenta

com o incremento do grau de polimerizacdo (Broxton e col., 1984; Gilbert e col., 1990).
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Figura 4. Representacéo grafica do mecanismo de acdo do PHMB na membrana plasmética bacteriana. O diagrama
ilustra a interagdo progressiva do PHMB com os componentes &cidos da membrana levando a perda de fluidez e a
separacéo de fases de lipideos individuais. Os dominios produzidos pelos fosfolipidios e 0 PHMB conduzem &
dissolucdo da estrutura fluida da membrana (Gilbert e Moore, 2005).

A acdo letal envolve interagbes com a membrana citoplasmatica, mais especificamente com
lipideos acidos de membrana, causando a formacdo de agregados de fosfolipidios. Moléculas
maiores produzem agregados maiores e conseqiientemente a desestabilizacdo da membrana é
maior (Broxton e col, 1984; Ikeda e col, 1984). A comparacdo dos efeitos de PHMB em células
intactas e em esferoplastos demonstra que o envelope celular ndo produz protegédo completa, mas
atua razoavelmente como barreira de excluséo (Gilbert e col, 1990).

A remocdo de lipopolisacarideos da membrana externa incrementa significativamente a atividade
biocida das fracGes de alto peso molecular de PHMB, porém as fraces menores ndo mostram
diferencas (Gilbert e col, 1990). A porosidade relativa das paredes celulares, a composi¢céo de

glucanos e a espessura da parede celular de S. cerevisiae determinam a sensibilidade frente a
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biguanida Clorohexidina (Hiom e col, 1996). Ensaios realizados com Acanthamoeba castellanii
mostraram um incremento de grupos fosfato e cloro em trofozoitos e cistos tratados com PHMB.
O incremento de cloro depois do tratamento indica entrada do biocida, e 0 aumento de fésforo se
concentra nos fosfolipidios, parede celular e ndcleo (Khunkitti e col, 1998), apoiando a teoria da
interacdo do PHMB com fosfolipidios. O PHMB interage forte e cooperativamente com acidos
nucléicos in vitro e o estado estrutural do acido nucléico afeta a natureza da interacdo (Allen e
col., 2004). Varios genes associados com a membrana externa sdo induzidos quando E.coli é
submetida a PHMB: Antigeno O, elementos Rhs, flagelos e fimbrias. OsmB é uma lipoproteina
que responde a multiplos estresses, osmoticamente induzivel e é uma componente fundamental
do sistema regulatorio Independiente RscCDB. Este sistema € ativado por diferentes condi¢des
ambientais e produz uma alteragdo na composi¢cdo ou topologia do envelope celular. Em
concordancia com a estrutura quimica e o alvo do PHMB, este sistema também é disparado por
clorpromazina, que também é uma molécula anfipatica catibnica que danifica a membrana
bacteriana (Allen e col, 2006).

Recentemente 0 uso do PHMB foi proposto para combater os episodios de contaminacdo dos
processos fermentativos causados pelas espécies D. bruxellensis, P. galeiformes e C. tropicalis
(Figura 2, Elsztein e col, 2008). Quando se compara a atividade biocida nas duas linhagens
comerciais de Saccharomyces cerevisiae verifica-se que JP1 é mais resistente ao PHMB,
enquanto que PE-2 apresenta praticamente a mesma sensibilidade que D. bruxellensis, e estas sao
mais resistentes do que P. galeiformes (Elsztein e col, 2008). Estas diferencas entre as linhagens
fermentadoras deve limitar o uso do PHMB aquelas destilarias que utilizam JP1 como linhagem
do processo. Com o0 objetivo de determinar quais sd0 0S mecanismos genéticos que estdo
envolvidos na resposta a estresse por PHMB, realizou-se uma triagem com alguns mutantes para
identificar possiveis genes associados com a resisténcia ao composto. Estes testes revelaram que
mutantes que carecem do gene YAP1 sdo mais sensivel frente ao biocida (Figura 5), sendo este
gene chave para enfrentar os danos causados pelo PHMB (Elsztein, 2006). Este constatacdo foi o

ponto de partida para a realizacdo do presente trabalho de tese.
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Figura 5 : Efeito do PHMB em linhagens de S. cerevisiae apresentando mutagfes em genes que codificam proteinas
regulatdrias de efeito pleiotropico. Células da linhagem parental BY4741 (wt) e das linhagens mutantes Apdrl,
Apdr5, Apdrl2, Aatrl e AYAP1 foram semeadas em meio de cultura sem PHMB (0%) ou suplementado com 0,003%
(m/v) de PHMB (Elsztein, 2006).

1.4 O fator de transcrigdo YAP1 e 0 mecanismo de resposta a estresse oxidativo.

As células estdo continuamente expostas a espécies reativas de oxigénio (ROS) como
conseqliéncia do crescimento aerobico, e 0s organismos desde bactérias até humanos tém
desenvolvido mecanismos para manter a homeostasia celular. Esta protecdo limita o acimulo de
formas oxidantes derivadas de oxigénio, controlando o metabolismo de ferro e cobre, ativando
rotas para balancear o estado redox e ativando as vias de reparacdo (Scandalios, 2005). Estes
mecanismos envolvem residuos de cisteina sensivel ao estado redox que rapidamente traduzem
0s sinais de estresse a proteinas regulatdrias. Esta transducdo de sinais frequentemente envolve
mudancas na conformacao protéica devido a formacéo reversivel de pontes dissulfeto (Herrero e
col, 2008). As células possuem sistemas de defesa enzimaticos e ndo enzimaticos para proteger
0s constituintes celulares e manter os estado redox. As defesas ndo enzimaticas consistem em
pequenas moléculas que atuam como quelantes e reduzem ROS neutralizando os oxidantes do
entorno. O mais importante ¢ a glutationa, o tripéptido 3-L-glutamil-L-cistinilglicine (GHS). Esta
molécula atua como quelante usando seu grupo sulfidrilo como grupo reativo redutor contra 0s
oxidantes dando como resultado glutationa oxidada (GSSG). Os genes envolvidos na sintese
desta molécula sdo GHS1 e GHS2 que codificam as enzimas y-glutamilcisteine sintetase e
glutationa sintetase, respectivamente. Outra molécula pequena importante é tiorredoxina,
composto rico em sulfidrilos, codificado pelos genes TRX1 e TRX2, que pode ser usado como

cofator redutor pela tiorredoxina peroxidase (Tsalp) e ribonucleotideo peroxidase. Tsalp reduz
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peréxido de hidrogénio (H.0,) e alquil-hidroperoxidos numa reacdo dependente de tiorredoxina
redutase, NADPH e tiorredoxina (Jamieson, 1998).

O produto do gene YAPL é um fator de transcricdo do tipo bZip (basic domain/leucine zipper)
que atua na ativacdo da transcricdo de um grupo de genes que respondem ao estresse oxidativo.
Pertence a familia YAP, que esta constituida por YAPL, YAP2, YAP3, YAP4 (CIN5), YAPS5,
YAPG6, YAP7 e YAP8 (Fernandes e col, 1997; Figura 6). YAP1, YAP2, YAP4, e YAP5 néo séo
essenciais, as linhagens com uma mutagdo simples o multipla sdo viaveis, capazes de crescerem
em alta temperatura, com meio carente de inositol, o contendo galactose, sacarose, rafinose, o
glicerol com unica fonte de carbono (Fernandes e col, 1997). A mutagdo de yap4 produz aumento
de instabilidade cromossdmica e é a unica linhagem que apresenta sensibilidade ao nocodazol e
suprime a sensibilidade ao congelamento do mutante yapl (Fernandes e col, 1997). A sobre-
expressdo de YAP4 e YAP6 confere resisténcia as drogas cloriquina, quinina e mefloquina.
Estudos de genoma tem revelado que YAP4 e YAP6 sdo induzidos sob varios tipos de estresses,
incluindo oxidativo, osmético, choque térmico e fase estacionaria. A regulacdo de YAP4 sob
condicbes de alta osmolaridade € mediada pelo fator de transcricdo Msn2p por uma via
dependente de Hoglp, que se une a dois sitios STRE (Stress Responsive Elements) no promotor.
Sob estresse oxidativo, YAP4 é co-regulada por Msn2p e Yaplp através dos sitios STRE e YRE
respectivamente (Rodrigues-Posada e col, 2010; Figura 6)

A via regulatéria mediada por Yaplp controla esta resposta adaptativa que é ativada por
mecanismos que captam o estado redox intracelular ndo balanceado causado por espécies reativas
de oxigénio e grupamentos tioles oxidados. O fator de transcri¢cdo Yaplp € regulado por proteinas
que se encontram a montante na via dos mecanismos de protecdo a ROS: Gpx3p (glutationa
peroxidase), Ybplp (proteina requerida para a oxidacdo e localizacdo nuclear de YAP1p) Tsalp
(tiorredoxina peroxidase) (Tachibana e col, 2009). Este fator de transcricdo é ativado por agentes
como diamida, dietilmaleato, metil metano sulfonato, menadiona, benomil, cAdmio, mercurio,

selénio, N-etilmaleimide, metilglioxal e radiacdo ionizante (Herrero e col, 2008).
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Figura 6: Os genes de levedura se encontram em associacdo simultanea com diversos factores de transcricdo. YAP4
é regulado por Msn2p sob condicOes de estresse osmatico ou por Msn2p e Yaplp sob estresse oxidativo. As redes
reguladoras da transcricdo mostraram que o controle de varios processos celulares, tais como o ciclo celular, o
estresse ambiental, desenvolvimento e metabolismo estfo reguladas pela familia YAP (http://www.itgb.unl.pt).

Yapl se une especificamente a elementos de reconhecimento par Yapl (YRE), porém tém sido
identificados genes alvo que ndo contém os sitios YRE, indicando a existéncia de sitios de
reconhecimento adicionais (Herrero e col, 2008).

O gene YAP1 esta envolvido em outras respostas, porem ndo muito exploradas na literatura atual.
A proteina Yapl esta envolvida na regulacdo da expressdo de genes que apresentam motivos
STRE (Stress Responsive Elements) em suas regides promotoras, porém o fator de transcri¢éo
ndo se une diretamente a STRE, sugerindo que YAP1 poderia ter um papel fundamental na
regulacdo da expressdo dos componentes da maquinaria de ativagdo de STRE (Gounalaki e
Thireos, 1994). A proteina Yaplp é normalmente citoplasmatica e migra para o nucleo em
resposta a estresse oxidativo (Toone e Jonnes, 1998). Por outro lado, Bourdineaud e col (2000)
mostraram que o fator de transcricdo Yaplp teria alguma funcdo na manutencdo da parede
celular. Yaplp regula a expressdo do gene SRP1 que codifica para uma manno-proteina de
parede, que se encontra induzido por anaerobioses e necessaria para a integridade da parede
celular. Esta relacdo é apoiada no fato de que o mutante Ayapl apresenta fendtipo de
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sensibilidade ao corante Vermelho Congo, agente que perturba a montagem das microfibras p1-

3-glucano.

1.5 A parede celular

A parede celular representa cerca de 30% do peso seco das células de S. cerevisiae e é composta
majoritariamente por polisacarideos (85%) e proteinas (CWP, proteinas da parede celular) (15%).
Glicose (80-90%), N-acetil glicosaminas (GLcNAC) (1-2%) e residuos de manose (10-20%)
representam o total de polissacarideos. Os residuos de glicose estdo unidos mediante ligagdes do
tipo B-1,3 e B-1,6 e sdo unidos a GLcNAc mediante ligacBes -1,4. As mannoproteinas podem
estar unidas a cadeias B-1,6-glicose através de um conetor glicosilfosfatidilinositol (GPI) ou por
meio de B-1,3-glucanos numa ligacdo sensivel a alcali (Lesage e Bussey, 2006). A segunda classe
de proteinas sdo as chamadas PIR (Proteinas com repeticdes internas): Pirlp, Pir2p (Hsp150p),
Pir3p e Pirdp, que se unem diretamente a capa de -1,3-glucanos (Levin, 2005). As cadeias de [3-
1,3-glucanos estdo ramificadas por unides B-1,6-glicose, formando fibras que servem de
esqueleto para unir quitina, B-1,6-glucanos e manano-proteinas. Os p-1,6-glucanos e as manno-
proteinas estdo unidas pelos GPI (Lesage e Bussey, 2006; Figura 7).

Klis e colaboradores (2006) determinaram cinco complexos diferentes entre polissacarideos e
proteinas da parede:

1) complexo CWP-GPI- unido a B-1,6-glucano e este a sua vez unido a -1,3-glucanos, que é
normalmente o mais abundante;

2) Os segundos mais abundantes sdo os complexos CWP unidos a polissacarideos p-1,3-glucano
numa ligacao sensivel a lcali (ASL);

3) CWP unidas por GPI a -1,6-glucanos e estes unidos a quitina, unido esta que é incrementada
em resposta a estresse na parede celular;

4) CWP unido através de GPI a 3-1,6-glucanos e a -1,3-glucanos através de ASL;

5) Ligacdo CWP-ASL-f-1,3-glucanos.

A parede celular de leveduras é uma estrutura multifuncional cujas principais funcdes biolégicas

sdo:
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1) Estabilizacdo de condi¢cGes osmoticas internas. A osmolaridade do citoplasma é usualmente
mais alto dentro das células que fora. Para limitar o influxo de agua resultante, os fungos

constroem uma parede elastica e resistente. A parede cria uma pressao que freia a entrada de agua

na célula.
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Figura 7: Arquitetura molecular da parede celular de leveduras. O esqueleto interno consiste em moléculas de -1,3
glucanos que Forman uma rede tridimensional rodeando toda célula. Esta rede é reforgada por pontes de hidrogénio
formadas entre moléculas de B-1,3-glucanos alinhadas. A parte externa da parede possui proteinas ligadas a
moléculas B-1,3-glucanos (Pir-CWPs), ou indiretamente através de uma interconexdo entre B-1,6-glucanos e GPI
ligados a CWPs. Depois da citocinese, a capa resulta fortalecida pelo acoplamento de cadeias de quitina unidas a f3 -
1,3-glucanos na parte interna do esqueleto. (Smits e col, 2001)

2) Protegdo contra estresse fisico. A parede celular mantém homeostase e funciona como um
envelope protetivo. A combinacdo de forca mecanica e grande elasticidade permitem que a
parede possa transmitir e redistribuir o estresse fisico, oferecendo eficiente protecéo contra danos
mecéanicos; 3) Manutencdo da forma celular, que é uma pré-condicdo da morfogénese. As
leveduras podem crescer como células ovais, como forma alongada durante limitacdo de
nitrogénio, ou crescer como pseudo-hifas e formar estruturas de acasalamento em resposta a
feroménios; 4) A parede celular atua de suporte para proteinas. Os polissacarideos das paredes
das leveduras servem de suporte para as glicoproteinas. Estas proteinas, e particularmente suas
cadeias laterais de carboidratos, limitam a permeabilidade da parede celular e servem de escudo
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para 0 aceso de proteinas alheias, para ndo deixar sair macromoléculas intermediarias da
construcdo da parede, criar um microambiente entre a parede e a membrana plasmatica. O alto
grau de glicosilacdo e os grupos fosfato dos carboidratos das cadeias laterais provavelmente
ajudam a reter agua (Klis e col, 2006).

A capa externa protéica da parede celular esta formada por pelo menos 20 glico-proteinas
diferentes e sua composi¢cdo muda dependendo das condi¢des de crescimento. Assim as leveduras
tém a capacidade de se adaptarem a uma ampla variedade de ambientes. As proteinas da parede
permitem que as células consigam flocular, formar biofilmes, crescer como pseudo-hifas ou em
forma invasiva, ajudam a reter ferro, facilitam a entrada de esterdis e sdo necessérias para crescer
em condicdes anaerdbicas. Tem sido estimado que cerca de 1.200 genes estéo relacionados com a
parede celular, suportando a idéia de que a construcdo da parede é uma parte fundamental da
fisiologia celular. Esta que pode variar em composicdo e em espessura, dependendo do meio de
crescimento, temperatura, pH, ou niveis de oxigénio. Pouco se conhece acerca das mudancas que
acontecem no grau de ramificacdo dos polissacarideos estruturais e do grau de fosforilacdo e
glicosilacdo das proteinas. Tem sido reportado que a quantidade de complexos formados por
proteinas de parede (CWP) unidas por GPI a B-1,6-glucanos da malha unidas a quitina se
incrementa intensamente em condicdes de estresse da parede celular. As células crescendo em
fase exponencial cultivadas em meio rico contém ao menos 20 proteinas da parede celular
diferentes em relacdo a fase estacionaria (Klis e col, 2006). As modificagdes que sofre a parede
celular das leveduras quando atravessam a fase diduxica de crescimento incrementa a resisténcia
a glucanasas e zimoliase (Klis, 2006). Na fase estacionaria de crescimento, as células apresentam
uma parede celular mais estreita e resistente a digestdo por glusulase. Parte desta resisténcia se
deve a mudangas na estrutura das mannoproteinas, as quais se localizam ao redor da matriz de
glucanos. O numero de pontes disulfeto na parede celular incrementa seis vezes e acontece uma
mudanca radical nos perfis proteicos. Estas caracteristicas da fase estacionaria de crescimento
fazem com que o acesso das enzimas aos polissacarideos seja menos efetiva (Werner-Washburne,
1993).

A dindmica da parede celular pode ser explicada em grande parte pelo mecanismo compensatorio
que se dispara quando a parede é submetida a condicOes de estresse. Sob estas circunstancias, o
envelope responde incrementando o contetdo de quitina, muda a associacdo entre os polimeros

que conformam a parede (2% das CWPs estdo o ligadas diretamente a quitina na linhagem
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selvagem, no mutante gasl estas ligacfes sdo 20 vezes mas abundantes), incrementa-se 0 numero
de CWPs, e ocorre uma re-distribuicdo temporaria do complexo B1,3 glicano sintase (Garcia e
col, 2004).

A trealose, um dissacarideo ndo redutor no qual duas unidades de glicose estdo unidas pela
ligacao a,a -1,1 glicosideo, aumenta a integridade do envelope e a viabilidade celular quando as
células sdo submetidas a choque térmico, desidratacdo e tratamento com solventes organicos
(Thevelein, 1984). O mutante de gene athl, que codifica para a enzima trealase vacuolar,
acumula grandes quantidades de trealose e sua tolerancia a deshidratacao, congelamento e
estresse etanolico, esta incrementada com relacdo ao parental (Kim e col, 1996). Nao existem
dados concretos na literatura que expliguem a forma em que esta molécula protege as
membranas, mas existem evidencias que sugerem que a trealose diminui a temperatura de
transicdo de fases de lipideos, fazendo que se mantenham em fase cristalina mesmo em auséncia
de &gua, e que sua estrutura molecular e estequiométrica fazem possivel este efeito (Crowe e
Crowe, 1998). Estudos de difracdo de raios X mostram que a trealose se encaixa corretamente
entre 0s grupos polares dos fosfolipideos (Rudolph e col, 1990). Trealose reduz a permeabilidade
da membrana e incrementa a tolerancia a etanol, (Mansure e col, 1994; Sharma 1997) e previne a
inibicdo de endocitose nas células de levedura expostas a concentracdes toxicas de etanol (Lucero
e col, 2000). O processo fermentativo estimula a producéo de trealose nas linhagens industriais
PE-2 e M-26: as leveduras respondem acumulando altas quantidades de trealose, e este acumulo
apresenta alta correlacdo com o aumento da viabilidade (Dorta e col, 2006). O efeito da trealose
em linhagens PE-2, JP1 e D. bruxellensis foi analisado pré-incubando as células com o
dissacarideo e posteriormente submetidas a PHMB, comprovando-se 0 incremento na
sobrevivéncia celular tanto em células crescidas em etanol ou glicose como fonte de carbono
(Elsztein e col, 2008).

O composto Vermelho Congo é um corante que perturba a parede celular e € amplamente usado
para estudar as vias comprometidas na resposta a estresse na parede celular. O vermelho Congo
degrada o polimero B-1,3 glucano da parede celular (Garcia e col,2004). A expressdo génica em
resposta ao dano da parede celular imposto pelo Vermelho Congo demonstra que a grande
maioria dos genes induzidos estéo relacionados com o remodelamento da parede celular como o
objetivo de manter a integridade da parede celular (Garcia e col, 2004) .Linhagens mutantes

crescidas em presenca de Vermelho Congo confirmam os genes que estdo envolvidos na resposta
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ao estresse. Os mutantes slt2, ptp2 ou swi4 foram incapazes de crescer na presenca de Vermelho
Congo, enquanto msg5, crzl, e swi6 foram sensiveis a droga. Dentre 0s genes envolvidos na
construcdo da parede celular, o fen6tipo mais grave deveu-se a auséncia de fksl, que codifica
para uma 3 -1,3 glucano sintase. O mutante que carece do gene crhl (uma possivel GPI-CWP
transglicosidase ) e o mutante exgl (que codifica para um exo-glucanase) sdo sensiveis ao
Vermelho Congo, enquanto pir2 e bgl2 foram ligeiramente sensiveis (Garcia e col, 2004, figura
8).
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Figura 8: Analise de sensibilidade ao vermelho Congo. Varias cepas mutantes foram testadas por sua capacidade de
crescer em meio sélido na presenca de 100 ug/ml de vermelho Congo. BY4741 é o parental haploide e as cepas
sensiveis a droga estdo sublinhados (Garcia e col, 2004).

1.6 Manutencéo da integridade da parede celular (CWI) e via de resposta a alta
osmolaridade (HOG).

As células constantemente avaliam e respondem ao meio externo. Os organismos
respondem a mudangas em condi¢Ges ambientais adversas disparando mecanismos que reparam
0s danos causados e estabelecem um estado de tolerancia que ajuda a prevenir danos futuros.
Para perceber as alteracGes do ambiente os sinais tém que ser transmitidos desde a superficie
celular ate o nicleo. A percepcdo do sinal e a traducdo sdo cruciais para comunicar-se ao nlcleo
e disparar as mudancas na expressdo dos genes (Saito e Tatebayashi, 2004).

A rota de manutencdo da parede celular (CWI) é uma via de sinalizagdo importante nao

apenas para manter a morfologia celular como também para proteger as células de condicbes
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extremas. A via de manutencdo da integridade celular pertence ao grupo das vias MAP quinase,
vias de proteinas quinases ativadas por mitose (MAPK), a partir das quais 0s sinais externos sao
traduzidos e amplificados para adaptar as células as condicGes particulares do entorno. Cada
cascata MAPK esta composta por trés quinases seqlencialmente ativadas: A MAP quinase
quinase quinase (MAPKKK) fosforila e ativa a MAP quinase quinase (MAPKK), que fosforila a
MAP quinase (MAPK). A levedura Saccharomyces cerevisiae possui a0 menos cinco vias de
sinalizagdo do tipo MAPK: a via de formagdo da parede dos esporos, a via de crescimento
invasivo ou filamentoso, a via de resposta a feromonios, o0 mecanismo de manutencdo de
integridade da parede celular (CWI) e a via de resposta a alta osmolaridade (HOG) (Figura 9)
(Saito e Tatebayashi, 2004).
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Figura 9. Vias de transducdo de sinais que contém o mddulo MAPK. As leveduras que esporulam tem ao menos 5
vias diferentes de MAPK, algumas delas compartilham seus componentes (retirado de Saito and Tatebayashi, 2004).

A via CWI ¢ ativada em resposta a agentes perturbadores da parede como vermelho

Congo, branco calcofluor, zimoliase, neumocandinas e cafeina. A zimoliase (enzima com
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atividade B-1,3-glucanase) causa danos na rede de 3-1,3-glucanos da parede celular e induz uma
resposta ao nivel de transcricdo que envolve um grupo de genes relacionados com a remodelacao
e reestruturacdo da parede. A resposta a zimoliase depende de componentes de duas vias de
sinalizacdo diferentes: Sholp, proteina receptora do sinal pertencente a via HOG; e de Slt2p,
MAPK pertencente a CWI. A via CWI pode ser ativada por varios estresses como térmico,
choque hipo-osmotico, perturbacdo na rede de actina, (Saito and Tatebayashi, 2004), estresse
oxidativo e morfogénese induzida por feroménios (Chen e Thorner, 2007), estresse alcalino e do
reticulo endoplasmico (agentes que disparam a resposta a proteinas desnaturadas como f3-
mercaptoetanol, ditiotreitol e tunicamicina) (Nunez e col, 2008), cafeina, vanadato (Martin e col,
2000) e rapamicina (de La Torre-Ruiz e col, 2002). A forma de perceber a perturbacdo gerada
parece provir do alongamento da membrana celular o/e da alteracdo de suas ligagfes com parede
celular (Chen e Thorner, 2007).
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Figura 10: A via de sinalizagdo CWI. Os sinais sdo percebidos na membrana plasmatica através dos sensores de
superficie celular Wsclp,Wsc2p ,Wsc3p, Mid2p e Mtllp. Os dominios extracelulares destas proteinas sdo altamente
manosilados. annosylated. Rhol ativa cinco efetores, incluindo a cascata PKC, a B1,3-glucano sintase (GS), a
proteina Bnilp, e do fator de transcricdo Skn7. Pkhlp e Pkh2p sdo ativados por esfingosina. A cascata MAP
guinase é composta por Bcklp, Mkklp / Mkk2p, e Mpklp (Slt2p) ¢ ativada por Pkclp. Varias fosfatases regulam
Mpk1p(Slt2p). Os fatores de transcricdo RImlp e o complexo SBF (Swidp/Swi6p) sdo alvos da MAP quinase Slt2p
(Levin, 2005).
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Cinco proteinas de membrana tém sido identificadas como os sensores de superficie Ada via
CWI: Slglp, Wsc2p, Wsc3p, Mid2p e Mtllp. A porcdo C-terminal citoplasmatica destes
receptores interatua com Rom2p, que é um fator que intercambia GTP (Gef) que se une a
membrana de uma forma estdvel. Rom2p atua sobre Rholp, uma GTPase homologa a Ras
ancorada na membrana mediante a porcdo C-terminal geranil-geranilado e interatua com os
fosfolipidios da membrana mediante uma sequiéncia aminoacidos com residuos basicos. Um dos
efetores de Rholp-GTP é a proteina quinase C Pkclp, que é um ativador essencial da cascata
MAPK requerida para a sinalizagdo de CWI: Bcklp, uma MAPKKK que ativa o par semi-
redundante Mkk1p/Mkk2p (MAPKKS), que a sua vez ativa a MAPK Slt2p (também chamada
Mpk1p). Slt2p é responsavel pelo estimulo da expressdo de genes que codificam para enzimas e
outros fatores envolvidos com a biosintese e remodelamento da parede celular. Slt2p ativa
fosforilando o fator de transcricdo RImlp e o complexo de transcricdo SBF, formado pelas
subunidades Swi4p e Swi6p.

Adicionalmente, a forma fosforilada de Slt2p é necessaria para o influxo de célcio através da
membrana plasmatica, que ativa o complexo calcineurina a partir da desfosforilacdo do fator de
transcricdo Crzlp. Nesta forma, Crzlp ativa a expressdo de genes envolvidos com estresse na
parede celular e no reticulo endoplasmico (Levin, 2005; Figura 10).

Knr4dp € uma proteina envolvida na sintese da parede celular, proposta como um elemento
coordenador entre a progressao do ciclo celular e a integridade da parede celular (Martin-Yken e
col, 2003). Varios estudos de genémica a grande escala, tais como arranjos genéticos sintéticos
(synthetic genetic arrays ,SGA) que detectam combinacdes letais entre genes, tipagem duplo
hibrido, e captura de afinidade acoplada a espectrometria de massas, revelam que KNR4
relaciona-se geneticamente com mas de 100 genes e interatua fisicamente com 20 proteinas
diferentes (Stark e col, 2006). Knr4p regula a atividade quinase da MAPK Slt2p, que ativa o
fatores de transcricdo RIm1p, SBF, e outros, mantendo desta forma a viabilidade celular (Durand
e col, 2008).

O fator de transcricdo RIm1p regula a expresséo de ao menos 25 genes, a maioria codificadores
de proteinas de parede celular ou implicados na biogénese da parede (Levin, 2005). Entre eles se
encontram induzidos PIR1, PIR2 (HSP150), PIR3, YLR194C e SLT2 (Levin e Jung, 1999). A
regulacdo da expressao de SLT2 por RIml1p sugere a existéncia de um circuito auto-regulatério de

amplificacdo da resposta a estresse (Levin, 2005). Entre os genes reprimidos se encontram FIT2,
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que codifica para uma manno-proteina de parede celular, e CTT1, que codifica a catalase I
citoplasmatica. Um dado muito interessante é que CTT1 é reprimido pela via CWI e induzido
pela via HOG (Levin e Jung, 1999). Dentre 0s genes cuja expressao € controlada por RImlp
podemos destacar: KREG, que codifica uma proteina requerida para a sintese de 3-1,3-glucano, e
CHS1, que codifica uma sintase de quitina (Lesage e Bussey, 2006). Ja FKS1, gene que codifica
um componente do complexo B-1,3-glucano sintase, é induzido debilmente por RIml1p (Levin e
Jung, 1999). Dentre os genes positivamente regulados por SBF podem ser citados FKS1 e GAS1,
que codifica uma B-1,3-glucanosil transferase localizada na superficie celular (Lesage e Bussey,
2006; Figura 10).

As proteinas Pkhl e Pkh2 possuem uma funcdo essencial e superposta na manutencdo de CWI .
Sao proteinas quinases ativadas por fitoesfingosina, o principal esfingosideo produzido por
leveduras, e fosforilam Pkclp em resposta a estresse térmico. Linhagens mutantes para seus
genes mostram defeitos na polarizagdo de actina e lise celular osmo-remedidvel a temperaturas
restritivas, e este fendtipo pode ser parcialmente restaurado quando PKC1, BCK1 ou MKK1 sdo
transcritos constitutivamente (Levin, 2005).

As proteinas Ptp2 e Ptp3 sdo duas fosfatases envolvidas com regulacdo de varias vias MAPK. Em
relacdo a resposta a choque osmotico, Ptp2p desfosforila Hoglp (MAPK da via HOG) e Slt2p,
inibindo desta forma as duas vias. Além disso, existe uma retroalimentacdo negativa entre as
MAPK envolvidas e as fosfatases, ja que Hoglp fosforilado (ativo) potencia a atividade de Ptp2p
e induz a expressao de PTP3, enquanto Slt2p ativado por choque térmico induz a expressdo de
PTP2 (Lesage e Bussey, 2006; Hohmann 2002).

Recentes trabalhos demonstraram que as rotas CWI e HOG estdo coordenadas para regular a
resposta de varios estresses (Rodriguez-Pefia e col, 2010). A principal funcdo da via HOG ¢ a
regulacdo da resposta a estresse por hiper-osmolaridade. A célula responde fazendo ajustes
internos para se adaptar ao incremento externo de osmolaridade sintetizando e retendo osmolitos
compativeis tais como glicerol, modificando o influxo de dgua e ajustando a progressdo do ciclo
celular (Saito e Tatebayashi, 2004). A via HOG também ¢é ativada em resposta a outros estresses
tais como oxidativo, acido, metilglioxal, Cloreto de Césio, mudanca de temperatura, arsenito,
choque término e zimoliase (Rodriguez-Pefia e col, 2010). A MAPK Hoglp é um elemento
chave na via HOG, e é ativada a jusante pela MAPKK Pbs2p. A proteina Hoglp ativada se

acumula rapida e transitoriamente no nucleo, onde participa na modificacdo do padrao
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transcripcional em resposta a estresse osmético (Saito e Tatebayashi, 2004). Hoglp é ativada pela
MAPKK Pbs2 a partir de dois mecanismos independentes que convergem exatamente nesta
proteina: dois osmo-sensores transmembrana Sinlp e Sholp podem, de forma independente,
ativar a via HOG, e sdo referidas como o ramo SLN1 e o ramo SHOL. Sinlp é fosforilado e
transmite seu fosfato para Ssklp atraves do intermediario Ypdlp. Ssklp é defosforilado por um
mecanismo desconhecido e ativa as MAPKKK redundantes Ssk2p e Ssk22p, que disparam o
MAPK Box. Ja o ramo SHO1 compreende Cdc42p, Ste50p, a PAK-like quinase Ste20p e a
MAPKKK Stellp para transmitir o sinal até Pbs2p (Saito e Tatebashi, 2004, figura 11). As
interconexdes, a coordenacdo da expressdo de varios genes e as semelhancas fenotipicas entre
linhagens mutantes para esses genes indicam que enquanto a especificidade de cada rota é
necessaria, as vias HOG e CWI devem estar positivamente coordenadas para uma acéo bioldgica
conjunta e complementar (Rodriguez-Pefia e col, 2010).
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Figura 11: A via HOG. Esquema dos componentes das duas vias que componem a cascata HOG: SHO1 e SLN1
(Hohmann, 2002).
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1.7. Consideracdes

Em trabalho anterior realizado pelo nosso grupo de pesquisa foi observado que o PHMB
mostrou-se eficiente no combate as principais leveduras contaminantes do processo fermentativo
industrial para a producdo de etanol combustivel, adicionalmente ao que ja tinha sido relatado
para 0 combate a bactérias patogénicas e protozoarios parasitas. Entretanto, sua acdo observada
para algumas linhagens industriais de S. cerevisiae deve limitar seu uso aquelas destilarias que
utilizam apenas linhagens resistentes ao biocida. Diante disso, consideramos relevante a
continuidade do trabalho iniciado, agora tentando desvendar os mecanismos de a¢do do biocida e
a resposta celular a sua presenca. Os resultados anteriores apontavam para a sua acao no envelope
celular, seja parede ou membrana, o que foi também apresentado por relatos na literatura
utilizando E. coli e Acantamoeba. Além disso, nossos dados mostraram a importancia da proteina
Yapl, um fator regulatorio importante para a inducdo de genes envolvidos na resposta a estresse
oxidativo em levedura. A partir desses fatos, o presente trabalho pretende contribuir para o
conhecimento a cerca do mecanismo de acdo do PHMB e do papel das principais vias de
sinalizacdo celular que respondem aos danos causados pelo biocida no intuito de racionalizar o
uso industrial deste composto ou mesmo de se pensar na construcdo de uma levedura

recombinante que fosse mais resistente ao mesmo.
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2. Objetivos

2.1 Obijetivo geral:

Este trabalho tem como objetivo geral determinar o modo de acdo do biocida PHMB e
estudar os mecanismos de resisténcia em leveduras que estdo envolvidos na protecdo contra 0s

danos induzidos por este composto.
2.2 Objetivos especificos:
e Identificar os genes de S. cerevisiae envolvidos na resisténcia a PHMB;

e Determinar a participagdo dos diferentes mecanismos de sinalizagdo celular no

mecanismo de resisténcia ao PHMB;

e Identificar mecanismos de cooperacdo entre as diferentes vias de sinalizagdo na

resisténcia ao PHMB;

o Definir o papel da proteinas Yapl na resisténcia celular ao PHMB.

25



Identificacdo dos mecanismos moleculares... Elsztein,C.

3. Material e Métodos

3.1 Linhagens, meios de cultura e antifungicos

Foram utilizadas as linhagens industriais de Saccharomyces cerevisiae JP1 e PE-2 e as linhagens
de laboratorio BY4741 (MATa his3-1 leu2-0 met15-0 ura3-0) e YSH6.127.1C (MATa leu2-3/112
ura3-1 trpl-1 his3-11/35 ade2-1 cad-100 GAL SUC2). Linhagens mutantes derivadas de BY4741
com delecOes para diferentes genes foram adquiridas da colecio EUROSCARF (Instituto de
Microbiologia da Universidade de Frankfurt, Alemanha) (Tabela 1). O meio de cultura YPD (1%
de extrato de levedura, 2% de peptona, 2% de glicose) foi utilizado nos experimentos de
crescimento celular, sendo acrescido de Agar na concentracdo final de 2% para preparagdo do
meio solido. Os compostos antifingicos nas preparacdes comerciais foram cedidos pela empresa
AEB Bioquimica Latino Americanas S/A (Brasil).

3.2 Determinacédo de susceptibilidade celular aos antifungicos

Células das leveduras testadas foram cultivadas por 18 horas com agitacdo (180 rpm) a
30°C em meio YPD e utilizadas para inocular frascos contendo meio YPD novo. O crescimento
celular foi estendido por mais 5 horas para atingirem a fase exponencial de crescimento e a
concentracdo celular foi determinada por contagem em camara de Neubauer. As culturas em fase
exponencial de crescimento como descrito acima foram centrifugadas e as células lavadas com
solucdo salina 0,85%. Suspensdes de 2x10° e 2x10’ células/ml diluidas em fosfato de potéssio 0,1
M (pH7) foram preparadas e aliquotas de 5 pl foram gotejadas em placas de YPD em auséncia ou
presenca de 0.002%, 0.0025% e 0.003% PHMB, 10 mM H;0,, 1.2 M KCI, 12% etanol e 1,5
mg/ml vermelho congo. Placas controle sem PHMB foram preparadas. A inibi¢do do crescimento
foi avaliada ap6s incubacdo das placas por 72 horas a 30°C.
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Tabela.1. Linhagens haploides utilizados. As linhas em negrito indicam o genétipo dos parentais hapléides das

linhagens mutantes.

Gene mutado ORF Funcdo da proteina
HOG1 YLR113W  Proteina quinase (MAPK) ativada por alta osmolaridade
SLG1 YORO0O08C  Sensor da via de sinalizacdo PKC, envolvido em manutencdo da
integridade celular.
MKK2 YPL140C MAPKK envolvida na via PKC que controla a integridade da
parede e funcionalmente redundante a Mkk1p.
SLT2 YHRO030C Proteina quinase (MAPK) envolvida na manutencdo da
integridade da parede celular
SWI6 YLR182W  Cofator de transcricdo que forma complexos com as proteinas
de unido a DNA SWI4p e Mbp1p.
HSP150 YJL159W Proteina de choque térmico requerida para a estabilidade celular
e induzida baixo estresse
ROM2 YLR371W  Proteina de intercambio GDP/GTP (GEP) que regula Rholp e
Rho2p
RLM1 YPLO89C Fator de transcricao tipo MADS-box e componente da via PKC.
SWi4 YER111C Subunidade de unido a DNA dos fatores SBF e MBF
YAP1 YMLOO7W  Fator de transcricdo tipo basic leucine zipper requerido na
tolerancia a estresse oxidativo.
TSAl YMLO028W Tiorredoxina peroxidase que atua como anti-oxidante e forma
complexo com chaperona baixo estresse oxidativo.
CTAl YDR256C Catalase A que atua quebrando o peroxido de hidrogénio na
matriz peroxisomal.
CTT1 YGR088W  Catalase T citosdlica protetora de dano oxidativo gerado pelo
perdxido de hidrogénio.
TPS1 YBR126C Subunidade sintase do complexo trehalose-6-fosfato
sintase/fosfatase que sintetiza o carboidrato trehalose.
TPS2 YDRO74W Subunidade fofatase do complexo trehalose-6-fosfato
sintase/fosfatase que sintetiza o carboidrato trealose.
GSH1 YJL101C Gamma glutamilcisteine sintetase que catalisa 0 primeiro passo
na biosintese de glutationa
ERG6 YMLO08C Delta(24)-esterol C-metiltransferase, enzima envolvida na via
da sintese de ergosterol.
TRX1 YLRO043C Tiorredoxina citoplasmatica que protege a célula contra
estresse redutivo e oxidativo.
GPX2 YBR244W Glutationa peroxidase que protege a célula quando se formam

hidroperoxidos de fosfolipidios.
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3.3 Testes de toxicidade (acao fungicida)

As células foram cultivadas em YPD até atingir fase exponencial (5 horas) ou fase
estacionaria (24 h), coletadas, lavadas com NaCl 0.85% e re-suspensas em tampdo fosfato de
potéssio 0,1M pH 7 para concentracdo de 2x10’ cél/ml. As suspensées celulares foram incubadas
por 30 minutos na presenca de diferentes concentracdes de PHMB com uma agitacdo de 180 rpm.
Imediatamente, 100 pl de cada condicdo foram diluidos 1/10000 vezes e semeados em placas
com YPD. Depois de incubagdo por 5 dias as colbnias formadas foram contadas para a
determinacdo do percentual de células resistentes em cada uma das doses utilizadas, utilizando-se
as placas controle como referéncia de 100% de células viaveis.

3.4 Determinacao quantitativa de grupos sulfeto livres pelo Método do DTNB

O écido 5,5'-Ditio-bis-2-nitrobenzioco (DTNB) determina a quantidade proteinas com
grupos tiois livres e 0s compostos ndo protéicos com grupos tiois livres. Células de S.cerevisiae
foram crescidas em placas de YPD na auséncia ou presenca de 5 mM H,0O, ou 0.0005% PHMB
por 48 horas. Logo foram coletadas, lavadas em NaCl 0,85% e analisadas pelo método do DTNB.
Um total de 10° células foram coletadas, suspensas em 600 pl de tampéo EDTA 0,02 M (pH4,7) e
quebradas com 0,5 mg de pérolas de vidro com trés ciclos de agitacdo com vértex por 30
segundos na maxima velocidade, intercalados por incubacdo de 30 segundos em gelo. Depois de
centrifugadas a 14000 rpm por 20 min, o sobrenadante foi coletado e diluido com mais 600 ul de
tampdo EDTA 0.02 M (pH4.7). As etapas de quebra e centrifugagdo foram repetidas e o
sobrenadante coletado foi dividido em dois grupos. Para avaliagdo da quantidade total de grupos
tiois livres, aliquotas de 200 pul do sobrenadante foram misturadas com 780 pl de Tris-HCI1 0,2 M
(pH 8,2) e 20 pl de DTNB (solucdo a 5 mM em etanol). Depois da incubagdo por 30 minutos a
temperatura ambiente, a mistura foi avaliada em espectrofotdmetro a 412 nm (DO). Em paralelo,
500 pl do sobrenadante foram misturados com 26,3 pl de TCA 10% gelado, incubados por 10
minutos em gelo e centrifugados a 14000 rpm por 5 min. Cerca de 450 pl desse sobrenadante foi
coletado e misturado com 900 pl de Tris-HCI 0,4M (pH 8,9) e 26,3 pl de DTNB, incubado por 5

min a temperatura ambiente e avaliado em espectrofotometro a 412 nm (DO) para determinacao
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da concentragdo de grupos tiois ndo-proteicos. Os valores de absorbancia foram relacionados com
o fator de correcdo determinado a partir de curvas dose-resposta construidas com solucdes puras
de glutationa reduzida. Os resultados relativos a quantidade de grupos tiois de residuos protéicos
foram calculados pela diferenca entre a concentra¢do de grupos tidis totais e a concentracdo de

grupos tidis ndo-protéicos de cada amostra.

3.5 Andlise da expressao génica

3.5.1 Tratamentos:

PHMB: Duas culturas independentes de cada linhagem de S.cerevisiae foram
cultivadas em YPD até atingir a fase estacionaria. As culturas foram re-inoculadas em meio
fresco para obter uma cultura de 300 ml de DOgoo= 0,5. Os indculos foram divididos em dois
erlenmeyeres: auséncia o presenca de PHMB (0.01% para JP1 e PE-2 e 0.005% PHMB para
BY4741 ¢ AYAPL) e incubados a 30°C em agitacdo por uma hora. Posteriormente as amostras
foram coletadas por centrifugacdo 6000 rpm por 10 min e imediatamente congeladas com

nitrogénio liquido e armazenadas a -80°C.

Choque térmico: Duas culturas independentes das linhagens S.cerevisiae BY4741
e 0 mutante Ayapl foram cultivadas em YPD ate atingir a fase estacionaria. As culturas foram re-
inoculadas em meio fresco para obter uma cultura de 300 ml de DO gy= 0,5. Os in6culos foram
divididos em dois erlenmeyeres para incubacdo a 42°C (condigdo teste) ou 30°C (condicdo de
referéncia) com agitacdo por uma hora. Posteriormente as amostras foram coletadas por
centrifugacdo 6000 rpm por 10 min e imediatamente congeladas com nitrogénio liquido e

armazenadas a -80°C.

3.5.2 Extracdo de RNA

O isolamento de RNA foi realizado por meio do método &cido quente de extracdo por
Fenol-cloroformio. As amostras foram retiradas do freezer e imediatamente misturadas com 600
ul de solucdo AE (Acetato de sddio 50 mM, EDTA 10 mM, Ac Acético pH 5,3), 40 ul de SDS
10% e 600 ul de Fenol equilibrado em tamp&o AE. Logo foram homogeneizadas por 15 segundos
em vortex e incubadas a 65°C por 10 minutos, agitando-se A cada dois minutos. Posteriormente

foram esfriadas por 5 minutos a 4°C e logo centrifugadas a 10000 rpm por 5 min. A fase aquosa

29



Identificacdo dos mecanismos moleculares... Elsztein,C.

foi transferida para novo tubo para segunda extracdo com igual volume da mistura fenol-
cloroférmio [5:1] (pH 5,3) a partir de homogeneizacdo em vortex por 1 minuto. Os tubos foram
centrifugados a 14000 rpm por 2 minutos e a fase aquosa foi recuperada e transferida para novo
tubo. A terceira extracdo foi realizada com igual volume de cloroférmio a partir de mistura por
inversdo e os tubos foram centrifugados como acima. Por fim, a fase aquosa foi transferida para
novo tubo e misturado com cloreto de litio 7,5 M para a concentracdo final de 2,5 M. Depois de
incubados por 30 minutos a -20°C, os tubos foram centrifugados 20 minutos a 14000 rpm a 4°C.
O sobrenadante foi descartado e o sedimento de RNA foi lavado pela adigdo de etanol 70%
gelado, agitacdo rapida por vortex e centrifugacdo a 14000 rpm por 5 min. O liquido foi retirado
por aspiracdo e o sedimento seco a temperatura ambiente por 10 minutos e posteriormente
resuspendido em 25 ul de agua bidestilada pré-tratada com dietil pirocarbonate (DPEC) e
armazenadas a -80°C até seu uso. A quantificacdo de RNA foi realizada por determinagdo em
espectrofotometro a 260 nm, considerando-se que uma unidade de absorbancia corresponde a
solucdo de RNA a 40 pg/ml. O grau de pureza foi analisado pela razdo das absorbancias
260nm/280nm, na qual uma amostra foi considerada pura para analise quando esta razdo ficou
entre 1,9 a 2,1. A integridade do RNA foi constatada por eletroforese em gel de agarose usando
como parametro a nitidez e a intensidade das bandas correspondentes as fracfes 26S e 18S do

RNA ribossomal.
3.5.3 Sintese de cDNA
O cDNA foi sintetizado a partir do RNA total extraido com o kit ImProm-II™ Reverse

Transcription System Promega Il (Promega, USA), seguindo instrugfes do fabricante. A
quantidade de RNA utilizada foi de 1 pg final para cada 40 pl de reagdo de transcrigéo reversa.

3.5.4 RT-PCR Quantitativa (RT-qPCR)

Os iniciadores foram desenhados para a amplificacdo de regides codificantes de

sequéncias de genes depositados em Yeast genome database (http://www.yeastgenome.org). O

gene ADK1 foi utilizado como gene de referéncia para normalizar os niveis de transcri¢do basal.

Para o desenho de iniciadores foi utilizada a ferramenta on line Genscript Primer design no modo
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avancado (WWW.genscript.com/cgi-bin/tools) empregando o0s seguintes parametros: 0s

tamanhos dos iniciadores entre 17 e 25 bases, valor de Tm 59°C e tamanho dos amplicons entre
70 e 110 pb. Os pares de iniciadores foram analisados com a ferramenta NetPrimer para a
determinacdo da  formacdo de  auto-hibridos,  duplex, hairpins e  loops

(WWW.premierbiosoft.com/netprimer/netprlaunch/netprlaunch.html). Foram selecionados os que

apresentam classificagdo maior do que 90%. Os pares de iniciadores foram submetidos a analise

de match com regides codificantes dos genes alvo (WWW.blast.org) e finalmente os iniciadores

foram submetidos a uma PCR in silico (http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPcr) empregando como

molde o genoma de S.cerevisiae. As sequéncias dos iniciadores foram sintetizados pela IDT
Technologies (USA).

Os ensaios de PCR em Tempo Real foram realizados no sistema de detecgdo ABI Prism
7300 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), utilizando o kit SYBR Green PCR Master
Mix (Applied Biosystems), seguindo as instru¢des do fabricante. As condigfes de amplificagéo
utilizadas foram: etapa inicial a 50°C por 2 min, 95°C por 10 min, e 40 ciclos de 95°C por 15 seg,
e 60°C por 1 min. Para a determinacdo de contaminacdo por DNA genomico, as rea¢es de PCR
foram realizadas com amostras de RNA para cada condicdo. Os resultados ndo amostraram
amplificacdo detectavel em nenhuma condicdo. Os valores de Ct (Ciclo threshold) foram
manualmente determinados para cada amplificacdo. A analise dos dados de quantificacdo foi feita
segundo 0 método de quantificacdo relativo 2" (Livak e Schmittgem 2001), nos quais os
niveis de transcricdo génica foram normalizados contra o gene de referéncia, e comparados em
funcdo da condicdo calibradora; sendo em nossos testes as condicdes aonde as células ndo sédo
submetidas a PHMB ou Choque térmico. Os dados foram expressos em vezes de
inducdo/repressdo em relacéo ao gene de referéncia (ADK1) na condicdo calibradora (valor 1). Os
valores entre 0 e 1 (genes reprimidos) foram transformados para -1/24<"

Para a determinagdo do erro padrdo (d) do controle endégeno como do gene de interesse
empregou-se a formula: 8=0/YN , na qual o é a variacia dos diferentes valores de Ct obtidos, e N
¢ 0 numero de valores de Ct usados no calculo. Para a determinacdo do erro de AACt foi
empregada a formula para a propagacdo do erro padr&o do tipo §**“'=V( 81)*+( 52)?, na qual 81 é 0

erro padrdo do gene de interes ¢ 8, € 0 erro padrao da referéncia.

31



Identificacdo dos mecanismos moleculares... Elsztein,C.

4. Resultados

4.1 S. cerevisiae é mais resistente ao PHMB durante a fase exponencial.

O mutante yapl apresentou alta sensibilidade a PHMB (Elsztein, 2006), o que sugeriu que
este composto causasse estresse oxidativo nas céluals de levedura. Em fase estacionaria de
crescimento ndo ha glicose e o metabolismo € inteiramente oxidativo, 0 que gera producdo de
ROS (espécies reativas de oxigénio)(Jamieson, 1998) . A mudanca de condigdes anaerdbicas a
aerodbicas indica que as células estdo expostas a agentes oxidantes que causam danos e podem
afetar a viabilidade celular e a cinética de crescimento. As células também se adaptam a estresse
oxidativo exdgeno causado por H,O, , e este reajuste acontece quando a cultura é exposta a
quantidades sub-letais de um oxidante, induzindo uma resposta protetiva transiente e conferindo
resisténcia a uma dose maior que, em condi¢cdes normais, poderia ser letal para as células
(Beckhouse e col 2008). Se o composto gera estresse oxidativo, se esperaria que as leveduras em
fase estacionaria fossem mais resistentes. Com isso, as células de S. cerevisiae PE-2 e JP1 foram
coletadas em ambas as fases exponencial e estacionaria de crescimento e testadas para viabilidade
na presenca de PHMB. As células em fase exponencial de crescimento sdo mais resistentes do
que as células em fase estacionaria, e a linhagem JP1 é mais resistente do que a linhagem PE-2
(Figura 12). Em principio estes resultados rejeitam hipétese inicial do PHMB como gerador de
ROS.

4.2 A resisténcia a PHMB é dependente de YAP1 e ndo estaria envolvida com resposta a

estresse oxidativo.

A via regulatéria mediada por Yaplp controla a resposta adaptativa a estresse oxidativo e
¢ ativada por mecanismos que captam o estado redox intracelular causado por espécies reativas
de oxigénio e tioles oxidados. Estes mecanismos envolvem residuos de cisteina sensivel ao
estado redox que rapidamente transduzem os sinais de estresse a proteinas regulatorias. Esta
transducdo de sinais frequentemente envolve mudancas na conformacdo protéica devido a
formacéo reversivel de pontes disulfeto (Herrero e col, 2008) e por tanto se esperaria encontrar

um nivel baixo de compostos reduzidos dentro de células submetidas a um composto oxidante.
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Ainda no contexto da possibilidade de geracdo de estresse oxidativo pelo PHMB, as células de
levedura foram avaliadas quanto a concentracdo e mobilizacdo de grupos tiois totais quando

tratada com este composto.
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Figur
a 12. Ensaio de citotoxicidade de PHMB em leveduras. Saccharomyces cerevisiae JP1 (o) e PE-2 (0)coletadas na
fase exponencial (A) e estacionéria (B) de crescimento submetidas a concetragoes crescentes de PHMB.

Na figura 13 estdo representados os niveis de tidis citosdlicos presentes no parental e no
mutante yapl quando submetidos a H,O, e PHMB. Ndo ha uma mobilizacdo significativa de
grupamentos tiois reduzida, seja nas formas protéica ou ndo-protéica, no interior das células
parentais € mutante tratadas com PHMB (figura 13). As células tratadas com perdxido de
hidrogeno apresentam uma menor quantidade de compostos reduzidos, corroborando a agéo do
agente oxidante sobre os compostos celulares e a sensibilidade esperdvel do mutante yapl(figura
13). Se o PHMB atua na formagdo de danos oxidativos, estes ndo induzem o mecanismo de
detoxificacdo dependentes de glutationa/tiorredoxina. Além disso, se esta resposta existir deve ser
independente da proteina Yaplp. Esta proteina regula a expressdo dos genes envolvidos no
metabolismo e reciclo de glutationa e de outras enzimas relacionadas com a supresséo de
compostos oxidados na célula, portanto é esperavel que o mutante apresente menor quantidade de
componentes reduzidos. O fator de transcricdo Yaplp estd envolvido com a resisténcia a PHMB,

mas essa relacdo parece ndo estar implicada com a resposta a estresse oxidativo. Isto mostra que
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um novo mecanismo de regulacdo mediado por Yaplp deve atuar na resisténcia celular a este

composto.
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Figura 13. Concentracdo relativa de grupos tidis livres em células de Saccharomyces cerevisiae. Linhagens parental
BY4742 e o mutante yapl submetidos ao tratamento com PHMB e perdxido de hidrogénio foram avalidas pelo
método do DTNB para avaliar estado redox intracelular.

Os dados anteriores revelam que a linhagem JP1 é mais resistente ao PHMB do que a
PE-2. Se o PHMB atuasse como gerador de ROS, se esperaria obter um padrdo similar de
sensibilidade destas leveduras frente ao agente peréxido de hidrogénio. Para verificar esta
hipotese, foram realizados experimentos de sensibilidade comparando-se as linhagens JP1, PE-2,
BY4742 e yapl em placas contendo H,O, (Figura 14). A linhagem mutante YAP1 é altamente
sensivel aos efeitos tdxicos deste agente, enquanto que sa linhagem JP1 é mais sensivel do que a
linhagem PE-2, resultado contrario ao observado para PHMB (Figura 14). Esta sensibilidade €
devida, em parte, a menor producéo de grupamentos tiois nas células de S. cerevisiae. Portanto, a

maior resisténcia da linhagem JP1 ao PHMB, sua maior sensibilidade ao peroxido de hidrogénio
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e menor producdo de grupos tidis livres comprova definitivamente que, ao contrario do que se

observou para Acantamoeba, o PHMB ndo deve produzir lesbes oxidantes nas células de

levedura.
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Figura 14. Ensaio em placa de sensibilidade ao perdxido de hidrogénio das linhagens S. cerevisiae JP1, PE-2,
BY4741 e o mutante yapl. As células foram cultivadas em meio YPD até a fase exponencial de crescimento e
semeadas nas placas contendo ou ndo H,0, (A), e também foram testadas para a concentracdo intracelular de
grupamentos tidis livres protéicos e ndo-protéicos(B).

Para verificar a hipdtese de que PHMB ndo atua gerando estresse oxidativo, linhagens
mutantes de genes envolvidos na resisténcia & ROS foram cultivados em meio YPD liquido e
coletadas em fase exponencial de crescimento. Suspensdes celulares foram gojetadas em placas
de meio YPD contendo ou ndo PHMB e incubadas por 72 h a 30°C (Tabela 2; Figura 15). Os
resultados confirmam que o PHMB ndo gera estresse oxidativo dependente do mecanismo
regulado por Yaplp ja que as linhagens com mutaces em genes envolvidos na resposta a
estresse oxidativo ndo apresentarm sensibilidade a este composto (Tabela 2; Figura 15), embora
tenha sido confirmada a participacdo da proteina Yaplp na resisténcia celular a este composto
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(Tabela 2; Figura 14). Entretanto, 0os mutantes para 0s genes cttl, que codifica a catalase
citosdlica, e tsal, que codifica a tiorredoxina redutase envolvida no reciclo de tiorredoxina
utilizada para corrigir danos oxidativos, apresentaram leve reducdo no crescimento celular na
presenca de PHMB (Tabela 2; Figura 15), indicando a participacdo dessas proteinas em algum

mecanismo envovido na resisténcia ao PHMB.

Tabela 2. Sensibilidade de linhagens com dele¢des em genes envolvidos com a resposta a estresse oxidativo em S.
cerevisiae. S: sim; N: ndo; I: intermediario. As linhas em negrito correspondem ao parental hapléide das linhagens

mutantes
Linhagem Fungéo do gene Sensibilidade
ao PHMB
BY4742 Parental N
yapl Regulador transcricional S
tsal Tiorredoxina peroxidase I
ctal Catalase mitocondrial N
cttl Catalase citosotlica I
YSH6.127.1C  Parental N
tpsl Subunidade sintase do complexo trealose-6-fosfato sintase-fosfatase N
tps2 Subunidade fosfatase do complexo trealose-6-fosfato sintase-fosfatase N
gsh2 Glutationa sintetase N
erg6 Delta(24)-esterol C-metiltransferase N
trx1 Tiorredoxina citoplasmatica N
gpx2 Glutationa peroxidase N

1x10°%cél/ml &0 ¥ 1x10°cél/ml
BY4742

0%
PHMB

(<44

YSH parental

BY4742

0.001%
PHMB

YSH parental
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Figura 15. Ensaio de sensibilidade de linhagens parentais e mutantes de S. cerevisiae ao PHMB. 5ul de uma
suspenséo celular de 1x10° cel/ml (dereita) e 1x10°cel/ml (izquerda) das linhagens tsal, cctl, ctal, gpx, tpsi, tps2,
trx1, erg6 e gsh2 foram gotejadas em placas com YPD contendo 0.001% PHMB a temperatura ambiente por 72
horas. Panel superior: 0% PHMB, panel inferior, 0.001% PHMB.

Para validar estes resultados, foram realizados ensaios de citotoxicidade com os mutantes yap1,
tsal e cttl. Este ensaio permite saber como o composto atua produzindo morte celular
(fungicida), enquanto o ensaio em placa permite obter um resultado de como o0 composto atua
impedindo o crescimento celular (fungistatico). O efeito € muito mais pronunciado nos mutantes
yapl e cttl com relacdo aos parentais e a0 mutante tsal, demonstrando que o gene cttl também
esta envolvido na resposta ao PHMB e que 0 gene tsal ndo estaria implicado na resisténcia
(Figura 16).
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Figura 16: Ensaio de sensibilidade celular ao PHMB de diferentes linhagens S. cerevisiae cultivadas até a fase

exponencial de crescimento em meio YPD.

4.3 Resisténcia de linhagens de S. cerevisiae a diferentes formas de estresse

Células das linhagens JP1, PE-2 e BY4741 em fase exponencial de crescimento foram testadas
para diferentes formas de estresses com o objetivo de relaciona-los com os efeitos do PHMB.
Foram testados estresse osmatico (KCl a 1,2 M), etandlico (etanol a 12%), oxidativo (H,O, a 10
mM), térmico (50°C), além do tratamento com PHMB a 0,002%. Os resultados mostraram que a

linhagem JP1, mais resistente ao PHMB do que PE-2, também mostrou maior resisténcia ao

37



Identificacdo dos mecanismos moleculares... Elsztein,C.

estresse osmotico causado por KCl e ao estresse etanolico (Figura 17). Por outro lado, a linhagem
PE-2, que é mais resistente a estresse oxidativo, também apresentou maior resisténcia a choque
térmico (Figura 17). Isto sugere que o mecanismo de resisténcia celular a PHMB deve estar

relacionado com mecanismo de resisténcia a choque osmatico.

Controle 1.2M CIK 10mM H202
104  10° 10° 10* 10° 10° 10 10° 10°

JP1
PE-2

BY4741

JP1

PE-2

BY4741

0.002% PHMB 50°C 1296 etanol

Figura 17. Ensaio de sensibilidade celular em placa. A resisténcia das linhagens S. cerevisiae JP1, PE-2 e BY4742
cultivadas em meio YPD até a fase exponencial de crescimento foram submetidas e avaliadas frente diferentes tipos
de estresse.

Para testar o efeito perturbador na superficie celular foram realizados experimentos em
placa com o composto vermelho Congo, um corante bioldgico que atua desestabilizando a malha
de B-1,3-glucanos da parede celular. As células da linhagem JP1 apresentaram maior resisténcia a
este composto, seguido da linhagem de laboratério BY4741 A cepa mais sensivel foi a PE-2
(Figura 18). Levando em conta o perfil de sensibilidade das linhagens em relacdo a PHMB,
conclui-se que o modo de acdo do PHMB apresenta similaridade com Vermelho Congo. A
linhagem mutante yapl apresentou-se mais sensivel do que os outros mutantes e do que a
linhagem parental, corroborando os resultados apresentados por Bourdineaud e col (2000) que

sugeriram que o gene YAP1 atuaria na regulacédo da sintese ou manutencao apropriada da capa [3-
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1,3-glucano da parede celular de S. cerevisiae. Isto indica que o PHMB deve atuar
desestabilizando esta estrutura da parede celular, causando aumento da pressdo osmotica.
Portanto, os mecanismos de resposta ao PHMB em S. cerevisiae devem incluir as respostas das

vias CWI, HOG e o gene YAPL, que atuam em conjunto para manter a integridade da superficie
(membrana+parede) celular.

A Controle Vermelho Congo 1.5 mg/ml

BY4742  JP1 PE-2  BY4742 JP1 PE-2

2x10°
cél/ml

2x10°
cél/ml

2x10*
cel/ml

B BY4742 yapl cttl tsal BY4742 yapl cttl tsal

2x10*
cél/ml

2x10°
cél/ml

2x10°
cél/ml

Figura 18. Ensaio de sensibilidade ao Vermelho Congo. Linhagens S. cerevisiae JP1, PE-2, BY4742 (painel A),
BY4742, yap1, cttl e tsal (painel B) em suspensdes de 2x10°, 2x10° e 2x10* cel/ml foram gotejadas e crescidas em
placas de YPD contendo o corante biol6gico vermelho Congo (1,5 mg/ml).

4.4 Expressao de genes relacionados com a integridade da parede celular nas linhagens
industrias JP1 e PE-2.

Com o objetivo de identificar os genes que estdo afetados pela presenca do PHMB, e determinar

quais poderiam ser relacionados com o fendtipo resistente, analisou-se a expressdo génica de
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genes relacionados a manutencdo da integridade da parede celular por meio da técnica de PCR
em tempo real. As linhagens JP1 (resistente) e PE-2 (sensivel) foram tratadas como descrito em

Material e Métodos.. Os genes testados estdo descritos na Tabela 3.

Tabela 3. Genes de S. cerevisiae testados para expressdo na presenca de PHMB.

Gene Funcdo bioldgica

MSN2 Ativador transcripcional ativado em condigbes de estresse que induz a
express@o de genes de resposta geral a estresse.

MSN4 Ativador transcripcional ativado em condigbes de estresse que induz a
express@o de genes de resposta geral a estresse.

CRz1 Fator de transcricdo envolvido em resposta a estresse, regulado pela via da
calcineurina mediante fosforilagéo.

FKS1 Subunidade catalitica de B-1,3-D-glucan sintase, funcionalmente redundante
com o gene GSC2, se une a subunidade regulatéria Rholp.

CHS1 Quitina sintase | que transfere N-acetil glicosamine (GIcNACc) a quitina

RML1 Fator de transcricio MADS-box, fosforilado pela MAP quinase SLT2p

SLT2 MAP quinase da via CWI, regulada por Pkclp

YLR194c Constituinte estrutural da parede celular ancorada na membrana plasmatica
e sua expressdo € aumentada sobre estresse celular. Sua funcdo bioldgica
ainda ndo foi definida.

CINS Fator transcricional da familia Y AP, media resisténcia pleiotropica a drogas
e se localiza constitutivamente no nucleo, substituindo a proteina YAP1p.

KREG6 Proteina requerida para sintese B-1,6 glucanos

MNN9 Subunidade do complexo mannosiltransferase que alonga o esqueleto de
mannosilpolisacarideos

GAS1 B-1,3-glucanosiltransferase, requerida para a formacdo da parede celular,

localizada na superficie celular via glicosil fosfatidil inositol (GPI)

HSP150 Proteina de resposta a choque térmico que é O-mannosilada, secretada e
covalentemente ligada 4 parede celular via B-1,3-glucano e pontes disulfeto.
Requerida para a manutencdo da parede celular; e induzida por diferentes
formas de estresse e por limitagcdo de nutrientes

PKH1 Proteina quinase envolvida na via de sinalizagdo mediada por
esfingolipidios que controla endocitose, ativada por componentes da cascata
da manutencéo da parede celular

Os resultados mostraram que os genes CHS1, CRZ1, FKS1, GAS1, HSP150, KRE6, PKH1 e
YLR194c foram mais expressos em JP1 do que em PE-2. CHS1, CRZ1, FKS1, GAS1, HSP150,
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PKH1 e YLR194c apresentaram inducdes de 4 vezes em JP-1 com relacdo a PE-2, e KREG6 esta
induzido 10 vezes. Todos estes genes estdo envolvidos com a integridade e/ou manutencéo da
parede celular, revelando que PHMB exerce uma resposta molecular envolvida com o reforgo na
camada exterior para afrontar o dano que o antifingico gera na parede celular. Um resultado
muito relevante foi o fato de que o gene KREG6 esta 10 vezes mais expresso em JP1 do que em
PE-2. Recentemente foi mostrado que células do mutante pkcl, deficiente na organizacdo da
parede celular, recuperam o fendtipo normal quando o gene KRE6 € superexpresso (Levin, 2005).
A proteina Kre6p é atua como sintetase de p-1,6-glucanos, ligacdo que une as proteinas
glicosiladas de parede a capa de pB-1,6-glucanos; mutacfes que inativam o gene KRE6 causam
reducdo de 50% na sintese da rede de -1,6 glucanos na parede (Kapteyn e col, 1999). Este gene

poderia ser chave para explicar a diferenga na resisténcia ao PHMB das duas linhagens.

Expressao de genes envolvidos em CWI e HOG em
linhagens haploides submetidos a PHMB
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Figura 19. Padréo de expressdo de genes envolvidos com a via de integridade da parede celular em S. cerevisiae nas
linhagens JP1 e PE-2 em resposta ao PHMB. Culturas das linhagens PE-2 e JP-1 foram submetidos a 0,001% PHMB
por uma hora , coletadas em nitrogénio liquido e logo processadas para a extracdo de RNA total e posterior sintese de
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cDNA. Amplificaram-se genes da via CWI por meio de RT-qPCR, os niveis relativos de transcrito foram calculados
pelo método do 2**“*  sendo a condicdo controle a linhagem crescida em auséncia do antifngico.

4.5 YAP1 regula positivamente alguns genes envolvidos em CWI

Os testes de citotoxicidade mostraram que o gene YAP1 esta envolvido na resisténcia ao PHMB.
H& evidencias que mostram que este gene poderia exercer uma funcdo na integridade celular
frente ao vermelho Congo. Para determinar se Yaplp regula alguns dos genes testados, 0s niveis
de transcritos dos genes da via CWI foram determinados em células das linhagens parental
BY4741 e mutante yapl submetidos ao PHMB (Figura 14). Os genes GAS1, HSP150, MNN9,
MSN2, MSN4, RLM1, SLT2, PKH1 e YLR194 estdo reprimidos no mutante yapl submetido ao
PHMB. Estes genes apresentam niveis normais no parental. Os genes KRE6, SLT2, RLM1 e
YLR194c apresentam uma leve indugdo na linhagem parental, sugerindo que estes genes seriam

necessarios para resistir ao PHMB.

Expressao de genes envolvidos em CWI e HOG em
linhagens haploides submetidos a PHMB
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Figura 20. Padrdo de expressdo de genes envolvidos com a via de integridade da parede celular em S. cerevisiae
apos a incubagdo com PHMB. Culturas das linhagens BY4742 e yapl foram submetidos a 0,0005% PHMB por uma
hora , coletadas em nitrogénio liquido e logo processadas para a extracdo de RNA total e posterior sintese de cDNA.
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Amplificaram-se genes da via CWI por meio de RT-qPCR, os niveis relativos de transcrito foram calculados pelo
método do 2" sendo a condicdo controle a linhagem crescida em auséncia do antifangico.

Sob o objetivo de verificar se 0s genes envolvidos em resposta a PHMB dependentes de YAP1 se
comportam de forma similar com choque térmico, as linhagens BY4741 e yapl foram testadas
para a expressdo destes genes em resposta a choque térmico por incubagdo por uma hora a 42°C
(Figura 21). Os genes GAS1, HSP150, KRE6, PKH1 e SLT2 parecem serem regulados
positivamente, a0 menos em parte, pela proteina YAP1 em células submetidas ao tratamento
térmico. O gene RLM1, ao contrario do que acontece com PHMB, apresentou-se negativamente
regulado por Yaplp apés tratamento térmico. Talvez algum outro gene regulado por Yaplp
durante a resposta a choque térmico atue como repressor de RLM1 nesta condi¢do. O gene
HSP150 apresentou indugdo pelo tratamento, validando desta forma os resultados do
experimento. A expressdo deste gene parece ser controlado em parte por Yaplp. O gene CIN5,
também chamado YAP4, é um fator de transcricdo da familia YAP. Nas duas condi¢des PHMB
(figura 20) e choque térmico (figura 21), este gene apresentou inducdo na linhagem mutante
yapl. Estes genes apresentam certa redundancia e este aumento poderia dever-se a um
mecanismo compensatorio da célula ante a auséncia do gene YAPL, expressando entdo o gene
CINS/YAP4 para exercer as funcbes de YAP1.

4.6 Genes pertencentes a CWI e HOG estdo envolvidos com a resisténcia a PHMB.

A hipotese de que o PHMB gera estresse na parede celular foi testada pela analise da
sensibilidade de mutantes da via de manutencdo da parede celular ao PHMB. Culturas mutantes
em fase logaritmica foram gotejadas em placas com YPD contendo 0.002% e 0.003% para
determinar suas sensibilidades. As linhagens mutantes testadas foram: hogl, midl, wsc2, slgl,
mkk2, slt2, skn7, swi6, mkk1, mid2, hsp150, rom2, stell, rim1, wsc3, bskl, crzl, gsc2, pbs2, tpsl,
swi4 e swi6. Os genes cujas mutagdes promovem sensibilidade ao PHMB listados na Tabela 4.
Os mutantes correspondentes foram testados por ensaio em placa para sensibilidade ao PHMB
(Figura 22). Os resultados mostraram que 0s mutantes rom2, swi6 e slt2 apresentaram a maior
sensibilidade ao PHMB, mostrando que estes trés genes sdo importantes para conferir resisténcia

aos efeitos do PHMB durante o crescimento celular.
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Fold Change

Expressao de genes envolvidos em CWI e HOG em
linhagens haploides submetidos a choque térmico
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Figura 21. Padrdo de expressdo de genes envolvidos com a via de integridade da parede celular em S. cerevisiae
apos choque térmico. Culturas das linhagens BY4742 e yapl foram submetidos & incubacgdo a 42°C por uma hora,
coletadas em nitrogénio liquido e logo processadas para a extragdo de RNA total e posterior sintese de cDNA.
Amplificaram-se genes da via CWI por meio de RT-qPCR, os niveis relativos de transcrito foram calculados pelo
método do 2" sendo a condigdo controle a linhagem crescida a 30°C.

Tabela 4 Genes envolvidos na manutencéo e integridade do envelope celular em S. cerevisiae cujos mutantes foram
testados para sensibilidade ao PHMB.

Gene mutado Funcéo

hogl
slgl
mkk?2
slt2
Swib
romz2
tpsl

swi4

Proteina quinase ativada por estresse osmético

Sensor da rota de manutencéo da parede celular

Proteina quinase quinase envolvida em integridade da parede

Proteina quinase quinase quinase envolvida em manutencdo da parede
Cofator do fator de transcrigdo SBF

Proteina de intercambio GTP/GDP

Sintase da trealose-6-fosfato

Cofator do fator de transcricdo SBF
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Para constatar a acdo fungicida do PHMB sobre os mutantes, realizou-se um ensaio de
citotoxicidade submetendo células de cada linhagem que amostraram sensiblidade a PHMB em
meio liquido e posteriormente se realizou a contagem de coldnias sobreviventes (Figura 23).
Neste ensaio se testou também o crescimento do mutante Aknr4. Este gene € interessante neste
contexto porque é responsavel de coordenar a progressao do ciclo celular com a sintese da parede
celular (Kubota e col, 2004). Todas as linhagens apresentaram maior sensibilidade em relacdo ao
parental, com diferentes intensidades. O mutante Aslt2 apresentou o efeito mais pronunciado,
enquanto hogl e mkk2 aparecem afetados nas concentragbes mais altas. Os mutantes 4slt2,
Aswid, Aswi6, Aslgl, Arom2 e A knrd apresentaram intensa reducdo no crescimento celular,
confirmando que estes genes estdo completamente envolvidos na resposta celular ao PHMB. Um
dado interessante é o fato de Aslt2 ser extremamente sensivel, mas o gene SLT2 nédo é induzido
com a presenca do antifingico (Figura 19 ,20 e 21). Estes resultados sugerem que a proteina
Slt2p é necesaria para a resisténcia ao PHMB e que sua regulacdo deve se dar mais ao nivel p6-
traducional em resposta a esse estresse. A proteina Slgl é o principal e mais descrito sensor da
via CWI na literatura. Os resultdos mostraram que dentre as linhagens mutantes para 0s genes
codificantes de sensores, 4slgl € o unico que apresentou sensibilidade aos efeitos toxicos do
PHMB.

PHMB
0%
rom2 swi6
slgl  hogl
0.0025% RK° & *) Q

romz2 SWib slt2 mkk2

BY4741 . swid . tpsl .
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Figura 22. Ensaio de sensibilidade em placa dos mutantes da via CWI e HOGL. Linhagens mutantes S. cerevisiae e
o correspondente parental foram crescidas em YPD liquido, coletadas em fase logaritmica, lavadas em NaCl 0.85%,
resuspendidas em buffer fosfato de potassio 0.IM pH7 ate atingir uma concentragdo de 2x10° cel/ml, e
posteriormente diluidas 1/10. Cada linhagem esta identificado com o nome do gene mutado e os parentais com a
linhagem. A suspensao foi gojetada a em placas contendo YPD em auséncia ou 0.0025% PHMB. As placas foram
crescidas a temperatura ambiente por 72 horas.
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Figura 23. Ensaio de citotoxicidade do PHMB nos mutantes das vias CWI: slt2, mkk2, slgl, swi6, rom2 e swi4; no
parental BY4741; e nos mutantes hogl e knr4. Células em fase exponencial foram submetidas 0.0006% e 0.001%
PHMB por meia hora e logo semeadas em placas YPD. As colénias foram contabilizadas e a porcentagem de células
sobreviventes calculadas.
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5. DISCUSSAO

De modo geral as células de levedura foram mais resistentes ao PHMB quando na fase
exponencial de crescimento (Fig 12). A parede celular estreita é caracteristica de células em fase
estacionaria, com maior resisténcia a digestdo por glusulase, zimoliase e glucanase. (Klis, 2006;
Werner-Washburne, 1993). Parte desta resisténcia se deve a mudancas na estrutura das
mannoproteinas, as quais se localizam ao redor da matriz de glucanos. O numero de pontes
disulfeto na parede celular incrementa seis vezes quando as células entram na fase estacionaria de
crescimento, os perfis protéicos mudam radicalmente, e a largura da parede e a porosidade
relativa celular sdo menores. Estas caracteristicas da fase estacionaria fazem que o acesso das
enzimas aos polissacarideos seja menos efetiva, e que as células apresentem mais resisténcia a
varios estresse (Werner-Washburne, 1993). As modificacbes que sofre a parede celular das
leveduras quando atravessam a fase diduxica de crescimento (mudanca do estado respiro-
fermentativo para o estado respiratério), promove alteracbes na constituicdo do envelope celular
que induzem ao aumento da resisténcia celular a diferentes condigdes ambientais (Klis, 2006). No
caso do PHMB, a diferenca de sensibilidades nas duas etapas de crescimento da levedura mais
resistente JP1 é aguda, e surpreendentemente as trés linhagens apresentam mais resisténcia na
fase exponencial. O PHMB causa a formacao de dominios de fosfolipideos acidos na membrana
citoplasmatica e altera sua permeabilidade. A seqiiéncia de eventos durante sua a¢do na interacao
com o envoltério celular de E. coli consiste na sua rapida atracdo pela carga negativa da
superficie celular e absorcao especifica a componentes contendo fosfatos, quebra da integridade
da membrana externa, ligacdo com os fosfolipideos da membrana interna, e aumento da
permeabilidade da membrana produzindo bacteriostases. Apds a quebra total da integridade da
membrana se produzem precipitacdes dos constituintes intracelulares, conduzindo ao efeito
bacteriocida (McDonnell and Russell, 1999). O estresse que coincide com o perfil obtido em
células expostas a PHMB ¢ o gerado por etanol 12 % (figura 17). Coincidentemente, a resisténcia
a etanol tem se relacionado com composicao lipoprotéica da membrana celular, aumentando a
proporcdo de acidos graxos insaturados da membrana celular (You e col, 2003), conferindo a
capacidade de impedir a fluidizacéo e desestruturacdo da membrana (Chi and Arneborg, 1999). A
importante vantagem desta fase poderia estar relacionada com diferencas na ordem de envelope
celular, talvez na composicdo relativa dos lipideos que formam a membrana reduzindo a

capacidade de adsorcdo do composto; e/ou de polimeros especificos na parede celular que
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dificultariam a entrada do PHMB a célula. Células das linhagens pré-tratadas com trealose antes
de serem submetidas a PHMB mostraram uma diminuicdo taxa de morte que celulas ndo tratadas
(Elsztein e col, 2008) . A trealose, amplamente descrita na literatura como molécula protetiva
sintetizada por organismos eucariotas para afrontar diversos estresses, também protege as
leveduras contra o estresse etandlico (Ding e col, 2009). O dissacarideo toma o lugar da agua e do
etanol nas membranas celulares e forma pontes de hidrogénio entre os grupos hidroxila da
trealose e 0s grupos polares dos lipideos, estabilizando desta forma a membrana (Ding e col,
2009). O estresse gerado por etanol e o dano provocado por PHMB estéo relacionados por terem
como alvo o envelope celular, e o efeito protetivo da trealose é gerado na membrana celular,
portanto estes resultados com trealose estdo em concordancia pela forma de acdo destes
compostos.

As linhagens de S. cerevisiae JP1 e PE-2 sdo leveduras poliploides isoladas de diferentes
destilarias de &lcool no Brasil, cada uma delas apresentando diferengas importantes enquanto
perfis genéticos, eficiéncia na producao de etanol e resisténcia a estresse. A figura 20 mostra que
a causa da maior resisténcia de JP1 em relacdo a PE-2 poderia se dever em grande parte a maior
expressdo de genes relacionados com a manutencdo da parede celular, principalmente o gene
KRE®6 cujo produto é uma sintetase do polimero B-1,6-glucano da parede celular. A comparacéao
dos efeitos de PHMB em ceélulas intactas e em esferoplastos demonstra que o envelope celular
ndo produz protecdo completa, mas atua razoavelmente como barreira de exclusdo. A remocéo de
lipo-polisacarideos da membrana externa incrementa significativamente a atividade biocida das
fracdes de alto peso molecular de PHMB, porém as fragdes menores ndo mostram diferencia
(Gilbert e col 1990). A porosidade relativa das paredes celulares, a composicao de glucanos e a
espessura da parede celular de S. cerevisiae determinam a sensibilidade frente a biguanida
Clorhexidina (Hiom, 1996). Levando em conta nossos resultados, a hipotese sobre a resisténcia
ao PHMB destas linhagens estaria relacionado com o refor¢o na quantidade de -1,6-glucanos na
levedura industrial resistente como produto da inducdo dos genes envolvidos na sintese
manutencdo da integridade da parade celular. Portanto, postulamos que o envelope celular atua de
barreira efetiva contra o0 composto na linhagem JP1, e que em grande parte a sensibilidade que
apresenta PE-2 se deve a 0s genes envolvidos na cascata ndo apresentam grandes variacGes na

expressdo e em consequéncia a parede celular ndo é reforcada.
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A funcdo bioldgica dos genes envolvidos no mecanismo CWI, cujos genes apresentaram
modificacdo na expressdo pela exposicdo ao PHMB é apresentada a seguir. A proteina Hsp150p
se localiza na parede celular e é secretada para 0 meio em resposta a choque térmico ou osmético.
O gene é super-expresso em condicdes de choque térmico, estresse oxidativo, limitacdo de
nitrogénio, presenca de aluminio e quando a parede celular possui baixos niveis de B-1,6-
glucanos (Kapteyn e col, 1999). O gene CHSL1 codifica a quitina sintase 1 que se localiza na
membrana plasmatica. Esta enzima atua como reparadora preenchendo a perda de quitina pela
acdo excessiva da quitinase que facilita a separacao celular degradando parte do septum formado
durante a divisdo celular (Cabib e col, 1993). Crz1lp é um fator de transcri¢do tipo zinc finger
dependente de calcineurina que se une ao promotor do gene FKS2 (que codifica uma p-1,3-
glucano sintase) em resposta a calcofluor, e também ao promotor do gene CHS1 em resposta a
calcio (Lesage e Bussey, 2006). O produto do gene GAS1 atua alongando a capa de B-1,3-glucano
remodelando a parede celular e se localiza na membrana plasmatica. Sua expressao é dependente
do fator de transcricdo SBF, do qual fazem parte as proteina Swidp e Swibp (Lesage e Bussey,
2006). O gene FKS1 é controlado pela proteina RIm1p e codifica uma B-1,3-glucano sintasa, se
localiza na parede e os picos de expressdo do gene coincidem com os do gene GAS1 (Lesage e
Bussey, 2006). O gene PKH1 codifica para uma proteina quinasa dependente de fosfoinositol.
Possui funcbes sobrepostas com seu par PKH2, estando envolvidos com a manutengdo da parede
celular. Estas proteinas fosforilam e ativam Pkclp (CWI) (Levin, 2005). Os produtos dos genes
FKS1, HSP150, YLR194, PKH1 e CHS1 se localizam na membrana ou na parede celular e estao
envolvidos com a manutencdo e remodelamento do envelope celular em resposta a mudancas no
ambiente. Estes genes estdo superexpressos nas células da linhagem JP1 quando tratadas com
PHMB. Em boa parte, a maior resisténcia de JP1 poderia dever-se a composi¢do mais favoravel
do envelope celular e a maior capacidade de resposta aos danos causados pelo PHMB. O padréo
de baixa expressdo destes genes explica em boa parte a sensibilidade da linhagem PE-2 ao
PHMB.

Dentre os possiveis receptores do sinal testados, verificou-se Slglp (Wsclp) seria 0 sensor que
recebe o sinal (Figura 22). O mutante Arom2 mostrou grande sensibilidade ao PHMB (Figura 22),
0 que mostra que o sinal da acdo do PHMB deve ser transduzido pela via PKC. A literatura
descreve os genes ROM1/ROM2 como redundantes, mas neste caso parece que apenas ROM2

seria necessario para a resisténcia ao PHMB. Também foi observado que do par de paralogos
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MKK1 e MKK2, que codificam a segunda quinase da via PKC (MAPKK), apenas o segundo
parece ser responsavel pela transducdo desse sinal induzido por PHMB. Mkk2p é uma MAPKK
cuja funcéo € redundante com Mkk1p. O efeito mais leve observado para este mutante poderia se
dever a compensacao das funcbes destes genes. Slt2p é a MAPK chave da via CWI, indicando
que esta via seria a principal efetora da resisténcia a PHMB. Ja a proteina Slglp seria o sensor
principal da perturbacdo por PHMB e talvez o fator de transcricdo SBF formado por Swidp e
Swibp seja crucial na expressdo de genes diretamente envolvidos com a resisténcia a PHMB.
Estes dados definitivamente mostram que o PHMB atua gerando danos na parede celular, que
devem ser reparados pelas vias PKC e HOG. E finalmente, foi observado que o gene SLT2 tem
papel fundamental na resisténcia ao PHMB, tanto pela sua superexpressao nas células tratadas
dom o biocida como pela grande sensibilidade de seu mutante. Estes fatos posicionam o gene
SLT2 como componente chave no mecanismo de resisténcia celular ao PHMB.

A figura 24 mostra as inter-relacfes entre os genes envolvidos na resposta a PHMB. De acordo
com nossa hipotese, o produto do gene YAP1 seria um regulador da via CWI na resposta a
PHMB. O biocida dispararia a resposta pelo mecanismo CWI transduzido para via PKC. Nesse
contexto, Yaplp regularia de maneira direta ou indireta a expressao de SLT2.

Existem evidéncias de que a via de sinalizacdo HOG regularia a sintese de Yaplp (Nikolaou e
col, 2009). Os resultados do presente trabalho mostram que a via HOG também estaria envolvida
na resposta e resisténcia celular ao PHMB. Esta resposta seria conseqiiéncia da perturbacdo na
parade celular que induziria um sinal semelhante aqueles causados por estresse hiperosmatico.
NO6s propomos que a via HOG é induzida por PHMB e que esta rota induz a transcri¢cdo do gene
YAP1, que por sua vez comandaria a expressao do gene SLT2, e/ou do gene RLM1 (figuras 20 e
21), cujo produto é um fator de transcricdo que induz a expressdo do gene SLT2 (Levin, 2005),
em um mecanismo de regulacdo reversa, e do gene KRE6 (Lessage e Bussey, 2006), dentre
outros envolvidos no mecanismo CWI. O gene RLM1 também é induzido em presenca de PHMB
(Figura 20). O mutante &@rlm1 ndo apresentou sensibilidade ao biocida, talvez por causa de
efeitos compensatorios causados por outros fatores de transcricdo, como o complexo SBF. E
possivel que este complexo seja mais importante na resposta génica ao PHMB ja que as linhagens
com mutagdes nos genes SWI4 e SWI6 sdo sensiveis a este composto. Os fatores de transcricdo
SBF e RImlp parecem sobrepor seus genes alvos génicos (Hohmann, 2002), porem neste caso

SBF deve comandar a expresséo de genes chave para repelir o efeito toxico que ndo se encontram
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sob a regulacdo de RImlp. Igual e col (1996) mostraram que a proteina Swidp regula a
transcricdo do gene KREG6. Mais tarde, Lesage e Bussey (2006) mostraram que esse gene também
é regulado por RImlp. Tendo em conta que este gene € 0 mais induzido na linhagem resistente
JP1(Figura 19), e que os mutantes dos genes que codificam para as subunidades do fator de
transcricdo SBF sdo sensiveis a PHMB (Figura 22), poderia se esperar que o fator de transcricéo
SBF tenha um papel crucial na resisténcia ao PHMB. Os genes HSP150, MNN9, KRES6, PIR1,
PIR2 (HSP150), PIR3, YLR194C e SLT2 sdo regulados por tanto por RImlp como por SBF
(Hohmann, 2002). O gene RLM1 se encontra levemente induzido em JP1(figura 19) e na
linhagem haploide BY4741 (figura 20), mas sua expressao € reprimida frente a choque térmico e
essa inibicdo é dependente do gene YAPL (Figura 21), demonstrando que a sobre-expressdo de
RLM1 é dependente de YAP1 e especifica desta condicdo em particular. A anélise de expressdo
génica sugere que a proteina Yapl atua como regulador dos genes PKH1, cuja proteina é uma
quinase dependente de sinais por mudancas nos esfingolipidios de membrana que em conjunto
com Pkh2p contribuiria para a integridade da parede por uma via alternativa a CWI (Roelants e
col, 2002). Além disso, Yaplp atuaria como regulador da expressdo dos genes HSP150, CHS1,
MSN2, MSN4 e YLR194c.

Em adicdo aos dados de expressdo génica,0s ensaios de citotoxicidade mostraram que o0 gene
CTT1 esta envolvido na resisténcia celular ao PHMB. Este gene codifica a catalase citossolica
envolvida na resisténcia a estresse oxidativo, e ainda é expresso em resposta a limitacdo de
nutrientes, baixo pH, exposicdo a etanol e estresse osmotico (Alexandre e col , 2001; Tamas e col
2000). A regido promotora deste gene apresenta o elemento de resposta a estresse STRE (Toone e
Jones, 1998). Nossos experimentos confirmaram que a resisténcia a PHMB depende do gene
CTTL1. Tanto os resultados fisioldgicos quanto de expressdo génica sugerem a relacdo entre os
mecanismos de tolerancia a etanol e de resisténcia a PHMB. Por exemplo, os genes SLT2, ROM2
e SLG1 pertencentes & via CWI foram fundamentais na tolerdncia a PHMB (Figure 22) e
também na tolerancia a etanol (van Voorst e col 2006). A proteina Knr4p interatua fisicamente
com outras 20 proteinas, dentre elas Slt2p (Stark e col, 2006). Esta interacdo modula a ativacéo
dos fatores de transcricdo SBF e Rmllp (Martin-Yken e col, 2003), e o mutante knr4 é
hipersensivel a estresse por etanol (Yoshikawa e col, 2009). Estes dados estdo em total
concordancia com o fato de que o PHMB atua gerando estresse na parede celular e que o modo

de acdo apresenta similaridade ao estresse por etanol.
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Segundo Bourdineaud e colaboradores (2000), o0 mutante yapl apresenta defeitos na estruturacéo
e manutencdo da parede celular. Ja que o envelope celular esta relacionado com a sensibilidade a
biguanidas (Hiom, 1996; Gilbert e col 1990; Broxton e col, 1984), estudamos a possibilidade de
que a resisténcia ao composto esteja relacionada com o mecanismo que mantém a integridade da
parede celular (CWI). O gene CTTL1 parece tem outras funcbes além de atuar no mecanismo de
protecdo a agentes oxidantes. A transcricdo de CTT1 é ativada pela via de sinalizacdo HOG, e é
negativamente regulado por RImlp, fator de transcricdo que desempenha papel fundamental na
regulacdo dos genes dia CWI (Jung and Levin, 1999). A enzima Ctt1lp também € importante para
a viabilidade celular sob estresse térmico e osmatico (Schiller e col, 1994).

O mutante &hogl também apresentou sensibilidade a PHMB (figura 22), sugerindo
fortemente que a cascata regulatéria HOG tambem é crucial no mecanismo de resisténcia a este
composto. Existem outros trabalhos cientificos que apresentam essa interacdo entre as vias HOG
e PKC/CWI na tolerancia a zimoliase, uma enzima que hidrolisa a capa 3-1,3-glicanos da parede
(Saito and Tatebayashi, 2004) e ao cation metalico Césio, que altera as propriedades do envelope
celular (Casagrande e col, 2009). As duas vias sdo co-reguladas por Cdc37 e Hsp90, proteinas
que interatuam formando um complexo com Hogl e Slt2, controlando a funcionalidade das duas
cascatas (Hawle e col, 2007). Existem algumas evidencias da funcdo fisiologico da via HOG na
biogénese da parede celular baixo condi¢es sem estresse: 1) Pbs2p e Hoglp estdo envolvidas na
regulacéo da expressdo de EXG1, uma glucanase presumivelmente envolvida no remodelamento
da parede celular, a qual afeta os niveis de -1,6 glucanos do envelope (Jiang e col, 1995); 2) a
sobre-expressao de PBS2 conduz a alteracGes na rede de B-1,3 glicanos (Lai e col, 1997); 3) a via
HOG ¢ necesséria para a localizacdo de Mnnlp, proteina envolvida na mannosilacdo das
proteinas da parede celular no complexo de Golgi (Reynolds e col, 1998). A analise da expressao
génica global de células submetidas a cloreto de potéassio revelou que genes que codificam para
as proteinas envolvidas no mecanismo CWI, tais como CWP1, SED1, PIR3 e MLP1 sdo
regulados por Hoglp (O’Rourke e Herskowitz, 2004). Estes resultados apdiam a teoria da fungéo
da via HOG na manutencdo da parede celular (Rodriguez Pefia e col, 2010). Todos estes dados
apoOiam a idéia de que a resisténcia a PHMB é co-regulada por CWI e HOG.

Em geral, células expostas a condicGes de alta osmolaridade respondem aumentando a
producdo de osmolitos internos, tais como glicerol e trealose. Esta resposta € dependente da

ativacdo do sistema HOG, que estd composto por um conjunto de proteinas transdutoras de sinal:
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0s sensores se localizam na membrana celular, os quais ativam uma cascata fosforilativa que atua
com uma série de proteinas quinases. A Ultima dessas quinases é a proteina Hoglp que ao ser
fosforilada entra no ndcleo e fosforila fatores de transcricdo que ativam a transcricdo de uma série
de genes envolvidos na producéo de glicerol, na resposta geral a estresse, dentre outros (Harsen e
col 2008). Adicionalmente, a resisténcia celular ao etanol tem sido relacionada com a composicao
lipoprotéica da membrana celular a capacidade das células em impedir sua fluidizacdo e
desestruturacdo (Chi e Arneborg, 1999). Esses dados, juntamente com os resultados obtidos com
0s mutantes yapl e cttl indicam que o PHMB atua causando estresse na superficie celular,
aumentando a pressdo osmoética do meio e impedindo a correta estruturacdo da parede celular.

Poderia se esperar que no caso do PHMB, que atua no mesmo alvo que 0S compostos
anteriormente mencionados, as duas vias coordenassem a resisténcia ao biocida. O gene YAP1
cumpre um papel fundamental nesta resposta, mas surpreendentemente, ndo da forma
convencional, ja que este fator de transcricdo tipo zinc finger é amplamente estudado e descrito
na literatura como o principal e mais importante componente que dispara a resposta a estresse
oxidativo. No caso particular de PHMB, nossa hipoétese inicial foi rejeitada ja que varios ensaios
provaram que o antifingico ndo gera oxidacdo (Figura 13, 14 e 16). Nosso trabalho aporta um
dado muito interessante sobre este gene chave, descrevendo uma nova funcdo praticamente
desconhecida relacionando YAP1 como controlador da via CWI, dados que estdo em
concordancia com o experimento de Bordineaud e col (2000).

Saccharomyces cerevisiae combate 0s efeitos toxicos provocados por PHMB através dos
mecanismos de manutencdo da integridade da parede (CWI) e pela via de alta osmolaridade
HOG. O gene YAP1 é um gene chave nesta resposta e atua como controlador da expressdo da via
CWI, sugerindo que poderia funcionar como nexo para coordenar as duas vias. A intensa indugéo
de KRE6 na linhagem resistente JP1 gera a hipGtese de que uma propor¢do maior de B-1,6
glucanos da parede conferiria uma barreira efetiva para diminuir a entrada de PHMB.
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Figura 24. Modelo proposto no presente trabalho para a resposta biolégica de S. cerevisiae ao PHMB. A
perturbacdo gerada pelo antifingico é percebida pelas vias HOG e PKC. A ativacdo da via HOG produziria um
aumento na expressdo do gene YAP1, cujo produto protéico é um fator de transcricdo que aumentaria a transcricéo de
varios genes envolvidos com a manutencdo da integridade, dentre eles, SLT2 , que codifica paraa MAPK chave da
via CWI.
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6. CONCLUSOES

O PHMB gera estresse no envelope celular e Saccharomyces cerevisiae enfrenta o efeito toxico.
deste composto através dos mecanismos de manutencdo da integridade da parede (CWI) e pela
via de alta osmolaridade HOG.

O gene YAPL1 é chave na resisténcia frente ao biocida PHMB, mas ndo como gerador de resposta
a estresse oxidativo.

O gene YAPL1 regula direta ou indiretamente a expressao de alguns dos genes da via CWI.

A levedura JP1 é mais resistente que a PE-2 devido ao menos em parte a uma expressdo maior

dos genes da cascata CWI.
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1. Resumo do trabalho enviado a 272 REUNIAO DE GENETICA DE
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A resisténcia ao biocida PHMB envolve as cascatas CWI e HOG na levedura
Saccharomyces cerevisiae.

Elsztein, C*; Morais JR., MA®?
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Palavras-chave: expressdo génica, MAP quinase, parede celular, PHMB, Saccharomyces
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As condicles de estresse induzem cascatas de eventos que terminam com uma resposta celular baseada na expressao
do genoma. Na levedura Saccharomyces cerevisiae, muitos desses sinais externos séo recebidos e amplificados por
vias MAP quinases, que tém sido extensivamente estudadas. Em estudos anteriores mostramos a eficécia do biocida
catiénico Polihexametileno biguanida (PHMB) no combate a leveduras que contaminam o processo de fermentacéo
alcodlica industrial. No presente trabalho realizamos a identificacdo dos mecanismos moleculares envolvidos na
resposta a acao bioldgica do PHMB e dos mecanismos de resisténcia celular a este composto. Trabalhos da literatura
mostraram que células de E. coli respondem a este composto e partir da expressdo de genes envolvidos na
manutencéo da integridade da parede celular (CWI). A partir da identificacdo desses homologos em Saccharomyces
cerevisiae realizamos uma série de experimentos de analise da expressdo génica e da avaliacdo de linhagens
mutantes dessa levedura. Os experimentos mostraram que na levedura o mecanismo da cascata regulatoria da via da
proteina quinase C (PKC) regula a expressdo dos genes do mecanismo CWI que respondem as lesbes induzidas pelo

PHMB na parede celular, causando um estresse osmotico que € sentido e restaurado pelos genes da via HOG. O
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efeito protetor da trealose, a geracdo de desequilibrio redox e a natureza do efeito toxico sugerem que PHMB dispara

0 mesmo sinal molecular que sentido pelas células quando submetidas a estresse etandlico. Além disso, a proteina

Yapl, principal regulador transcricional dos genes de resposta a estresse oxidativo, parece ser crucial para a

resisténcia PHMB, embora neste caso a funcdo desse fator de transcricdo estaria relacionada com um efeito protetor

sobre a parede celular. Com isso, estamos propondo uma nova fungéo bioldgica para a proteina Yapl na resposta a

estresse industrial em Saccharomyces cerevisiae
Apoio Financeiro: CNPq, CAPES e FACEPE.

2. Artigo enviado para BMC Molecular Biology

Resistance to PHMB by Saccharomyces cerevisiae cells involves the co-operation

between PKC and HOG mechanisms: a new regulatory role for Yapl protein.
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Abstract

Background. Polyhemethylene biguanide (PHMB) is an antiseptic polymer largely
used for cleaning hospitals and pools and to combat Acantamoeba infection. Its
fungicide activity was recently presented by its killing effect to yeasts that contaminate
industrial ethanol process, and to one of the main fermenting yeast in Brazil. It pointed
for the need to know the molecular mechanism behind cell resistance to this compound.

Escherichia coli responds to bacteriostatic levels of PHMB by altering the expression of
genes associated with stresses including acid resistance, alkali resistance, osmotic shock

and cell-envelope perturbation. In this work we approached the aspects of PHMB-cell
interaction and the mechanisms that respond to the damages caused by this interaction.
For this purpose two strategies of study were used: the expression of some genes by
gRT-PCR and the analysis of mutant strains. Results. Cell Wall integrity (CWI) genes
were induced in the PHMB-resistant S. cerevisiae strain JP-1, while they are poorly
express in the PHMB-sensitive S. cerevisiae strain PE2. This was suggestive that
PHMB damages the glucan structure on the yeast cell wall. This was confirmed by the
observed sensitivity of the yeast deletion strains Dslgl, Drom2, Dmkk2, Dslt2, Dknr4,
Dswi4 and Dswi4, showing that protein kinase C (PKC) regulatory mechanism is
involved in the response and resistance to PHMB. Besides, the sensitivity of Dhogl
mutant indicated that PHMB damages imposed osmotic stress to yeast cells.
Furthermore, cytotoxicity assay and gene expression analysis showed that participation
of YAP1 and CTT1 genes in cell resistance to PHMB independent of oxidative stress
response. Thus, we proposed that Yaplp has a role in cell wall maintenance by
controlling the expression of CWI genes. Conclusions. PHMB may cause damages to
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yeast cell wall stress that activates the transcriptional regulators involved in CWI gene
regulation. These damages impose hyperosmotic shock that is sensed by HOG1
pathway to amplify the molecular signal for cell survival. Therefore, PKC and HOG
pathways seem to interplay to confer resistance to PHMB in a manner that is dependent
of Yaplp to regulate CWI genes. A model for those interactions is proposed.

Background

Previous work showed that polyhemethylene biguanide (PHMB) was effective in
selectively killing the yeasts considered as contaminant of the ethanol fermentation
process, with special attention to Dekkera bruxellensis [1]. PHMB has been used as an
antiseptic and disinfectant in medicine and industry, and its current applications include
impregnation of fabrics to inhibit microbial growth [2,3], water treatment [4],
disinfection of a variety of solid surfaces such as contact lenses [5], mouthwashing
[6,7], treatment of hatching eggs to prevent contamination by Salmonella [8,9], and for
the treatment against fungi [10] and Acanthamoeba [11,12,13]. Its commercial
preparations are mixtures of polymeric biguanides of blocks with molecular structure [-
(CH2)6.NH.C(=NH).NH.C(= NH).NH-]n, where n may vary from 2 to 40 (average of
11) and molecular mass ranging from 400 to 8000 [14].

The heterogeneity of the molecule is increased further by the presence of either

amine, or cyanoguanidine or guanidine end-groups in any combination at the terminal
positions of each chain. Anyway, the cationic nature of the guanidine group makes the
molecule positively charged at physiological to low pH [15]. Consequently, PHMB is
highly adsorptive to anionic surfaces such as bacterial cell walls and the mechanism of
its biocidal action reported to damage the cell membrane [16]. At lower concentrations,
PHMB may exert part of its bacteriostatic effects by a strong cooperative interaction
with (polyanionic) nucleic acids [17]. It was proposed that PHMB may interact with
phospholipids of the Acanthamoeba cell membrane causing changes in cell permeability
[18, 19], which was further supported by work in E. coli [14]. The external layer of S.
cerevisiae and other yeast species plasma membrane is enriched in phosphatidylcholine,
ergosterol and sphingolipids [20]. Based on the cationic nature of PHMB, its toxic
effect may be mediated by its link to the negative phospholipids on the yeast cell
surface. In the presence of PHMB the homogeneous distribution of phospholipids
normally associated with biological membranes is transformed into a mosaic of
individual phospholipids’ domains. Each of these will have different phase transition
properties causing the membrane to fragment into fluid and liquid crystalline regions
[15].Using whole-genome transcriptional profile, [14] show that E. coli responded to
bacteriostatic levels of PHMB by altering the expression of many genes involved in all
levels of the cell ultra structure, i.e. the outer membrane, periplasm, inner membrane
and cytoplasmic domains, but not the lipolysaccharide layer. Genes associated with
stresses including acid resistance, alkali resistance, osmotic shock and cell-envelope
perturbation were altered.

Besides the fungicide activity in D. bruxellensis, Pichia galeiformes and Candida
tropicalis, yeasts isolated as contaminant from ethanol fermentation, PHMB also
differentially affected S. cerevisiae industrial strains [1]. That result might impose
some impediment for the use of PHMB to control yeast contamination episodes in the
industrial fermentations. Thus, the further steps in the way of developing industrial
formulations of PHMB must rely on the identification of the biological activity and
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targets of PHMB on the yeast cells and in the identification of the yeast mechanisms
that respond to the damages imposed by this biocide.

In the present work we tried to understand the aspects of PHMB-cell interaction
raised above by two the strategies: 1) testing the biocide effect of PHMB in the
expression of yeast strains whose homologous were shown to be induced in E. coli, 2)
and by testing yeast strains with mutations in genes whose biological pathways were
identified by gene expression analysis and physiological assays. The results strongly
indicated that PHMB may act by destabilizing the yeast cell wall, mimicking the effects
of ethanol, and causing osmotic stress. Moreover, it is also reported a new function of
the well-known oxidative stress transcriptional factor Yap1l in responding to damages
caused to yeast cell wall.

Results and Discussion

PHMB treatment induces genes of the yeast Cell Wall Integrity (CWI) sensing
mechanism

Our previous results showed that PHMB Kkilling effects on yeast cells was partially
suppressed by trehalose [1], which is known to be a protective agent of the cell
envelope [20]. Moreover, previous global gene expression analysis revealed that
exposure of E. coli cells to PHMB induced the expression of genes involved in cell wall
maintenance [14]. Thus, we searched for their homologous in the yeast genome.
Besides, recent report showed that some genes involved in trehalose metabolism are
regulated by stress response elements (STRE) in their promoter region [21], so we
included some yeast genes containing STRE in their promoter in our analysis. From a
list of genes analyzed (Table 1 on on-line supplementary data), we performed
quantitative PCR analysis after cell exposure to PHMB and the results revealed that the
genes CHS1, GAS1, HSP150, KRE6, MSN2, PKH1 and YLR194c were up-regulated in
the PHMB-resistant strain JP1, while remained unchanged in the PHMB-sensitive strain
PE-2 (Figure 1). Four other situations were observed: 1) FSK1 was more induced in JP1
strain than in PE-2; 2) CRZ1, MSN4 and RLM1 genes were induced in JP1 and
repressed in PE-2; 3) MNNO9 did not change in JP1, but was repressed in PE2; 4) CIN5
and SLT2 remained unchanged in both industrial strains (Figure 1).

The products of the genes CHS1, GAS1, FKS1, HSP150, KRE6, PKH1 and YLR194c
are located either in the cell membrane or in the cell wall, and are mostly involved in
the maintenance and remodeling of the cell envelope in response to environmental
changes. The membrane-located chitin synthase 1 encoded by CHS1 acts on the turnover
of chitin in the septum during cell division [22]. The GAS1 gene product is a GPlanchored
protein located at plasma membrane that acts stretching the cover of -1,3-

glucan during the remodeling of the cell wall. Its expression is dependent on the
transcription factor SBF, which comprises the proteins Swi4p and Swi6p [23] . FKS1
gene encodes the catalytic subunit of the 1,3-B-D-glucan synthase complex. This
complex is regulated by the regulatory subunit Rholp, which in turn is activated by the
nutrient sensing TOR pathway and regulates the activity of protein kinase C - Pkclp, a
key component of the Cell Wall Integrity (CWI) mechanism [23]. The protein Hsp150p
is located in the cell wall and is secreted into the medium in response to heat or osmotic
shock. The gene is up-regulated under Calcofluor white and Zimolyase [24], heat shock
[25] nitrogen limitation [26] treatments and by the decreasing of -1,3-glucan level in
the cell wall [27]. PKH1 gene encodes a phosphoinositol-dependent protein kinase,

72



Identificacdo dos mecanismos moleculares... Elsztein,C.

which function overlaps Pkh2p, involved with the maintenance of cell wall. This protein
phosphorylates and activates Pkclp [28]. The ORF YLR194c encodes for a putative
GPl-attached protein whose expression is induced by cell wall stress or by mutation in
FKS1 gene [29]. The MNN9 gene encodes a a-1,6-mannosyltransferase involved in the
transfer of mannose from UDP-mannose to oligosaccharides during the synthesis of a-
glucan bridge of the cell wall [30]. And the KRE6 gene encodes a synthetase that acts
on the synthesis of the B-1,6-glucan cover and mutation in its gene causes 50%
reduction in the synthesis of -1,6-glucan in the cell wall [29]. The protein Kre6 was
shown to be phosphorylated and to genetically interact with components of the Pkclpmediated
MAP kinase pathway [31] in order to regulate -1,6-glucan synthesis [32].
Over-expression of KRE6 gene complements the defect in cell wall organization of
pkcl-mutant [28]. Therefore, this gene could be a key to explain the difference in
resistance to PHMB between the two industrial strains, since it was highly expressed in
JP1 strain (Figure 1).

Crz1p is a calcineurin-dependent zinc finger type transcription factor that binds to

the promoters of the genes FKS1 and CHS1 in response to calcofluor and calcium,
respectively [23]. Both genes were reported to be co-expressed peaking in G1 when
isotropic cell wall synthesis allows daughter cell expansion [23] and our results (Figure
1) corroborate with that finding. The lower expression level of CRZ1 gene in PE-2
could explain the lack of induction of CHS1 and FKS1 in this strain, and together with
the low expression of KRE6 could produce the previously reported sensitive phenotype
of PE-2 strain to PHMB [1]. Besides, these results indicate that the tolerance of JP1
strain might be the result of more efficient restoration of the cell envelope after being
damaged by PHMB. This can be the evidence that PHMB damages the glucan structure
on the yeast cell wall.

Resistance to PHMB depends on the functionality of PKC and HOG mechanisms
To test the hypothesis of cell wall damage, resistance to PHMB was evaluated in yeast
strains with deletion in a series of CWI genes, including genes involved of HOG and
PKC pathways. The results of the cytotoxicity assay showed that deletion of the genes
SLG1/WSC1, SLT2, ROM2, SWI4, SWI6 and KNR4 rend yeast cells very sensitivity to
PMHB, while mutants of HOG1 and MKK2 genes where affected only at higher
concentration of PHMB (Figure 2). Other mutants tested did not sensitivity higher the
parental BY4741 (data not shown). SLG1/WSC1 gene encodes one of the sensortransducer
proteins located at cell membrane that activates the GDP/GTP exchange

protein Rom2p in response to cell wall damage [28]. It was observed that the absence of
this protein impairs the activation of Mpk1p kinase by heat shock [33]. The
hypersensitivity of Dslgl/wscl mutant to PHMB (Figure 2), together with the parental
phenotype of mutants in other sensors (data not shown), showed that it is the main
sensor of damages caused by PHMB.

Following the PKC cascade, it was observed that Drom2 mutant was very sensitive

to PHMB (Figure 2). Rom2p activates the Ras-like protein kinase Rholp that triggers
the PKC cascade by activating Pkclp, which in turn activates Bck1p [23]. Bcklp,
known as MAP kinase kinase kinase (MAPKKK), phosphorilates Mkk2p (MAPKK) in
response to cell wall damage, which further phosphorylates Mpk1p/Slt2p (MAPK). The
parental phenotype of Dbckl mutant and the intermediary sensitivity of Dmkk2 mutant
to PHMB (Figure 2) can be explained from the complementation by their paralogous
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Bck2p and MKkk1p, respectively, in the yeast genome.

Furthermore, the hyper-sensitivity of Dmpk1/slt2 mutant (Figure 2) showed the
importance of its gene to PHMB resistance. Slt2p resides predominantly in the nucleus
under non-stress conditions, but rapidly relocates to the cytoplasm in response to cell
wall stress [34]. Once activated, Slt2p phosphorylates downstream the transcription
factor RIm1p, a member of the MADS box family, that regulates the expression of the
genes SWI4 and SWI6 [23]. As stated above, Swi4p and Swi6p form the SBF
transcriptional factor that regulates CWI genes, such as GAS1, FKS1 and SMI1/KNR4
[23]. Mutation of SMI1/KNR4 gene rends yeast cells sensitivity to PHMB (Figure 2). It
was proposed that Smil/Knr4p coordinate cell cycle progression in connection to cell
wall integrity, which is essential for cell viability in the absence of functional PKC
pathway [35]. A physical interaction between Knr4p and Slt2p was also shown and
proposed to modulate Slt2p activation of transcriptional factors RIm1 and SBF [36]. In
addition, Slt2p also phosphorylates and activates RIm1p, a transcription factor that
regulates the expression of CHS1, FKS1, KRE6 and HSP150 [23], all genes upregulated
in JP1 strain upon PHMB treatment (Figurel).

And finally, Dhogl mutation showed intermediate sensitivity to PHMB (Figure 2). It
was reported that Hoglp interacts with PKC pathway by activating the Ptp2/3 complex
that co-activates Slt2p [37]. Therefore, the present results indicate that Hoglp may act
as amplifier of the sensing mechanism of cell wall damage caused by PHMB as it has
been recently reported [38]. Furthermore, double mutant analysis showed the
synergistic interplay between Hoglp and Yaplp for the resistance to arsenite stress,
suggesting the existence of a genetic inter-dependence of both genes on the stress
response [39]. Therefore, PHMB may affect the j3 -glucan structure of the cell wall that
is sensed by the PKC pathway, causing osmotic stress sensed by the HOG pathway.
They both converge to Slt2p in order to express genes of CWI mechanism. This
hypothesis agrees with the idea that PKC and HOG pathways converge for the
regulation of the cell wall maintenance [40,41,38]

The YAP1 gene is also involved in the cellular resistance to PHMB, but not
through oxidative stress response

Following the induction of MSN2 and MSN4 genes in JP1 strain upon exposure to
PHMB (Figure 1), we further screened by spot tests the collection of deletion strains
whose genes encodes proteins involved in various general stress response mechanism.
Among them, the yap1 mutant showed high sensitivity to PHMB, similar to observed
for the treatment with hydrogen peroxide (Figure 3A). It was an indicative that PHMB
could induce some oxidative stress at cell membrane. This hypothesis had support in the
literature by the proposition that interaction between PHMB and acid phospholipids in
the E. coli cell membrane could explain its bactericidal activity [16,42]. Yaplpmediated
regulatory pathway that controls the oxidative stress adaptive response is

activated by redox sensory mechanisms which detect changes in the intracellular redox
balance caused by reactive oxygen species (ROS) and by oxidized thiols such as
glutathione, thiorredoxin and SH-containing proteins [43]. Nevertheless, we did not
observed any changes in either mobilization of intracellular thiol groups, increase in the
peroxidation of the membrane phospholipids and production of any other oxidative
damage after PHMB treatment (data not shown). In addition, no other strain with
deletion in oxidative stress genes was sensitive to PHMB, except the cttl mutant
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(Figure 3B). CTTL1 gene encodes the cytosolic catalase T involved in the breakdown of
hydrogen peroxide to oxygen and water that is regulated by the oxidative stress
transcription factors Yaplp and Skn7p and by the general stress response transcriptional
complex Msn2/4p [44]. Yaplp play a role in regulating expression of components of the
STRE activation machinery, and the STRE-dependent gene expression as consequence,
even though Yapl does not bind STRESs directly [44]. It suggests that YAP1 and CTT1
genes might be involved in the resistance to PHMB in a way that is independent from
oxidative stress pathway. There are some indications on the participation of the upper
elements of the PCK pathway on the cell survival to oxidizing agents such as diamide
and hydrogen peroxide [45]. It is known that ethanol induces the expression of various
stress responsive genes, such as CTT1, via the binding of Msn2/4 transcriptional
complex on their promoters. This complex is activated by Hoglp phophorylation that
promotes the migration of Msn2p and Msn4p from the cytosol to the nucleus in order to
trigger the induction of the target genes [46]. It indicates the connection between the
osmotic stress response (PKC-HOG) and the oxidative stress response in S. cerevisiae,
in which Cttlp could act as a bridge. Very recently, Liu e col (2010) reported that SOD1
gene is involved in tolerance to cell wall damaging agents in yeast, which supported this
connection between those pathways.

It was showed that Yaplp appears to be necessary for activation of SRP1 gene that
encodes a cell wall protein [47]. Besides, the authors showed that Dyapl mutant is
sensitive Congo Red (CR), which lead to the conclusion that Yaplp is somehow
involved in CWI mechanism. We also observed such CR-sensitive phenotype of Dyapl
mutant (data not shown). The high sensitivity of Dyapl mutant to PHMB (Figure 3) was
similar to that observed for Dslt2 mutant (Figure 2). It corroborates with the
involvement of Yaplp as an important regulator of the CWI genes.

Yaplp also regulates the expression of CWI genes

The supposed involvement of Yaplp on the regulation of CWI genes was tested by
measuring the expression in parental and Dyap1 strains of those genes up-regulated by
PHMB in JP1 strain. The results showed that none of them was up-regulated by PHMB
treatment in the parental BY4741 cells (Figure 4A), which should explain the higher
sensitivity of this laboratory strain compared to JP1 (data not shown). Two results were
particularly relevant in the Dyapl mutant. First, the expression of SLT2 gene was downregulated
by a factor of four (Figure 4A), which was not observe even in the PHMBsensitive
industrial strain PE-2 (Figure 1). It is also noteworthy that CIN5 gene showed
up-regulation by a factor of 2.5 after PHMB treatment (Figure 4A), while no change
was observed for this gene in both industrial strains (Figure 1). It can be concluded that
Yaplp also works in response to cell wall damage by controlling the expression of the
genes at the lower part of the PKC cascade. It is known that Slt2p phosphorylates and
activates RIm1p transcription factor, which in turn back-regulates the expression of
SLT2 gene itself [29]. Therefore, Yaplp could be involved in the regulation of both
RLM1 and SLT2 gene expression. This idea was reinforced by further observation that
SLT2 gene was down-regulated in Dyapl mutant after heat shock treatment (Figure 4B).
RLM1 gene was showed an opposite behavior of its expression, in which a significant
over-expression was observed in Dyapl mutant after heat shock treatment (Figure 4B).
Thus, we suggest that Yaplp may directly co-regulate the expression of SLT2 gene in
response to damages in the cell wall, so that it would act on the regulation of CWI genes
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in consequence. It was proposed that activation of SIt2p by heat shock could occur in
PKC-independent manner [48]. In the present model the osmotic shock caused by
PHMB should be transduced via Hoglp to the activation of a transcription factor that
shall induce the expression of HOG-responsive genes and YAP1 (Figure 5). Then,
Yaplp should induce the expression of general stress response genes, together with
Msn2/4p complex, and SLT2 gene, together with RIm1p (Figure 5). This co-regulation
may amplify the signal for CWI gene expression. The presence of TF biding sites in the
promoter region of those genes were identified in silico (Figure 5). The fact that we did
not observed the presence of the conserved Yapl-Responsive Element (YRE) motif at
the SLT2 gene promoter should suggest that Yaplp might bind to a variant sequence or
to an alternative motif together with Hsflp or RIm1p. All those possibilities must be
tested further.

Conclusion

This work showed that PHMB may induce damages to the yeast cell wall that can be
both sensed by the PKC pathway and by the CWI proteins. Moreover, such damages in
the cell wall may cause osmotic stress that is sensed by HOG pathway that may amplify
the signal of the PCK pathway by activating the transcriptional regulators involved in
CWI gene regulation. It means that CWI and HOG pathways could interplay to confer
resistance to PHMB. Besides, the transcriptional factor Yaplp showed to be important
role in the regulation of CWI gens.

Methods

Strains and media

Industrial strains of Saccharomyces cerevisiae JP1 and PE-2 were previously described
[49]. Yeast mutant strains were from EUROSCARF collection (Institute of
Microbiology of the University of Frankfurt, Germany). Cells were grown and
maintained in YPD medium (1% yeast extract, 2% peptone, 2% glucose), with 2% agar
for solid medium. The antifungal compound PHMB (polyhexamethyl biguanide) was
provided by AEB Bioquimica Latino Americanas S/A (Brazil).

Citotoxicity tests

Yeast cells were pre-cultivated overnight in YPD at 30°C and re-inoculated to the same
medium for exponential growth phase (5 hours) or stationary growth phase (24 hours).
Cells were collected by centrifugation, washed in 0.85% NaCl and re-suspended in 100
mM potassium phosphate buffer pH 7 to concentration of 2x107 cells/ml. When
necessary, pre-incubation of the cells in the presence of 1 mM reduced glutathione, 10%
(w/v) trehalose or 2 mM N-acetyl cysteine (final concentrations) was performed for 30
min with agitation at 180 rpm. Yeast cells were treated for 30 minutes in the presence of
different concentrations of PHMB with agitation at 180 rpm, adequately diluted and
plated on YPD. After five days of incubation at 30°C, the number of viable cells after
each treatment was calculated by the percentage of colony forming units using watertreated
cells as reference of 100% cell viability. The results are the average of biological
replicates with technical triplicates for each. Semi-quantitative spot-test assays were
performed with exponentially growing cells at 2x107 cells/ml in 100 mM potassium
phosphate buffer pH 7. After appropriated dilutions, aliquots of five ul were spotted on
YPD plates supplemented with PHMB in different concentrations. The plates were
incubated at 30°C for 72 hours.

Cell treatments for gene expression analysis
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Two independent cultures of each strain of S. cerevisiae were grown in YPD until early
stationary phase. The cultures were re-inoculated in fresh medium to an initial DO at
600 nm of 0.5 and split in two flaks for non-treated and PHMB-treated cells. After
incubation for one hour at 30°C with agitation, cells were collected by centrifugation
and immediately frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C. For genes response to
thermal shock, cells of BY4741 and _yapl strains prepared as above and test cell
suspensions were incubated for one hour 42°C, while the reference were incubated at
30°C. Afterwards, yeast cells were collected and stored as above.

RNA extraction and cDNA Synthesis

For total RNA extraction, frozen cells were suspended in 600 ul of AE buffer (50 mM
sodium acetate, 10 mM EDTA, adjusted to pH 5.3 with acetic acid), 40 ul of 10% SDS
and 600 pl phenol equilibrated to pH 4 (Invitrogen) and homogenized 15 seconds on
vortex. Following incubation at 65°C for 10 minutes, with mixing every two minutes,
and incubation for five minutes at 4°C, the lysate was centrifuged at 13,000 g for five
min at 4°C. Aqueous phase was recovered to a new tube and extracted once with equal
volume of phenol-chloroform (5:1) solution pH 5.3 and once with one volume of
chloroform. At last, lithium chloride was added to 2.5 M final concentration and total
RNA was precipitated for 30 minutes at -20°C and recovered by centrifugation for 20
min at 13,000 g. The pellet was washed with 70% cold ethanol, dried at room
temperature for 10 minutes, suspended in 25 ul of DEPC-treated deionized water and
stored at -80°C until use. RNA quantification was performed by absorbance analysis at
260 nm (1 ODz260= 40 ug RNA/ml). The purity was analyzed by the absorbance ratio
260 nm/280 nm (pure samples presented ratio of 1.9 to 2.1). The integrity of RNA was
verified by agarose gel electrophoresis using as parameter the sharpness and intensity of
bands corresponding to 26S and 18S rRNA. For cDNA was synthesis, one ug of total
RNA was used 40 ul of reverse transcription reaction with the kit ImProm-I1 ™ Reverse
Transcription System Promega Il (Promega, USA), following manufacturer's
instructions.

Quantitative RT-PCR (RT-gPCR)

Coding regions of target genes were recovered from the Yeast Genome Database - SGD
(http://www.yeastgenome.org). Primer design was done by the on-line Genscript Primer
Design in advanced mode (www.genscript.com/cgi-bin/tools) using the following
parameters: the sizes of the primers between 17 and 25 bases, Tm value of 59°C and
size of amplicons between 70 and 110 bp. The primer pairs were analyzed with
Netprimer tool for determining the formation of self-hybrids, duplex, hairpins and loops
(www.premierbiosoft.com/netprimer/netprlaunch/netprlaunch.html) to select those with a
ranking greater than 90%. The primer pairs were subjected to an analysis of match with
coding regions of target genes (www.blast.org) and to PCR in sand
(http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPcr) using as template the genome of S. cerevisiae.
The sequences of primers were synthesized by IDT Technologies (USA). Tests on RealTime
PCR were performed in the detection system ABI Prism 7300 (Applied

Biosystems, Foster City, CA, USA) using the kit SYBR Green PCR Master Mix
(Applied Biosystems). The amplification conditions used were: initial step at 50 ° C for
2 min, 95 ° C for 10 minutes, and 40 cycles of 95 ° C for 15 sec, and 60 min for 1 min.
For the determination of contamination by genomic DNA, the PCR reactions were
carried out with RNA samples for each condition. The results produced no detectable
amplification in any condition. The values of Ct threshold cycle were given
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automatically for the independent amplification. Relative gene expression was
calculated by the 2-__ctmethod [50] normalized against the endogenous control gene
ADK1 and compared according to the calibrator condition (Table 2 - supplementary
data for Ct values for ADK1 in all conditions tested on this work, showing variation
lower than one cycle). The relative gene expression values are the average of two
technical replicates, with biological duplicates each.

The data were expressed in folds of up-regulation and down-regulation relative to
endogenous control (ADK1) provided the calibrator at value 1. Values between 0 and 1
(gene down-regulation) were transformed to -1/2-__ctand subsequently subtracted from
the value of the endogenous control (1) to all values. The standard error ( 0 ) calculation
used the formula: 6 = o /4 N, where o isthe variance of different Ct values obtained,
and N is the number of values of Ct used in the calculation. To determine the error of
__Ct it was used the formula for the propagation of the standard erroras 6 __Ct=4
(01)/2+ (0 2)/2, where § 1 is the standard error of the gene of interest and § 2 is the
standard error of the endogenous control.

Biochemical analysis

Determination of intracellular sulphydryl groups were performed according to the
DTNB method [51] using 5,5'-Dithio-bis-2-nitrobenzoic acid. The level of membrane
lipids peroxidation was measured using the thiobarbituric acid reactive and the
production of intracellular ROS was measured by the 2°7’-dichlorofluorescein diacetate
reactive [52]. Yeast cell suspension at 0.5 ODeoonm Were treated as described above,
washed with 0.85% NaCl and lysated by vortexing three times of 30 seconds with glass
beads. The soluble cell-free extract was tested for free-thiols and ROS while the pellet
was tested for membrane lipid peroxidation.

In silico gene promoter analysis

Sequences corresponding to -1000 to -1 nucleotide position of the target genes were
recovered in FAST format from SGD database and used to search for TF biding sites
and DNA motifs at the YEASTRACT (Yeast Search for Transcriptional Regulators
And Consensus Tracking) database at http://www.yeastract.com/index.php [53], following
the instructions in the tutorial.
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Figure legends

Figure 1. Relative expression of yeast genes involved in cell wall integrity mechanism
and in general stress response. Fold change represent the expression of the studied
genes in PHMB-treated cells over non-treated cells of the two industrial strains JP1 and
PE-2.

Figure 2. Cytotoxicity assay of yeast CWI mutants to different doses of PHMB. The
percentage of viable cells after treatments refers to the number of CFU in treated
samples over non-treated samples of a given strain.

Figure 3. Cytotoxicity assay of yeast oxidative stress response mutants to different
doses of PHMB. (A) Spot test assay of parental BY4741 and Dyapl mutants to
oxidizing compound H202and to PHMB. (B) Dose-response cell survival assay of
mutant strains of the oxidative stress response.

Figure 4. Relative expression of yeast genes involved in cell wall integrity mechanism
and in general stress response of parental BY4741 and Dyap1 strains in response to
treatments with PHMB (A) and heat shock at 42°C (B).

Figure 5. Proposed model of cell response to damages caused by PHMB in the yeast
cell wall showing the interplay between HOG and PCK/CWI mechanisms. Straight
lines indicate tranducing activation of target proteins and dotted lines indicates putative
transducing connection. Thick brown lines indicate transcriptional regulations of a
given transcriptional factor (TF) by recognition of a motif (colored triangles) in the
promoter of target gene (YRE: Yaplp-responsive element; Hsfl: motif bounded by heat
shock factor 1; STRE: stress responsive element; Skn7: motif bounded by Skn7p; RIm1:
motif bounded by RIm1p; SBF: motif bounded by SBF Swi4/6 complex.

Figure 1
Figure 2
Figure 3
Figure 4
Figure 5

Additional files provided with this submission:
Additional file 1: Table 1 - supplementary data [Elsztein and Morais].doc, 40K
http://www.biomedcentral.com/imedia/1407262466443928/suppl.doc
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Additional file 2: Table 2 - supplementary data [Elsztein and Morais].doc, 36K
http://www.biomedcentral.com/imedia/1224261820443928/supp2.doc
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