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RESUMO

Cadmio (Cd**) é um metal pesado téxico para os sistemas biol6gicos e que pode
competir com fons essenciais como Zn?*, Ca** e Mg®* por seus respectivos sistemas de
transporte. Em S. cerevisiae, fons Cd*" podem ser conjugados com GSH formando
complexos Cd.[GS], — os quais sdo internalizados no vactolo pelo transporatador Ycflp.
Neste trabalho, foi feita uma anélise comparativa da atuacéo de Ycflp na desintoxicacéo
de Cd?* durante o metabolismo fermentativo e respiratério de S. cerevisiae.
Adicionalmente, foi realizada uma investigacéo sobre a contribuicdo de transportadores de
célcio (Ca®") para a tolerancia ao Cd?*. Os resultados mostram que, durante o metabolismo
respiratrio, o mutante ycf1A é mais tolerante & Cd** e aos oxidantes t-BOOH e H,0, do
que a linhagem selvagem. Esta tolerancia possivelmente estd relacionada com o maior
contetdo de GSH presente nas células ycf1A. Na linhagem selvagem BY4741, a atividade
do promotor YCF1 sofre uma queda gradual durante a transicdo do metabolismo
fermentativo para o respiratorio e a sua inducdo em resposta & Cd®* depende da
disponibilidade de GSH. Estes dados indicam que a atividade de Ycflp pode, direta ou
indiretamente, influenciar a homeostase de GSH e que as células de S. cerevisiae devem
possuir mecanismos independentes de Ycflp para conter a toxicidade do Cd** em situagdes
nas quais a disponibilidade de GSH esteja comprometida. Neste contexto, os resultados do
trabalho mostram também que as ATPases de Ca’* Pmrlp e Pmclp podem contribuir para
a tolerancia ao Cd?*. Na linhagem selvagem BY4741 o tratamento com Cd®* promove
aumento da expressdo de PMCL1 e este aumento é ainda maior nos mutantes ycf1A. O gene
PMR1 s6 é induzido por Cd** na auséncia do gene YCF1 funcional. Entretanto, no mutante
pmrlA a expressdo basal de YCF1 e PMC1 é maior do que na linhagem selvagem (70% e
200%, respectivamente). Adicionalmente, a auséncia de Pmrlp funcional esta associada a
um actmulo crescente, tempo dependente, de Cd?* intracelular. Por outro lado, a linhagem
selvagem BY4741 alterna fases de captacéo e exportacdo do metal. Os resultados apontam
para Pmrlp e Pmclp como proteinas auxiliares na desintoxicagdo de Cd®* em S.
cerevisiae, as quais possivelmente sdo ativadas em situa¢des onde a formacdo e posterior

importacéo de complexos Cd-[GS], por Ycflp ndo é adequada ao metabolismo celular.
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ABSTRACT

Cadmium (Cd®") is a heavy metal highly toxic to biological systems, which can
compete with essential ions like Zn*, Ca** e Mg?* for their respective transport systems. In
the yeast S. cerevisiae, Cd** can be conjugated with GSH generating complexes of Cd—
[GS], which, in turn, are removed from the cytosol to the vacuole by specific
transmembrane proteins such as the glutathione-conjungated transporter Ycflp. In this
work the role of Ycflp in Cd* detoxification during respiratory metabolism of S.
cerevisiae was investigated. In addition, the contribution of Ca®* transporters for Cd**
detoxification was analized. The results showed that in respiratory condition the mutant
ycf1A is more tolerant to Cd** and to the oxidants t-BOOH and H,0, than the wild-type
strain. This tolerance is probably related to the high content of GSH present in the ycf1A
mutant. Expression of the YCF1 promoter in the wild type strain is naturally down-
regulated after the transition from fermentative to respiratory metabolism (diauxic shift),
and its induction in response to Cd®* is dependent on GSH availability. These data indicate
that Ycflp activity can, in some way, influence GSH intracellular homeostasis. Therefore,
yeast cells may have an Ycflp-independent mechanism to cope with Cd** toxicity when
GSH availability is compromised. Accordingly, the results of this work point also to the
contribution of the Ca®*-ATPases Pmc1p and Pmrip to Cd** detoxification. In the BY4741
wild-type strain, Cd®" treatment triggers an increase in PMC1 expression, and this increase
is even greater in the ycf1A mutant strain. The PMR1 gene is induced by Cd** only in the
absence of the functional YCF1 gene. However, the basal expression of YCF1 and PMC1 is
higher in the pmrlA mutant than in wild-type cells (70% and 200%, respectively). In
addition, the absence of the functional Pmrlp is associated with a crescent, time-
dependent, Cd** uptake by the cells. Unlikely, alternating phases of uptake and export of
metal are observed in BY4741 wild-type cells. The results indicate that Pmrlp and Pmclp
can act as accessory proteins for Cd** detoxification, which possibly are activated when the
formation and subsequent import of Cd-[GS], by Ycflp is not adequate to cellular

metabolism.
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1. INTRODUGCAO GERAL

A vida em sua esséncia € caracterizada por ter uma natureza quimica. A
alimentacdo, o crescimento e a proliferacdo de todos 0s organismos vivos sO sdo possiveis
gracas a ocorréncia de reacdes quimicas em condigdes relativamente controladas. Sob esta
perspectiva, as propriedades quimicas dos elementos que entram em contato com as células
sdo fatores importantes ndo somente para a manutencdo, como também para a evolucéo da
vida. Além disso, é fundamental que os organismos consigam reproduzir (e transmitir) o
funcionamento controlado de grupos de reagdes bioquimicas, o que é feito por meio da
informag&o contida no cddigo genético de DNA (Williams, 1997).

O surgimento da vida ocorreu num ambiente inorganico inospito e a selecdo dos
elementos que foram sendo incorporados as células ao longo de sua evolucéo dependeu de
dois fatores principais: i) biodisponibilidade e ii) propriedades quimicas adequadas para a
execucgdo de funcBes bioldgicas nas condicbes de temperatura e pressdao da Terra pré-
bidtica (Williams, 1997).

A formagdo de estruturas organicas complexas (biomembranas, proteinas, etc.)
ficou centrada em elementos abundantes como hidrogénio, carbono, nitrogénio, oxigénio,
enxofre e fosfato. Para a manutengdo da pressdo osmética e forga ibnica do ambiente
intracelular foram selecionados ions que se mantém bem em solucdo aquosa como sédio
(Na"), potassio (K" e cloro (CI%). Os fons de magnésio (Mg?*) se ligam a &nions formando
sais relativamente soluveis, propriedade util no controle de reacfes quimicas dependentes
de fosfato e no controle de alteragBes na estrutura de anions de grande porte, como séo o
DNA e o0 RNA. Elementos com atividade redox como o ferro, molibdénio e cobalto foram
incorporados especialmente a sitios cataliticos de proteinas ou coenzimas. Os ions de

célcio (Ca?") inicialmente foram selecionados por sua capacidade de fazer ligago i6nica
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entre subunidades de uma mesma proteina ou entre proteinas diferentes. Com a evolucédo
do sistema de endomembranas, as células eucaridticas adquiriram a capacidade de
controlar refinadamente os niveis intracelulares deste metal e, assim, o Ca®* adquiriu papel
na sinalizacéo intracelular e controle de polaridade de membranas (Williams, 1997).

O zinco e o cobre s6 puderam ser aproveitados pelos organismos vivos apos o
enriquecimento da atmosfera com oxigénio diatbmico, pois no ambiente anaerdbico
primitivo estes metais se encontravam sob a forma de sulfitos insoltveis. O zinco passou a
ser utilizado como cofator de uma série de enzimas, incluindo diversas proteinases. Além
disso, surgiram proteinas com dominios “dedo de zinco” — capazes de se ligar ao DNA e
sinalizar para alteracdes nos padrdes de transcricdo de genes em resposta a estimulos
ambientais (Williams, 1997). A disponibilidade de cobre e oxigénio dimolecular aumentou
substancialmente a capacidade oxidativa dos organismos e isso pode ser aproveitado em
termos de geracdo de energia, como pode ser exemplificado pela participagédo do cobre na
constituicdo estrutural de proteinas da cadeia respiratdria das células atuais (Nelson & Cox,
2000).

O uso eficiente de elementos quimicos para execucdo de funcbes bioldgicas, em
especial dos metais, s6 foi possivel porque as células desenvolveram estratégias para
regular a concentragdo intracelular destes elementos. Destacam-se o surgimento de
proteinas para importar e exportar metais na membrana plasmética, a
compartimentalizacdo de metais em vesiculas ou organelas das células eucaridticas e o
surgimento de proteinas especializadas em ligar (quelar) ions metélicos, tais como as
metalotioneinas (Silver & Wauderhaurg, 1992; Williams, 1997). As células precisaram
também criar mecanismos de resisténcia contra metais que ndo adquiriram fungdes

bioldgicas, cujo contato com 0s organismos vivos muitas vezes é imposto pelo ambiente
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(Silver & Wauderhaurg, 1992). Metais como o0 cadmio e mercurio ndo tém atividade
bioldgica e devido a sua natureza quimica intrinseca podem alterar o funcionamento da
maquinaria celular, gerando toxicidade (Beyersmann & Hartwig, 2008).

O cadmio (Cd*") era um elemento pouco abundante na atmosfera primitiva quando
comparado a outros metais (Williams, 1997). Este fato pode explicar porque 0s seres vivos
em geral ndo desenvolveram sistemas para aproveitar este elemento. Apesar de ter sido
demonstrado que o Cd®* pode atuar como cofator da enzima anidrase carbonica de
Thalassiosira weissflogii - uma diatomacea marinha (Lane et al., 2005), é pouco provavel
que tenha havido uma pressdo a favor de seu uso no decorrer da evolugdo. Mais do que
uma atividade biolégica intrinseca do Cd?, esse fato reflete a provavel adaptacdo dos
organismos marinhos a baixa disponibilidade de alguns elementos metalicos no ambiente
oceanico (Lane et al., 2005). Por definigdo, portanto, o Cd** é considerado um metal n&o
essencial, em oposicdo aos metais essenciais que sdo os que possuem funcéo bioldgica e
que sdo indispensdveis aos organismos vivos como, por exemplo, o ferro, zinco e o célcio
(Nieves, 2005; Shenkin, 2006).

O Cd®* continua sendo um elemento pouco abundante na natureza. Entretanto, a
ocorréncia de erosdes e erupg¢des vulcénicas e, durante o Ultimo século, as atividades
industriais humanas, fizeram com que este elemento se tornasse biologicamente disponivel
(WHO, 2003). Neste cenario, 0s organismos vivos (incluindo os seres humanos) estdo mais
expostos & toxicidade do Cd?* e por isso é importante compreender quais sio 0s
componentes da maquinaria celular afetados por este metal, bem como as estratégias mais

relevantes que as células desenvolveram para conter a sua toxicidade.
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2. CADMIO: CARACTERISTICAS, APLICAGOES INDUSTRIAIS E ASPECTOS AMBIENTAIS

O Cd?* é um dos elementos quimicos que compde a crosta terrestre, estando
disseminado nos solos, agua e atmosfera do planeta por meio de fendmenos naturais ou
pela atividade antropogénica. E um metal branco acinzentado pertencente a familia 11-B da
tabela periddica, sendo encontrado naturalmente em rochas sedimentares e obtido
comercialmente como subproduto do refino de zinco, cobre e chumbo (WHO, 2003).
Mesmo em baixas concentracOes, este metal pode ser toxico para 0s organismos vivos e
por isso é classificado como um contaminante ambiental (WHO, 1992).

A principal forma natural de disseminacdo de Cd®* no ambiente é a erosio de
rochas sedimentares. O Cd?* proveniente de erosao pode ser transportado pela agua de rios
por longas distancias, contaminando solos ou sendo liberado diretamente nos oceanos. A
atividade vulcénica e os incéndios florestais também contribuem significativamente para a
disseminacgdo deste metal por meio de sua liberacdo na atmosfera (Williams & Harrison,
1984; Nriagu, 1988; WHO, 1992). Estima-se que a concentracdo média de Cd?* na crosta

terrestre varie entre 0,1 e 0,5 ppm, podendo atingir concentracbes de até 500 ppm em

fosfatos marinhos e nas prdprias rochas sedimentares (WHO, 2003; www.cadmium.ogr ).
Em termos comerciais, 0 Cd*" se diferencia de outros metais por ser altamente
resistente & corrosdo. Os componentes contendo Cd?* podem resistir a temperaturas
elevadas e & degradagio por luz ultravioleta. Além disso, o Cd®* é um étimo condutor de
calor e eletricidade. Por estas caracteristicas, € utilizado no revestimento de polimeros e
ligas de ago, na fabricacdo de componentes eletrénicos, pigmentos e baterias recarregaveis
niquel-cadmio (Ni-Cd) (WHO, 2003). Mais recentemente, pesquisas tém investigado o uso
deste metal na construcdo de nanoestruturas para a liberagdo controlada de drogas

(Hullavarad, et al., 2008).
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A ampla aplicabilidade do Cd** em atividades econdmicas de interesse humano
resulta no aumento de sua deposi¢cdo no ambiente. A queima de combustiveis fosseis,
producéo de ferro e ago, manufatura de cimento e descarte inadequado de baterias,
destacam-se como as principais vias antropogénicas de geracdo de residuos de Cd*
(WHO, 2003). Na agricultura, o uso de fertilizantes fosfatados também contribui para a
contaminacgdo de alimentos, uma vez que a reducdo do pH do solo aumenta a taxa de
captagdo de Cd®* pelas plantas (Merrington et al., 2001; Mirlean & Roisenberg, 2006). Até
mesmo a &gua potavel consumida pelos seres humanos, normalmente contém pequenas
concentracdes deste metal (WHO, 2003; dos Santos et al., 2006).

Atualmente, existem diferentes tecnologias que permitem a reciclagem de Cd*, em
especial aquele contido em baterias (Espinosa et al., 2004; Freitas et al., 2007). Nos
Estados Unidos, Japdo e Europa a reciclagem de baterias em geral é regulamentada desde a
década de 90. Nestes paises, existem empresas e/ou associagdes capacitadas para receber e
reciclar baterias Ni-Cd (Espinosa et al., 2004). No Brasil, a regulamentagdo desse processo
é feita pelo Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) desde 1999, por meio da
resolucdo 257/99 (CONAMA, 2008). Entretanto, ndo existe no pais uma associa¢do ou
empresa responsdvel pela coleta das baterias de Ni-Cd, a qual centralize esforgos ndo
apenas para isso, mas também para a informacdo da populacdo (Espinosa et al., 2004).
Essa coleta ficou restrita & iniciativa das empresas importadoras e é feita de maneira
dispersa, o que eleva os custos e torna o processo de reciclagem pouco eficiente (Espinosa
et al., 2004).

Mesmo com o avanco da tecnologia, 0 Cd?* continua sendo muito atrativo para a
fabricacdo de determinados produtos. Por exemplo, as baterias Ni-Cd s&o vantajosas

porque existem meétodos bem estabelecidos para sua reciclagem, tém um melhor
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desempenho quando comparadas com sistemas mais novos e possuem menor custo de
producdo (Espinosa et al., 2004; Backman, 2008). Por outro lado, em diversos paises a
reciclagem e controle do uso deste metal estdo longe dos padrdes ideais e acidentes
ambientais ainda sdo recorrentes. Por exemplo, em 2005 na China, uma empresa estatal de
fundicdo provocou um derramamento de Cd®* no rio Beijiang, deixando milhares de
habitantes da cidade de Guangdong sem agua potavel por vérios dias (ASIA NEWS,
2005).

Pesquisas realizadas na Gltima década indicam que a contaminagdo por Cd** no
ambito nacional também oferece sérios riscos ao meio ambiente e a salde humana. Um
estudo de monitoramento feito na Baia de Todos os Santos (Salvador, BA) demonstrou que
o nivel de Cd** acumulado por organismos bentonicos nessa area é compativel com o
observado em regides contaminadas pelo metal (Amado-Filho et al., 2008). Rodgher e
colaboradores observaram que ao longo do reservatério do Rio Tiete (SP), o nivel de Cd**
pode superar em mais de dez vezes o limite determinado pelo CONAMA para aguas
destinadas ao consumo doméstico, irrigagdo e protecdo de comunidades aquéticas
(Rodgher et al., 2005; CONAMA, 2008). Altas concentragdes de Cd** também foram
detectadas em Saccharum spp (cana-de-aglcar), cultivada no interior de S& Paulo
(Segura-Mundz et al., 2006). O acimulo de Cd** em cana-de-aglicar pode ter
consequéncias diretas para a contaminagdo humana, seja pelo refino de agicar comum,
pelo consumo de caldo-de-cana ou ainda pelo uso de residuos de cana como suplemento
em solos agricolas (Segura-Mundz et al., 2006).

Nos ultimos anos, devido & maior regulamentagdo e ao avango da tecnologia, tem
sido observada uma redugdo na geracdo de residuos de Cd** decorrente da atividade

industrial. Em contrapartida, h4 uma tendéncia de aumento dos contaminantes gerados a
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partir do lixo urbano. Por exemplo, a deposicdo de Cd** proveniente do refino de zinco na
baia do Rio Septiba (SE), que era estimada em uma tonelada por ano na década de 80,
atingiu niveis proximos de zero em 2005. No mesmo periodo de tempo, entretanto, a
contaminagdo da bafa por Cd?* oriundo de residuos sélidos urbanos aumentou cerca de

cinco vezes (Lacerda & Molisani, 2006).

3. TOXICIDADE DO CADMIO PARA OS SERES HUMANOS

A exposicdo humana ao Cd** pode ocorrer por meio do consumo de alimentos ou
agua contaminados, pela inalagcdo de ar contaminado ou fumaca de cigarro. Segundo a
Organizagdo Mundial de Salde, o limite seguro para a ingestdo diaria deste metal é de 1
na/kg por dia. Entretanto, este valor oferece uma margem de seguranga muito estreita entre
0s niveis indcuos de ingestdo e os niveis que podem produzir efeitos adversos (Satarug &
Moore, 2004).

O Cd?** é um metal altamente toxico e que possui um tempo de meia vida biolégica
estimado entre 15 e 20 anos. Nos seres humanos, a taxa de excrecdo renal de fons Cd** é
baixa e, por isso, eles tendem a se acumular no corpo, particularmente nos rins e figado
(Nordberg, 1984; Jin et al., 1998; Satarug et al., 2002). Dentre os efeitos nocivos
produzidos pelo Cd**, destacam-se as disfungdes renais, a neurotoxicidade, as alteracdes
do sistema reprodutivo, 0 comprometimento do metabolismo de Ca** e a fragilidade 6ssea
(Staessen et al., 1994; Kazantzis, 2004; Rigon et al., 2004; Prozialeck et al., 2007;
Thompson &Bannigan, 2008). O Cd** também pode induzir o desenvolvimento de cancer
de pulm&o e prostata, sendo por isso classificado como agente carcinogénico tipo | pela

Agéncia Internacional de Pesquisa em Céncer (IARC) (IARC, 1993; Huff et al., 2007).
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4. MECANISMOS DE TOXICIDADE DO CADMIO

A primeira linha de toxicidade do Cd** ocorre junto aos transportadores para metais
essenciais localizados na membrana celular. Tanto em células eucaridticas quanto em
procariéticas os fons Cd®* podem competir com elementos como Cu?*, Zn®*, Fe?*, Ca** ou
Mn®* por suas respectivas proteinas de importagdo, interferindo com o nivel normal de
captagdo destes metais (Himeno et al., 2002; Gomes et al., 2002; Bresseler et al., 2004;
Clemens, 2006; Balamurugan et al., 2009). Por outro lado, elementos essenciais como
ferro e calcio atuam como agonistas da captacdo de Cd** e por isso a baixa ingestdo
dietaria destes micronutrientes favorece a absorgdo intestinal e 0 acimulo de Cd** nos rins
e figado de mamiferos (Reeves & Chaney, 2008).

Em Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) foram identificados pelo menos trés
transportadores de membrana associados & captagdo de Cd*": Zrtlp, Smflp e Fetdp. A
proteina Zrt1 é um transportador de alta afinidade para Zn*, e as células mutantes para o
gene ZRT1 acumulam menos Cd** do que a linhagem selvagem (Gomes et al., 2002).
Além disso, o transporte de Zn?* mediado por Zrtlp é fortemente inibido pela presenca de
fons Cd?* (Gitan et al., 2003). O gene SMF1 codifica para uma proteina de membrana
plasmética descrita originalmente como um transportador de alta afinidade para Mn?*, mas
que também contribui para a importagdo de Cu** e Cd** (Liu et al., 1997). A captagéo de
Cd*" em leveduras também pode ser mediada pela proteina Fet4, a qual se caracteriza
como um importador de ferro de baixa afinidade (Dix et al., 1994; Jensen & Culotta,
2002).

Dentro das células a interacdo do Cd** com macromoléculas e rotas bioquimicas é
bastante complexa e é provavel que sua toxicidade provenha da soma de efeitos

pleiotropicos. Com base nos conhecimentos atuais, é possivel estabelecer trés linhas
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principais relacionadas aos efeitos nocivos deste metal: (i) a indug&o de estresse oxidativo;
(i) a interferéncia com as vias de sinalizagdo intracelular e (iii) a interferéncia com os

mecanismos de reparagdo de DNA (Beyersmann & Hartwig, 2008).

4.1. Geragao de estresse oxidativo

Em condicbes fisiolégicas, o Cd** ndo participa de reagdes de oxidorredugao.
Entretanto, diversos estudos demonstram que seus efeitos toxicos e carcinogénicos podem
ser provenientes da geracdo de estresse oxidativo. O tratamento com Cd®* aumenta os
niveis intracelulares de espécies reativas de oxigénio (ERO), peroxidacdo lipidica,
proteinas carboniladas e bases oxidadas no DNA (Stohs & Bagchi, 1995; Wétjen &
Beyersmann, 2004; Nzengue et al., 2008).

O estresse oxidativo gerado pelo Cd®* parece ser um efeito secundario de sua
interacdo com moléculas biol6gicas. Por exemplo, sabe-se que enzimas antioxidantes como
a glutationa redutase, a catalase e as superéxido dismutases sdo inibidas por fons Cd*
(Serafini et al., 1989; Balestrasse et al., 2005; Tandogan & Ulusu, 2007). A inibicdo da
catalase parece envolver a ligagdo do Cd** a0 anel imidazélico da enzima, o que impede a
decomposicdo de H,O, (Casalino et al., 2002). A inibicdo da superoxido dismutase 1
(SOD1) possivelmente resulta da substituicdo de fons Mn®* por Cd**, enquanto que a
inibicdo da superdxido disumutase 2 (SOD2) provém de alteracdes topoldgicas na estrutura
da enzima produzidas por sua ligagdo com Cd** (Casalino et al., 2002). No caso da
glutationa redutase, estudos cinéticos mostram que o Cd®* pode agir tanto como inibidor
competitivo para o substrato GSSG, quanto como inibidor ndo-competitivo para o
substrato NADPH (Serafini et al., 1989). Adicionalmente, os fons Cd®* tém grande

afinidade quimica pela glutationa (GSH; y-Glu-Cys-Gly), um tripeptideo que participa de
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uma serie de processos bioldgicos, incluindo a manutengdo do equilibrio redox e a
resisténcia antioxidante. A conjugagdo de fons Cd** com GSH pode reduzir a
disponibilidade intracelular desta molécula e, consequentemente, gerar estresse oxidativo
(Almazan et al. 2000; Wolf & Baynes, 2007).

Outra caracteristica relevante do Cd®* é que ele pode substituir o ferro na estrutura
de proteinas como a ferritina (Price & Joshi, 1983). O resultado dessa substituicdo é o
aumento do contetido intracelular de fons Fe?* no estado livre, os quais podem reagir com
H,O, pela reagcdo de Fenton produzindo radical hidroxila (OH™), conforme mostrado

abaixo:
H,0, + Fe** — Fe** + OH + OH"

As moléculas de OH™ sdo altamente reativas e atuam prontamente na oxidagédo de
biomoléculas como proteinas e lipidios de membrana (Valko et al., 2006; Halliwell &
Gutteridge, 2007).

A relagdo entre a toxicidade do Cd?* e a geragdo de estresse oxidativo também é
comprovada por estudos genéticos realizados em células de S. cerevisiae. Linhagens de
levedura mutantes para genes que codificam proteinas de defesa antioxidante como as
superdxido dismutases 1 e 2 (SOD1 e SOD2), a tiorredoxina redutase 1 (TRR1), a
glutationa redutase (GLR1) e as tiorredoxinas (TRX1, TRX2 e TRX3) apresentam aumento

de sensibilidade ao Cd** (Tamas et al., 2005).

4.2. Interferéncia com as vias de sinalizacéo intracelular e expressao génica

A manutengdo e a sobrevivéncia dos organismos vivos dependem da adequada
coordenagdo de processos vitais como o crescimento, a proliferacdo celular e a defesa
contra agentes estressores. Essa coordenacéo é mediada por mensageiros quimicos, ou seja,

moléculas que em resposta a estimulos intra ou extracelulares sdo capazes de modular a
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atividade de vias bioquimicas por sinalizarem para a modificagdo poés-traducional de
proteinas (em geral fosforilacdo) e/ou alteracdo da expressdo de determinados genes. Os
fons Ca**, as ERO e o AMP ciclico sio exemplos de mensageiros intracelulares (Nelson &
Cox, 2000; Halliwell & Gutteridge, 2007).

O tratamento com Cd?*, em geral, altera as concentracdes intracelulares de Ca®" e
isso pode influenciar a expressdo de genes que apresentam, em suas regides promotoras,
elementos de resposta a Ca”’, tal como o CREB (cAMP-response bindging protein)
(Takeda et al., 2007). Além disso, os fons de Cd** podem mimetizar os fons Ca** na
ligacdo a calmodulina, resultando na ativacdo de genes dependentes desta proteina (Chao
et al., 1984; Liu & Templeton, 2007).

O Cd** também pode interferir com a expressdo génica por meio da alteragdo do
equilibrio redox intracelular. O fator de transcricdo AP1 (Activator Protein 1) regula a
expressdo de diversos genes de resposta a estresse por um mecanismo que € sensivel ao
padréo redox da célula. A proteina AP1 é um heterodimero formado pelo produto dos
proto-oncogenes c-jun e c-fos (Halliwell & Gutteridge, 2007). Em células de mamiferos,
esses dois genes apresentam aumento de expressio em resposta a Cd** e esse aumento
pode ser mediado por alteragdes nos niveis de ERO (Wang & Templeton, 1998; Achanzar
et al., 2000; Tao etal., 2000).

A atividade de uma série de proteinas e enzimas pode ser regulada pelo seu padréo
de fosforilagdo. Nesse sentido, o controle adequado de cinases e fosfatases é fundamental
para a regulagdo das vias de sinalizacdo intracelular. O Cd®* é conhecido por induzir
cinases como a proteina cinase C, tirosina cinase e as MAPKSs cinases (Mitogen activated
protein kinase) ERK (Extracellular signal-activated kinase), JNK (Jun N-terminal kinase)

e p38 (Beyersmann et al., 1994; Larochelle et al., 2001; Saydam et al., 2002). As trés
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ultimas estdo envolvidas com o controle da proliferacdo e diferenciacdo celular (Waisberg
et al., 2003).

Os estudos recentes tém sugerido que o Cd®* pode ter efeitos epigenéticos sobre a
expressdo génica. A metilacdo do DNA é uma estratégia celular para a reducdo global da
expressdo génica e a hipometiliagdo estd associada com a superexpressdo de genes
indutores de carcinogénese (Hoffmann et al., 2005). Huang e colaboradores demonstraram
que a proliferagdo celular induzida por baixas concentragdes de Cd?* pode ser
correlacionada com o nivel de hipometilagdo global do DNA. Esses resultados apontam
para um novo mecanismo molecular relacionado aos efeitos carcinogénicos do Cd**

(Huang et al., 2008).

4.3. Interferéncia com os sistemas de reparacdo de DNA

Os sistemas de reparagdo de DNA séo as principais linhas de defesa contra os danos
causados por agentes ambientais ou pelo proprio metabolismo celular. O Cd?* interfere
com, pelo menos, trés vias de reparacdo distintas, a saber: reparagdo por excisédo de bases
(BER - base excision repair), reparacdo por excisdo de nucleotideos (NER - nucleotide
excision repair) e reparacdo de erros no emparelhamento de bases (MMR — mismatch
repair) (Giaginis et al., 2006). A via BER corrige pequenos danos gerados por oxidagao,
alquilagdo ou desaminagéo. O tratamento com Cd** diminue a eficiéncia de reparagdo de
bases oxidadas do tipo 8-hidroxiguanina e inibe a atividade de proteinas dos passos iniciais
do BER, tais como as glicosilases Fpgl de procariotos e OGG1 de eucariotos (Potts et al.,
2001; Potts et al., 2003). No caso da Fpgl, Dally e Hartwig (1997) sugeriram que

mecanismo de inibicdo pode envolver a substituicdo de Zn®* por Cd** em dominios dedo
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de zinco. A inibicdo da OGG1 pode ocorrer pela ligagdo de Cd?* em sitios de ligagéo para
Ca?* ou nos residuos Cys-253 e His-270 (Zharkov & Rosenquist, 2002).

A reparacdo por NER remove as leses de DNA maiores, como os dimeros de
pirimidina ou os 6-4 fotoprodutos gerados pela luz ultravioleta (UV), ou ainda danos
induzidos por cisplatina e alguns hidrocarbonetos aromaticos carcinogénicos (Giaginis et
al., 2006). A presenca de Cd** prejudica a interacéo de proteinas das fases iniciais do NER,
tais como a XPA e a subunidade p44 do fator de transcricdo TFHII, com suas sequiéncias
de ligacdo no DNA de células de mamiferos (Asmuss et al., 2000; Houben et al., 2005).
Essa interferéncia pode ser resultado da substituicio de fons Zn?* por fons Cd** em
dominios “dedo de zinco” presentes nas referidas proteinas (Asmuss et al., 2000; Houben
et al., 2005; Giaginis et al., 2006).

O Cd?* também interfere com a via MMR cuja finalidade é reparar insercdes,
delecdes ou incorporacéo erronea de bases. Jin e colaboradores (2003) demonstraram que
baixas doses de Cd** induzem hipermutabilidade em células de S. cerevisiae e que este
efeito esta relacionado com a inibicdo de MMR. Essa inibicdo ocorre por meio da
inativacdo da atividade de ATPase do heterodimero Msh2p-Msh6p — o qual atua no
reconhecimento precoce de erros de pareamento base-base e de insergdes/delecBes que
levam a mudanca no quadro de leitura do DNA (Banerjee & Flores-Rozas, 2005).

Recentemente, Serero e colaboradores (2008) demonstraram que em S. cerevisiae a
inativacdo das proteinas Rad27 (Radiation sensitive 27) ou Dna2 (DNA synthesis defective
2) resulta em hipersensibilidade ao Cd**. A Rad27p é uma exonuclease 5'—3" que atua na
reparacdo por excisdo de bases e na maturagdo dos fragmentos de Okazaki durante a
replicacdo. A Dna2p também atua no processamento destes fragmentos, apresentando

dominios de atividade de helicase, nuclease dependente de ATP e ATPase dependente de
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DNA. Os resultados deste trabalho sugerem que o processamento dos fragmentos de
Okazaki durante a replicacdo do genoma também séo alvo da toxicidade do Cd?* (Serero

et. al, 2008).

5. MECANISMOS DE DESINTOXICAGAO DE CADMIO

Os organismos vivos possuem diferentes estratégias para se proteger dos efeitos
téxicos do Cd**. Em procariotos, a principal estratégia de desintoxicagdo envolve a
exportacdo do metal para o meio extracelular por proteinas de efluxo dependentes de ATP
(Silver & Phung, 2005). Nos eucariotos a desintoxicacio de fons Cd®* ocorre,
primariamente, por meio de sua conjugacdo com peptideos ou proteinas ricas em
grupamentos tidlicos como a GSH, as fitoquelatinas e as metalotioneinas.

A GSH (y-Glu-Cys-Gly — Figura 1) estd presente em praticamente todos 0s
organismos de vida aerdbica e é necessaria para o adequado funcionamento de diversos
processos bioldgicos tais como manutencdo do equilibrio redox, prote¢do antioxidante,
tamponamento intracelular, resisténcia a choque térmico e desintoxicacdo de xenobioticos
(DeLeve & Kaplowitz, 1990; Wang & Ballaroti, 1998; Ballatori et al., 2009). Esse
tripeptideo é sintetizado em duas reacOes sequenciais, sendo a primeira catalisada pela
enzima y-glutamilcisteina sintetase e a segunda pela enzima glutationa sintetase (Halliwell
& Gutteridge, 2007). Em S. cerevisiae, a primeira enzima é codificada pelo gene GSH1 e
regulada pelos fatores de transcrigdo Yapl (Yeast AP-1) e Skn7 (Suppressor of kre null 7),
j& a segunda é codificada pelo gene GSH2 e parece ter expressdo constitutiva (Penninckx,
2002). A GSH auxilia na desintoxicacdo do Cd** por se ligar aos fons Cd** formando
complexos cadmio-bis(glutationato) (Cd-[GS].) (Li et al., 1997). Além de serem menos

nocivos do que os fons Cd?* livres, os complexos podem ser exportados para o ambiente
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extracelular ou importados para o interior do vactolo, como ocorre em S. cerevisiae (Li et

al., 1996; Nagy et al., 2006).
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Figura 1. Estrutura da glutationa (y-L-glutamil-L-cisteinilglicina). O grupamento reativo da
GSH é o tiol da cisteina (indicado pela seta), que atua como captador de espécies reativas de

oxigénio e de metais pesados, principalmente ions cddmio. Adaptado de Huber & Almeida, 2008.

As fitoquelatinas (FQs — Figura 2) sdo polimeros (y-Glu-Cys),.11-Gly sintetizados a
partir de GSH pela agéo da fitoquelatina sintase (FQS). Essa enzima catalisa a converséo
de GSH em y-glutamilcisteina (y-EC) e glicina, seguida da transferéncia sequencial de
unidades y-EC para uma nova molécula de GSH ou para uma FQn (fitoquelatina com n
subunidades; Hirata et al., 2005). A ativacdo da FQS depende da presenca de ions
metalicos como zZn®*, Hg?*, Cd*, Fe**, AI**, Cu®* e Pb*", sendo que os fons Cd** séo os
ativadores mais potentes (Mendoza-Coézatl et al., 2005). As FQs sdo encontradas em
plantas, nematodos e na levedura Schizosaccharomyces pombe, mas ndo estdo presentes
em células de mamiferos ou em S. cerevisiae (Cobbett & Goldsbrough, 2002; Hirata et al.,
2005). Assim como a GSH, as FQs formam complexos com fons Cd**, inativando-os e
permitindo sua compartimentalizagdo intracelular (Ortiz et al., 1995; Vido et al., 1999;

Hirata et al., 2005).
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Figura 2. Estrutura das fitoquelatinas. (A) Estrutura primaria e (B) Estrutura do complexo FQ-
Cd*. Fonte: Hirata et al., 2005.

As metalotioneinas (MTs — Figura 3) sdo proteinas ligantes de metal que se
caracterizam por apresentarem baixo peso molecular e por serem ricas em cisteina.
Diferentemente da GSH e das FQs, as MTs sdo codificadas por genes e, portanto,
sintetizadas a partir da traducéo de seus respectivos RNA mensageiros nos ribossomos. Os
genes codificadores de MTs foram identificados em procariotos, mamiferos, plantas e
eucariotos unicelulares (Cobbett & Goldsbrough, 2002). Em células de mamiferos, as MTs
parecem exercer papel central na desintoxicacdo de Cd**. Camundongos e linhagens de
células de mamiferos que ndo expressam MTs sdo altamente sensiveis & toxicidade do
cd*, enquanto que a superexpressao de MTs em células de camundongo confere
resisténcia ao metal (Michalska et al., 1993; Masters et al., 1994; Liu et al., 1995). Por
outro lado, em S. cerevisiae as MTs ndo tém uma participacdo relevante na desintoxicagdo
de Cd®*. Neste organismo foram identificados dois genes que codificam para MTs: CUP1 e
CRS5. A delegdo de CRS5 resulta em aumento de sensibilidade ao cobre, mas ndo ao Cd**
(Cullota et al., 1994). Da mesma forma, os mutantes cuplA ndo apresentam aumento de
sensibilidade a Cd** e 0 gene CUP1 n#o é induzido em resposta ao tratamento com este

metal (Vido et al., 2001).
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Figura 3. Estrutura tridimensional da metalotioneina. A imagem representa a estrutura
cristalina de MT de figado de ratos complexada com Zn (setas vermelhas) e Cd (setas azuis). Os
residuos 1 a 30 constituem o dominio B amino terminal e os residuos 31 a 61 constituem o
dominio o carboxi terminal. Os dominios o e B s@o unidos por um segmento conservado Lys-Lys

e podem ligar, respectivamente, quatro e trés atomos de zinco ou cadmio. Fonte: Romero-Isart &

5.1. Desintoxicacao de cadmio em S. cerevisiae

Em S. cerevisiae a principal rota para a desintoxicacdo de Cd** envolve a
conjugacdo de fons Cd** com GSH, formando complexos Cd.[GS]z, 0s quais sdo
transportados para o interior do vacuolo pela proteina Ycfl (Yeast cadmium factor 1) (Li et
al., 1997).

A Ycfl é uma proteina de membrana vacuolar pertencente & familia de
transportadores ABC (ATP-binding cassete), subfamilia ABCC/MRP de proteinas
associadas a resisténcia a multiplas drogas (Multidrug resistance proteins). Essa proteina
catalisa o transporte de uma ampla variedade de substratos, incluindo substratos end6genos

conjugados a GSH, complexos Cd—[GS].,, glutationa dissulfeto (GSSG) e GSH livre (Li et
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al., 1996, Li et al., 1997; Chaudhuri et al., 1997; Rebbeor et al., 1998; Sharma et al.,
2002). Além disso, é homologa as proteinas humanas MRP1 (Multidrug resistance
associated protein 1) e hCFTR (human Cystic fibrosis_transmembrane conductance
regulator) (Szczypka et al., 1994; Li et al., 1996).

A estrutura da Ycflp compreende a presenca de dois dominios transmembrana
(MSD1 e MSD2) e dois dominios citosdlicos de ligacdo a nucleotideos (NBD1 e NBD2),
além de uma longa expansdo N-terminal (NTE) que é caracteristica dos membros da
subfamilia ABCC (Figura 4) (Paumi et al., 2008). Nessa expansdo existe um terceiro
dominio transmembrana (MSDO) e ainda uma alca citosélica (LO) cuja delegdo acarreta em
perda de resisténcia ao Cd** (Mason & Michaelis, 2002).

A atividade da proteina Ycflp pode ser regulada tanto ao nivel de transcricéo
quanto por modificacBes pos-traducionais. MutacBes que impedem a fosforilagdo dos
residuos Ser’® e Thr®*! resultam em reducdo da capacidade de transporte de Ycflp e
aumento da sensibilidade ao Cd** (Eraso et al., 2004). Por outro lado, o residuo Ser®!
regula negativamente a atividade da proteina e, por consequéncia, € possivel aumentar a
resisténcia a0 Cd** in vivo impedindo a fosforilacdo desse residuo por mutacdo ou por
delecdo do gene CKA (Casein kinase alpha subunit 1) — que codifica a subunidade
catalitica da serina/treonina cinase Il (Paumi et al., 2008). Em termos de transcri¢éo, sabe-
se que a expressdao do gene YCF1l em resposta ao Cd** é controlada pelo fator de
transcricdo Yaplp, que € homoldgo ao AP1 de humanos. Em linhagens selvagens de S.
cerevisiae, a superexpressdo de YAP1 ativa a regido promotora do gene YCF1 e confere

resisténcia ao Cd**. Essa resisténcia, entretanto, é perdida em mutantes ycf1A (Wemmie et

al., 1994).
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Figura 4. Estrutura da proteina Ycfl. Os dominios transmembrana (MSD1 e MSD2) e os
dominios de ligacdo de nucleotideos (NBD1 e NBD2) formam o niicleo ABC, presente em todas as
proteinas da familia ABC. A expansdo N-terminal (NTE) é caracteristica da subfamilia
ABCC/MRP e contém uma regido transmembrana (MSDO) e uma alca citos6lica (LO). A
fosforilacdo dos residuos S908 e T911 regula positivamente a atividade da proteina, enquanto que a

fosforilacdo de S251 resulta em regulagdo negativa. Adaptato de Paumi et al., 2008.

A compartimentalizagdo de Cd?* no vactiolo das células de S. cerevisiae também
pode ser mediada pelos transportadores Bptlp e Zrclp. Assim como a Ycflp, a proteina
Bptl (Bile pigment transporter 1) € um transportador da familia MRP localizado na
membrana vacuolar e que pode transportar moléculas conjugadas a GSH ou glucoronato.
Foi demonstrado que essa proteina contribui para a resisténcia a0 Cd®* em mutantes ycf1A
(Sharma et al., 2002). Entretanto, em linhagens selvagens a delecdo isolada de BPT1 néo
altera o fenétipo de sensibilidade ao metal, o que indica a contribuigdo de Bptlp para a sua
desintoxicacdo é pouco expressiva quando comparada com a contribuicdo da Ycflp
(Sharma et al., 2002). A proteina vacuolar Zrcl (Zinc resistance conferring 1) € membro

da familia CDF (Cation diffusion facilitator) e sua fungéo original é estocagem de Zn** no
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vacuolo. Entretanto, atua também como um supressor da toxicidade provocada por altas
concentracBes de Zn** ou por Cd** (Kaminozo et al., 1989).

Outra estratégia utilizada por células de S. cerevisiae para conter a toxicidade do
Cd?* é baseada no efluxo do metal para 0 ambiente extracelular. Existem, pelo menos, trés
proteinas de membrana celular que podem auxiliar na desintoxicacdo de Cd*, sdo elas:
Pcalp, Alrlp e Yorlp. A proteina Pcal (P-type cation-transporting ATPase) foi a primeira
a ser caracterizada como uma bomba de efluxo especifica para Cd** em células
eucarioticas. Essa proteina é regulada por um mecanismo pos-traducional que envolve seu
rapido deslocamento para a membrana plasmatica em resposta ao Cd** (Adle et al., 2007).
Os fons Cd?* estabilizam a estrutura da proteina impedindo que ela seja marcada para
degradacdo pela ligacdo da molécula de ubiquitina. Na auséncia do metal, a Pcalp sofre
ubiquitinacdo e é degrada no proteassoma antes de atingir a membrana plasmaética. Esta
regulagdo, mediada pelo proprio substrato, permite uma resposta celular rapida e eficiente
para a desintoxicacdo de Cd** (Adle & Lee, 2008).

O gene ALR1 (Aluminum resistance 1) codifica um transportador de membrana
associado com a homeostase de Mg?*. A delecéo deste gene aumenta a sensibilidade ao
Cd* e favorece seu actimulo em células de levedura (Kern et al., 2005). O transportador
Yorlp (Yeast oligomycin resistance 1) é um membro da familia ABC que difere da Ycflp
por ndo apresentar a expansdo transmembrana na regido N-terminal e por ficar localizado
na membrana plasmatica. A superexpressdo de YOR1 em mutantes ycflA restaura o
fendtipo selvagem de tolerancia ao Cd** e diminui o acimulo intracelular do metal.
Entretanto, esses efeitos sdo observaveis apenas em células cultivadas em baixas

temperaturas (Nagy et al., 2006).
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Embora a desintoxicagdo de Cd** possa ser associada ao funcionamento de
proteinas individuais, as andlises de fendtipo e de expressdo génica em larga escala
apontam para alteracbes mais globais no metabolismo intracelular de S. cerevisiae em
resposta a presenca desse metal. Sob esta perspectiva, as proteinas associadas ao trafego
intracelular de vesiculas emergem como um novo grupo que responde ao estresse induzido
por Cd* e outros metais (Ruotolo et al., 2008; Jin et al., 2008). Recentemente foram
identificadas aproximadamente 40 proteinas que participam do processo de transporte
vesicular em S. cerevisiae cuja delecio aumenta a sensibilidade a Cd** (Ruotolo et al.,
2008; Anexo 1). A maioria destas proteinas atua em uma das vias de transporte associadas
ao tréfego de vesiculas do complexo de Golgi ou do complexo pré-vacuolar — um corpo
multivesicular que recebe vesiculas endossomais e do Golgi, e as direciona para o vactolo
ou de volta ao Golgi (Bowers & Stevens, 2005). Acredita-se que a regulagdo do transporte
vesicular pode afetar a toleréncia a metais por pelo menos trés mecanismos distintos: (i)
diminuindo o nivel de transportadores de membrana que permitem o influxo de metais por
meio de sua endocitose; (ii) enviando para a membrana plasmatica maior nimero de
proteinas que permitem efluxo de metais e (iii) direcionando para o vactolo as proteinas
necessarias para seu funcionamento adequado nos processos de desintoxicacdo celular

(Ruotolo et al., 2008; Jin et al., 2008).

6. CALCIO NO CONTEXTO BIOLOGICO

O célcio (Ca*), elemento essencial para os organismos vivos, participa de uma
ampla variedade de processos bioldgicos, incluindo morfogénese, neurotransmisséo,
contragdo muscular, adesdo, proliferacdo e morte celular (Dunican & Doherty, 2000;
Maeda et al., 2007; Rimessi et al., 2008; Verkhratsky et al., 2009). Nos vertebrados, o

Ca?* também é um componente critico da matriz extracelular do tecido 6sseo e do tecido
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cartilaginoso (Arana-Chavez & Bradaschia-Correa, 2009). Adicionalmente, o Ca®* se
destaca como um mensageiro intracelular universal, papel que assumiu gragas a sua
abundancia na crosta terrestre e a suas caracteristicas quimicas favoraveis (Schaub &
Heizman, 2008). fons divalentes como Ca®* e Mg?** formam complexos mais estéveis e
especificos com compostos organicos do que ions monovalentes como Na* e K*. Em
relacdo aos fons Mg?*, os fons Ca®* tém uma configuracéo eletronica que permite maior

flexibilidade na coordenacéo com proteinas ligantes (Schaub & Heizman, 2008).

6.1. Aspectos gerais da homeostase de calcio em células eucaridticas

A ligagdo do Ca?* com pirofosfato ou fosfato inorganico provenientes da quebra de
ATP resulta na formagéo de sais insoliveis, o que limita sua solubilidade no citosol
(Schaub & Heizman, 2008). Essa baixa solubilidade obriga as células a eliminarem Ca?*
para o meio extracelular ou a armazena-lo em compartimentos especificos como o reticulo
endoplasmatico (RE) das células eucariéticas. Dentro do RE, a estocagem de Ca’* é
facilitada pela presenca de proteinas tamponantes como as calsequestrinas. Uma Unica
molécula de calsequestrina pode se ligar com até 40 moléculas de Ca?* (Beard et al., 2008;
Schaub & Heizman, 2008). O resultado é que o nivel citos6lico de Ca®* normalmente fica
em torno de 10”"M, enquanto que o nivel armazenado no RE, bem como o observado no
fluido extracelular de mamiferos, pode atingir concentragdes de até 10°M (Alberts et al.,
2004; Schaub & Heizman, 2008).

Desta forma, quando um estimulo transiente induz a abertura de um canal de Ca?
da membrana plasmética ou do RE, a concentragdo de Ca”" no citoplasma pode aumentar

de 10 a 20 vezes muito rapidamente. Este aumento é um sinal intracelular (sinal de Ca®")

que culmina com a ativagdo de uma série de proteinas responsivas ao Ca’*, as quais podem
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redirecionar o funcionamento de processos intracelulares até que o estimulo cesse e a
concentragdo citoplasmética do metal retorne para os niveis basais (Alberts et al., 2004).

A geracdo de sinais de Ca?* depende, portanto, da captacdo do metal a partir do
meio extracelular ou de sua mobilizagdo a partir de estoques intracelulares (por exemplo,
RE). A entrada de Ca* através da membrana plasmatica pode ser mediada por canais que
respondem a alteragdes no potencial de membrana (VGCCs, voltage-gated Ca®* channels)
ou por canais que funcionam como receptores e que se abrem em resposta a estimulos do
meio extracelular (TRPCs, transient receptor potential channels) (Nowycky & Thomas,
2002). Adicionalmente, o Ca®* extracelular pode ser captado em resposta a redugdes
significativas no contetido de Ca* estocado no RE. Este mecanismo é chamado de entrada
capacitativa de Ca®* (CCE, capacitative calcium entry) e, embora néo se conhegam 0s
detalhes de sua operagdo, acredita-se que nos eucariotos superiores ela seja mediada por
canais idnicos da familia dos TRPCs (Nowycky & Thomas, 2002).

Na membrana do RE existem dois grupos bem caracterizados de canais que
contribuem para a mobilizacdo do Ca”": os receptores de inositol 1,4,5 trifosfato (IP3) e 0s
receptores rianodina (RYR), que recebem este nome por serem sensiveis a rianodina, um
alcaloide de origem vegetal (Berridge et al., 2000; Nowycky & Thomas, 2002). A via que
leva & abertura dos canais de IP3 é um exemplo classico da sinalizagdo mediada por Ca*".
Nesta via, 0s sinais sdo recebidos por receptores de membrana acoplados a proteina G. A
ativacdo do receptor estimula a ativacdo da proteina G que, por sua vez, estimula uma
enzima da familia das fosfolipases de membrana a produzir IP3 e 1,2-diacilglicerol (DAG)
pela hidrolise de fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2). O IP3 se difunde até o RE e

promove a abertura dos receptores IP3. O Ca®" liberado a partir destes receptores pode
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ativar uma série de proteinas reguladoras, incluindo a proteina cinase C (dependente de
DAG e Ca?") e a calmodulina (Nelson & Cox, 2000; Berridge, 2008).

A calmodulina € uma proteina pequena, que possui quatro sitios de ligacdo para
Ca?* e que é altamente conservada. Nas células eucariéticas, esta proteina é o principal
alvo dos sinais de Ca?* e é também essencial para a sobrevivéncia (Kahl & Means, 2003;
Yamniuk & Vogel, 2004). Quando a calmodulina é ativada pela ligacdo de pelo menos
dois fons Ca’*, sua estrutura sofre modificagdes conformacionais que permitem que ela se
ligue em diferentes proteinas alvo e module suas atividades. Existem mais de uma centena
de proteinas que possuem sitios de ligacdo para calmodulina, incluindo a calcinerina
serina/treonina fosfatase e uma familia multifuncional de cinases dependentes de
Ca?**/calmodulina (Yamniuk & Vogel, 2004).

Quando o estimulo que gerou um sinal de Ca®* cessa, as células precisam
restabelecer a concentragdo basal do metal no citoplasma. Este processo depende do
bombeamento ativo de fons Ca?* para o limen de organelas ou para 0 meio extracelular.
Nos eucariotos superiores, a captagio de Ca?* pelo RE é mediada por Ca**-ATPases da
familia SERCA [sarco(endo)plasmic reticulum Ca**-ATPase pumps], enquanto que o
bombeamento do metal para o meio extracelular é feito pelos transportadores PMCA
(plasma membrane Ca’*-ATPases). Essas duas familias de proteinas s&o compostas por
ATPases cuja atividade de transporte depende de autofosforilacdo durante o ciclo catalitico
(P-type ATPases) (Carafoli & Brini, 2000; Wuytack et al., 2002).

A retirada de Ca** do citosol pode ocorrer ainda pelo bombeamento do metal para o
complexo de Golgi, onde séo expressos transportadores SERCA e SPCA (secretory-
pathway Ca?* ATPases). Os membros da familia SPCA também séo ATPases dependentes

de autofosforilagéo. Entretanto, diferem dos transportadores SERCA por se localizarem
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exclusivamente nos compartimentos finais do Golgi e por transportarem apenas uma
molécula de Ca?* ou Mn®* a cada ciclo catalitico (proteinas SERCA transportam duas
moléculas de Ca®* por ciclo e ndo tem afinidade por Mn?*) (Missiaen et al., 2007). Cabe
aqui ressaltar que o Ca*" retido no RE e complexo de Golgi ndo apenas participa da
sinaliza¢do intracelular, mas também é fundamental para processos de modificagdo pds-
traducional e trafego de proteinas ao longo da via secretoria (Missiaen et al., 2007). Além
disso, o préprio Ca** pode ser concentrado e enviado para o fluido extracelular por
vesiculas secretdrias. Por exemplo, a secrecdo de leite pelas glandulas mamérias envolve a
producdo de vesiculas contendo caseina, lactose e Ca?* em concentragdes superiores a 107
M (Neville & Peaker, 1979; Wuytack et al., 2003).

A mitocéndria é outra organela que participa do controle de distribuicéo interna de
Ca?*. O gradiente eletroquimico gerado pela cadeia transportadora de elétrons pode
impulsionar a captacio de Ca?* por um sistema uniporte de baixa afinidade. Devido a essa
baixa afinidade, a entrada de Ca®* é mais eficiente quando a mitocondria esta préxima dos
canais que liberam o metal (canais do RE). Uma vez que o nivel basal de Ca?* tenha sido
restabelecido, a mitocondria pode exportar para o citoplasma os fons Ca®* que armazenou.
Este processo é mediado por um antiporte Na*/Ca* e, em condicbes especificas, pelo poro
de transicdo de permeabilidade (PTP) (Berridge et al., 2000; Leung & Halestrap, 2008).

Neste contexto de alternancia entre captagdo e liberagdo, a mitocondria contribui
para modular a amplitude e a resposta espago temporal dos sinais de Ca?* (Berridge et al.,
2000). Por exemplo, em células de mamiferos as alteragdes no padrdo de distribuicdo
interna de Ca?* estfio associadas com a sinalizagdo de morte celular programada. Em
particular, a redistribuicdo de Ca** do reticulo endoplasmatico para a mitocondria, gerando

oscilages controladas nos niveis de Ca®*, é um evento essencial para a que as células
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sejam direcionadas para viver ou para morrer em resposta a determinados estimulos (Rong

& Distelhorst, 2008).

6.2. Proteinas associadas a homeostase de célcio em S. cerevisiae

Nos eucariotos superiores, as familias de proteinas que controlam a homeostase de
Ca?* sdo compostas por diversos membros e isoformas tecido-especificas. Em S.
cerevisiae, entretanto, a captagéo e a distribuicédo intracelular deste metal sdo reguladas por
um pequeno grupo de proteinas (Bonilla & Cunningham, 2002). Um modelo de
funcionamento integrado destas proteinas é apresentado na figura 5.

Na membrana plasmética das células de levedura, a entrada de Ca** é mediada pelo
produto dos genes CCH1 (Calcium channel 1) e MID1 (Mating pheromone-induced death
1). A proteina Cchl é um canal de Ca®* de alta afinidade, homéloga & subunidade catalitica
presente nos canais VGCCs de eucariotos superiores (Paidhungat & Garret, 1997; Ida et
al., 2007). Midl é uma proteina integral que se colocaliza com Cchlp na membrana
plasméatica, mas que também é expressa na membrana do RE (Locke et al., 2000;
Yoshimura et al., 2004). Estas duas proteinas trabalham em conjunto formando um sistema
de captacéio de Ca”* de alta afinidade, onde a Mid1p parece ter fungdo regulatéria sobre a
Cchlp. Ambas as proteinas sdo importantes na regulacdo de alguns processos dependentes
de sinais de Ca?*, tais como inducdo de acasalamento, tolerancia ao excesso de ferro,
toleréncia ao frio e resposta ao estresse alcalino (Paidhungat & Garret, 1997; Fischer et al.;
1997; Viladevall et al., 2004; Peiter et al.; 2005).

Além do sistema de alta afinidade formado por Cchlp/Midlp, um sistema de
captacdo de baixa afinidade parece contribuir para a entrada de Ca’* nas células de

levedura durante a fusdo celular do acasalamento. Este sistema ainda ndo estd bem
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caracterizado, mas existem evidéncias de que um de seus constituintes seja a proteina
integral de membrana Figl (Factor-induced gene 1). Os mutantes figlA sdo deficientes no
passo de fusdo célula-célula durante o acasalamento e esta deficiéncia pode ser suprimida

pela presenca de altas concentracdes de Ca** (Erdman et al., 1998; Muller et al., 2003).
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Figura 5. Homeostase de calcio em células de S. cerevisiae. Um canal tipo VGCC (representado
por Midlp) promove o influxo de Ca** em resposta ao estresse provocado pela diminuicdo dos
estoques de calcio no complexo de Golgi e RE. O calcio citosélico é bombeado para o complexo de
Golgi pela Pmrlp (da familia SPCA) e, possivelmente, para o RE pela Codlp — a qual também pode
transportar Mg?*. A entrada de célcio no vactolo é mediada por Pmclp (da familia PMCA) e pelo
trocador de H*/Ca®* (Vcxlp). O modelo também inclui a bomba de H* Vmalp que prové forca
préton motriz para concentrar Na" pelo trocador H*/Na® (Nhx1) e CI" por um canal sensivel a
voltagem (Geflp). A proteina Yvcl (homéloga aos TRPCs de mamiferos) libera Ca*" e
possivelmente Na* e CI" em resposta ao choque osmético, gerando um sinal de calcio. RE: Reticulo
endoplasmatico; Golgi: complexo de Golgi; Vac: vactolo. Adaptado de Bonilla & Cunningham,

2002.
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Em leveduras, a estocagem de Ca”* e o controle da sua distribuicdo intracelular séo
funcbes atribuidas principalmente ao vacuolo e ndo ao RE. De fato, a proteina Cod1/Spfl
(Sensitivity to Pichia farinosa killer toxin 1) é a Gnica ATPase transportadora de Ca®*
presente no RE das células de S. cerevisiae, sendo necesséria tanto para a manutencéo da
homeostase de Ca®* quanto para o funcionamento adequado da organela. A interrupgéo do
gene COD1 provoca 0 aumento na concentragdo intracelular de Ca®* e o aumento da
transcricdo de genes regulados pelo metal, além de ativar constitutivamente a via de
resposta a proteinas mal enoveladas (Cronin et al., 2002). Entretanto, um estudo realizado
por Cronin e colaboradores (2002) indica que o substrato preferencial da Codlp pode ser
Mg?* e ndo Ca®*, sugerindo que a participagéo desta proteina na homeostase de Ca?* pode
ser indireta (Cronin et al., 2002).

O vacUolo das células de S. cerevisiae controla a homeostase de Ca®* por meio da
atuacéo de trés transportadores: Yvclp, Vcx1p e Pmclp. O gene YVCL (Yeast vacuolar
conductance 1) codifica um canal ibnico homdélogo aos TRPCs de eucariotos superiores e
que atua na liberacdo de Ca®" para o citosol em resposta ao estresse osmético (Palmer et
al., 2001; Denis & Cyert, 2002). A abertura de Yvclp pode ser induzida por alteragdes
mecanicas e possivelmente por alteracdes no potencial de membrana e no préprio nivel de
Ca?" (Palmer et al., 2001; Zhou et al., 2003).

A proteina Vex1 (Vacuolar H*/Ca®* exchanger 1) é um trocador H'/Ca®* que se
caracteriza como um sistema de alta capacidade e baixa afinidade para entrada de Ca** no
vactiolo, o qual participa da restauragdo dos niveis basais de Ca®* ap6s sua elevagio
abrupta no citosol (Miseta et al., 1999). Em 2002, Denis e Cyert demonstraram pela
primeira vez que as células de S. cerevisiae, assim como as de eucariotos superiores,

podem gerar sinais de Ca®* pela mobilizacdo do metal a partir de um estoque interno. No
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mesmo trabalho foi observado que a sinalizacdo de resposta a estresse osmotico
compreende a abertura de Yvcip gerando um aumento transiente na concentragdo de Ca**
no citosol com subsequente restauragdo dos niveis basais devido a atividade primaria de
Vcx1 (Denis & Cyert, 2002).

O gene PMC1 (Plasma membrane calcium 1) codifica uma ATPase que transporta
Ca?* com alta afinidade do citoplasma para o vactolo e cuja seqiiéncia primaria de
aminodacidos possui 40% de identidade com diferentes isoformas de transportadores da
familia PMCA de mamiferos (Cunningham & Fink, 1994). A proteina Pmcl atua na
manutencdo da homeostase de Ca?*, mas ndo é essencial para a sobrevivéncia das células
de S. cerevisiae em condigdes normais de cultivo. Entretanto, na auséncia de Pmclp as
células tornam-se mais sensiveis & presenca de concentragdes elevadas de Ca** e diminuem
a concentragdo do metal estocada dentro do vactolo (Cunningham & Fink, 1994).

Além da Codlp (na membrana do RE) e da Pmclp (vacuolar), as células de S.
cerevisiae possuem uma ATPase localizada na membrana do complexo de Golgi, a Pmrlp,
que é a principal bomba de Ca®* neste organismo (Marchi et al., 1999). A proteina Pmril
(Plasma membrane ATPase related 1) faz parte da familia SPCA e ¢é ortdloga da SPCA1
humana (Rudolph et al., 1989; Missiaen et al., 2007). As mutagbes no gene
SPCAL1/ATP2C1 estdo associadas ao desenvolvimento da doenca de Hailey-Hailey,
caracterizada por erupgdes e descamacg0es recorrentes na pele (Kellermayer, 2005).

A Pmrlp catalisa a importagdo de fons Ca?* e Mn?* para o interior do complexo de
Golgi, onde sdo necessarios para o adequado processamento e trafego de proteinas ao
longo da via secretéria (Rudolph et al., 1989; Dirr et al., 1998). Na auséncia desta
proteina, as células ndo conseguem manter os niveis adequados de Ca®* nos

compartimentos da via secretdria e, como consequéncia, aumentam a captagdo do metal a
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partir do meio extracelular e passam a acumular mais Ca** no citoplasma. Este processo é
similar a0 mecanismo de entrada capacitativa de Ca®* que ocorre nas células de mamiferos
e é dependente da atividade do sistema de transporte Cchlp/Midlp (Csutora et al., 1999;
Locke et al., 2000).

Outra fungdo da Pmrlp é auxiliar na desintoxicagdo de manganés quando este se
encontra em altas concentragbes no citoplasma. Neste processo, a Pmrlp promove a
captagdo de manganés para o complexo de Golgi e sua consequente eliminagdo para o
meio extracelular por meio de vesiculas secretérias (Culotta et al., 2005). Adicionalmente,
a Pmrlp também contribui para a tolerancia a0 Cd** por um mecanismo possivelmente
analogo ao que opera na desintoxicacdo de manganés. A interrup¢do do gene PMR1
provoca um aumento pronunciado na sensibilidade a0 Cd** e favorece o actimulo deste
metal nas células de leveduras (Lauer Junior et al., 2008).

Em S. cerevisiae os transportadores de Ca** sdo controlados primariamente pela via
sinalizada por calmodulina-calcinerina. A Vcx1p é regulada negativamente por calcinerina
por um mecanismo pds-traducional. J4 a expresséo de PMR1 e PMC1 é regulada
positivamente pela calcinerina por meio da ativacdo do fator de transcrigdo Crzlp/Tnzlp
(Cunningham & Fink, 1994; Cunningham & Fink, 1996; Matheos et al., 1997;
Stathopoulos & Cyert; 1997). A calcinerina também pode influenciar a atividade do
complexo Cchlp/Midlp durante a sinalizacdo de acasalamento. Neste caso, a fosfatase é
necesséaria para promover a inibicdo da captacdo de Ca** por este complexo, por um

sistema de retroalimentacéo (Muller et al., 2003).
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7. INFLUENCIA DO CADMIO SOBRE AS FUNGCOES BIOLOGICAS DO CALCIO

Em solucéo aquosa os 4&tomos de Cd** assumem a forma de cétions divalentes com
raio i6nico muito similar ao observado nos fons Ca?* (0,97 A para o Cd?* contra 0,99 A
para o Ca’"). Esta semelhanca explica a afinidade dos fons Cd®* por uma série de proteinas
com dominios de ligagdo para Ca’*. De fato, o Cd®* interfere com o funcionamento de
diversos processos biolégicos dependentes de Ca’* e esta interferéncia pode ser uma de
suas linhas de toxicidade.

O Cd** pode, por exemplo, se ligar & troponina C (TnC), que tem participagio
fundamental no processo de contracdo muscular. A ligagdo dos fons Cd®* com a TnC
ocorre de maneira cooperativa, provocando alteragdes conformacionais que séo similares
aquelas induzidas pelo Ca®* (Drakenberg et al., 1987; Chao et al., 1990). Da mesma forma,
os fons Cd** podem se ligar a todos os sitios de Ca®* presentes na CaM e promover a
expressdo de genes dependentes desta proteina (Chao et al., 1984; Akiyama et al., 1990;
Liu & Templeton, 2007).

Em células do epitélio renal, o Cd®* substitui o Ca®* nas E-caderinas, prejudicando
a adesdo célula-célula. As caderinas sdo moléculas de adesdo dependentes de Ca®*. Na
presenca deste metal, as células adjacentes expressando o mesmo tipo de caderina formam
pontos de contato estiveis entre si, por um processo conhecido como adesdo homotipica.
Na presenca de Cd** a unio intercelular promovida pelas E-caderinas ndo é efetiva e por
consequéncia a proliferacdo celular fica comprometida (Prozialeck et al., 2003; Pokutta &
Weis, 2007; Beyersmann & Hartwig, 2008).

A deposicdo de Cd?* em células dsseas interfere com a calcificagdo, descalcificagdo
e a remodelamento do tecido dsseo, provocando osteodistrofias no sistema esquelético

(Goyer, 1997; Kazantzis, 2004). J4 no sistema nervoso central, o Cd** pode competir com
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Ca?" e prejudicar o desenvolvimento cognitivo (Goyer, 1997). Em células de tabulos renais
de ratos, a exposicdo ao Cd®* resulta na inibicdo da atividade de ATPases de Ca** o que,
provavelmente, é um efeito secundério resultante da perda do potencial de membrana
mitocondrial e aumento na producdo de ROS (Wang et al., 2009).

O tratamento com Cd?* provoca alteragdes na homeostase interna de Ca®* nas
células de mamiferos. Em especial, uma série de trabalhos tem associado o aumento da
concentragdo intracelular de Ca®* com a sinalizacéo para a apoptose induzida por Cd**. Liu
e colaboradores (2007) demonstraram que 0 Cd*" aumenta o contelido de Ca** em células
de carcinoma da tireide por alterar o potencial da membrana mitocondrial e,
consequentemente, promover a liberacdo de citocromo C e AIF (Apoptosis-inducing
factor), fatores mitocondriais pré-apoptoticos.

Nas células de tabulos renais de ratos o Cd** pode induzir apoptose por duas vias
distintas: uma dependente e outra independente da ativagdo de caspases (proteases de
cisteina associadas classicamente ao processo de apoptose). O mecanismo independente de
caspases é ativado precocemente e é mediado pela calpaina, que é uma protease induzida
por Ca®*. Supde-se que o Cd** pode ativar a calpaina diretamente por sua ligacdo &
molécula ou indiretamente por provocar o aumento da concentracio intracelular de Ca?*
(Lee et al., 2006).

Em fibroblastos de hamster, o Cd** diminui o contetido de Ca?* estocado no RE,
como resultado primério da inibicdo de SERCA ATPases. Esse processo pode ser
correlacionado com alteragdes morfolégicas do RE e mitocdndria, com a ativacéo da via de
resposta a proteinas mal enoveladas e com a ativacdo da caspase 12, que atua na resposta
apoptotica do RE. Portanto, tanto as alteracdes na concentragio de Ca" intracelular quanto

0 estresse do RE parecem estar envolvidos com a sinalizacdo de apoptose apds o
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tratamento com Cd®* (Biagioli et al., 2008). Em hepatécitos de camundongos, a presenca
de Cd?* eleva o nivel de Ca?* intracelular devido ao aumento da captacéo de ions Ca** do
meio externo e subsequente liberacdo desses ions a partir de estoques intracelulares (Wang

et al., 2007).

8. METABOLISMO ENERGETICO E ESTRESSE OXIDATIVO EM S. cerevisiae

A levedura S. cerevisiae é um 6timo modelo para o estudo de fendmenos bioldgicos
em células eucaridticas, uma vez que sua manipulagdo é relativamente simples e que
muitos mecanismos genéticos e bioquimicos observados neste organismo séo similares aos
observados nos eucariotos superiores (Mustacchi et al., 2006). Esta foi a primeira espécie
eucariotica que teve o genoma completamente sequenciado. Foram identificados
aproximadamente 6.000 genes, diversos deles codificando proteinas que tem homologos

estruturais e/ ou funcionais na espécie humana (Sturgeon et al., 2006).

Em presenca de oxigénio, as células de S. cerevisiae podem obter energia a partir
de metabolismo anaerdbico (fermentagdo) ou aerdbico (respiragdo), dependendo da
disponibilidade de glicose. Com altas concentragfes de glicose, predomina 0 processo
fermentativo e as células crescem exponencialmente (Entian & Barnett, 1992). Quando a
concentragdo deste carboidrato decai para niveis abaixo de 0,2%, a célula passa por uma
série de adaptacBes metabolicas que irdo permitir a fixacdo da atividade respiratoria a
partir do consumo dos subprodutos da fermentacdo (principalmente etanol e glicerol). A
fase que marca esta transicdo metabdlica é conhecida como transigdo diduxica (diauxic
shift) e é caracterizada por uma parada momentanea no crescimento e pela alteragdo nos
padrbes de expressdo génica das células (De Winde et al., 1996; De Winde et al., 1997;

Westerbeed-Marres et al., 1988; Santangelo, 2006). Apds a transicdo diduxica as células
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retomam o crescimento, porém mais lentamente do que durante o processo fermentativo.
Depois de duas a quatro geracdes, entram em fase estacionéria devido a exaustdo de

nutrientes e a alta densidade de células no meio (Fuge & Werner-Washburne, 1997).

Em laboratdrio, é possivel induzir a entrada das células de levedura em transigcdo
diduxica substituindo a glicose do meio de cultura por outra fonte de carbono néo
fermentavel, como glicerol ou etanol (Maris et al., 2001). Isso ocorre porque a simples
auséncia de glicose é suficiente para desencadear a maioria das mudancas verificada ao
longo do referido processo (Maris et al., 2001). De fato, a glicose tem papel importante na
sinalizacdo intracelular de S. cerevisiae, uma vez que alteragBes nos niveis deste
carboidrato promovem a ativacdo ou repressdo de genes especificos por meio da
sinalizagdo mediada primariamente pelas vias Ras/AMPc/Pka e Snf3/Rgt2/Yck (Ashe et
al., 2000; Yin et al., 2000; Santangelo, 2006).

Durante a respiracdo mitocondrial, cerca de 1 a 3% do oxigénio usado pela cadeia
de transporte de elétrons sofre reducdo incompleta e é convertido no radical anion
superdxido (O2") que, por sua vez, pode levar a formacéo de outros derivados reativos tais
como perdxido de hidrogénio (H,0,) e radical hidroxila (OH’) (Halliwell & Gutteridge,
2007). Para compensar o aumento da producdo de ERO, na fase aerdbica as células
precisam de sistemas que promovam a desintoxicacdo destes compostos de forma mais
eficiente. Em S. cerevisae a transicdo do metabolismo anaerdbico para aerdbico €
acompanhada por um aumento da resisténcia ao estresse oxidativo (Jamieson, 1992).
Muitos genes ligados & desintoxicacdo de ERO elevam seu nivel de expressdo apds a
transicdo diaduxica, tais como os envolvidos na sintese de enzimas antioxidantes como a
catalase, as superdxido dismutases (SOD) e as glutationa redutases (Costa & Moradas-

Ferreira, 2001; Maris et al., 2001). No caso da glutationa redutase, essa ativacéo é mediada
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pelo fator de transcricdo Yaplp, o qual tem um papel primordial na adaptacéo ao estresse
oxidativo em resposta ao tratamento com H,0O, (Costa & Moradas-Ferreira, 2001). Apés a
transicdo diauxica, também sdo induzidos genes ligados a sintese de glutationa e
tiorredoxinas, bem como genes ligados a homeostase de metais (metalotioneina,
metalchaperones) (Costa & Moradas-Ferreira, 2001; Maris et al., 2001).

Um dos componentes importantes para a prote¢do das células contra o estresse
oxidativo é a regulacdo da homeostase de metais, pois estes elementos podem formar
espécies reativas por meio de reacdes similares a de Fenton (ferro, cobre, cromo) ou
diminuir a disponibilidade de compostos envolvidos com a desintoxicagdo de ERO
(merctrio, niquel, chumbo e Cd**). Por outro lado, em concentragdes adequadas, alguns
metais, como o zinco, podem exercer fungdo "protetora” devido a sua capacidade de
prevenir a formagdo de ERO, além de atuarem como cofatores de enzimas antioxidantes
(Stohs & Bagchi, 1995).

Na ultima década, o uso de S. cerevisiae permitiu importantes avangos na
compreensdo dos mecanismos relacionados a toxicidade e & desintoxicacdo do Cd**, bem
como na conexao destes processos com os sistemas de defesa antioxidante das células
eucarioticas. Por exemplo, Jin e colaboradores (2003) demonstraram que os efeitos
mutagénicos do Cd®* se devem & inibicdo do sistema de reparo por erro no
emparelhamento de bases (MMR) e ndo a produgdo de lesdes no DNA. Esta foi uma
descoberta importante do ponto de vista conceitual porque, até entdo, o termo
“mutagénico” era essencialmente associado a substancias capazes de produzir lesdes
diretas ou indiretas no DNA (Jin et al., 2003).

Como mencionado anteriormente, os estudos em S. cerevisiae também foram Uteis

para estabelecer novas correlacbes entre a atividade de proteinas dos sistemas de defesa
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antioxidante e a prevencdo dos efeitos mutagénicos do Cd*". Os complexos Cd.[GS];
parecem atuar como moduladores negativos da captagdo de Cd** ao nivel de membrana
plasmética, enquanto que a compartimentalizacdo dos mesmos no interior do vacuolo
protege as células dos efeitos mutagénicos do Cd** e possivelmente permite a reciclagem
da GSH contida no complexo pela acdo da enzima vacuolar y-glutamil transpeptidase
(Gomes et al., 2002; Adamis et al., 2007). As glutarredoxinas — enzimas que catalisam a
glutationagdo de proteinas como mecanismo de protecdo antioxidante — atuam na
sinalizagdo proapoptotica em resposta ao Cd** e, desta forma, previnem seus efeitos

mutagénicos (Gomes et al., 2008).
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1. OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho foi investigar novos mecanismos de tolerancia ao

cddmio em S. cerevisiae, com énfase para a atuacdo da proteina Ycflp durante o

metabolismo respiratério e na sua contribuicdo para a resisténcia ao estresse oxidativo.

Adicionalmente, o trabalho buscou investigar uma provével interacdo de proteinas

associadas a homeostase de Ca”* (em especial a proteina Pmrl) com a Ycflp durante o

processo de desintoxicacéo de Cd*".

1.1.

Objetivos Especificos

Comparar os niveis de sensibilidade a Cd** durante o metabolismo fermentativo e
respiratorio de células S. cerevisiae, bem como investigar a influéncia da Ycflp na
tolerancia ao Cd** nestas duas condi¢des metabélicas.

Investigar os niveis de expressdo do gene YCF1 durante a transi¢cdo do metabolismo
fermentativo para o respiratorio (transicdo diduxica) em S. cerevisiae, tanto na
presenca quanto na auséncia de Cd?*.

Analisar o perfil de captacdo de Cd** durante a transicdo do metabolismo
fermentativo para o respiratdrio em S. cerevisiae e a influéncia da proteina Ycfl
sofre este processo.

Averiguar o papel da proteina Ycfl sobre a resisténcia ao estresse oxidativo durante
0 metabolismo respiratorio das células de S. cerevisiae.

Comparar a influéncia das proteinas Ycflp e Pmrlp sobre a sensibilidade ao Cd**
em células de S. cerevisiae, bem como verificar o efeito da disrupgdo simultanea

dos genes YCF1 e PMRL1 sobre esta sensibilidade.
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Fazer uma analise comparativa do perfil de captagdo de Cd** entre a linhagem
selvagem (BY4741) e os mutantes isogénicos ycflA, pmrlA e pmrlAycflA.

Investigar a modulacdo dos niveis de RNAm do gene YCF1 e de genes que
codificam proteinas intracelulares associadas a homeostase de Ca? (PMR1, PMC1,
VCX1, YVC1, COD1, CMD1) em resposta ao tratamento com Cd2+, tanto na
linhagem selvagem (BY4741) quanto nos mutantes isogénicos ycflA, pmrlA e

pmrlAycflA.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history:

Cadmium (Cd?*) is a toxic environmental contaminant for biological systems, which can form complexes
with reduced glutathione (GSH), and thus alter the intracellular redox state. In Saccharomyces (S.) cere-
visiae, bis( glutathionato)cadmium (Cd—[GS]z) complexescan be removed from the cytosel and transported
into the vacuole by a glutathione-conjugated pump, Ycf1p. In this study, we investigated the role of Yefip
in Cd?* detoxification during respiratory metabolism of S. cerevisiae, and the correlation of Ycflp with

- GSH intracellular homeestasis. The results showed that in respiratory condition the mutant ycff A is more
ﬁg:‘;nms' tolerant to Cd?* and to the oxidants t-BOOH and Hy0; than wild-type strain. This tolerance is probably
csH related to the high content of GSH present in ycf1 A mutant. The expression of YCF1 promoter in the wild-
type strain is naturally down-regulated after the transition from fermentative to respiratory metabolism
(diauxic shift), and its induction in response to Cd2* is dependent on GSH availability. Our data suggest
that Ycfip is involved in the maintenance of intracellular GSH homeostasis and it can interfere with the
oxidative tolerance of yeast. Moreover, the detoxification of Cd** is dependent on GSH availability and on
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1. Introduction

Cadmium (Cd?*) is an environmental contaminant that shown
a long biological half life (15-20 years) as a consequence of its low
excretion rate in the organism (Nordberg, 1984; Jin et al., 1998).
Moreaver, Cd2* is classified as a carcinogen by the International
Agency for Research on Cancer [http://www.iarc.fr/index.html],
due to its correlation with the development of lung and prostate
cancer (Huff et al., 2007). The deleterious effects of Cd2* are not
fully understood, but its toxicity seem be related to two dis-
tinct mechanisms. One assertion is that Cd%* strongly inhibits the
mismatch-repair pathway (Jin et al., 2003). Another assertion is
that free intracellular Cd?* causes depletion of reduced glutathione
{GSH; ~v-Glu-Cys-Gly), a tripeptide ubiquitous in eukaryotic cells.

* Corresponding author at: Centro de Biotecnolgiaflnstituto de Biologia, UFRGS,
Av. Bento Gongalves 9500, Prédio 43421, Sala 113, Porto Alegre, RS 21507-970, Brazil.
Tel.: +55 51 3308 7602; fax: +55 51 3308 6084,

E-mail address: pegas@cbiot.ufrgs.br (AR Henriques).

0378-4274/$ - see front matter © 2008 Elsevier Ireland Led. All rights reserved.
doi: 10.1016/j.coxlet. 2008.05.010

GSH depletion can be threatening, as it is required for many
biological processes, such as protein and DNA synthesis, cell
cycle regulation, intracellular buffering, heat shock resistance,
detoxification of xenobiotics, regulation of thiolredox status and
antiexidant defense (DeLeve and Kaplowitz, 1990; Meister, 1984;
Wang and Ballaroti, 1998).

Living organisms use several mechanisms to deal with the toxic
effects of Cd2*, In bacteria, the main system of resistance is the
energy-dependent efflux of metal ions (Silver and Phung, 2005). In
eukaryotes, Cd2* can be chelated by GSH or other thiol-containing
proteins like metallothioneins or phytochelatins, which are syn-
thesized from GSH. These thiol-containing polypeptides are found
in plants, worms, and the fission yeast, Schizosaccharomyces pombe
{(Gehig et al,, 2000; Duncan et al., 2006; Li et al,, 1997; Vido et al.,
1999). In §. cerevisiae the best characterized pathway that protects
against Cd?* toxicity involves its binding with GSH, and the for-
mation of bis(glutathionatojcadmium (Cd-[GS]z Jcomplexes. These
complexes are remaoved from the cytesol and transported into the
vacuole by specific transmembrane proteins such as the transporter
pump Ycfip (Liet al., 1997).
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Coded by the gene YCF1, Ycf1p is an ATP-binding cassette (ABC)
protein that belongs to the multidrug resistance-associated pro-
tein subfamily (MRP{ABCC). The Ycf1p protein forms a vacuolar
glutathione-conjugated pump that shares sequence homology to
humanMRP1, and te the human cystic fibrosis transmembrane con-
ductance regulator (hCFTR) (Li et al., 1996; Szczypka et al., 1994).
Ycf1p catalyzes the transport of a broad range of substrates, includ-
ing 5-(2,4-dinitrophenyl )glutathione, glutathione disulfide {(GSSG),
free GSH, and Cd-[GS]; complex. Another substrate transported
by ¥cfp1 is the endogenous compound phosphoribosylamina-
imidazole-glutathione, a red pigment that accumulates in the
vacuoles of yeast adel or ade2 mutants when grown under adenine
limitation conditions (Li et al., 1996, 1997; Rebbeor et al., 1998;
Sharma et al., 2002; Chaudhuri et al., 1997).

Most drugs are transported by MRPs as conjugates of GSH, glu-
coronide, or sulfate (Cole and Deeley, 2006). Alternatively, some
drugs are co-transported with free GSH, because free GSH is itself
a direct substrate for Ycf1p (Cole and Deeley, 2006; Ballatori et al.,
2005). The Ycf1p transport system accounts for about 70% of the
GSH transport activity in vacuoles. The remaining activity is due
to the V-ATPase-coupled system (Mehdi et al., 2001]. Interestingly,
the transport of GSH is not seen in vacuolar membrane vesicles iso-
lated from the yeast strains lacking a functional Ycf1p (Rebbeor et
al., 1998; Sharma et al., 2002).

As damaging reactive oxygen species (ROS) are generated by
mitochondrial electron transport chain activity, the maintenance
of GSH homeostasis is particularly important for protection against
oxidative stress during respiratory metabolism (Adam-Vizi and
Chinopoulus, 2006). In 5. cerevisige, the transition from fermen-
tative to respiratory metabolism in response to glucose exhaustion
{diauxic shift) is accomplished by an increase in the expression of
antioxidant defense genes—including the gene GSH1, which codes
for the first enzyme of GSH biosynthesis (Maris et al., 2001). Since
the main pathway for Cd?* detoxification in yeast invalves GSH
sequestration by Ycf1p, and Cd?* toxicity is at least partially asso-
ciated with GSH depletion and oxidative stress, it is relevant to
analyze the disruption caused by this heavy metal in the face of
respiratory activity.

In this worl, we use the eukaryotic model 5. cerevisiae to inves-
tigate the role of Ycflp in Cd®* detoxification during respiratory
metabolism. Remarkably, in the last years the use of 5. cerevisiae has
allowed the gain of insights about the mechanisms related to cad-
mium toxicity and detoxification (Gomes etal., 2002, 2008; Adamis
et al., 2007; Jin et al., 2003). We performing cytotoxic and gene
reporter assays in strains proficient and deficient in Ycfip. Then,
we compared these results with measurements of total intracellu-
lar G5H and Cd2* to further understand the relationship of oxidative
stress to Cd2* detoxification.

2. Materials and methods
2.1. Yeast strains and plasmid

The strains of 5 cerevisiae used in this study were WT BY4741 (Wild type; MATa;
his3AT; leu2A0; meri5SA0; wra2A0) and Yiclp-deficient vgfi A (MATe; his3AT;
leu2 AQ; met15A0; ura3AD; yofl ::kanhX4), both obtained from Euroscarf (European
5. cerevisiae Archive for Functional Analysis, Frankfurt, Germany ). The Y(F ! reporter
plasmid (p]AW736) was described in (Wemmie et al., 1994) and was provided by
Dr. Scott Move-Rowley (University of lowa).

2.2 Cd* sensitivity assays

The strains were grown in rich medium (1% yeast extract, 2% peptone,
2% glucose) at 30°C until stationary phase, then harvested by centrifugation
(1 min/ 15,000 = g) and washed twice with distilled water. The cell number was
determined by counting in a Neubauer chamber. The cellular assays were carried
out in Synthetic Hartwell's complete medium (SC) (Burke et al., 2000) contain-
ing 5% glucose (for yeast fermenting cells) or 3% glycerol (for yeast respiring cells)

as carbon sources. For the survival assay, 5 10° cells/mL were incubated for 24 h
(180 rpm) at 30°C in 5C (with 5% glucose or 3% glycerol), supplemented or not
with CdCly (12, 48, 192 and 384 WM. After the treatments, cells were washed
twice with distilled water and diluted to 1 x 107 cells/mL. Aliquots of 100 p.L were
plated in 5C solid medium {2% glucose) and incubated at 30°C for 2-3 days for the
determination of survival colonies. For the drop test, cells were washed twice and
dilutad berween 10% and 102 cells/mL, and 10 L of each dilution were plated in SC
salid medium containing 3% glyceral with either Cd®* and N-acetylcysteine (NAC, a
GsH precursor compound) or 1-chlore-2 4-dinitrobenzene (CDME, a GSH depleting
compound). The plates were incubated for 5-6 days at 30+C. Drop tests were also
performed in the presence of H2O2 and teri-butyl hydroperoxide (:-BOOH), instead
of Cd*2.

2.3 Quantification of total glutathione

Total glutathione [ GSH + GSSGC )was measured by photometric determination of
5-thio-2-nitrobenzoate (TNB), which was produced from DTNB in a kinetic assay,
according to Akerboom and Sies (1981 . For this procedure the strains were grown,
washed and treated as described in Section 2.2. After 24 h, 2 % 10° cells were col-
lected by centrifugation, washed twice with distilled water, resuspended in 1mL
of cold buffer {100 mM sodium phosphate, 4 mM EDTA; pH 7.0) and disrupted by
cycles of agitation with glass beads and ice bath (8 cycles x 405s). The suspension
was treated by the addition of an equal volume of 2 M HCIO4 and centrifuged for
10min/ 15,000 x g. The supernatant was neutralized to pH 7.0-7.2 with 2M KOH/0.3
3-[N-morpholino] propanesulfenic acid, and the insoluble residues were removed
by centrifugation {10 min/ 10,500 = g). The enzymatic determination of total GSH
was performed using 250 p.L of neutralized supernatant. Glutathione concentration
was calculated from the standard curve of GSSG and is expressed as GSH equiva-
lent/2 x 108 cells.

24, B-cCalactosidase reporter assays

To access the pattern of ¥V(FI expression during the growth of WT BY4741
strain in the presence of Cd2+, the cells were transformed with reporter plasmid
pIAWT36. This plasmid contains a non-coding YCFT region (—736 to —1 bp) with a
lacZ reporter gene (Wemmie et al., 1994). The yeast transformation was performed
by the lithium acetate method (Gietz and Woods, 2002). Cells were grown in SC
with 2% glucose lacking uracil (ST ura-) at late exponential phase, then reinocu-
lated in the same fresh medium (5 = 10 cells!mL) supplementad or not with 48 M
af CdCl;. This CdCl; concentration was chosen because it is comparable to the lev-
els found in the environment as well as levels that can accumulate in the human
body (Jin et al., 2003; Satarug and Moore, 2004), Over 24 h, aliquots were with-
drawn at intervals of 2-4h, for cell number determination and ¥F1 expression
measurement. The f-galactosidase activity was measured asin Ausubel et al.(1995)
and activity was expressed as units per optical density at 600nm (ODE00) unit of
cells.

2.5 Semigquantitative RT-PCR

The WT BY4741 strain was treated as described in section 24. after &h,
cells were harvested for total RMA extraction using RMeasy® Mini Kit (Quia-
gen, USA) according to manufacturer’s instructions. Equal amounts of total RNA
{1.0pLg) previously treated with DNAse I amplification grade (Promega, USA)
were subjected to first strand cDNA synthesis using the poly-T antisense primer,
and the M-MLV reverse transcriptase (Promega, USA) PCR was carried out with
Tag DNA polymerase using the first strand ¢DNA and specific primers for YiF1
(5-AACGACATTAGTTGCGCGAGAAAGCG-Y and 5-TTTGGACCCAACACATCTTCGATCA-
3') or ACTI (actin, constitutive control) (5 -ATGGAAGATCCACCCAAAGC-3' and
S TCTGCCGGTATTCACCAAAC-3'). Both fragments were amplified with the same PCR
program (one cycle of 94°C for 1 min, followed by 28 cycles of 94°C for 30s5/53 *C for
30s/72*Cfor30s, and a lastcycle of 72 *Cfor 5 min). The size of fragments generated
was 170bp (with YCF! primers) and 164bp (with ACT! primers). The semiquantita-
tive RT-PCR was performed two times with RNA samples extract in independently
days.

2.6. Aromic absorption

The yeast strains were prepared as they were for B-Galactosidase reporter assays
(Section 2.4). To account for the ATP-dependent activity of Yefl p, the procedure was
carried in SC rather than in PBS buffer, which does not contain an energy source. To
measure the residual Cd?* concentration present in the media, 5-mL aliquats were
centrifuged, and the supernatant solution was collected and subjected to atomic
absorption (Atomic Absorption Spectrometer, PerkinElmer 3100, Cd** content was
estimated by determining the difference in metal concentration between control
medium without biomass and test medium containing biomass. The results were
normalized with respect to sample cell density at each timepoint, and are expressed
in percentage of Cd** absorbed by 107 cells.
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Fig. 1. Yeast tolerance to Cd®* in fermentative and respiratory metabolism. Yeast strains were incubated under fermentative (5% glucose, A) or respiratory (3% glycerol, B)
conditions, supplemented or not with CdCl; at varying concentrations. For each strain, comparisons were made between different carbon sources. Data are presented as

mean = 5.0, BY4741 (A and yofi A (@), **p<0.001.

2.7. Statistical analysis

The statistical analyses were performed with one-way ANCVA plus Tukey's
post-test, with p values <0.05 accepted as statistically significant. All assays were
performed at least three independent times.

3. Results and discussion
3.1. Tolerance of ygf1 A to Cd%* during respiratory metabolism

GSH is a very impertant component of the antioxidant defense
system in eukaryotic cells, and in S. cerevisiae the expression of

GSHI gene is increased during respiratory metabolism (Marisetal.,
2000, 2001). The detoxification of Cd2* by Ycfip is dependent on
ionbinding with GSH. Moreover, the toxicity of thision is associated
with an increase in oxidative stress consequent to the reduction of
the intracellular GSH pool. Thus, it is possible that the tolerance
of yeast to Cd?* could be different in fermentative versus respi-
ratory metabolism. To test this hypothesis, the sensitivity of WT
and ycflA strains was analyzed under fermentative and respira-
tory conditions. During fermentative metabolism, the ycf1 A strain
was more sensitive to Cd2* than WT (Fig. 1A). However, in res-
piratory medium both strains were statistically more tolerant to

B 4741
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A ] & 12 24
g
S
o
=
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(B
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) o 6 12 24
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Fig. 2. Tolerance of ycf1 A strain to Cd?* stress during respiratory metabolism. Cells were diluted between 107 and 10° cells/ mL, and 10 pL of each dilution were plated in 5C
salid medium containing 3% glycerol plus Cd*? and CONBE (A) or Cd*? and MAC (B). In each square of the grid, WT BY4741 is shown in the upper row and ycfl A is shown in

the lower row.
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Cd? than in fermentative metabaolism, and the ycf1 A cells achieved
the same Cd2* tolerance as WT cells (Fig. 1B). Maris et al. (2000)
reported that the expression of GSHI in YPH98 wild-type strain
of 5. cerevisiae increased by 2-3 times in the presence of glycerol,
when compared to control glucose-containing medium. This obser-
vation could explain the higher tolerance to Cd* shown by WT
and ycf1 A strains during respiration as a consequence of increased
intracellular GSH content, which facilitates the inactivation of Cd2*
ions.

We investigated this possibility in yeast cells with the drop test
assay inthe presence of CDNB and NAC. When compared to the sur-
vival assay, the chronic exposure of WT and yof1A cells to 24 pM
Cd?* in the glycerol drop test produces pronounced cell sensitivity
(Fig. 2). However, Cd2* tolerance of ycfi A respiring cells was con-
firmed in the same assay condition. In glucose medium, the pattern
of sensitivity in the drop test was similar that observed in the sur-
vival curves { data not shown). The tolerance of the ygf 1A strain was
reverted by increasing concentrations of CONB (Fig. 2A). Also, the
presence of NAC in Cd2+-containing medium could restore growth
of the WT strain to a level similar to ycf1 A (Fig. 2B). These data indi-
cate a possible link between Cd2* detoxification by Ycf1p and the
maintenance of GSH homeostasis during respiratory metabolism
in §. cerevisige. This hypothesis is strengthened by the observa-
tion that the ycfT A strain is also more resistant to selenite than
its isogenic counterpart ( Pinson et al., 2000). Selenite is a powerful
GSH-sequestering compound and Ycfip could play a role in trans-
porting it info the vacuole as GSH-complex. However, this storage
might result in selenite sensitivity as a consequence of GSH deple-
tion and/or inefficient regeneration of GSH (Pinson et al., 2000).

3.2, Increased accumulation of GSH in ycf1 A strain during
respiratory metabolism

To further elucidate mechanisms related to the Cd2* toler-
ance and the maintenance of GSH homeostasis, total GSH content
(GSH+GS5G) was quantified in WT and ycfiA strains after 24 h
treatment in 5% glucose-or 3% glycerol-containing medium (Fig. 3).
In agreement with established knowledge regarding increased
GSH1 expression inglycerol (Maris et al., 2000), both strains showed
a higher content of total GSH in respiratory condition. In the WT

3,00

[
3 3

GSH e.q/ segf 2x108 cells
g ‘2

Fermentative | Respiratory
BY4741

Fermentative| Respiratory
yefl A

Fig. 3. Yeast accumulation of tatal glutathione in fermentative and respiratory
metabalism. Data are presented as mean+ 5.0, *p< 0.05 and **p<0.001.

strain, the difference of GSH content in respiring versus fermenta-
tive cells was ~27%. Surprisingly, the difference in the ycf1A strain
was ~65%, more than twofold higher than that seen in WT. This
increase in GSH content could explain the tolerance of ycf1 A cells
to both Hy0; and t-BOOH observed in respiratory medium (Fig. 4).
As observed for Cd2*, the growth of the WT strain could be restored
to the ygf1A level by simultaneous treatment with NAC in the pres-
ence of Hz07 and t-BOOH (Fig. 4).

This result emphasizes that members of the MRP family partici-
pate in the physiological turnover of GSH and GS-conjugates, since
export of these compounds from mammalian cells is the regulatory
step before degradation by the ectoenzyme ~-glutamyl transpepti-
dase (y-GT)(Ballatori et al., 2005 ). In 5. cerevisiae, %-GT is located at
vacuolar membrane, where it acts to recycle GSH (Penninckx, 2002)
and also possibly Cd-[GS]z complex (Adamis et al., 2007 ). As Ycflp
is the major vacuolar glutathione-conjugated transporter in yeast
{Mehdietal., 2001), it may have a physiological role in the control of
GSH turnover, together with v-GT. However, the data obtained from
these experiments suggest that, in a stressed environment where
GSH is necessary (e.g. Cd?*, H0, or t-BOOH), the sequestering of
GSH or GSH-containing compounds by Ycf1p could alter the redox
state of cells, and interfere with their antioxidant defense systems.

(A) Hz05 (mM)

NAC {mM)

B

0 1.25 25 50
) e-

BY4741
yerta

NAG {mM

Fig. 4. Tolerance of ycf1 A strain to axidative stress during respiratory metabolism. Cells were diluted between 10f and 10? cells/mL, and 10 pL of each dilution were plated
in SC solid medium containing 3% glycerol +H; 0 (A)or t-BOOH (B ). In each square WT BY4741 is shown in the upper row and yef! A is shown in the lower row.
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Fig. 5. Regulation of ¥CFI promoter during the growth of 5. carevisiae. (A) Growth
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ar presence (crossed bars) of Cd™. Inset: semiquantitative RT-PCR performed with
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3.3. Regulation of YCF1 promoter during the growth of 5.
cerevisiae

In an attempt to evaluate physiological correlation between
¥cflp activity and maintenance of redox homeostasis, we ana-
lyzed the pattern of YCF1 expression through a complete growth
curve of WT strain, in presence and absence of Cd2*. In 5. cerevisiae
the transition from the fermentative to respiratory metabolism is
accomplished by an increase in ROS production. The antioxidant
defense systems are also up-regulated when the yeast reaches the
respiratory phase, which makes cells more resistant to oxidative
stress (Jamieson, 1992; De Winde et al., 1996; Costa and Moradas-
Ferreira, 2001). If YCF1 is in fact related to redox maintenance,
its expression should be differentially regulated along the growth
curve.

In medium lacking Cd%*, a typical growth curve of S. cere-
visiae includes the fermentative (4-12h), diauxic shift (12-16h)
and the respiratory (18-24 h) phases (Fig. SA). By contrast, in Cd%*-
containing medium (48 M) the growth of WT cells was completely
inhibited without significant cell death, as reported above (Fig. 1A
and B). Thisresult can reflect a cell cycle arrest condition, since Cd2*
is known to induce a G2/ M phase arrest in eukaryotic cells (Xie and
Shaikh, 2006).

In the absence of Cd#*, the induction of YCF1 promoter remains
the same throughout the fermentative phase (Fig. 5B). However, a
gradual and accentuated down-regulation of YCF1 promoter occurs
when cells reach the respiratory phase. Faced with respiratory
metabolism, the cells are challenged by the increase in ROS pro-
duction and thus need to change their metabolic scenario to ensure
a proper antioxidant defense system, which includes the sustain-
able maintenance of GSH levels. Therefore, the data gathered about
the accumulation of GSH in ycf1 A strain during respiratory growth

Table 1
YIFI expression in WT strain after treatment with Cd?* and NAC

Units/OD
Control 2,19 £ 045
MAC (10 mM ) only 239 + 035
Cd* (48 uM) only 065 + 0.17
Cd2* (48 M) + NAC (10 mM) 3.43 £ 053"

Data are presented as mean =+ 5.0, *p < 0.001 vs. control, NAC only and Cd** only,

suggest that the natural down-regulation of YCF1 promoter after
diauxic shift is a pathway to “save” GSH. This hypothesis is in agree-
ment with the oxidative tolerance to H;0; and -BOOH observed
in ycf1 A strain.

In response to Cd2* treatment, the induction of YCF1 promater
was down-regulated at all timepoints (Fig. 5B ). In addition, a direct
measure of mRNA expression was performed in a semiquantita-
tive RT-PCR, and the result was similar to that observed in reporter
assays (Fig. 5B, inset). Sharma et al.{ 2002 )also conducted an analy-
sisofthe YCF1 expression using a reporter plasmid, and showed that
Cd?* is able to stimulate its expression. This discrepancy with our
results could be explained due to variable genetic background of
the WT strains and/or to the distinct lengths of the YCF1-promoter
region present in the reporter plasmids used in each study. We
used a [3-galactosidase-reperter fusion sequence containing —736
to —1bp of upstream YCFI sequence, while Sharma et al. (2002}
used a reparter containing —418 to —1 bp with a natural insertion
of a cytosine at position —302. Wemmie et al. (1994 ) designed a
set of YCF1 [3-galactosidase reporters with crescent deletions on
the promoter region, and they observed that deletions in YCFT pro-
moter between —546 and —303 bp resulted in increased induction.
Thus, the p-galactosidase-reporter carrying only —418 bp of YCF1
promoter could lack sequences related to negative regulation of
this gene, which would be present in the construction used in this
work.

Considering the physielogical down-regulation of the YCFI pro-
moter during respiratory metabolism, we raised the hypothesis that
itsinduction by Cd2* at our experimental concentration depends on
GSH availability. This hypothesis was confirmed by our demonstra-
tion that the simultaneous treatment of WT cells with Cd?* and
NAC induced increased activation of YCF1 promoter by about 45%
(Table 1).

34. Cd?* guantification in WT BY4741 and ycf1 A sorains

The apparent prioritization of GSH homeostasis over transport
of Cd-[GS]; complex by Ycfip could lead to an accumulation of
these complexesin the cytosolor cellular compartments, and there-
fore promote Cd2* toxicity, Thus, yeast cells may have an additional
mechanism to cope with the presence of Cd2* ions.

We performed a time course Cd2* quantification assay to analyze
the relationship between YCFI expression pattern and the accumu-
lation of Cd2* (Fig. 6). In WT strain, we observed a nearly constant
level of Cd?* between 2 and 12h, followed by gradual and slight
decrease until 24 h, when the cells showed 50% of the initial Cd2*
uptake (11.44 + 1.41% at 2h against 6.66 £+ 0.52% at 24 h). In ycf1A,
the content of Cd* at 2 h was two times higher than WT; however,
the concentration of the metal uptake was markedly reduced by
G, and then gradually decreased during the following time points.
Between 8 and 18 h, the uptake of Cd®* by the mutant strain was
statistically lower than by WT strain. After 24 h, the Cd2* content
in ycfl A is reduced by approximately 50% as compared to the WT
strain (6.66 £0.52% at 24 h in the WT against 2.88 +£0.36% in the
mutant strain)—this result is in accordance with previous work
(Gomes et al., 2002).
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Fig. 6. Cd®* quantification in WT BY4741 and wef1 A strains. WT BY4741 strain (grey
bars) and vof1 A strain {crossed bars) Data are presented as mean+5.0. *p< 0.05,
**p<0.01 and ***p < 0.001. Strains were compared at each time point.

The profile of Cd** uptake and YCF1 expression allows us to
infer that, at low concentrations of this ion, YCF1 could be down-
regulated in WT cells, and resultin intracellular Cd2* accumulation.
Therefore, as in ycf1 A cells, the cellular content of Cd?* could be
exported after some time by mechanisms independent of Ycfip.
Recentstudies have reported the existence of other proteins located
on the plasma membrane that can export Cd2* from the cell.
Nagy et al. (2006) have demonstrated that Cd%* can be effluxed
out of the cell by Yorip, a member of the ABC family involved
in Cd?* resistance of yeast cells submitted at low temperatures.
Kern et al.(2005) described the role of Alrlp in Cd* detoxification
and efflux, though this protein is known for its role in magne-
sium homeostasis. Moreover, the Py,-type ATPase coded by PCAT
gene has been described as a new Cd?* efflux pump. Cd?* dra-
matically increases Pcalp expression through post-transcriptional
regulation, and promotes relocation of the protein to the plasma
membrane. Interestingly, Pcal is non-functional in some labora-
tory yeast strains {Adle et al., 2007). Ultimarely, Cd?* efflux could
occur through channels of other divalent ions, because the atomic
radius of Cd#* is very similar to those of essential ions like Zn?* and
Ca?* {willians and da Silva, 1996).

In summary, our data indicate that Ycfip is involved in intra-
cellular GSH homeostasis maintenance, and that its performance
in the detoxification of Cd2* is dependent on GSH availability and
cellular metabolic status. In an environment with low Cd2* con-
centrations, the YCF1 is down-regulated, which favors the cytosolic
accumulation of Cd-[GS]; complexes. The Cd2* that is not deliv-
ered to the vacuole can be eliminated from the cells by mechanisms
independent of Ycf1p, as observed in the ycfl A strain. Ultimately,
the regulation of YCF1 expression is likely one of the metabolic
adaptations that allow yeast cells to be most resistant to oxidative
stress in the post-diauxic phase.
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Abstract

Cadmium (Cd?*) is a toxic heavy metal which can trigger several toxic effects in
eukaryotes, including neurotoxicity and impaired calcium (Ca**) metabolism. In the model
organism Saccharomyces (S.) cerevisiae, the best characterized pathway for Cd**
detoxification involves its conjugation with glutathione (GSH) and subsequent transport to
the vacuoles by Ycflp - an ATPase homologue to the human MRP1 (Multidrug resistance
associated protein 1). However, it was recently described that Cd®* tolerance can be
mediated by Pmrlp — a Ca®* pump located at Golgi membrane, possibly by a mechanism
related to the secretory pathway. In this work, we investigate the relative contribution of
Ycflp and Pmrlp to Cd** tolerance in S. cerevisiae. For this purpose, we performed
cytotoxic assays and analyses of Cd*" content in single and double mutants for these
proteins. Additionally, we also analyze the mRNA levels of intracellular Ca®*-transporters
upon Cd?* stress. The results indicate that, in addition to Pmrlp, the vacuolar Ca?*-
ATPases Pmclp also contribute with Ycflp for Cd®* detoxification in yeast cells. We
propose a model where Pmclp and Pmrlp Ca”*-ATPases operate in an integrative manner

with Ycflp to promote Cd** detoxification.

Key words: PMR1, PMC1, YCF1, Ca? transporters, Saccharomyces cerevisiae
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1. Introduction

Cadmium (Cd?") is a toxic heavy metal which is spread in the environment by
natural phenomena like erosion of sedimentary rocks and volcanic eruptions or as result of
anthropogenic activity, including production of nickel-cadmium batteries, alloys and paints
(WHO, 2003). In humans, Cd** has a biological half-life of about 15-20 years (Nordberg,
1984) and can trigger neurotoxicity, renal dysfunction, impairment of calcium metabolism
and bone fragility (Satarug et al., 2002; Kazantzis, 2004; Rigon et al., 2004). Besides, cd*
is classified as type | carcinogen by the International Agency for Research on Cancer (Huff
et al., 2007).

The molecular basis of Cd** toxicity is complex and involves several biochemical
pathways. However, it can be related to three major routes: i) induction of oxidative stress;
i) interference with intracellular signaling or iii) interference with DNA repair systems
(Beyersmann & Hartwig, 2008). Moreover, Cd** can produce deleterious effects by
competing and/or disrupting intracellular homeostasis of essential ions like calcium, iron,
zinc and manganese (Himeno et al., 2002; Gomes et al., 2002; Clemens, 2006). In
eukaryotes Cd** can be detoxified by its conjugation with glutathione (GSH) or other thiol-
containing compounds like metallothioneins or phytochelatins (Li et al., 1997; Cobbett et
al., 2002; Hirata et al., 2005). In the yeast S. cerevisiae, the complexes of
bis(glutathionato)cadmium (Cd—[GS],) can be removed from the cytosol to the vacuole by
specific transmembrane proteins such as the glutathione-conjungated transporter Ycflp (Li
et al., 1997).

The Ycflp is an ATP-binding cassette protein that is homologous to the human
multidrug resistance associated protein 1 (MRP1) and to the human cystic fibrosis
transmembrane condutance regulator (hCFTR) (Szczypka et al., 1994; Li et al., 1996).
Upon Cd?* stress, the promoter region of YCF1 is regulated by the transcription factor
Yaplp and by GSH availability (Wemmie et al., 1994; Mielniczki-Pereira, 2008). At post-
translational level, the Ycflp activity is induced by phosphorylation of Ser”® and Thr*;
and down-regulated by phosphorylation of Ser®® (Eraso et al., 2004; Paumi et al., 2008).
In addition to Ycflp it was recently described that an ATPase coded by PMR1 can also
contribute to Cd?* tolerance in S. cerevisae (Lauer-Janior et al., 2008). The Pmrlp is a
calcium (Ca?*) pump located at Golgi membrane that belongs to the secretory-pathway

Ca?*-ATPases (SPCAs) family, which can promote Cd** detoxification possibly by a
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mechanism associated to the secretory pathway (Missiaen et al., 2007; Lauer-Junior et al.,
2008).

Calcium (Ca”) is an essential element for living cells that participates in a broad
variety of biological processes like morphogenesis, neurotransmission, cell adhesion and
proliferation (Chattopadhyay and Brown, 2000). Moreover, this metal has a central role as
intracellular cell messenger in eukaryotic cells (Schaub & Heizman, 2008). In aqueous
solution, Cd?" and Ca?* ions have similar ionic radii (0,97 A and 0,99 A, respectively) and
consequently several proteins containing Ca’* binding motifs can also bind Cd*" ions
(Chao et al., 1990; Akiyama et al., 1990; Liu & Templeton, 2007). Considering that Pmrlp
is the major Ca®* ATPase of S. cerevisiae (Marchi et al., 1999), the use of this protein for
Cd?* detoxification is expected to alter calcium intracellular homeostasis and, as a
consequence, the operation of other Ca2+—transporters found in the cells.

In S. cerevisiae intracellular Ca?* homeostasis is controlled by a small group of
transporters, including the aforementioned protein Pmrip, the vacuolar Ca®*-ATPase
Pmclp, the vacuolar Ca®*/H* exchanger Vcx1p/Humip, and the vacuolar Yvclp ionic
channel (Bonilla and Cunningham, 2002). These transporters respond to the
calmodulin/calcineurin-signaling pathway and are controlled by the transcription factor
complex Tcnlp/Crzlp (Stathopoulos & Cyert; 1997; Matheos et al., 1997). Besides, the
endoplasmic reticulum ATPase Codlp/Spflp also contributes to maintenance of
intracellular Ca®* levels in yeast (Cronin et al., 2002).

In this work, we investigate the relative contribution of Ycflp and Pmrip for Cd**
tolerance in S. cerevisiae. For this purpose, we performed cytotoxic assays and analyses of
Cd? content in single and double mutants for these proteins. Additionally, we analyze the
transcriptional expression of yeast genes that encode intracellular Ca?*-transporters
(PMR1, PMC1, VCX1, YVC1, COD1) and calmodulin (CMD1) after Cd?" stress. The
results indicated a contribution of Ca®*-ATPases in Cd** detoxification even in the
presence of functional Ycflp. We propose a model where Pmclp and Pmrlp Ca*'-

ATPases operate in an integrative manner with Ycf1p to promote Cd?* detoxification.

2. Materials and methods

2.1. Strains, plasmids and growth conditions
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The strains of S. cerevisiae used in this work are isogenic of wild type BY4741 and
their genotypes are described in Table 1. The strains were routineraly maintained in YEPD
(1% yeast extract, 2% peptone, 2% glucose) and pre-inoculated in SC complete medium
(Burke et al., 2000) before experimental procedures. The Escherichia coli strain XL1-Blue
(Table 1) was used as a recipient for cloning procedures and was grown in Luria—Bertani
(LB) medium (1% tryptone, 0,5% yeast extract, 1% NaCl). For selection and propagation
of plasmid-containing bacterial cells, the LB medium was supplemented with ampicillin

solution at a final concentration of 150 png/mL.

Table 1. Saccharomyces cerevisiae and Escherichia coli strains used in this study.

Organism Strains Genotypes Source

S. cerevisiae ~ BY4741 MATa; his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0 Euroscarf
ycf1lA Idem BY4741 except ycfl::kanMX4 Euroscarf
pmrilA Idem BY4741 except pmrl::kanMX4 Euroscarf
pmrlAycflA Idem pmrlA except ycfl::URA3 This study

E. coli XL-1Blue recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 Invitrogen Corp.

relAl lac [F’ proAB laclqZ.M15 Tn10 (Tetr)]

2.2. Construction of double mutant pmrlAycflA

Standard molecular procedures for yeast and E. coli transformation, plasmid
isolation, and DNA manipulation were performed as described by Ausubel et al. (1996).
The bifunctional yeast-E. coli vector YCpLac33 (Gietz & Sugino, 1988) was used as
template for amplification of ycf1::URA3 disruption cassette.

The pmrlAycflA double mutant was obtained by disruption of YCF1 gene by
homologue recombination with an ycf1::URA3 cassette. This cassette was amplified with
Platinum's Tag DNA polymerase high fidelity (Invitrogen) and the primers described in
table 2. Then, it was purified with PureLink™ gel extraction kit (Invitrogen) and employed
for transformation of pmrlA strain. The disruption was confirmed by PCR and restriction
analyses performed with phenol-chloroform purified genomic DNA from potential yeast

transformant colonies selected in SC ura’.
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2.3. Cd** sensitivity assays

The yeast strains were growth in SC medium at 30°C until stationary phase, then
harvested by centrifugation (1 min/15,000%g) and washed twice with distilled water. For
survival assays, 1.2 x 107 cells/mL were treated in SC supplement or not with CdCl, (50,
100, 200 or 400 pM) and incubated for 4 h in an orbital shaker (100 rpm) at 30° C. After
the treatments, cells were washed and diluted to 1.2 x 10° cells/ mL. Aliquots of 100 uL.
were plated in SC solid medium and incubated at 30°C for 2-3 days for determination of
survival colonies. For the drop test assay, cells were washed twice and diluted between 10°
and 10° cells/ mL, and 10uL of each dilution were plated in SC solid medium containing
CdCl, at the indicated concentration. The plates were incubated for 3-4 days at 30°C and

then photographed.

2.4. Atomic absorption

The yeast strains were treated with 50 uM CdCl; as described in section 2.3. At 1 h
intervals, 10 mL aliquots were collected. Then, 1 mL of these samples was used for
survival determination and 9 mL were centrifuged and subjected to atomic absorption
(Atomic Absorption Spectrometer, PerkinElmer 3100) for quantification of residual Cd*
concentration in the supernatant. Cadmium content was estimated by determining the
difference in metal concentration between control medium without biomass and test
medium containing biomass. The results were normalized with respect to the number of
surviving cells at each time point, and are expressed in micrograms of Cd** absorbed by

107 surviving cells.

2.5. Semi quantitative RT-PCR

The strains were treated as described in section 2.3. After 4 h, cells were harvested
for total RNA extraction using RNeasy® Mini Kit (Quiagen) according to manufacturer’s
instructions. About 200-300 ng of total RNA previously treated with DNAse |
amplification grade (Promega, USA) were subjected to first strand cDNA synthesis using
the poly-T antisense primer, and the M-MLYV reverse transcriptase (Promega, USA). PCR
was carried out with Platinum Tag DNA polymerase (Invitrogen) and the specific primers
described in Table 2. The reactions were performed with 20 ng of first strand cDNA, as

exception in the case of PMC1 and CMD1 primers, for which were used 10 ng and 15 ng,
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respectively. The ACT1 gene was used as constitutive control. The PCR program used for
all fragments was the follows: initial denaturation (94°C for 5 min), 27-31 cycles
(94°C/30s; 60°C/60 s; 72°C/30 s), final extension (72 °C for Smin). All pairs of primers
were tested with 27, 28, 29, 30 and 31 PCR cycles, and for each cDNA synthesized were
made always two independent PCR reactions with the two best number of cycles for each
gene. The semi-quantitative RT-PCR was performed at least three times with RNA
samples extract in independent days.

The PCR products were submitted to electrophoresis in agarose gel (1.4%) stained
with ethidium bromide. The images were acquired with Kodak Gel Logic 200 Imaging
System and band intensity was measured with Kodak Molecular Imaging Software. The
expression rate was obtained by dividing the band intensity of each individual gene for the
intensity of correspondent ACT1 band. The data are expressed as percentage of rate
expression of treated samples in relation to the control sample, which was defined as

relative expression.

Table 2. Primers used in this study.

Name Sequence Product
length

ycfl::URA3 5 -ATGGCTGGTAATCTTGTTTCATGGGCCTGCAAGCTCTGTAGCAGTTGGACGATCGATGAT-3 1404 bp
5-TTAATTTTCATTGACCAAACCAGCCTCCATGCACAGTGAACAGGGTTATTGTCTCATGAG-3”

ACT1 5’-TCTGCCGGTATTGACCAAAC-3’ 164 bp
5’-ATGGAAGATGGAGCCAAAGC-3’

YCF1 5’- AAGACATTAGTTGGCGAGAAAGGGA-3’ 146 bp
5’- AAGTGCCTGGCAACGTGTTCATCAA-3’

PMR1 5’- GGTACAGATGTAGCCAAAGAAGCCT-3’ 150 bp
5’- TAGTGCGGCAACAGAAGTAGACAAT-3’

PMC1 5’-ACAGTCGCCGCTGTTGTTTC-3’ 171 bp
5’-CTGGTAATCGTTAGCGGCAC-3

VCX1 5’-TGCCTTTAGAGCCACCCTAC-3’ 156 bp
5-TGTTGCTCAAACAAGGCGTG-3’

CcOD1 5’-GGCGACCTTAAAGGCTGTTG -3’ 160 bp
5’- TGACAGCAGCAAACAAGGCA-3’

YVC1 5’-GCCGGAAAACAATGGATCTC-3’ 170 bp
5’-GCCAGCTTCACAACTTTTGG-3’

CMD1 5’- GCCCAGTGAAGCAGAAGTAAA -3’ 180 bp
5’- GCGGAGATTAAACCATCACC -3’
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3. Results
3.1. Effect of PMR1 deficiency in Cd®* tolerance of the ycflA strain

It was recently reported that yeast cells lacking a functional Pmrlp are very
sensitivity to Cd?" stress (Lauer-Janior et al., 2008). Therefore, we decided to investigate
the relative contribution of this Ca?*-transporter for Cd®* tolerance in relation to Ycflp, the
major factor associated with Cd** resistance in S. cerevisiae. For this purpose, we
constructed a double mutant pmrlAycf1A and compared its phenotype upon Cd?* stress
with single mutants for YCF1 and PMR1 genes. As expected, ycflA cells were greatly
sensitive to Cd** presence (Figure 1). Surprisingly, however, the strain pmrlA was not
sensitive to Cd?*. Rather, in chronic Cd?* treatments, this strain showed a moderate
tolerance as compared to BY4741 (WT) (Figure 1A). Moreover, in double mutant
pmrlAycflA the survival was restored to a level similar to that observed in the WT strain
after the acute exposure to Cd®* (Figure 1B).

These results were not in accordance with our previous observation that pmrlA
(isogenic of W303 WT) is highly susceptive to Cd* treatment; and new survival assays
confirmed that, in background of W303, this mutant is very sensitivity to Cd®* (data not
shown). Although the data obtained in the background of BY4741 are in disagreement with
the data obtained in the background of W303, they reinforced that Pmrlp can somehow
respond to Cd?* presence. In this sense, our next step was to analyze the profile of Cd**
uptake to verify if, as previously observed in W303 background (Lauer-Janior et al., 2008),
the absence of Pmrip in cells derived from BY4741 can also affect intracellular Cd**

accumulation.
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Figure 1. Yeast tolerance to Cd?*. (A) Chronic exposure. Cells were diluted between 10°
and 10° cells/mL, and 10pL of each dilution were plated in SC solid medium containing
Cd*? at the indicated concentration. (B) Acute exposure. About 1.2 x 10” cells/ mL were
treated in SC medium supplemented or not with Cd?*. After 4-h cells were diluted, plated
and incubated at 30° C for survival determination. Data are expressed as mean + SEM. For

some points, the error bars do not exceed the symbols size.

3.2. Profile of time-course Cd** uptake

To gain insights about the mechanism by which PMR1 mutation can affect the
tolerance of ycflA strain to Cd*", a time-course Cd** uptake assay was performed (Figure
2). The results showed that BY4741 cells are loaded with Cd?* during 2 h, but in the 3"h
about 43% of Cd?* previously captured is release into the medium (0.82+0.058 at 1h
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against 0.47+0.052 at 3h). In sequence, cells restart the capture of Cd** and after 4 h they
have 60% more metal (1.34+0.040) than in the first 2 h and also have the highest
intracellular Cd** content as compared to the three mutant strains.

A significant variation in Cd?* content over time was not detected for the ycflA
strain. However, after 4 h the Cd** present in this mutant is reduced about 26% in relation
to the observed in WT cells (0.99+0.004 in mutant strain), confirming previous data that
indicated a decrease in Cd®* accumulation in ycflA (Gomes et al., 2002; Mielniczki-Pereira
et al., 2008). Interestingly, pmr1A cells exhibited a profile of increasing Cd** accumulation
over time; being that at 4h the Cd** content in these cells is approximately twice in relation
to the 1° h (0.53+0.092 and 1.09+0.038, respectively). The profile of pmrlAycf1A was the
same observed in the single mutant pmrlA, with the mutation in YCF1 showing an additive
effect upon Cd®* uptake. These results confirm that Pmrilp is able to act in Cd®* extrusion
from the cells. Meanwhile, the mutation in PMR1 (alone or simultaneously with YCF1)
produces a delay in Cd** capture in relation to WT and to the single mutant ycf1A as seen

in the 1% h of treatment (Figure 2); which can contribute to retard Cd?* toxicity.
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Figure 2. Profile of time-course Cd”** uptake in BY4741 background. About 1.2 x 10’
cells/mL were treated in SC supplement with S0uM CdCl, and aliquots were collected at
1h-intervals. Data are presented as mean + SEM. Strains were compared at each time point
by ANOVA one-way followed by Tukey-Kramer multiple comparisons test. The bars

indicated by different letters are significantly different at the same time (p<0.05).
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3.3. Expression of Ca®*-intracellular transporters upon Cd®" stress

The prevalence of the phenotype produced by PMR1 mutation upon that produced
by YCF1 mutation after Cd®* exposure (Figure 1) can indicate that pmrlA cells have
intrinsic characteristics able to overcome the absence of Ycflp. Considering this
hypothesis, we tested if YCF1 or other genes related to Ca’* homeostasis can respond
differentially to Cd®" stress in the pmri1A strain. For this purpose, we investigated the Cd**
effect upon the mRNA levels of YCF1, PMC1, VCX1, YVC1, COD1, and calmodulin
(CMD1), a known regulator of Ca** homeostasis in yeast (Figure 3).

Expression of YCF1 in the WT strain was strongly induced only in the highest Cd**
concentration tested (400 pM), while the PMR1 was not induced neither in 50 uM or 400
uM. Rather, this gene showed a tendency of down-regulation (Figure 3, A-B). A similar
tendency was observed in the expression of VCX1 transporter and of the regulatory gene
CMD1. Expression of the COD1 gene was not changed in response to Cd** presence, while
YVC1 suffered a slight increase in its expression in the presence of 400 uM Cd*".
Interestingly, PMC1 (which codes for a vacuolar Ca®*-transporter) was the only up
regulated at the concentration of 50 pM Cd®* (Figure 3, A-B). Unlike the observed with
WT cells, the expression of PMR1 increased about 35% in the mutant ycflA after both
Cd*" treatments; and a similar pattern was achieved by the genes YVC1, COD1 and CMD1
(Figure 3, C-D). In addition, in ycflA cells the induction of PMC1 was clearly stronger
than that observed in WT cells.

In the single mutant pmr1A the general profile of YCF1 expression is maintained as
in WT, but a slight increase can be noted in the expression level at 400uM (Figure 3, E-F).
The YVC1 gene suffers a similar up-regulation in pmrlA as in ycflA cells, while
expression of the genes VCX1, COD1 and CMD1 increased only at 400 pM of Cd** in the
absence of Pmrlp. Once again the raising of PMCL1 expression in response to Cd®* was
higher in pmr1A than in WT cells, such that its expression at 400 uM was comparable to
that observed for YCF1 (Figure 3, E-F). The double mutant pmr1Aycf1A showed enhanced
activation of PMC1 as compared to the pmrlA single mutant; achieving almost the same
level observed in the ycflA single mutant (Figure 3, G-H). The genes VCX1 and CMD1
were induced by Cd?* in pmr1Aycf1A similarly as in pmrlA, but the expression of COD1

followed the profile observed in ycflA cells. In the case of YVC1, the absence of both
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PMR1 and YCF1 genes, results in loss of gene induction in response to Cd** (Figure 3, G-
H).

The data showed that the pmrlA strain has a slight increase in the induction of
YCFL1 in relation to the WT, but this increase alone is not sufficient to explain the
resistance to Cd>* observed in this mutant. In the same way, the differences in the Cd?-
induction for the other analyzed genes are subtle between ycf1A and pmr1A. However, the
early up-regulation of PMCL1 in response to Cd?** observed in the WT strain points to the
participation of Pmclp in Cd*" tolerance. Therefore, we hypothesized that the differences
in Cd”" tolerance observed in the background of BY4741 could be related to differences in
the basal level of PMClexpression and we found that the expression of this gene in cells
lacking Pmrlp is at least 2.5 times higher than in WT cells (Figure 4). In ycf1A mutants the
basal level of PMC1 is increased about 50%. Besides, in pmrlA mutants the basal
expression of YCFL1 is also 70% higher than WT.
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Figure 3. Profile of gene expression after Cd** treatment in BY4741 background.
About 1.2 x 10" cells/mL were treated in SC supplement or not with CdCl; (50 or 400uM).
After 4 h, the cells were collected and total RNA extracted as described in materials and
methods. (A,C,E,G) Representative images of bands obtained for each gene in BY4741,
ycflA, pmrlA and pmrlAycflA strains, respectively. Constitutive control (ACT1) is shown
in the first line. (B,D,F,H) Graphic representation of expression pattern in BY4741, ycflA,
pmrlA and pmrlAycflA strains, respectively. Relative expression was calculated as

described in materials and methods. The data are expressed as mean = SEM.
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Figure 4. Basal expression of PMC1 and YCF1 genes in BY4741 background. About
1.2 x 107 cells/mL were incubated in SC medium (not supplement with CdCl,). After 4 h,
the cells were collected and total RNA extracted as described in materials and methods.
(A) Representative images of bands obtained in BY4741, ycflA, pmrlA and pmrlAycflA
strains, respectively. Constitutive control (ACT1) is shown in the first line. (B) Graphic
representation of expression pattern. Relative expression was calculated as described in

materials and methods. The data are expressed as mean + SEM.

4. Discussion

In S. cerevisiae, the detoxification of Cd?* ions is mainly associated to the activity
of Ycflp. However, recent works suggest that additional routes can help yeast cells to cope
with Cd®* toxicity. For example, low GSH availability down-regulates the YCF1 promoter
even in the presence of Cd** - which is strong evidence that accessory pathways related to

Cd?* tolerance are present in yeast (Mielniczki-Pereira et al., 2008). Moreover, we have
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demonstrated that the Ca?* ATPase Pmrlp participates in Cd®" tolerance possibly by a
mechanism involving the secretory pathway, since the pmrlA strain accumulates more
Cd*" than the WT strain W303 (Lauer-Janior et al., 2008). In this work we investigated the
relative contribution of Ycflp and Pmrlp for Cd?* resistance in S. cerevisiae.

We found that the Pmrip can really act in the export of Cd** from the cells. In fact,
WT BY4741 is able to release into the medium part of Cd** ions that it had previously
incorporated; and this event allows a new round of Cd** uptake. In the absence of Pmrlp
this capacity of Cd** export is lost; and cells accumulate increasing concentrations of the
metal (Figure 2). The amount of Cd?* incorporated by the ycf1A strain does not suffer a
great variation over-time (Figure 2), possibly because the presence of Cd—[GS], complexes
in the cytosol has a feedback negative effect upon Cd** uptake as previously described
(Gomes et al., 2002) and because these complexes are not good substrates for Pmrlp —
which is a member of the secretory-pathway Ca?*-ATPases (SPCAs) family, characterized
to transport only a single molecule of Ca?* or Mn* (Sorin et al., 1997; Missiaen et al.,
2007). In addition, mutation in PMR1, alone or simultaneously with YCF1, produces a
delay in Cd? capture. In the pmr1A strain, depletion of Ca®* from secretory compartments
is able to promote an increase in Ca?* uptake from the extracellular medium by a
mechanism that resembles the Ca**-capacitative entry (CCE) of mammalian cells (Locke et
al., 2002). This process is mediated by increased activity of Cchlp/Midlp — a cell
membrane calcium transporter system (Locke et al., 2002); and it is expect that Cd** and
Ca?* can compete for it. We believe that the high-affinity of this transporter for Ca*" ions,
as well intracellular demand for these ions in the absence of Pmrlp, could favor the early
uptake of Ca?* instead of Cd®*. After some time, competition between Ca?* and Cd*
should be softened by reduction of Ca*" environmental levels and, in turn, Cd%* uptake
becomes more effective.

Despite of the clear time-course increased Cd?* accumulation observed in mutants
lacking functional Pm1p, the participation of this transporter in Cd** detoxification seems
to be a secondary event, since the PMR1 gene is not induced by Cd?** treatment in WT
cells, even at high metal concentration (Figure 3, A-B). The expressions data indicate that
the primary response to Cd** toxicity is mediated by the well known role of Ycflp; with an
additional contribution of the Ca®'- transporter Pmclp, which were the only ones up-

regulated by Cd®* in WT cells (Figure 3, A-B). Interestingly, it seemed that the PMC1 gene
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has an earlier activation in response to Cd** as compared with YCF1 (Figure 3, A-B). Our
previous observations showed that, in specific conditions (e.g. respiratory metabolism),
small Cd** concentration can down-regulate the YCF1 promoter and then “save” GSH for
maintenance of the intracellular redox state (Mielniczki-Pereira et al., 2008). In this sense,
PMC1 arises as a good candidate to perform a GSH-independent mechanism of Cd**
detoxification in the background of BY4741 cells. PMC1 encodes a vacuolar Ca®*
transporter not essential for viability under normal growth conditions; however, it plays an
essential role in yeast tolerance to high Ca®* stress (Cunningham and Fink, 1994; Miseta et
al., 1999). The ionic similarities between Ca** and Cd?" ions, and the proeminent induction
of PMC1 in response to Cd®" in the ycf1A strain (Figure 3, C-D), allow to infer that Pmc1p
can really help yeast cells to cope with Cd?* toxicity. In addition, strains lacking functional
Ycflp can also activate the PMR1 gene as an accessory pathway to try to remove Cd**
from the cytosol (Figure 3, C-D).

Deletion of the PMR1 gene in cells derived from WT BY4741 can overcome the
Cd** sensitivity produced by the absence of Ycflp (Figure 1). This was a surprising result,
since in a prior study Lauer-Junior and co-workers (2008) observed that pmrlA mutant
derived from W303 is strongly sensible to Cd?* exposure. However, testing both pmriA
mutants in the same assay conditions, we confirmed their distinct phenotypes face to Cd**
stress (data not shown). This intriguing result prompted us to investigate the hypothesis
that the pmrlA strain, isogenic to BY4741, has intrinsic characteristics that favor its
survival in the presence of Cd®*. In fact, we observed that pmrlA have a slight increase in
the level of YCF1 induction after Cd?* exposure as compared to BY4741, but this increase
alone is not sufficient to explain the restored resistance to Cd** observed in the double
mutant pmrlAycflA. Moreover, the survival assay showed that at 50 pM of Cd** the
double mutant has the same sensibility observed in the single mutant ycf1A (Figure 1B),
which points to the activation of an Ycflp-independent mechanism for restoring the
resistance to Cd®" in the absence of Pmrlp. Based on the aforementioned results, we
hypothesized that this Ycflp-independent mechanism could be related to PMC1 basal
expression; and our results showed that expression of PMCL1 in cells lacking Pmrlp is
more than 2.5 times higher than in BY4741 WT cells under the absence of Cd** (Figure 4).

Comparatively, a moderate increase in PMC1 basal expression was also observed in ycf1A
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(50%), which indicates that the compensative effect of Pmclp in absence of Ycflp could
not be restricted to response to Cd?" stress.

Previous work demonstrated that in WT yeast strain W303, the basal expression of
PMR1 gene is higher than PMC1 during all growth phases, with PMR1 reaching levels 12
folds higher than PMC1 (Marchi et al., 1999). In the W303 isogenic-derived strain pmrlA,
the expression of PMC1 rises about 5 times, but still is at least two times smaller than the
PMR1 expression in WT cells (Marchi et al., 1999). However, our expression analysis
points to high expression of PMC1 as compared with PMR1. In fact, to perform the semi-
quantitative RT-PCR we used about 20 ng of cDNA for analyzing all genes, except for the
CMD1 and PMC1 genes. In the latter case, to avoid PCR saturation, it was necessary to
reduce the cDNA amount to 15 ng and 10 ng, respectively (see Materials and Methods,
section 2.5). This is a clear indication that the expression of PMCL1 is higher than PMRL1 in
the genetic background of the BY4741 strain. Indeed, the literature data support that the
PMR1 and PMC1 expression patterns could be strain-specific. Cunningham and Fink
(1996) described that, in the genetic background of the W303, strain the double mutant
pmrlApmclA is not viable unless followed by the disruption of the calmodulin/calcineriun
pathway (Cunningham and Fink, 1996). On the other hand, Kellermayer and co-workers
(2003) have constructed viable pmrlApmclA strains in the context of the WT strain
SEY6210. In this sense, the primary use of Pmrlp or Pmclp to retain Cd** toxicity could
depend on the availability of each carrier. Therefore, rescue of Cd*" tolerance in pmriA
and pmrlAycflA derived from BY4741 probably is obtained by a sum of the following
factors: (i) increased of basal YCF1 and PMC1 expression (Figure 4); (ii) stronger up-
regulation of YCF1 and PMC1 in response to Cd®* (Figure 3, A-H); (iii) delay in Cd**
uptake (figure 2). In addition, we do not discard other specific responses at post
translational level or mediated by genes not included in our study. For example, both YCF1
and PMC1 can be differentially regulated at the post-translational level (Takita et al., 2001;
Eraso et al., 2004; Paumi et al., 2008).

The results about expression of YVC1, VCX1, COD1 and CMD1 bring some ideas
about cellular internal reorganization in response to Cd*. In the WT strain, it was observed
a slight increase of YVC1 gene expression face to Cd** exposure and this phenotype was
stronger in both pmrlA and ycf1A single mutants (Figure 3, A-F). The protein Yvclp is a

vacuolar ionic channel that acts in the generation of Ca®* signals after osmotic stress and
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after exposure to the antifungal drug amiodarone (Denis and Cyert, 2002; Gupta et al.,
2003). However, this pathway is lost in the double mutant pmrlAycflA (Figure 3, G-H).
Then, we speculate that Yvclp can also produce Ca®* signals in response to Cd®" stress
which, in turn, could active biochemical pathways to cope with Cd?* toxicity. In support of
this hypothesis, Liu and co-workers (2007) demonstrated that apoptosis induced by Cd®* in
carcinoma human cells can be initiated by the rapid elevation of intracellular Ca?*,
followed by calcium-mediated activation of PI3K/Akt and mitochondrial impairment.

In the same way, variations in VCX1 and CMD1 expression could be related to
intracellular signaling mediated by Ca®" and/or a simple response to adjust Ca®*
homeostasis. Vex1p is a vacuolar H'/Ca®* exchanger involved in control of cytosolic Ca®*
concentration, which also promotes dissipation of Ca®* signals by rapid capture of this ion
into the vacuole (Miseta et al., 1999). The gene CMD1 encodes for a Ca®* binding protein
that regulates many processes including responses to various stress conditions and which
was described as a negative regulator of Vcx1p in response to high Ca®* environmental
concentrations (Stathopoulos & Cyert; 1997; Matheos et al., 1997). Meanwhile, at least at
the mRNA level, this negative regulation of VCX1 by CMD1 was not observed in response
to Cd*" stress (Figure 3, A-H). Besides, the contribution to Vcxlp to direct Cd?*
detoxification could be minimal, since it is not induced by the metal in BY4741.
Accordingly, it was reported that overexpression of VCX1 provides only a moderate
increase in Cd®* resistance (Pittman et al., 2004). In view of the dual participation of
Cod1p in unfolded protein response (UPR) and Ca®* homeostasis (Cronin et al., 2002),
their up-regulation seen in the three mutant strains (Figure 3, C-H) could point to an
endoplasmic reticulum (ER) stress induced by Cd** toxicity. Indeed, it was recently
demonstrated that in murine fibroblasts, Cd** treatment alters ER Ca®'-homeostasis
promoting UPR activation and apoptosis (Biagioli et al., 2008). New studies are necessary
to confirm these hypotheses regarding YVC1, VCX1, COD1 and CMD1 responses to Cd**

in yeast.

4.1. An integrative model of Ycflp and Ca?*-transporters operation upon Cd*" stress
Based in our results, we propose an integrative model of Ycflp and Ca®'-
transporters operation upon Cd** stress, with emphasis on the action of Pmrip and Pmclp

(Figure 5). Yeast cells exposed to environmental Cd** take up this metal through the
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activity of transporters of divalent essential metals; including the Cchlp/Midlp high
affinity Ca”* system. Cd®* competes with essential ions and, in the case of Ca*, the
demand of internal cell compartments can drive Ca** or Cd* early capture. However, after
some time, the reduction of Ca*" external availability can favor the entry of Cd*" into the
cells, due to decrease in the proportion of [Ca?*]/ [Cd®"] ions. Once inside cells, Cd?* can
bind two GSH molecules forming Cd-[GS], complexes, which, in turn, are removed from
the cytosol by Ycflp. Alternatively, Cd** can be detoxified by GSH-independent
pathways, as those mediated by Pmrlp or Pmclp. The choice for one or another pathway is
probably related to a balance between Cd*" toxicity and metabolic status of the cells. Low
Cd?** concentration and high intracellular necessities of GSH are expected to drive more
Cd* to Pmrip or Pmclp. Cd®* captured by Pmrip into the Golgi will be released to the
extracellular medium by the secretory pathway. On the contrary, high Pmclp expression
will promote Cd®* sequestration into vacuoles. In cells with high expression of Pmcip
when compared to Pmrip, the first carrier probably will be more responsive to Cd*". In
high Cd*" concentrations, simultaneous activation of GSH-dependent (e.g. Ycflp) and
independent detoxification systems can occur. In addition, if one of these mechanisms is
impaired, cells will try a compensation by up-regulating those operative mechanisms. This
situation could produce a high degree of cell injury, including inhibition of mismatch
repair, lipid peroxidation, and extensive oxidation of proteins. As a result, cells could
trigger an endoplasmic reticulum stress and activate unfolded protein response mediated by
Codlp. We also speculate that Ycvlp can produce Ca’* signals in response to Cd**
presence which, in turn, could activate biochemical pathways to cope with Cd?* toxicity.
Ultimately, Cd** can be exported out of the cells directly by membrane proteins, such as
Yorlp, Alrlp or Pcalp. The protein Yorlp is an ABC transporter that provides Cd**
resistance when cells are exposed to low temperatures. However, the mechanism of Yorlp
action is postulated to be GSH-dependent (Nagy et al., 2004). The gene ALR1 encodes an
Mg?*-transporter, which could contribute to Cd** detoxification and efflux out of cells
(Kern et al., 2005). The P1b-type ATPase coded by the PCA1 gene has been described as a
new Cd?* efflux pump. Cd* dramatically increases Pcalp expression through post-
transcriptional regulation, and promotes relocation of the protein to the plasma membrane.

However, Pcalp is non-functional in some laboratory yeast strains (Adle et al., 2007).
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(A) Highintracellular Ca** demand (B) Reduced [Ca®*]/[Cd**] proportion
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Figure 5. Integrative model of Ycflp and Ca”-transporters operation upon Cd?*
stress. (A) Low Cd** concentration and/or low GSH intracellular availability promotes
Cd** detoxification by GSH independent mechanisms, as those mediated by Pmrlp or
Pmclp. This scenario can be achieved when cell’s internal demand for essential ions
improves their uptake through high-affinity transporters, resulting in a delay in Cd** uptake
through same pathway (as observed in pmrl1A cells). The use of Pmc1p or Pmrlp mediated
detoxification will depend on the availability of each carrier. Since in this scenario, some
Cd?* are linked to GSH due to its high affinity for sulfidril groups; and the generated
Cd.[GS]; complexes are sequestered into the vacuole by Ycfip. (B) High intracellular Cd**
can be achieved by long time exposure of the cells to the metal, which will reduce
extracellular essential ions concentration and favor Cd®* uptake due to decrease in the
proportion of [Ca®"]/ [Cd*'] fons. In this scenario, the major pathway for Cd**
detoxification is that mediated by Ycflp. Besides, higher expression of PMC1 and PMR1

may contribute to the removal of Cd** from the cytosol. Pronounced Cd®* stress produces a
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high degree of cell injury and probably can trigger ER stress and activate the UPR
pathway, which is mediated by Cod1p up-regulation. Besides, Ycvlp can produce Ca®*
signals in response to Cd** presence which, in turn, could active biochemical pathways to
cope with Cd®* toxicity. In the two scenarios (A and B), some Cd?* can be effluxed out of
the cells directly by membrane proteins, such as Yorlp, Alrlp or Pcalp. Vac (vacuole),
Golgi (Golgi apparatus), ER (endoplasmic reticulum), UPR (unfolded protein response).

For more details see discussion text.
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O Cd** é um metal extremamente t6xico para 0S 0rganismos Vivos, mesmo em
baixas concentragfes (Satarug & Moore, 2004). Os mecanismos associados a esta
toxicidade sdo complexos, uma vez que a presenca de Cd** pode prejudicar direta ou
indiretamente uma ampla variedade de rotas metabdlicas, que incluem desde vias de
formacdo de aminodcidos sulfurados até as vias de reparagdo de DNA (Beyersmann &
Hartwig, 2008). E consenso, entretanto, que o tratamento com Cd** é um forte indutor de
estresse oxidativo nos sistemas biolégicos. Como o Cd** ndo é um metal com atividade
redox, este efeito é proveniente da inibi¢do de enzimas antioxidantes, da lesdo de proteinas
da cadeia respiratoria mitocondrial ou da mobilizacdo de GSH (Casalino et al., 2002;
Balestrasse et al., 2005; Pacheco et al., 2008). De fato, os fons Cd** tém alta afinidade pelo
grupamento tidlico da GSH e podem formar complexos estaveis Cd—[GS],, reduzindo a
disponibilidade intracelular deste metabdlito (Li et al., 1997).

A manutencdo do equilibrio entre a glutationa reduzida e a glutationa dissulfeto
(GSH/GSSG) é um evento essencial para 0s organismos vivos, isso porque a GSH
participa de diversos processos fisiolégicos importantes tais como tamponamento
intracelular, proliferagdo celular, apoptose e resisténcia ao estresse oxidativo (Ballaroti et
al., 2009). O controle inadequado da homeostase de GSH est4 associado a etiologia e/ou
progressdo de uma série de doengas humanas, incluindo doencas cardiovasculares, fibrose
cistica e doencas neurodegenerativas como o mal de Parkinson e o mal de Alzheimer
(Ballaroti et al., 2009). Neste sentido, proteinas que afetem direta ou indiretamente a
manutencdo dos niveis de GSH/GSSG devem ter uma regulacdo adequada de suas
atividades.

Em S. cerevisiae, uma condicéo fisiol6gica que aumenta a demanda por GSH € a

fixacdo da atividade respiratoria — a qual promove maior geragdo de espécies reativas de
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oxigénio a partir da cadeia de transporte de elétrons mitocondrial e, portanto, requer um
funcionamento vigoroso de todos os sistemas de protecdo antioxidante (Halliwell &
Gutteridge, 2007). Neste cenério, € esperado que a formagdo e importagdo de complexos
Cd-[GS]. para o vactolo possam ter efeitos mais pronunciados sobre a manutengdo de
processos intracelulares dependentes de GSH. Com base nesta hipétese, o capitulo | deste
trabalho descreve um estudo sobre o papel da proteina Ycfl na desintoxicagdo de Cd**
durante o metabolismo respiratério de S. cerevisiae e sua influéncia nos niveis
intracelulares de GSH.

Um aspecto interessante deste trabalho foi demonstrar que, durante o metabolismo
respiratorio, a linhagem mutante ycflA apresenta maior contetdo intracelular de GSH do
que a linhagem selvagem, além de maior tolerancia ao Cd* e aos oxidantes t-butil-
hidroperoxido e H,O, (Capitulo I, Figuras 2-4). A implicacdo deste resultado é que a
atividade de Ycflp pode influenciar direta ou indiretamente a homeostase intracelular de
GSH. Este fato ndo é surpreendente, uma vez que a degradagdo de GSH em células de S.
cerevisiae é feita dentro do vaclUolo pela enzima y-glutamil transpeptidase (y-GT,
codificada pelo gene EMC38) e que a Ycflp é responsavel por 70% da capacidade de
transporte de GSH para o interior desta organela (Mehdi et al., 2001; Penninckx, 2002).

A y-GT (Ecm38p) catalisa a transferéncia do nucleo y-glutamil da GSH para um
aminodcido aceptor, gerando o produto da transpeptidacéo e cisteinil-glicina que, por sua
vez, € hidrolisado em seus aminoacidos constituintes cisteina e glicina. Adicionalmente,
esta enzima pode catalisar a simples hidrélise de GSH ou outros GS-conjugados liberando
L-glutamato. Em todos os casos, 0s aminoécidos livres formados (glutamato, cisteina e
glicina) voltam para o citosol e podem ser reutilizados na sintese de novos compostos —

incluindo a propria GSH (Penninckx, 2002). Desta forma, a atividade recicladora da
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Ecm38p é especialmente alta quando as concentracdes citoplasméticas de GSH sdo baixas
(Mehdi & Penninckx, 1997). Em S. cerevisiae, a auséncia de Ecm38p promove um
aumento de aproximadamente 60% na concentracdo enddgena de GSH (Adamis et al.,
2007). Acredita-se que esse aumento seja resultado da indugdo de GSH1 (que codifica a
primeira enzima da via de biossintese de GSH), conforme observado em células de
camundongo também deficientes em y-GT (Habib et al., 2000; Adamis et al., 2007).

A atividade de transporte da Ycflp é estimulada pela enzima Ecm38p. Entretanto, a
natureza molecular desta ativacdo ndo é conhecida (Mehdi et al., 2001). A influéncia da
Ecm38p sobre a Ycflp indica que estas proteinas podem trabalhar em conjunto no controle
da entrada e da reciclagem de GSH e GS-derivados dentro do vacUolo. Interessantemente,
0 aumento do conteddo basal de GSH observado nas mutantes ycflA é comparéavel ao
observado nos mutantes emc48A (Adamis et al., 2007; Capitulo | — Figura 3). Portanto, €
possivel inferir que a auséncia e/ou reducdo de Ycflp compromete a atividade recicladora
da Ecm38p devido a falta de substrato, o que promove a inducdo de outros genes (por
exemplo, GSH1) capazes de suprir a demanda celular por GSH. Corroborando esta
hipotese, foi demonstrado que a interrup¢do do gene YCF1 resulta em diminui¢do da
atividade basal de Ecm38p (Adamis et al., 2009-a). Adicionalmente, o perfil de indugéo do
promotor YCF1 na linhagem selvagem sugere que a redugdo da atividade de Ycflp é um
mecanismo natural de controle dos niveis de GSH, visto que a expressdo de YCF1 é
drasticamente reduzida quando as células entram em metabolismo respiratorio — situagéo
em que a demanda intracelular por GSH é maior do que durante o metabolismo
fermentativo (Capitulo I — Figura 5).

Outro aspecto relevante apresentado no capitulo | é que a indugdo transcripcional

de YCF1 em resposta & Cd** depende da disponibilidade de GSH (Capitulo 1 — Tabela 1,
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Figura 5). Este resultado sugere que a formacdo e a importacdo de complexos Cd-[GS],
para 0 vactolo ndo séo eventos desencadeados automaticamente pela presenca de Cd?*. De
fato, os trabalhos publicados na Gltima década mostram que, em S. cerevisiae, 0S processos
de captagdo e destinacdo intracelular de Cd** sdo regulados pela atividade de proteinas
associadas ao metabolismo de GSH.

Existem, por exemplo, evidéncias de que em S. cerevisiae a formacdo de
complexos Cd-[GS], é dependente da atividade catalitica da glutationa transferase 2
(Gtt2p). As glutationa transferases sdo enzimas que catalisam o ataque nucleofilico do
grupo tiol da GSH a diferentes substratos eletrofilicos, resultando na conjugacdo deste
substrato com GSH ou na sua redugdo com concomitante producéo de GSSG (Vuilleumier
& Pagni, 2002; Kim et al., 2001). Nas células de S. cerevisiae, o tratamento com Cd?*
promove um aumento de 25 vezes na expressdo do gene GTT2 (Fauchon et al., 2002).
Adicionalmente, 0 mutante gtt2A acumula aproximadamente trés vezes mais Cd** do que
as células selvagens. Acredita-se que este actimulo excessivo de Cd** seja resultado da
incapacidade das células gtt2A de catalisar a formacdo de complexos Cd—[GS],, 0s quais
tem efeito inibitrio sobre a entrada de Cd** a partir do meio extracelular (Gomes et al.,
2002; Adamis et al., 2004).

Evidéncias indiretas também sugerem que a Ecm38p e a aminopeptidase vacuolar
de leveduras (Lap4p) podem atuar na reciclagem da GSH a partir dos complexos Cd—[GS]
armazenados no vactolo (Adamis et al., 2007; Adamis et al., 2009-b). Como a Lap4p
possui atividade hidrolitica sobre regides N-terminais de peptideos e proteinas, é provavel
que ela possa hidrolisar dipeptideos cisteinil-glicina gerados a partir da clivagem inicial

dos Cd—[GS], pela Ecm38p (Adamis et al., 2009-b).
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Recentemente Adamis e colaboradores (2009-a) mostraram que o tratamento com
Cd* induz a atividade das enzimas Gtt2p e Ecm38p em linhagens selvagens de S.
cerevisiae. A indugéo de Ecm38p, entretanto, é perdida no mutante gtt2A mas é mantida no
mutante ycf1A. Por outro lado, a inducdo de Gtt2p é perdida tanto na linhagem ecm38A
quanto na ycflA. Os autores do trabalho propdem um modelo no qual a auséncia de
atividade de Ecm38p produziria acimulo vacuolar de complexos Cd—[GS],, 0 que poderia
modular negativamente a atividade de Ycflp, de maneira similar ao que ocorre quando ha
excesso de GSH no interior desta organela (Mehdi et al., 2001). Assim, os complexos Cd-
[GS], ficariam no citoplasma e, por sua vez, diminuiriam a atividade da Gtt2p por
retroalimentagdo negativa. Devido a esta inibicdo de Gtt2p, a formagédo de complexos Cd-
[GS], ficaria comprometida e, como resultado, as células poderiam manter altas
concentragdes citoplasmaticas de GSH — que é um forte inibidor da atividade de Ecm38p
(Mehdi & Penninckx, 1997). Em presenca de Gtt2p e auséncia de Ycflp, os complexos
seriam formados normalmente e acumulariam no citosol, ndo podendo sofrer reciclagem
vacuolar. O resultado seria a diminuicéo da disponibilidade da GSH no citosol (GSH néo
ligada & Cd®"), o que tem efeito indutor sobre a atividade da Ecm38p (Mehdi & Penninckx,
1997; Adamis et al., 2009-a).

Com base no modelo descrito acima e nos resultados apresentados no capitulo |
(Capitulo I — Tabela 1, Figura 5), é possivel concluir que a resposta das proteinas Ycfl,
Gtt2 e Ecm38 & presenca de Cd** est4 intimamente relacionada com a homeostase
intracelular de GSH. Esta relacdo reciproca entre controle da toxicidade de Cd** e
manutencdo de GSH pode explicar o fato de a Ycflp ser fundamental para a sobrevivéncia
na presenca de Cd®* durante o metabolismo fermentativo (situagdo de menor demanda por

GSH), mas ndo durante o metabolismo respiratorio (situacdo de maior demanda por GSH)
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(Capitulo I — Figura 1). Uma implicagdo importante destes resultados é que as células de S.
cerevisiae devem possuir mecanismos alternativos para conter a toxicidade do Cd** em
situacfes nas quais sua ligagdo com GSH ndo é favoravel. Um dado interessante a este
respeito é que a taxa de viabilidade apés o tratamento com Cd?* é maior nos mutantes
gtt2A do que na linhagem selvagem (Adamis et al., 2004). Como estes mutantes séo
deficientes na conjugacéo de Cd** e GSH, a melhora de desempenho apresentada por eles
na presenca de Cd** deve ser proveniente de mecanismos que desintoxicam o metal em sua
forma livre (ions ndo complexados com GSH).

Dentro deste contexto, o capitulo Il apresenta os resultados de uma investigagdo
sobre a contribuicio de proteinas associadas com a homeostase de Ca** para a
desintoxicagdo de Cd** em células de S. cerevisiae. Partindo das premissas de que estes
dois metais tém raio i6nico similar e de que fons Cd** podem se ligar e ativar algumas
proteinas dependentes de Ca’* (Akiyama et al., 1990; Liu & Templeton, 2007), foi
levantada a hipotese de que transportadores que controlam o nivel citosélico de Ca?*
poderiam ser aproveitados para a desintoxicacdo do Cd** ndo complexado a GSH.
Corroborando esta hip6tese, Lader-Junior e colaboradores (2008 — Anexo IIl) mostraram
que as linhagens deficientes no transportador de Ca** Pmr1p acumulam mais Cd** do que a
linhagem selvagem isogénica (W303) e que isto resulta em pronunciada sensibilidade ao
metal. Como a Pmrlp reside no complexo de Golgi e, dentre outras funcdes, auxilia na
desintoxicagdo de Mn”* promovendo sua eliminag&o para o meio extracelular por meio de
vesiculas secretorias (Culotta et al., 2005), foi sugerido que um processo analogo poderia
operar na desintoxicago de Cd®* (Lauer Janior et al., 2008).

Com base nas informacbes acima, o estudo do capitulo Il foi desenhado

primariamente para analisar uma provavel interacdo entre as proteinas Ycflp e Pmrlp na
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desintoxicagdo de Cd?* pela comparagdo de fenétipos entre mutantes ycflA, pmrlA e
pmrlAycflA. Como a idéia era relacionar os resultados deste trabalho com os resultados
descritos no capitulo I, a op¢do foi utilizar mutantes isogénicos da linhagem BY4741.
Estes mutantes tém a vantagem de possuirem delecdes estaveis, 0 que impede eventuais
reversdes fenotipicas. Além disso, o grupo do Prof. Dr. Pégas Henriques havia constatado
previamente que a linhagem pmrlA isogénica da W303 eventualmente apresenta alguns
problemas de manipulagéo, como floculagdo (agregacgdo) celular excessiva e curto tempo
de viabilidade quando estocada a 4 "C.

Surpreendentemente, foi observado que, nos mutantes derivados da selvagem
BY4741, a perda do gene PMR1 resulta em aumento da tolerancia ao Cd** (Capitulo 11 —
Figura 1A). Mais ainda, a auséncia deste gene promove a restauracéo da resisténcia a Cd**
nos mutantes ycf1A (Capitulo Il — figura 1B). Analises adicionais de sobrevivéncia com os
mutantes pmrlA isogénicos da W303 e BY4741, realizadas estritamente sob as mesmas
condicBes experimentais, reproduziram os resultados obtidos por Lader-Junior e
colaboradores (2008) (Anexo Il — Figura 1) e, portanto, confirmaram que o perfil de
tolerancia a Cd?* nos mutantes pmrl1A é linhagem-especifico.

Os resultados acima levantaram uma questéo essencial: a auséncia de Pmrlp pode
realmente mediar 0 processo de exportagio de Cd** para o meio extracelular? Para
responder esta questdo foi elaborada uma analise temporal do perfil de captacdo de Cd**
nas linhagens mutantes derivadas da BY4741 (capitulo Il — Figura 2). Os resultados
obtidos neste experimento mostraram que, de fato, a auséncia de Pmrlp esta associada a
um acGmulo crescente, tempo dependente, de Cd** no ambiente intracelular. Por outro
lado, a selvagem BY4741 alterna fases de captacdo e exportacdo do metal — perfil este que

é similar ao obtido no capitulo | (Capitulo | — Figura 6). Estes dados séo claros indicios de
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que a Pmrlp pode, com maior ou menor eficiéncia, promover a exportacio de Cd®* para o
meio extracelular.

Neste sentido, dois trabalhos de anélise de fenétipo e expressdo génica em larga
escala, realizados com linhagens derivadas de selvagens BY4741 (haploide) ou BY4743
(diploide), incluiram o gene PMR1 na classe dos genes cuja delecéo afeta moderadamente
a sensibilidade a Cd?* (Jin et al., 2008; Thorsen et al., 2009). A divergéncia entre estes
resultados e aqueles apresentados no capitulo 1l possivelmente € proveniente de variagbes
nas condi¢des experimentais e nos parametros utilizados para incluir os mutantes na classe
de sensibilidade. Por exemplo, no trabalho de Jin e colaboradores (2008) a sensibilidade
foi definida com base na taxa de inibicdo de crescimento produzida pelo Cd** em culturas
liquidas e utilizando meio rico (em contraste com o uso de meio sintético e determinacdo
de sobrevivéncia nos experimentos do capitulo I1).

Interessantemente, os resultados dos dois artigos supracitados (Jin et al., 2008;
Thorsen et al., 2009), bem como outros trabalhos de analise génica e/ou fenotipica em
larga escala, tém demonstrado que genes associados a processos de transporte vesicular e
exocitose estdo entre 0S grupos mais responsivos ao estresse induzido por Cd** e outros
metais. Quando os dados destes trabalhos sdo cruzados, ha pouca sobreposi¢cdo entre 0s
genes individuais identificados por cada grupo como sendo responsivos ao Cd?* (Thorsen
et al., 2009). Entretanto, quando é feita a sobreposi¢do levando-se em conta grupos de
genes funcionalmente relacionados, had maior coincidéncia entre os resultados e,
essencialmente, todos apontam para as vias de resposta a estresse, trafego intracelular e
exocitose como rotas responsivas & presenca de Cd** (Jin et al., 2008; Ruotolo et al., 2008;

Serero et al., 2008; Thorsen et al., 2009).
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A participagdo diferenciada da Pmrlp na desintoxicacdo de Cd** no genétipo da
W303 em relagéo ao observado no gendtipo da BY4741 remete para uma conclusdo bésica
e bem estabelecida: variagdes fenotipicas e/ou genotipicas podem influenciar a forma
como organismos da mesma espécie respondem a presenca de um agente estressor comum.
Um exemplo disso, no contexto da homeostase de Ca®*, é que duplos mutantes
pmrlApmclA derivados da W303 ndo sdo viaveis a menos que seja feita a interrupgéo
simultanea de genes associados a via de sinalizacdo mediada pela calmodulina/calcinerina
(Cunningham & Fink, 1996). Por outro lado, Kellermayer e colaboradores (2003)
construiram mutantes pmrlApmclA viaveis (e sem dele¢Bes adicionais) usando a linhagem
selvagem SEY6210. Outro exemplo interessante é que, mesmo dentro de um grupo
isogénico de células de S. cerevisiae, variagdes fenotipicas individuais no conteudo interno
de GSH podem fazer com que células isoladas a partir da mesma populagdo apresentem
graus diferenciados de sensibilidade ao Cd** (Smith et al., 2007).

O perfil de absorgdo de Cd** (Capitulo Il — Figura 2), bem como os dados
demonstrando que a perda de PMR1 pode conferir algum grau de sensibilidade a Cd**
mesmo em células derivadas da BY4741 (Jin et al., 2008), reforcavam a idéia de que a
Pmrlp poderia contribuir, com maior ou menor eficiéncia, para a desintoxicagdo de Cd?*,
Partindo deste pressuposto, foi levantada a hipdtese de que a perda de PMR1 poderia
resultar numa alteragdo da expressdo de YCF1. Experimentos preliminares confirmaram
esta hipotese (Anexo Il — Figura 2). Desta forma, partiu-se para uma andlise mais detalhada
no sentido de comparar o efeito do tratamento com Cd** sobre a expressio de YCF1 e
genes associados a homeostase de Ca’* nas linhagens BY4741, ycflA, pmrlA e
pmrlAycflA (capitulo Il — Figura 3). Dentro dos genes que participam da manutencéo de

Ca?*, foram selecionados para a andlise aqueles localizados em compartimentos
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intracelulares (PMR1, no Golgi; PMC1, YVC1, VCX1, no vactolo; COD1, no RE) e aquele
que codifica a calmodulina (CMD1) — uma vez que o produto deste gene exerce importante
papel na regulacéo de processos dependentes de Ca?*.

Mais uma vez foi possivel observar que concentrages relativamente baixas de Cd**
(50 uM), compativeis com o que é encontrado no meio ambiente e com 0s niveis que
podem acumular no organismo humano (Jin et al., 2003; Satarug & Moore, 2004), ndo
induzem a expressdo de YCF1 na selvagem BY4741 (Capitulo Il — Figura 3, A-B).
Entretanto, a expressdo de YCF1 também ndo foi reprimida por esta concentracéo de Cd?",
contrastando com o observado no capitulo | (Capitulo | — Figura 5). Esta diferenca pode ser
explicada pelas variagBes experimentais entre as duas analises. Por exemplo, no capitulo |
a andlise de expressdo foi feita utilizando-se um plasmideo reporter ndo integrativo
(pJAW736) e por isso, apds receber o plasmidio, as células foram invariavelmente
mantidas em meio sintético seletivo (SC ura’). No meio sintético, a disponibilidade de
GSH é menor do que no meio rico (Burke et al., 2000) e isso pode ter favorecido a
repressdo do gene YCF1. Cabe ainda ressaltar que, para manter a homogeneidade
experimental, o RT-PCR semi-quantitativo apresentado no primeiro capitulo também foi
feito com células que haviam recebido o plasmideo pJAW736. Ao contrério, para 0s
experimentos do capitulo Il as células foram mantidas em meio rico, tendo apenas uma
passagem prévia por meio sintético antes da anélise experimental. Por fim, para otimizar o
processo de extracdo de RNA, a concentracdo de células utilizadas nos dois casos nao foi a
mesma (Capitulo | — Se¢Bes 2.1-2.5; Capitulo Il — Se¢bes 2.1, 2.3, 2.5).

Dentro das analises de expressao, um resultado que chamou a atengéo foi a indugéo
precoce de PMC1 em resposta ao tratamento com Cd?* na linhagem selvagem ((inico gene

induzido no tratamento com 50 pM de Cd*"), além da maior amplitude desta indugéo nos
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trés mutantes investigados — em especial na linhagem ycf1A (Capitulo Il — Figura 3, A-H).
Estes resultados indicam uma participacéo efetiva da Pmclp na desintoxicagdo de Cd?*,
especialmente quando a Ycflp ndo estd ativa. O gene PMC1 codifica um transportador
vacuolar de Ca*" que nao é essencial em condicdes normais de cultivo, mas que tem papel
fundamental na protecdo de células de levedura durante o estresse produzido por altas
concentragBes de Ca”* (Cunningham & Fink, 1994; Miseta et al., 1999). Os mutantes
pmrlA derivados da W303 apresentam aumento basal na expressdo de PMC1, o que serve
como protecdo contra os altos niveis de Ca?* citosélico que sdo acumulados na auséncia de
Pmrlp (Marchi et al., 1999). Esse aumento basal de PMC1 também é observado nas
linhagens pmrlA e, em menor proporcdo, na ycflA isogénicas da BY4741 (Capitulo 11 —
Figura 4). Estes dados confirmam que, tanto na W303 quanto na BY4741, a regulagéo de
Pmclp e coordenada com a atividade e/ou regulacdo do transportador Pmrlp. Entretanto, a
contribuicdo relativa de cada transportador para a manutengdo da homeostase metélica
pode ser diferente nestas duas linhagens.

De fato, na selvagem BY4741 a expressdo de PMC1 em termos de RNAm é bem
mais alta do que a expressdo de PMR1. Isto foi evidenciado durante os experimentos de
RT-PCR semi-quantitativo, nos quais a concentragcdo de cDNA utilizadas com iniciadores
para PMCL1 teve que ser reduzida pela metade em relagdo aquela utilizada com iniciadores
PMR1, no sentido de evitar saturacdo das reagdes (Capitulo Il — Secéo 3.3). Por outro lado,
a expressdo basal de PMR1 na linhagem W303 pode ser até 12 vezes mais alta do que a
expressdo de PMC1 (Marchi et al., 1999).

Dentro deste contexto, é razoavel supor que o uso de transportadores de Ca’* para a
desintoxicagdo de Cd** pode ser um evento influenciado tanto pelo metabolismo geral da

célula quanto por fatores cinéticos como a competicdo entre os fons Ca’/Cd** e a
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disponibilidade das prdprias proteinas de transporte. Sob esta perspectiva é possivel inferir
que o uso preferencial de Pmrip ou Pmclp na manutengdo da homeostase interna de Cd**
poderia depender da disponibilidade relativa de cada transportador. Assim, a grande
disponibilidade de Pmrlp na W303 permite melhor aproveitamento desta proteina para a
desintoxicacdo de Cd?*, ao contrério do que acontece com a BY4741. Cabe ressaltar,
entretanto, que mesmo no “gendétipo” da BY4741 a Pmrlp pode eventualmente contribuir
para desintoxicacdo de Cd**, uma vez que nos mutantes ycf1A foi observada inducdo do
gene PMR1 ap6s o tratamento com o metal (Capitulo 1l — Figura 3, B-C).

O conjunto de dados exposto acima sugere que as proteinas Pmrlp e Pmclp
contribuem com a Ycflp na desintoxicagdo de Cd** em S. cerevisiae. A alta sensibilidade
de mutantes ycflA & presenca de Cd*" em células de diferentes gendtipos genéticos,
descrita amplamente na literatura, mostra que a Ycflp constitui a linha de frente para a
desintoxicacdo do metal, mesmo n&o sendo induzida em concentracdes baixas de Cd**. A
este respeito, diversos trabalhos vém mostrando que existe pouca coincidéncia entre genes
essenciais para a tolerancia a Cd** e aqueles que tém expressao alterada na presenca do
metal (Jin et al., 2008; Thorsen et al., 2009). Segundo Jin e colaboradores (2008), genes
cuja delegdo aumenta sobremaneira a sensibilidade a um determinado metal podem ser os
elementos primérios de uma via de desintoxicacdo, enquanto que 0s genes que respondem
por alteragBes na expressdo devem se constituir em elementos a jusante dentro da mesma
via ou elementos de rotas alternativas de desintoxicacdo (Jin et al., 2008). Além disso, é
preciso considerar que o controle de Ycflp em baixas concentragdes de Cd?* pode ser feito
a nivel pés-traducional, visto que este transportador é regulado também por fosforilagdo

(Eraso et al., 2004; Paumi et al., 2008).
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Em situagdes mais especificas, as proteinas Pmrlp ou Pmclp podem contribuir para
a desintoxicacdo de Cd®* promovendo, respectivamente, sua exportacdo para o meio
extracelular ou sua compartimentalizagdo no vacuolo. Neste caso, é provavel que situacoes
que limitem a formacéo de complexos Cd-[GS]; favorecam o actimulo intracelular de Cd**
no seu estado livre e, por consequéncia, a desintoxicagdo mediada por Pmrlp ou Pmclp
(dependendo da disponibilidade de um ou outro transportador). Por exemplo, as células
mutantes gtt2A acumulam aproximadamente trés vezes mais Cd** do que a selvagem
isogénica BY4741. Entretanto, o tratamento com Cd?* provoca maior perda de viabilidade
na BY4741 do que na mutante gtt2A (Adamis et al., 2004). Como neste mutante a
formacdo de complexos Cd—[GS]; é ineficiente, é razoavel propor que ocorra um acumulo
maior de Cd®* no estado livre e que isso favoreca a desintoxicagdo do metal por meio da
atividade da Pmclp. Desta forma, ainda sobraria GSH livre para prevenir os efeitos
oxidantes do Cd**, o que explicaria a alta viabilidade destas células ap6s o tratamento com
0 metal.

Outro aspecto interessante que pode ser observado a partir das analises de
expressdo é a relacdo entre os niveis de RNAm do gene que codifica a calmodulina
(CMD1) e seus alvos de regulacdo (VCX1, PMR1 e PMR1). A calmodulina (Cam1p) € uma
proteina que, quando ativada por Ca?*, regula o funcionamento de uma série de outras
proteinas, incluindo a fosfatase calcineurina. Segundo os dados da literatura, a ativagao
calmodulina/calcineurina regula negativamente a atividade de VCX1 e positivamente a
atividade de PMR1 e PMC1 durante o estresse produzido por altas concentracdes de Ca**
(Cunningham & Fink, 1994; Cunningham & Fink, 1996; Matheos et al., 1997;
Stathopoulos & Cyert; 1997). Pelos resultados apresentados no capitulo Il é possivel

observar que, pelo menos em termos de concentragdo de RNAm, a regulagdo destas
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proteinas em resposta ao Cd** difere da regulacdo em resposta com Ca’* (Capitulo Il —
Figura 3, A-H).

Por exemplo, na BY4741 ocorre leve reducgdo na expressdo de CMDL1 e, portanto,
seria esperado um aumento em VCX1 — o qual ndo foi o observado (Capitulo Il — Figura 3,
A-B). Este resultado pode ser explicado pelo fato de que o efeito inibitdrio da
calmodulina/calcinerina sobre a Vcx1p parece envolver um mecanismo de regulagdo pds-
traducional (Cunningham & Fink, 1996). No caso da PMC1, seria esperado que sua
expressdo seguisse 0 mesmo perfil do gene CMD1 - o que também n&o foi observado na
linhagem BY4741. Estas divergéncias ndo sdo de todo surpreendentes, tendo em vista que
estudos anteriores demonstraram que a resposta de determinados genes & via sinalizada
pela calmodulina/calcineurina pode ser estimulo-especifica. O gene PMCL1, por exemplo, é
regulado por esta via durante o tratamento com excesso de Ca**, mas ndo durante o
tratamento com o fator de acasalmento o (Stathopoulos & Cyert, 1997). Para esclarecer o
efeito do tratamento com Cd** sobre a regulagéo de genes associados a homeostase de Ca**
pela via da calmodulina em S. cerevisiae, sdo necessarios estudos adicionais.

O perfil de expressdo do gene COD1 é outro aspecto relevante apresentado no
capitulo 1l. Este gene codifica uma ATPase residente do RE que contribui para o controle
das concentragdes de Ca** nas células de S. cerevisiae. Porém, um estudo realizado por
Cronin e colaboradores (2002) indica que o substrato preferencial da Cod1p pode ser Mg
e ndo Ca?*, sugerindo que a participagdo desta proteina na homeostase de Ca** pode ser
indireta (Cronin et al., 2002). Adicionalmente, a proteina Codl parece ter um papel
importante na sinalizagdo da via de resposta de proteinas mal enoveladas (Unfolded
Protein Response - UPR) — a qual pode ser desencadeada por estresse no RE (Cronin et al.,

2002).
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No capitulo 1l é possivel observar que na linhagem selvagem BY4741 a expressao
de COD1 n4o é alterada em resposta a Cd®* (Capitulo Il — Figura 3, A-H). No simples
mutante pmrlA a indugdo de COD1 s6 é observada com o tratamento de 400 pM de Cd?*,
enquanto que no simples mutante ycf1A o fenémeno ocorre ja na concentragdo de 50uM.
No duplo mutante pmr1Aycf1A, prevalece o fenotipo observado em ycflA. Esta resposta de
indugdo de COD1 pode ser adequadamente correlacionada com o perfil de sobrevivéncia
de cada linhagem na concentragéo de 50uM de Cd** (Capitulo Il — Figura 1B). Com base
nesta correlagdo e no fato de que o Cd** pode promover a degradacéo de proteinas recém-
sintetizadas (Medicherla & Goldberg, 2008), é possivel supor que concentragdes tdxicas do
metal comprometem a sintese e/ou renovagdo de proteinas gerando uma resposta UPR
mediada por Cod1p. Na linhagem selvagem BY4741, o funcionamento adequado das vias
de desintoxicagdo poderia minimizar os efeitos da degradagéo protéica induzida por Cd*",
tornando desnecessaria a ativagdo do gene COD1. Corroborando esta hipGtese, estudos
recentes comprovam que o tratamento com Cd?* altera a homeostase de Ca** no RE,
promovendo a ativagdo da via UPR em células de mamiferos (Biagioli et al., 2008).
Interessantemente, o gene COD1 também foi incluido por Thorsen e colaboradores (2009)
na lista de genes cuja delecdo promove sensibilidade a Cd*".

Em resumo, os resultados deste trabalho apontam para Pmrlp e Pmclp como
proteinas auxiliares na desintoxicacdo de Cd®* em S. cerevisiae, as quais podem ser
ativadas em situagdes onde a formacao e posterior importacéo de complexos Cd-[GS], por
Ycflp ndo é adequada ao metabolismo celular. Com relagdo aos demais transportadores de
Ca?* analisados, sio necessarios maiores estudos para elucidar seus papéis dentro deste
processo. E importante ressaltar que a regulacio das vias mediadas por Ycflp, Pmrip e

Pmclp deve ser coordenada com a regulacdo de transportadores de membrana que também
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podem atuar na desintoxicacdo de Cd** — tais como Yorlp, Alrlp e Pcalp (Kern et al.,

2005; Nagy et al., 2006; Adle et al., 2007).
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1. CONCLUSAO GERAL

Em resumo, os resultados deste trabalho apontam para uma refinada coordenagéo
entre Ycflp e as ATPases de Ca®* Pmrip e Pmclp durante a desintoxicacdo de Cd** em S.
cerevisiae. Como amplamente relatado na literatura, a atividade da Ycflp se constitui na
rota primaria para contencdo da toxicidade do metal. Entretanto, fatores como
disponibilidade de GSH, metabolismo energético (fermentativo ou respiratorio) e
disponibilidade de transportadores especificos, podem promover a desintoxicacéo de Cd**
por Pmrlp ou Pmclp de forma independente de GSH. Os dados deste estudo, associados
aos dados de literatura, evidenciam um surpreendente grau de complexidade na resposta
celular & presenca de Cd**, o que reflete o alto grau de toxicidade do metal. Desta forma, é
possivel concluir que, ao longo de sua evolucdo, as células eucaridticas desenvolveram
sistemas especializados para lidar com a presenca de Cd®* (por exemplo, Ycflp em
leveduras ou MRPs em mamiferos), mas que também passaram a aproveitar, quando
necessario, sistemas primariamente destinados a manutengdo da homeostase de metais

essenciais como rotas auxiliares de desintoxicagdo de Cd*".

1.1. Conclusbes Especificas
e A reducéo da expressdo da proteina Ycflp contribui para aumentar os niveis de
GSH intracelulares nas células de S. cerevisiae. Como consequéncia, é provavel
que esta proteina auxilie na aquisicéo de resisténcia ao estresse oxidativo observada
apos a transicdo diduxica (metabolismo fermentativo para respiratorio).
e A ativagdo do promotor do gene YCF1 em resposta ao tratamento com Cd?*
depende da disponibilidade de GSH. Em situagdes onde a demanda intracelular por

GSH é maior e a concentragio de Cd®* é pouco citotoxica, 0 gene YCF1 é regulado
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negativamente pela presenca de Cd* e, consequentemente, devem ser ativadas vias
de desintoxicacdo independentes de Ycflp.

As ATPases de Ca** Pmrlp e Pmclp podem promover a desintoxicacio de Cd?* de
forma independente de GSH. Estas vias sdo ativadas possivelmente em situagdes
metabdlicas que ndo favorecem a formagdo de complexos Cd—[GS]..

O uso primario de Pmrlp ou Pmclp para a desintoxicacéo de Cd** pode depender
da disponibilidade e/ou de atividade relativa de cada transportador, fatores que
podem variar entre diferentes linhagens selvagens de S. cerevisiae.

A regulacdo dos transportadores VCX1, YVC1, PMC1 e PMR1 pela calmodulina
durante o estresse com Cd®* é diferente da regulacdo observada durante o estresse
com Ca?*,

Embora sejam necessérios maiores estudos, o produto do gene COD1 surge como
um candidato a mediador da resposta de estresse de RE e de proteinas mal

enoveladas desencadeadas pelo Cd®* nas células de S. cerevisiae.
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As perspectivas futuras para continuidade deste trabalho sdo:

e Investigar o grau de influéncia da proteina Ycfl sobre a manutencdo dos niveis
intracelulares de GSH e resposta ao estresse oxidativo em células de S. cerevisiae,
por meio da interrupcdo de YCF1 em linhagens deficientes para genes associados
ao metabolismo de GSH (GSH2, ECM38, GTT2, GR, GPX1, GPX2, entre outros).

e Analisar se a contribuicdo de Pmrlp e Pmclp para a desintoxicagio de Cd** de fato
esta relacionada com a demanda intracelular de GSH, comparando a eficiéncia
destes transportadores na promogéo de tolerancia a Cd** durante o metabolismo
fermentativo e respiratorio de S. cerevisiae. Neste caso, é prevista uma investigacao
simultdnea com linhagens isogénicas da BY4741 e da W303.

e Averiguar uma possivel participacdo do gene COD1 na resposta de estresse de RE
em resposta ao Cd? nas células de S. cerevisiae.

e Investigar, de forma mais refinada, se a resposta dos genes PMR1 e PMCL1 ao
estresse gerado por Cd®* depende da sinalizagio mediada pela via
calmodulina/calcinerina.

e Investigar a possivel contribuicdo do sistema de transporte de Ca?* Cchlp/Midp

para a entrada de Cd®* nas células de S. cerevisiae.
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ANEXO |

Genes associados ao trafego de vesiculas do Golgi, cuja delecdo resulta em aumento

sensibilidade ao Cd**

GENE* Descricdo do nome

CLC1 Clathrin light chain 1

COG5 Conserved oligomeric Golgi complex 5
COG8 Conserved oligomeric Golgi complex 8
ENT3 Epsin N-terminal homology 3

ERV41 ER vesicle 41

ERV46 ER vesicle 46

GET2 Guided entry of tailanchored proteins 2
GET3 Guided entry of tailanchored proteins 3
GGA2 Golgi-localized, gamma-adaptin 2
NHX1 Na*/H* exchanger 1

PEP7 Carboxypeptidase Y-deficient 7

PEP8 Carboxypeptidase Y-deficient 8

RGP1 Reduced growth phenotype 1

RIC1 Ribosome control 1

SAC1 Suppressor of actin 1

SEC22 Secretory 22

SEC66 Secretory 66

VAM10 Vacuolar morphogenesis 10

VPS1 Vacuolar protein sorting 1

VPS3 Vacuolar protein sorting 3

VPS5 Vacuolar protein sorting 5

VPS13 Vacuolar protein sorting 13

VPS8 Vacuolar protein sorting 8

VPS9 Vacuolar protein sorting 9

VPS17 Vacuolar protein sorting 17

VPS21 Vacuolar protein sorting 21

VPS29 Vacuolar protein sorting 29

VPS30 Vacuolar protein sorting 30

VPS35 Vacuolar protein sorting 35

VPS38 Vacuolar protein sorting 38

VPS45 Vacuolar protein sorting 45

VPS51 Vacuolar protein sorting 51

VPS54 Vacuolar protein sorting 54

YPT6 Yeast protein two 6

*Fonte: Ruotolo et al., 2008 (Suplemento online)
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Genes associados a via de sele¢do para o corpo multivesicular dependente de ubiquitinacéo,
cuja delecdo resulta em aumento sensibilidade ao Cd**

GENE* Descricdo do nome

ARO1 Aromatic amino acid requiring 1
DID2 Doa4-independent degradation 2
DID4 Doa4-independent degradation 4
DOA4 Degradation of alpha 4

MVB12 Multivesicular body sorting factor of 12 kilodaltons
SNF7 Sucrose nonfermenting 7

SNF8 Sucrose nonfermenting 8

SRN2 Suppressor of rnal-1 2

STP22 Sterile pseudoreversion 22
VPS20 Vacuolar protein sorting 20
VPS24 Vacuolar protein sorting 24
VPS25 Vacuolar protein sorting 25
VPS27 Vacuolar protein sorting 27
VPS28 Vacuolar protein sorting 28
VPS36 Vacuolar protein sorting 36
VPS4 Vacuolar protein sorting 4

*Fonte: Ruotolo et al., 2008 (Suplemento online)
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Figura 1. Sensibilidade da linhagem pmrlA derivada da W303 ao tratamento com Cd*".
(A) Exposicéo cronica. As células foram diluidas entre 10% e 10° células/mL e 10uL de
cada diluicdo foram semeados em meio sélido contendo as concentracdes de Cd**
indicadas. (B) Exposicéo aguda. Aproximadamente 1,2 x 10" células/ mL foram tratadas
em meio sintético suplementado ou n&o com Cd?*. Apds 4h, aproximadamente 500 células
foram semeadas em meio sintético e incubadas a 30° C para a contagem das coldnias
sobreviventes. Os dados sdo expressos como média + SEM. Para alguns pontos, o a barra

de erro ndo excede o tamanho do simbolo.
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Figura 2. Regulagdo basal do promotor YCF1 no gendtipo das selvagens W303 e BY4741.
As células de S. cerevisiae foram transformadas com o plasmideo reporter pJAW736, da
mesma forma como descrito no capitulo | (secéo 2.4). Aproximadamente 1,2 x 107 células/
mL foram tratadas em meio sintético sem Cd?". Apos 4 h, as células foram coletadas e a
expressdo do promotor YCF1 foi determinada pelo ensaio de (3-galacotosidade. O mutante
pmrlA representado pela barra cinza é isogénico da BY4741, o mutante pmrlA
representado pela barra tracejada é isogénico da W303. Os dados foram expressos como
média £ SEM.
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Introduction

Calcium is an essential nutrient that plays a key role in the
transduction of external signals through the cytoplasm of
eukaryotic cells. Fluctuations in cytosolic free caldum ion
concentration ([Ca*t].) directly elicit a cellular response by
altering the functions of Ca**-binding proteins and their
targets {Anraku et al., 1991). Avariety of stimuli can trigger
the opening of Ca®*-specific channels in the plasma mem-
brane or the endoplasmic reticulum (ER), causing massive
Ca®* influx and accumulation in the cytoplasm. After
stimulation, basal [Ca*"]. levels are restored by Ca®
-ATPases and antiporters that transport Ca*’
cytoplasm through the plasma membrane to the extracellu-
lar environment as well as through several internal mem-
branes into organelles capable of storing excess Ca®™, Cells
use a wide array of ion transporters and sensory factors to
regulate [Ca”" ], and produce appropriate responsesto Ca®

signals (Cunningham & Fink, 1994),

FEMS Micromiol Lett 285 (2008) 79-88

Abstract

Cadmium is a nonessential, highly toxic heavy metal that shows ionic properties
similar to calcium. These ionic similarities imply that the cadmium ion, Cd**,is a
caldum ion, Ca**, receptor-agonist, affecting the same biochemical pathways
involved in Ca®* homeostasis. In the yeast Saccharomyces cerevisiae, the PMCI and
PMRI genes encode vacuolar and Golgi Ca®*-ATPases, respectively. The PMRI
protein product Pmrlp is involved in both Ca®* and Mn®* homeostasis. This
study investigated the importance of Pmclp and Pmrlp for Cd*" cellular
detoxification. Using the standard techniques of yeast molecular research and a
multielemental procedure named particle-induced X-ray emission, Pmrlp was
identified as a protein that directly participates in the detoxification of Cd*",
possibly through the secretory pathway. The results allow us to posit a2 model of
Cd** detoxification where Pmrlp has a central role in cell survival in a Cd&** -rich
environment.

Currently, a relatively small number of Ca** transporters
are known to maintain [Ca’ '], homeostasis in the veast
Saccharomyces cerevisiae, including: the wvacuolar Ca®
-ATPase Pmclp (Cunningham & Fink, 1994); the vacuolar
Ca?*/H" exchanger Vexlp/Humlp (Cunningham & Fink,
1996; Pozos ef al., 1996); the ER Ca® " -ATPase Cod 1p/Spflp
(Suzuki & Shimma, 1999; Cronin ef al., 2000, 2002; Bonilla
et al., 2002); and the Golgi Ca®*-ATPase Pmrlp {Rudolph
et al, 1989; Antebi & Fink, 1992). These transporters
respond to the calmodulin/calcineurin-signaling pathway
and are controlled by the transcription factor Tenlp/Crzlp,
* between 50 and
200 nM, although the environmental concentrations of this

keeping the intracellular levels of Ca’®
from the
ion may range from < 1 to > 100 mM (Eilam et al., 1985;
Dunn et al., 1994; Batiza ef al,, 1996 Miseta er al., 1999;
Yoshimoto e al., 2002),

Given that two of the four proteins responsible for veast
[Ca**), homeostasis are located in the vacuole, it is not
surprising that this organelle serves as the major location for

& 2008 Federation of Eurapsan Microbiobagical Societies
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Ca®* sequestration and normally contains more than
958 of the total cellular Ca®" (Filam er al,, 1985; Dunn
et al, 1994). Loss of the Golgi-associated Pmrlp increases
sensitivity to high environmental Ca®* levels when vacuolar
Ca** transport is compromised, indicating that the Golgi
complex also plays an important role in Ca”™" sequestration
and expulsion from the cell (Tanida ef al., 1995; Marchi
etal, 1999; Miseta et al., 1999). Pmrlp was the first member
of the secretory pathway Ca®*-ATPases (SPCAs) to be
identified in eukaryotes (Sorin et al, 1997; Kathryn et al,
2004). In humans, mutations in the Pmrl-homologous
protein SPCAl cause the acantholytic skin condition
Hailey—Hailey disease (HHD) (Hu ef al., 2000; Sudbrak
etal., 2000).

Heavy metal ions such as AP, P**, Hg*", and Cd**
can interact metabolically with Ca®"-binding molecules.
Cd™ competes with Ca®" in the nervous system and this
interaction can impair cognitive development; this
Cd™*-Ca™ interaction can also produce osteodystrophies
in the skeletal system (Gover, 1997; Karantzis, 2004).
Furthermore, Cd*" exposure can induce lung, kidney,
prostate, and testicular cancers in murine models { Waalkes
etal, 1992). Human epidemiological data suggest that Cd*’
causes tumors of the male reproductive system and induces
respiratory tumors ( Peters et al., 1986).

Despite the vast amount of physiological information
about the effects of Cd*" in biological systems, the cellular
routes for uptake from the environment are not yet well
understood. Cd*?

24

could be captured and internalized
through Ca®" channels of the gtoplasmic membranes
{Beyersmann & Hechtenberg, 1997), because both Ca®™
and CI*" have similar ionic radii (Rainbow & Bladk,
2005). In this study, we examined how Cd*" affects the
phenotype of yeast strains proficient and deficient for the
PME1 and PMCI genes. For this purpose, we used estab-
lished yeast cytotoxicity assays to compare the Cd*" sensi-
tivity of these yeast strains. We also analyzed the intracellular
concentration of Cd*" using the multielemental technique

.M. Laver Jonior et al.

called particle-induced X-ray emission (PIXE), which has
been successfully used to quantify metals present in biological
samples ( Kern et al, 2005).

Materials and methods

Unless otherwise stated, all chemicals for veast and bacterial
cultures as well as for molecular biology procedures were
purchased from Sigma-Aldrich Corp. (St Louis, MO), BD
Biosciences Co. (San Jose, CA), and Invitrogen Corp.
{Carlsbad, CA).

Strains, plasmids, growth conditions, and
molecular biology procedures

The yeast S. cerevisiae strains used in this work are all
isogenic derivatives of wild-type (WT) strain W303 (Table 1),
and have been described previously {Cunningham & Fink,
1994). Yeast was routinely grown on synthetic complete
(SynCo) medium (0.17 gL ™" of yeast nitrogen base without
amino acids or ammonium sulfate, 65g L™" of ammonium
sulfate, and 20 g L™ of glucose with appropriate amino acids
orfand nitrogen bases added at 20mg 17", For solid SynCo,
the medium was supplemented with 20 g L' of bacto-agar ).
All yeast strains containing the plasmids YCpLac33 and
pPMRI were grown in SynCo minus uracil {SynCo-ura)
medium.

Escherichia coli strain XL1-Blue { Table 1) was used as a
recipient for cloning procedures and was grown in Luria—
Bertani (LB} medium { 10g L™ of tryptone, 5g L™ of yeast
extract, and 10 g L' of NaCl). For selection and propagation
of plasmid-containing bacterial cells, the LB medium was
supplemented with ampicdllin solution at a final concentra-
tion of 150 pg mL™",

Techniques for yeast genetics were performed as de-
scribed by Rose eral. (1990). Standard molecular procedures
for yeast and E. coli transformation, plasmid isolation,
and DNA manipulation were performed as described by
Sambrook e al. (1989) and Auwsubel ef al. (1996).

Table 1. Saccharomyoes carevsae and Eschanchia coli strains used in this study

Organisms Strains Genotypes Phenotypes Sources
5. ceravisiae
W303 Mata ade2-1 his3-117 leu2-3, 712 wa3-T trpl- Wild-type (NT) Cunningham & Fink (1994)
1 cani-100
W303T W303; ¥Cplac33 WT, empty vector This study
K&05 Mata ade2-1 his3-11 leu2-3,112 wra3-1 vpi- pmcl A mutant Cunningham & Fink (1994)
1 cani-100 pmci :: TRPT
KE10 Mate his3-17, 15lew2-3 112 ade2-T ua3-1 et A mutant Cunningham & Fink (1994)
trpi-1 cani-100 pmrd . TRPT
CML10D KEe10, YCplLac33 prmrTA mutant, empty vedor This study
CML200 KE10, pPAMRT Rescue pmrlA; PMRT This study
E. colf ¥L1-Blue recA T endAT qyrA96 thi-1 hsdR17 supEdd Invitrogen Corp.

relAT lac [F prod8 lacigs M15 Tn 10 (Tetr)]
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Cd** detoxification by Pmrip

The bifunctional yeast—E coli centromeric vector YCpLac33
(Gletz & Sugino, 1988) was used for yeast transformation
and PMRI cloning.

Yeast PMR1 gene cloning and analysis

The PMRI gene was amplified by the PCR using phenol-
chloroform purified genomic DNA from W303 yeast
(Table 1) as a template. For PCR amplification, the proof-
reading Pfx enzyme was used in order to avoid the introduc-
tion of mutations into the PMRI sequence. The following
primers were used for PMR! amplification: sense primer
(5'-G GGT ACC CCC CCT CAT CAC AAC GAC ATC GTG
TTT CAT CT-3); and antisense primer (5-GGG CCC CAA
GCT TGG TCT CTT TGT AAA GTT GAG AAT-3"). The
underlined bases in both the sense and the antisense primers

indicate the restriction sites for the Kpnl and Xmal enzymes,
respectively. Once amplified, the product was digested with
Kpnl and Xmal, gel purified, and the resulting fragment was
doned into the plasmid YCpLac33. The PMRI-YCpLac33
plasmid was named pPMRI, and the presence of insert was
confirmed by both double digestion of pPMRI with Kpnl
and Xmal and by PCR amplification, followed by direct
agarose gel analysis of PMRI fragment.

Yeast Cd””" sensitivity assay by drop test

The Cd** sensitivity of yeast strains was determined by the
drop test standard technique. Briefly, yeast cultures in an
early stationary phase of growth (13 10®%cellsmL™") were
obtained after 2 days of growth in SynCo or SynCo-ura
media at 30°C. The yeast cultures were serially diluted
(1:10 at each step) in a sterille saline solution (0.9% of
MNaC:l) and 10 pL of each suspension was plated on SynCo or
SynCo-ura media supplemented or not with 0.02 mM of
CdCl,. Negative controls were performed on media without
dl,. Plates were photographed after 2 days of growth at
30°C.

Yeast survival curves

Yeast cells from an  early  stationary  phase
(13 10%cellsmL™") were reinoculated in SynCo-ura med-
ium containing different concentrations of CdCl; (from 20
to 160 uM) at a final density of 5 x 10°cells mL™", The yeast
cultures were incubated for 24 h in a shaker {180 n.p.m.) at
30°C, The yeast cells were harvested by centrifugation,
washed twice with sterile ultrapure water, and diluted to a
final concentration of 2 x 107 cells mL ™", Aliquots of 100 pL
were plated in triplicate on Synco-ura medium and incu-
bated at 30 °C for 3 days for colony counting. The data for
survival curve were obtained from three independent

measurements.

FEMS Microbeol Lett 285 (2008) 79-85
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PIXE

For PIXE analysis, cells were cultured on plates for 7 days at
30 °C, then harvested by scraping and suspended in sterile
double-distilled water. The yeast cells were centrifuged,
washed twice with sterile ultrapure water, resuspended, and
diluted to a final density of about 53 10%cells mL™" in
200 mL of liquid SynCo-ura medivm. CdCl; was added to
the medium at a final concentration of 100pM and the
cultures were incubated at 30 °C for 24 h. After incubation,
the yeast cultures were harvested by centrifugation, washed
three times with sterile ultrapure water, freeze-dried,
crushed, and pressed into pellets (Viau et al., 2006). Two
independent samples were prepared, and PIXE analyses were
carried out on each one individually. The average weight of
the pellets was 0.085 g.

The PIXE analysis was carried out at the 3 MV Tandetron
accelerator facility at the Physics Institute of the Universi-
dade Federal do Rio Grande do Sul, Brazil. All measure-
ments were performed using a 2 MeV proton beam with an
average current of 5mA. The acquisition time for each
sample was 10-20 min. The beam spot at the target position
was about 9mm?®. The samples containing the veast cells, the
blank, and the calibration targets were placed in a target
holder, which accommodates up to 10 specimens. Each
sample was positioned in the proton beam by means of an
electric-mechanical system. The chamcteristic X-rays induced
by the proton beam were simultaneously detected by an HPGe
detector from FG&G (GLP series, FGEG Ortec, CA), with an
energy resolution of 180 eV at 5.9 keV, and a lithium-doped
silicon detector (SLP series, EG&G Ortec), with an energy
resolution of about 155eV at 59keV. The GUPIX code
(Campbell et al, 2000) was used for data analysis. The
standardization procedure was carried out using a bovine liver
standard NIST (SRM-1577b) (Viau et al,, 2006).

The PIXE spectrum for a yeast sample treated with CdCL
is described in Fig. 1. The Ko™ line {c. 23.2keV) of Cd was
used in order to obtain the elemental concentration of this
element in the W303T, CML100, and CML200 strains. The
relationship among the elemental concentration C, the
experimental X-ray yield ¥ (obtained from the Cd-peak area
of the PIXE spectrum; Fig. 1), and the theoretical yield Y
{which contains all physical parameters relevant to the
process) follows the mathematical expression:

C=Y0=Q=extxY

where t is the X-ray transmission through any absorbers
placed between the target and the detector’s crystal, £ and
are the detector’s efficiency and solid angle, respectively, and
€0 s the charge accumulated during the irradiation. For
veast cells, the stoichiometric ratio of intracellular metals
was estimated considering the cell density retained in the
target. The metal quantity was calculated from the PIXE
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Fig. 1. PIXE spectrum of a yeast sample. This spectirum cleardy shows the
presence of Cd X-ray peaks. Other elements such as Mn, Fe, Cu, Zn, and
Mo were ako detected. The most intense peaks of each element are K-
lines and the less intense ones are Kpines. This spectrum was only used
to analyze Cd high-energy X-ray peaks. Therefore, the Ca Xeray peak &
not present in thisspectrum. Ep, energy of the proton.

results and expressed as ppm g of cell dry weight. Other
elements such as Mn, Fe, Cu, Zn, and Mo were also present
in veast samples (Fig. 1).

Results and discussion

Phenotypic analysis for Cd®' sensitivity of
5. cerevisiae strains proficient and deficient
in vacuolar and Golgi Ca®'-ATPases
To analyze the sensitivity of yeast strains proficient and
deficient in vacuolar and Golgi Ca®*- ATPases (Table 1), we
used the drop test assay (Fig. 2a and b), which is currently
used for an initial screening of specific yeast phenotypic
characteristics, like Cd** toxicity. The results indicated that
the yeast strain K610, which has the pmrlA mutation (see
Table 1), had the highest sensitivity to CdCl, at a final
concentration of 0.02mM (Fig. 2a). On the other hand,
both strains W303 (WT; Table 1) and K605 (pmcld; Table 1)
showed the same tolerance to CdCl, at 0.02 mM (Fig. 2a).
In order to confirm that the mutation pmrlA is respon-
sible for Cd** sensitivity, we transformed the strain K610
with a centromeric plasmid carrying the complete yeast
PMR1 gene (pPMRI) amplified by PCR (strain CML200).
In addition, the W303 and K610 strains were also trans-
formed with the empty wvector YCUpLac33 (W303T and
CML100, respectively] to be used as a negative control.
While the CML100 strain (harboring the empty vector
YCpLac33) was highly sensitive to CdCl;, exposure, the
CML200 strain (with a fully functional ‘rescue’ copy of
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Fig. 2. Sensitivity of Saccharomyces ceravisiae to chronic exposure to
CdCl, in solid medium. {a) Control (no CdCl,) and 0.02 mM CdCl;. The
number of cells per millliter used in the drop test varded from 10% to 10°.
Yeast strains: (1) W303, {2) K605, and (3) K610.(b) Contral {no CdCl)
and 0.02mM CdCl,. Yeast strains: (1) W303T, (2) CML200, and (3)
CML100.

PMR1I) exhibited reduced sensitivity that was comparable
with that observed in the WT strain W303T (Fig. Zb).

Both Pmclp and Pmrlp belong to the yeast SPCA family,
which are Mn®*- and Ca®*-transporting P-type ATPases
located in the vacuole membrane and Golgi apparatus,
respectively (Ton et al., 2002; Wuytack et al., 2003). These
proteins are responsible for high-affinity transport of Mn™*
and Ca®" into the Golgi, where these ions are sequestered
from the cytoplasm (Andal et al, 2003). SPCA genes have
been identified in diverse organisms, including S. cerevisiae,
Caenorhabditis elegans, Dwosophila melanogaster, and Homo
sapiens. In S cerevisiae, the Pmrlp has distinct biochemical
characteristics, which clearly distinguish it from the well-
studied mammalian sarcoendoplasmic reticulum (SERCA)
and plasma membrane Ca®* - ATPases (PMCA) (Sorin ef al.,
1997; Wei et al, 1999). The yeast Pmrlp has received more
attention in recent years because its mutated human homo-
log, h5PCAL has been found to be responsible for HHD
(Hu etal., 2000; Sudbrak ef al., 2000),

To confirm the results of the drop test, we exposed the
veast strains W303T, CML100, and CML200 to increasing
doses of Cd** for 24h. The resulting survival curves clearly
showed that all strains with a functional copy of the PMRE!
gene were resistant to Cd®' doses from 20 to 160 pM
(Fig. 2). On the other hand, the strain harboring the pmrlA
mutation exhibited sensitivity to the lowest dose of CdCl,
(Fig. 3). It should be noted that, despite the sensitivity of the
prrl A strain to CdCl, relative to the WT strain, there is no
dose-response effect to increased CdCl, concentrations in
the culture medium. This may be due to the activation of

FEMS Microbiol Latt 285 (2008) 7958
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Fig. 3. Sensitivity of profident and deficient AJRT yeast strains to
different concentrations of CdCl;. The names of the yeast strains used
are induded in the inset. The data represent an average of three

indepandent experiments.

other mechanisms related to Ca®* homeostasis when the
intracellular levels of Cd** surpass a determined threshold.

PIXE assay of intracellular Cd*' concentration

The phenotypic results of Cd** toxicity in yeast strains
proficient and deficient in Pmrlp (Figs 2 and 3) suggest that
Cd** is not detoxified by the pmrlA mutant. To answer this
question, we compared the levels of G in the W303T,
CML100, and CML200 strains using the PIXE method,
which allowed us to correlate the intracellular quantity of
Cd** with its toxicity. PIXE has been used conventionally to
estimate metal content in organic and inorganic materials
(Kozai et al., 2003; Przybylowicz et al., 2003).

The PIXE results indicate that the [Cd**], is approxi-
mately threefold higher in the pmrlA strain (437 ppmg !
cell dry weight) than in both the W303T (1.62 ppm g“l cell
dry weight) and the pmrlA strain containing the plasmid
pPMRI (1.54 ppm g_l cell dry weight; Fig. 4a). These data
support our previous phenotypic results, indicating that the
sensitivity of the pmrlA mutant is due to an elevated
intracellular Cd** content compared with the W303T cells.
One interesting aspect of this work is that the [Ca*]. is
lower in the CMLI0O strain lﬂZC.IEva]:'r|1g_1 cell dry weight)
when compared with both W303T (317 ppmg™" cell dry
weight) and CML200 (274 ppm g_l cell dry weight) strains
(Fig. 4b) after exposure to cd®*. cd** being a ca**
-agonist, it is possible that the elevated [C*Y), of the
CML100 strain inhibits the uptake of extracellular Ca®*,

resulting in diminished [Ca®t].

FEMS Micrabiol Lett 285 (2008) T9-588
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Fig. 4. Cytoplasmic Cd®* {[Cd**).; {a) and Ca** {[Ca®*]; (b} content of
yeast cells, proficient and deficient in Pmr protein, as analyzed by the
FIXE technique. The data were obtained from two independent expari-
ments and are presented as mean + 5D.

CML200

Some studies have shown that the yeast pmrlA strain is
unable to properly maintain normal Ca®" and Mn®" levels
in compartments of the secretory pathway. This Ca®*
transport defect leads to an increased rate of Ca® " uptake
and accumulation by a mechanism that resembles the
capacitative Ca®* entry response in nonexcitable mammalian
cells (Csutora et al., 1999; Locke et al., 2000). Moreover, it was
demonstrated that the pmrl mutant strain, when grown on
culture media containing lower or nomal levels of Ca™t,
accumulates high quantities of this ion in the vacuole as a
consequence of the elevated activity of Pmclp, which explains
the low Ca®*-sensitive phenotype of pmrl strains (Halachmi &
Filam, 1996). In this sense, both Pmrlp and Pmclp are
positively controlled by the calmodulin and caldneurin com-
plex in the presence of an elevated [Ca*. {(Cunningham &
Fink, 1996). Interestingly, a yeast pmclpmrl double mutant is
inviable even at low Ca®' concentrations (Cunningham &
Fink, 1996), a condition that can be reverted by: (1) the action
of calcineurin-inactivating immunosuppressive drugs FK506/
FKBP-12 and cydosporin Afcydophilin A, (2) by null muta-
tions in the caldneurin A or B subunit, or {3) by point
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mutations in calmodulin (Cunningham & Fink, 1994) that
destroy its high-affinity Ca®" -binding sites (Geiser et al,
1991). The inactivation of both calmodulin and calcineurin
induces the vacuolar Vex] protein, a low-affinity H*/Ca™
exchanger that is related to (a®" homeostasis and signal
transduction (Cunningham & Fink, 1996).

Pmrlp is the major route for eliminating toxic Mn*";
mutant cells lacking Pmrlp are extremely sensitive to Mn*"*
toxicity and accumulate very high cytosolic Mn®" levels
{ Lapinskas et al., 1995; Ton et al., 2002; Kellermayer, 2005).
It was postulated that the excess Mn®* is pumped into the
Golgi by Pmrlp, and then exits the cell in secretory vesides
that merge with the plasma membrane and release the Mn*"*
back into the extracellular environment (Culotta et al.,
2005). In addition to its role in Mn*" detoxification, the
Golgi apparatus acts in the transport of Ca®" into the
exocrine fluid, a physiological process used in the mammary
glands for milk synthesis. The Ca®* concentration in rabbit
milk can approach 100mM (Shennan & Peaker, 2000),
which is approximately a million times higher than the
intracellular free Ca™ level and 50 times higher than total
Ca** in blood. Human breast milk also contains high levels
of Ca™, around 12mM {Greger & Windhorst, 19961, The
Ca®t secretion needed for milk synthesis occurs synchro-
nously with the secretion of casein and lactose, indicating
that the transport occurs via Golgi-derived secretory vesides
( Neville & Peaker, 1979). Ca®" is also released in millimolar
concentrations, mainly by exocytosis from the stimulated
pancreas to produce pancreatic juice (Teufel et al, 1979
Marteau & Gerolami, 1994). In light of the similar ionic
propertiecs of Ca®" and Cd** (Simkiss & Taylor, 1995
Williams & da Silva, 1996; Rainbow, 1997) and the results
described herein in yeast cells with mutated Pmrlp, it is not
surprising that Golgi complex proteins assodated with Ca™”
homeostasis would be implicated in Cd** detoxification.

A model for Cd*" detoxification by Pmrip in
S. cerevisiae

Based on our results, we propose the following models for
the control of intracellular Cd** levels by Pmrlp. When a
WT cell faces a Ca®*- and Cd**-containing environment
{ Fig. 5a), the cytoplasmic transmembrane Ca®* transporters
{eg. Cchlp and Midlp) take up Ca®* and Cd**. It is
expected that both divalent ions should compete for the
Ca*t transporters. Supporting this fact, a study performed
by Lansdown et al. {2001) using a murine model for skin
wound healing showed that wounds receiving Cd** show a
local increase in Zn®" content and a low Ca®™" level as a
consequence of Cd*Y interaction with transmembrane and
carrier proteins.

Once inside the cell, both Ca®* and Cd** activate the
calmodulin/calcineurin complex {Suzuki ef al., 1985), which
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promotes the expression of genes related to stress tolerance
and Ca*" homeostasis (including those encoding for Pmrlp
and Pmclp; Fig. 5a) by means of the transcription factor
Tenlp/Crzlp (Kellermayer et al., 2003). By contrast, the
level of Vexlp is reduced by environmental Ca®*, and its
activity is further repressed by calcineurin activation
through a posttranslational mechanism (Fig. 5a; Yoshimoto
et al., 2002). The transcription factor Tenlp/Crzlp also
controls the expression of the GPX2 gene, which codifies
for a phospholipid hydroperoxide glutathione peroxidase
that protects the cells against oxidative stress ( Fig. 5a; Tsuzi
et al., 2004), demonstrating that the control of Ca®" home-
ostasis is linked to antioxidative protection. As observed,
Gpx2p exerts a protective effect against Cd*" in mammalian
cells (Croute efal, 2005). An other biochemical process that
is induced by Cd** is DNA mismatch repair, which repairs
oxidative base damages and allows the cells to tolerate Cd**
(Fig. 5a; McMurray & Tainer, 2003 ).

In its turn, yeast mutants lacking Pmrlp exhibit high
rates of Ca®" influx and elevation of [Ca®*]. due to
stimulation of Cchlp and Midlp (Locke et al., 2000] when
the cells are grown on culture media containing a normal
divalent ion concentration ( Fig. 5b). This process resembles
the capacitative Ca®t entry mechanisms in animal cells
where depletion of secretory Ca®” pools promotes Ca®
influx through the plasma membrane channels and refilling
of the depleted organelles (Putney & McdKay, 1999). In yeast,
excessive activity of the vacuolar Ca®* transporters Pmclp
and Vex1p can compete with Pmrlp for Ca®" and activates
the capacitative Ca®" entry-like mechanism (Locke et al,
2000). Therefore, the activity of vacuolar Ca®* transporters
must be balanced with Pmrlp activity to avoid depletion of
secretory organelles and inefficient use of energy for Ca®*
sequestration in the vacuole, which is not observed in the
prwrlA strain. This model is in agreement with our data,
where the pmrlA strain is sensitive to low doses of Cd*’
{(Fig. 3) and has a high [Cd**]_ (Fig. 4a), indicating an
increase of divalent ion uptake from the extracellular
environment. Moreover, the extracellular competition be-
tween Ca®" and Cd*" for Ca®* receptors located at the
cellular membrane is also a factor that influences the
tolerance of the cell against Cd*" (Fig. 5b). As expected, we
observed a lower [Ca® ] in the presence of cd* {Fig. 4b)
when the pmrlA cells were grown in the standard concen-
tration of Ca®* normally found in SynCo medium. This
model also considers that the sensitivity of cells against
Cd*™* is induced by a mild oxidative stress generated by
glutathione depletion. Cd** can promptly react with two
molecules of glutathione inside the cell, generating bis(glu-
tathionato)cadmium [(G5),Cd] that accumulates, and pro-
motes a redox shift towards oxidation. Thus, without Pmrlp
to capture the excess of intracellular C** by means of
secretory vesicles, all biochemical systems become unstable
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(McMurray & Tainer, 2003). In particular, the DNA mis-
match repair system ( MME; Fig. 5b) is strongly inhibited by
Cd** (McMurray & Tainer, 2003), leading to the accumula-
tion of oxidized nudeotide residues in both the mitochon-
drial and the nuclear genomes (Fig. 5b). Moreover, it was
demonstrated that oxidative stress is able to diminish the
activity of caldneurin (Ullrich et al, 2003). Ultimately,
increased production of reactive oxygen species due to thiol
depletion and inhibition of thiol-dependent redox systems
{Dormer ef al., 2000), associated with functional alterations
in DNA repair systems and a diminished activity of calmo-

FEMS Microbiol Latt 285 (2008) 7988

dulin/calcineurin complex (Fig. 5b), results in an impaired
genic response as a consequence of the low activity of
Tenlp/Crzlp, followed by the action of DNA nudeases and
culminating in cell cycle
arrest and cellular death by apoptosis (Madeo et al., 1999,
2002).

We also considered an alternative model where a pmrlA

caspase-related  proteases,

strain can grow and tolerate the presence of a high extra-
cellular concentration of Cd** and Ca®™ {Fig. 5¢). We
observed that increasing levels of Cd** do not lower the
survival of the pmirl A strain as expected (Fig. 2), indicating
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that other Ca®" and Cd** -tolerance mechanisms are acti-
vated in this condition. It was observed that Pmclp is
strongly upregulated in a pmrlA strain, this condition being
necessary for cellular proliferation in the presence of ex-
cessive extracellular Ca®* {Matheos et al, 1997). In addi-
tion, the excessive Ca’" also activates the vacuolar Vexlp
transporter, which accounts for Ca®* tolerance in the
Pmrlp-defective strain (Cunningham & Fink, 1996). Con-
sidering this information, it should be possible that a high
extracellular concentration of Cd** and Ca®* decreases the
sensitivity of a pmrlA strain towards the opposite ion as a
result of competition between both divalent ions at the
cytoplasmic membrane (Fig. 5¢). This phenomenon was
already described for a veast pmrl-deficient strain grown in
the presence of Ca®* and Mg*™ (Szigeti et al., 2005). On the
other hand, an increase in the uptake of Cd** in the ahsence
of Pmrlp induces a strong oxidative stress response that
inactivates the calmodulin/caldneurin complex and stimu-
lates the activity of Vex 1p ( Fg. 5¢). This same oxidative stress
generated by Cd** andior the osmotic stress caused by
a high concentration of Ca®" can induce other stress-related
transcriptional activators, like the proteins Msn2/Msnd
and Yapl.

Msn2p and Msndp activate transcription through stress-
response elements and upregulate the expression of 180
genes in response to environmental stress (Martinez-Pastor
et al., 1996). As with Tenlp/Crzlp, Msn2p/Msndp are
regulated primarily through their subcellular localization.
Under optimal conditions, both proteins are phosphory-
lated by protein kinase A (PKA) and are cytosolic. Upon
inactivation of PKA, Msn2p/Msndp rapidly accumulate in
the nucleus, where they activate stress-induced gene tran-
scription (Fig. 5¢; Kafadar & Cyert, 2004). Another tran-
scription factor that is activated by Cd*-generating
oxidative stress is Yaplp (Fig. 5¢; Wemmie et al., 1994). The
genes regulated by Yaplp indude those that belong to the
antioxidant protection network (Wemmie et al, 1994).
Among the genes controlled by Yaplp is YCFI, which
codes for the Yeofl protein, an ATP-binding cassette
{ABC) protein that can transport glutathione-conjugates
to the vacuole (Li et al, 1997). It was described that
mutations in this protein render yeast cells hypersensitive
to Cd** at high doses compared with the concentrations
used for the pmrlA strain (Perego & Howell, 1997). In this
sense, the activation of Msn2/Msndp and Yaplp under
conditions of elevated Ca** and Cd** concentration should
increase the resistance of the pmrlA strain against both
divalent ions, a condition that was observed in our work
(Fig. 2).

Considering the models obtained in this work about the
functions of Pmrlp on Cd®" tolerance, we are now per-
forming additional biochemical experiments in order to
refine the data collected in this work.
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