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RESUMO 
 

Cádmio (Cd2+) é um metal pesado tóxico para os sistemas biológicos e que pode 

competir com íons essenciais como Zn2+, Ca2+ e Mg2+ por seus respectivos sistemas de 

transporte. Em S. cerevisiae, íons Cd2+ podem ser conjugados com GSH formando 

complexos Cd.[GS]2 – os quais são internalizados no vacúolo pelo transporatador Ycf1p. 

Neste trabalho, foi feita uma análise comparativa da atuação de Ycf1p na desintoxicação 

de Cd2+ durante o metabolismo fermentativo e respiratório de S. cerevisiae. 

Adicionalmente, foi realizada uma investigação sobre a contribuição de transportadores de 

cálcio (Ca2+) para a tolerância ao Cd2+. Os resultados mostram que, durante o metabolismo 

respiratório, o mutante ycf1∆ é mais tolerante à Cd2+ e aos oxidantes t-BOOH e H2O2 do 

que a linhagem selvagem. Esta tolerância possivelmente está relacionada com o maior 

conteúdo de GSH presente nas células ycf1∆. Na linhagem selvagem BY4741, a atividade 

do promotor YCF1 sofre uma queda gradual durante a transição do metabolismo 

fermentativo para o respiratório e a sua indução em resposta à Cd2+ depende da 

disponibilidade de GSH. Estes dados indicam que a atividade de Ycf1p pode, direta ou 

indiretamente, influenciar a homeostase de GSH e que as células de S. cerevisiae devem 

possuir mecanismos independentes de Ycf1p para conter a toxicidade do Cd2+ em situações 

nas quais a disponibilidade de GSH esteja comprometida. Neste contexto, os resultados do 

trabalho mostram também que as ATPases de Ca2+ Pmr1p e Pmc1p podem contribuir para 

a tolerância ao Cd2+. Na linhagem selvagem BY4741 o tratamento com Cd2+ promove 

aumento da expressão de PMC1 e este aumento é ainda maior nos mutantes ycf1. O gene 

PMR1 só é induzido por Cd2+ na ausência do gene YCF1 funcional. Entretanto, no mutante 

pmr1 a expressão basal de YCF1 e PMC1 é maior do que na linhagem selvagem (70% e 

200%, respectivamente). Adicionalmente, a ausência de Pmr1p funcional está associada a 

um acúmulo crescente, tempo dependente, de Cd2+ intracelular. Por outro lado, a linhagem 

selvagem BY4741 alterna fases de captação e exportação do metal. Os resultados apontam 

para Pmr1p e Pmc1p como proteínas auxiliares na desintoxicação de Cd2+ em S. 

cerevisiae, as quais possivelmente são ativadas em situações onde a formação e posterior 

importação de complexos Cd–[GS]2 por Ycf1p não é adequada ao metabolismo celular. 
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ABSTRACT 
 

Cadmium (Cd2+) is a heavy metal highly toxic to biological systems, which can 

compete with essential ions like Zn2+, Ca2+ e Mg2+ for their respective transport systems. In 

the yeast S. cerevisiae, Cd2+ can be conjugated with GSH generating complexes of Cd–

[GS]2 which, in turn, are removed from the cytosol to the vacuole by specific 

transmembrane proteins such as the glutathione-conjungated transporter Ycf1p. In this 

work the role of Ycf1p in Cd2+ detoxification during respiratory metabolism of S. 

cerevisiae was investigated. In addition, the contribution of Ca2+ transporters for Cd2+ 

detoxification was analized. The results showed that in respiratory condition the mutant 

ycf1 is more tolerant to Cd2+ and to the oxidants t-BOOH and H2O2 than the wild-type 

strain. This tolerance is probably related to the high content of GSH present in the ycf1 

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 Cd2+ is dependent on GSH availability. These data indicate 

that Ycf1p activity can, in some way, influence GSH intracellular homeostasis. Therefore, 

yeast cells may have an Ycf1p-independent mechanism to cope with Cd2+ toxicity when 

GSH availability is compromised.  Accordingly, the results of this work point also to the 

contribution of the Ca2+-ATPases Pmc1p and Pmr1p to Cd2+ detoxification. In the BY4741 

wild-type strain, Cd2+ treatment triggers an increase in PMC1 expression, and this increase 

is even greater in the ycf1 mutant strain. The PMR1 gene is induced by Cd2+ only in the 

absence of the functional YCF1 gene. However, the basal expression of YCF1 and PMC1 is 

higher in the pmr1 mutant than in wild-type cells (70% and 200%, respectively). In 

addition, the absence of the functional Pmr1p is associated with a crescent, time-

dependent, Cd2+ uptake by the cells. Unlikely, alternating phases of uptake and export of 

metal are observed in BY4741 wild-type cells. The results indicate that Pmr1p and Pmc1p 

can act as accessory proteins for Cd2+ detoxification, which possibly are activated when the 

formation and subsequent import of Cd–[GS]2 by Ycf1p is not adequate to cellular 

metabolism.  
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1. INTRODUÇÃO GERAL 

A vida em sua essência é caracterizada por ter uma natureza química. A 

alimentação, o crescimento e a proliferação de todos os organismos vivos só são possíveis 

graças à ocorrência de reações químicas em condições relativamente controladas. Sob esta 

perspectiva, as propriedades químicas dos elementos que entram em contato com as células 

são fatores importantes não somente para a manutenção, como também para a evolução da 

vida. Além disso, é fundamental que os organismos consigam reproduzir (e transmitir) o 

funcionamento controlado de grupos de reações bioquímicas, o que é feito por meio da 

informação contida no código genético de DNA (Williams, 1997). 

O surgimento da vida ocorreu num ambiente inorgânico inóspito e a seleção dos 

elementos que foram sendo incorporados às células ao longo de sua evolução dependeu de 

dois fatores principais: i) biodisponibilidade e ii) propriedades químicas adequadas para a 

execução de funções biológicas nas condições de temperatura e pressão da Terra pré-

biótica (Williams, 1997).  

A formação de estruturas orgânicas complexas (biomembranas, proteínas, etc.) 

ficou centrada em elementos abundantes como hidrogênio, carbono, nitrogênio, oxigênio, 

enxofre e fosfato.  Para a manutenção da pressão osmótica e força iônica do ambiente 

intracelular foram selecionados íons que se mantém bem em solução aquosa como sódio 

(Na+), potássio (K+) e cloro (Cl2-). Os íons de magnésio (Mg2+) se ligam a ânions formando 

sais relativamente solúveis, propriedade útil no controle de reações químicas dependentes 

de fosfato e no controle de alterações na estrutura de ânions de grande porte, como são o 

DNA e o RNA. Elementos com atividade redox como o ferro, molibdênio e cobalto foram 

incorporados especialmente a sítios catalíticos de proteínas ou coenzimas. Os íons de 

cálcio (Ca2+) inicialmente foram selecionados por sua capacidade de fazer ligação iônica 
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entre subunidades de uma mesma proteína ou entre proteínas diferentes. Com a evolução 

do sistema de endomembranas, as células eucarióticas adquiriram a capacidade de 

controlar refinadamente os níveis intracelulares deste metal e, assim, o Ca2+ adquiriu papel 

na sinalização intracelular e controle de polaridade de membranas (Williams, 1997).  

O zinco e o cobre só puderam ser aproveitados pelos organismos vivos após o 

enriquecimento da atmosfera com oxigênio diatômico, pois no ambiente anaeróbico 

primitivo estes metais se encontravam sob a forma de sulfitos insolúveis. O zinco passou a 

ser utilizado como cofator de uma série de enzimas, incluindo diversas proteinases. Além 

disso, surgiram proteínas com domínios “dedo de zinco” – capazes de se ligar ao DNA e 

sinalizar para alterações nos padrões de transcrição de genes em resposta a estímulos 

ambientais (Williams, 1997). A disponibilidade de cobre e oxigênio dimolecular aumentou 

substancialmente a capacidade oxidativa dos organismos e isso pode ser aproveitado em 

termos de geração de energia, como pode ser exemplificado pela participação do cobre na 

constituição estrutural de proteínas da cadeia respiratória das células atuais (Nelson & Cox, 

2000).  

O uso eficiente de elementos químicos para execução de funções biológicas, em 

especial dos metais, só foi possível porque as células desenvolveram estratégias para 

regular a concentração intracelular destes elementos. Destacam-se o surgimento de 

proteínas para importar e exportar metais na membrana plasmática, a 

compartimentalização de metais em vesículas ou organelas das células eucarióticas e o 

surgimento de proteínas especializadas em ligar (quelar) íons metálicos, tais como as 

metalotioneínas (Silver & Wauderhaurg, 1992; Williams, 1997). As células precisaram 

também criar mecanismos de resistência contra metais que não adquiriram funções 

biológicas, cujo contato com os organismos vivos muitas vezes é imposto pelo ambiente 
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(Silver & Wauderhaurg, 1992). Metais como o cádmio e mercúrio não têm atividade 

biológica e devido à sua natureza química intrínseca podem alterar o funcionamento da 

maquinaria celular, gerando toxicidade (Beyersmann & Hartwig, 2008).  

O cádmio (Cd2+) era um elemento pouco abundante na atmosfera primitiva quando 

comparado a outros metais (Williams, 1997). Este fato pode explicar porque os seres vivos 

em geral não desenvolveram sistemas para aproveitar este elemento. Apesar de ter sido 

demonstrado que o Cd2+ pode atuar como cofator da enzima anidrase carbônica de 

Thalassiosira weissflogii - uma diatomácea marinha (Lane et al., 2005), é pouco provável 

que tenha havido uma pressão a favor de seu uso no decorrer da evolução. Mais do que 

uma atividade biológica intrínseca do Cd2+, esse fato reflete a provável adaptação dos 

organismos marinhos à baixa disponibilidade de alguns elementos metálicos no ambiente 

oceânico (Lane et al., 2005). Por definição, portanto, o Cd2+ é considerado um metal não 

essencial, em oposição aos metais essenciais que são os que possuem função biológica e 

que são indispensáveis aos organismos vivos como, por exemplo, o ferro, zinco e o cálcio 

(Nieves, 2005; Shenkin, 2006).  

O Cd2+ continua sendo um elemento pouco abundante na natureza. Entretanto, a 

ocorrência de erosões e erupções vulcânicas e, durante o último século, as atividades 

industriais humanas, fizeram com que este elemento se tornasse biologicamente disponível 

(WHO, 2003). Neste cenário, os organismos vivos (incluindo os seres humanos) estão mais 

expostos à toxicidade do Cd2+ e por isso é importante compreender quais são os 

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. CÁDMIO: CARACTERÍSTICAS, APLICAÇÕES INDUSTRIAIS E ASPECTOS AMBIENTAIS 

O Cd2+ é um dos elementos químicos que compõe a crosta terrestre, estando 

disseminado nos solos, água e atmosfera do planeta por meio de fenômenos naturais ou 

pela atividade antropogênica. É um metal branco acinzentado pertencente à família II-B da 

tabela periódica, sendo encontrado naturalmente em rochas sedimentares e obtido 

comercialmente como subproduto do refino de zinco, cobre e chumbo (WHO, 2003). 

Mesmo em baixas concentrações, este metal pode ser tóxico para os organismos vivos e 

por isso é classificado como um contaminante ambiental (WHO, 1992). 

A principal forma natural de disseminação de Cd2+ no ambiente é a erosão de 

rochas sedimentares. O Cd2+ proveniente de erosão pode ser transportado pela água de rios 

por longas distâncias, contaminando solos ou sendo liberado diretamente nos oceanos. A 

atividade vulcânica e os incêndios florestais também contribuem significativamente para a 

disseminação deste metal por meio de sua liberação na atmosfera (Williams & Harrison, 

1984; Nriagu, 1988; WHO, 1992). Estima-se que a concentração média de Cd2+ na crosta 

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

fosfatos marinhos e nas próprias rochas sedimentares (WHO, 2003; www.cadmium.ogr ). 

Em termos comerciais, o Cd2+ se diferencia de outros metais por ser altamente 

resistente à corrosão. Os componentes contendo Cd2+ podem resistir a temperaturas 

elevadas e à degradação por luz ultravioleta. Além disso, o Cd2+ é um ótimo condutor de 

calor e eletricidade. Por estas características, é utilizado no revestimento de polímeros e 

ligas de aço, na fabricação de componentes eletrônicos, pigmentos e baterias recarregáveis 

níquel-cádmio (Ni-Cd) (WHO, 2003). Mais recentemente, pesquisas têm investigado o uso 

deste metal na construção de nanoestruturas para a liberação controlada de drogas 

(Hullavarad, et al., 2008).  
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A ampla aplicabilidade do Cd2+ em atividades econômicas de interesse humano 

resulta no aumento de sua deposição no ambiente. A queima de combustíveis fósseis, 

produção de ferro e aço, manufatura de cimento e descarte inadequado de baterias, 

destacam-se como as principais vias antropogênicas de geração de resíduos de Cd2+ 

(WHO, 2003). Na agricultura, o uso de fertilizantes fosfatados também contribui para a 

contaminação de alimentos, uma vez que a redução do pH do solo aumenta a taxa de 

captação de Cd2+ pelas plantas (Merrington et al., 2001; Mirlean & Roisenberg, 2006). Até 

mesmo a água potável consumida pelos seres humanos, normalmente contém pequenas 

concentrações deste metal (WHO, 2003; dos Santos et al., 2006). 

Atualmente, existem diferentes tecnologias que permitem a reciclagem de Cd2+, em 

especial aquele contido em baterias (Espinosa et al., 2004; Freitas et al., 2007). Nos 

Estados Unidos, Japão e Europa a reciclagem de baterias em geral é regulamentada desde a 

década de 90. Nestes países, existem empresas e/ou associações capacitadas para receber e 

reciclar baterias Ni-Cd (Espinosa et al., 2004). No Brasil, a regulamentação desse processo 

é feita pelo Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) desde 1999, por meio da 

resolução 257/99 (CONAMA, 2008). Entretanto, não existe no país uma associação ou 

empresa responsável pela coleta das baterias de Ni-Cd, a qual centralize esforços não 

apenas para isso, mas também para a informação da população (Espinosa et al., 2004). 

Essa coleta ficou restrita à 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 avanço da tecnologia, o Cd2+ continua sendo muito atrativo para a 

fabricação de determinados produtos. Por exemplo, as baterias Ni-Cd são vantajosas 

porque existem métodos bem estabelecidos para sua reciclagem, têm um melhor 
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desempenho quando comparadas com sistemas mais novos e possuem menor custo de 

produção (Espinosa et al., 2004; Backman, 2008). Por outro lado, em diversos países a 

reciclagem e controle do uso deste metal estão longe dos padrões ideais e acidentes 

ambientais ainda são recorrentes. Por exemplo, em 2005 na China, uma empresa estatal de 

fundição provocou um derramamento de Cd2+ no rio Beijiang, deixando milhares de 

habitantes da cidade de Guangdong sem água potável por vários dias (ASIA NEWS, 

2005). 

Pesquisas realizadas na última década indicam que a contaminação por Cd2+ no 

âmbito nacional também oferece sérios riscos ao meio ambiente e à saúde humana. Um 

estudo de monitoramento feito na Baia de Todos os Santos (Salvador, BA) demonstrou que 

o nível de Cd2+ acumulado por organismos bentônicos nessa área é compatível com o 

observado em regiões contaminadas pelo metal (Amado-Filho et al., 2008). Rodgher e 

colaboradores observaram que ao longo do reservatório do Rio Tiete (SP), o nível de Cd2+ 

pode superar em mais de dez vezes o limite determinado pelo CONAMA para águas 

destinadas ao consumo doméstico, irrigação e proteção de comunidades aquáticas 

(Rodgher et al., 2005; CONAMA, 2008). Altas concentrações de Cd2+ também foram 

detectadas em Saccharum spp (cana-de-açúcar), cultivada no interior de São Paulo 

(Segura-Munõz et al., 2006). O acúmulo de Cd2+ em cana-de-açúcar pode ter 

conseqüências diretas para a contaminação humana, seja pelo refino de açúcar comum, 

pelo consumo de caldo-de-cana ou ainda pelo uso de resíduos de cana como suplemento 

em solos agrícolas (Segura-Munõz et al., 2006).  

Nos últimos anos, devido à maior regulamentação e ao avanço da tecnologia, tem 

sido observada uma redução na geração de resíduos de Cd2+ decorrente da atividade 

industrial. Em contrapartida, há uma tendência de aumento dos contaminantes gerados a 



23 
 

partir do lixo urbano. Por exemplo, a deposição de Cd2+ proveniente do refino de zinco na 

baía do Rio Septiba (SE), que era estimada em uma tonelada por ano na década de 80, 

atingiu níveis próximos de zero em 2005. No mesmo período de tempo, entretanto, a 

contaminação da baía por Cd2+ oriundo de resíduos sólidos urbanos aumentou cerca de 

cinco vezes (Lacerda & Molisani, 2006). 

 

3. TOXICIDADE DO CÁDMIO PARA OS SERES HUMANOS 

A exposição humana ao Cd2+ pode ocorrer por meio do consumo de alimentos ou 

água contaminados, pela inalação de ar contaminado ou fumaça de cigarro. Segundo a 

Organização Mundial de Saúde, o limite seguro para a ingestão diária deste metal é de 1 

µg/kg por dia. Entretanto, este valor oferece uma margem de segurança muito estreita entre 

os níveis inócuos de ingestão e os níveis que podem produzir efeitos adversos (Satarug & 

Moore, 2004). 

O Cd2+ é um metal altamente tóxico e que possui um tempo de meia vida biológica 

estimado entre 15 e 20 anos. Nos seres humanos, a taxa de excreção renal de íons Cd2+ é 

baixa e, por isso, eles tendem a se acumular no corpo, particularmente nos rins e fígado 

(Nordberg, 1984; Jin et al., 1998; Satarug et al., 2002). Dentre os efeitos nocivos 

produzidos pelo Cd2+, destacam-se as disfunções renais, a neurotoxicidade, as alterações 

do sistema reprodutivo, o comprometimento do metabolismo de Ca2+ e a fragilidade óssea 

(Staessen et al., 1994; Kazantzis, 2004; Rigon et al., 2004; Prozialeck et al., 2007; 

Thompson &Bannigan, 2008). O Cd2+ também pode induzir o desenvolvimento de câncer 

de pulmão e próstata, sendo por isso classificado como agente carcinogênico tipo I pela 

Agência Internacional de Pesquisa em Câncer (IARC) (IARC, 1993; Huff et al., 2007). 

 



24 
 

4. MECANISMOS DE TOXICIDADE DO CÁDMIO 

A primeira linha de toxicidade do Cd2+ ocorre junto aos transportadores para metais 

essenciais localizados na membrana celular. Tanto em células eucarióticas quanto em 

procarióticas os íons Cd2+ podem competir com elementos como Cu2+, Zn2+, Fe2+, Ca2+ ou 

Mn2+ por suas respectivas proteínas de importação, interferindo com o nível normal de 

captação 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 cálcio atuam como agonistas da captação de Cd2+ e por isso a baixa ingestão 

dietária destes micronutrientes favorece a absorção intestinal e o acúmulo de Cd2+ nos rins 

e fígado de mamíferos (Reeves & Chaney, 2008). 

Em Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) foram identificados pelo menos três 

transportadores de membrana associados à captação de Cd2+: Zrt1p, Smf1p e Fet4p. A 

proteína Zrt1 é um transportador de alta afinidade para Zn2+, e as células mutantes para o 

gene ZRT1 acumulam menos Cd2+ do que a linhagem selvagem (Gomes et al., 2002). 

Além disso, o transporte de Zn2+ mediado por Zrt1p é fortemente inibido pela presença de 

íons Cd2+ (Gitan et al., 2003). O gene SMF1 codifica para uma proteína de membrana 

plasmática descrita originalmente como um transportador de alta afinidade para Mn2+, mas 

que também contribui para a importação de Cu2+ e Cd2+ (Liu et al., 1997). A captação de 

Cd2+ em leveduras também pode ser mediada pela proteína Fet4, a qual se caracteriza 

como um importador de ferro de baixa afinidade (Dix et al., 1994; Jensen & Culotta, 

2002). 

Dentro das células a interação do Cd2+ com macromoléculas e rotas bioquímicas é 

bastante complexa e é provável que sua toxicidade provenha da soma de efeitos 

pleiotrópicos. Com base nos conhecimentos atuais, é possível estabelecer três linhas 



25 
 

principais relacionadas aos efeitos nocivos deste metal: (i) a indução de estresse oxidativo; 

(ii) a interferência com as vias de sinalização intracelular e (iii) a interferência com os 

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

 

4.1. Geração de estresse oxidativo 

Em condições fisiológicas, o Cd2+ não participa de reações de oxidorredução. 

Entretanto, diversos estudos demonstram que seus efeitos tóxicos e carcinogênicos podem 

ser provenientes da geração de estresse oxidativo. O tratamento com Cd2+ aumenta os 

níveis intracelulares de espécies reativas de oxigênio (ERO), peroxidação lipídica, 

proteínas carboniladas e bases oxidadas no DNA (Stohs & Bagchi, 1995; Wätjen & 

Beyersmann, 2004; Nzengue et al., 2008).  

O estresse oxidativo gerado pelo Cd2+ parece ser um efeito secundário de sua 

interação com moléculas biológicas. Por exemplo, sabe-se que enzimas antioxidantes como 

a glutationa redutase, a catalase e as superóxido dismutases são inibidas por íons Cd2+ 

(Serafini et al., 1989; Balestrasse et al., 2005; Tandoğan & Ulusu, 2007). A inibição da 

catalase parece envolver a ligação do Cd2+ ao anel imidazólico da enzima, o que impede a 

decomposição de H2O2 (Casalino et al., 2002). A inibição da superóxido dismutase 1 

(SOD1) possivelmente resulta da substituição de íons Mn2+ por Cd2+, enquanto que a 

inibição da superóxido disumutase 2 (SOD2) provém de alterações topológicas na estrutura 

da enzima produzidas por sua ligação com Cd2+ (Casalino et al., 2002). No caso da 

glutationa redutase, estudos cinéticos mostram que o Cd2+ pode agir tanto como inibidor 

competitivo para o substrato GSSG, quanto como inibidor não-competitivo para o 

substrato NADPH (Serafini et al., 1989). Adicionalmente, os íons Cd2+ têm grande 

afinidade química pela glutationa (GSH; γ-Glu-Cys-Gly), um tripeptídeo que participa de 
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uma série de processos biológicos, incluindo a manutenção do equilíbrio redox e a 

resistência antioxidante. A conjugação de íons Cd2+ com GSH pode reduzir a 

disponibilidade intracelular desta molécula e, consequentemente, gerar estresse oxidativo 

(Almazan et al. 2000; Wolf & Baynes, 2007). 

Outra característica relevante do Cd2+ é que ele pode substituir o ferro na estrutura 

de proteínas como a ferritina (Price & Joshi, 1983). O resultado dessa substituição é o 

aumento do conteúdo intracelular de íons Fe2+ no estado livre, os quais podem reagir com 

H2O2 pela reação de Fenton produzindo radical hidroxila (OH•-), conforme mostrado 

abaixo: 

 

As moléculas de OH•- são altamente reativas e atuam prontamente na oxidação de 

biomoléculas como proteínas e lipídios de membrana (Valko et al., 2006; Halliwell & 

Gutteridge, 2007).  

A relação entre a toxicidade do Cd2+ e a geração de estresse oxidativo também é 

comprovada por estudos genéticos realizados em células de S. cerevisiae. Linhagens de 

levedura mutantes para genes que codificam proteínas de defesa antioxidante como as 

superóxido 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 Cd2+ (Tamás et al., 2005). 

 

4.2. Interferência com as vias de sinalização intracelular e expressão gênica 

A manutenção e a sobrevivência dos organismos vivos dependem da adequada 

coordenação de processos vitais como o crescimento, a proliferação celular e a defesa 

contra agentes estressores. Essa coordenação é mediada por mensageiros químicos, ou seja, 

moléculas que em resposta a estímulos intra ou extracelulares são capazes de modular a 

H2O2 + Fe2+ → Fe3+ + OH- + OH•- 
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atividade de vias bioquímicas por sinalizarem para a modificação pós-traducional de 

proteínas (em geral fosforilação) e/ou alteração da expressão de determinados genes. Os 

íons Ca2+, as ERO e o AMP cíclico são exemplos de mensageiros intracelulares (Nelson & 

Cox, 2000; Halliwell & Gutteridge, 2007).  

O tratamento com Cd2+, em geral, altera as concentrações intracelulares de Ca2+ e 

isso pode influenciar a expressão de genes que apresentam, em suas regiões promotoras, 

elementos de resposta a Ca2+, tal como o CREB (cAMP-response bindging protein) 

(Takeda et al., 2007). Além disso, os íons de Cd2+ podem mimetizar os íons Ca2+ na 

ligação a calmodulina, resultando na ativação de genes dependentes desta proteína (Chao 

et al., 1984; Liu & Templeton, 2007). 

O Cd2+ também pode interferir com a expressão gênica por meio da alteração do 

equilíbrio redox intracelular. O fator de transcrição AP1 (Activator Protein 1) regula a 

expressão de diversos genes de resposta a estresse por um mecanismo que é sensível ao 

padrão redox da célula. A proteína AP1 é um heterodímero formado pelo produto dos 

proto-oncogenes c-jun e c-fos (Halliwell & Gutteridge, 2007). Em células de mamíferos, 

esses dois genes apresentam aumento de expressão em resposta a Cd2+ e esse aumento 

pode ser mediado por alterações nos níveis de ERO (Wang & Templeton, 1998; Achanzar 

et al., 2000; Tao et al., 2000). 

A atividade de uma série de proteínas e enzimas pode ser regulada pelo seu padrão 

de fosforilação. Nesse sentido, o controle adequado de cinases e fosfatases é fundamental 

para a regulação das vias de sinalização intracelular. O Cd2+ é conhecido por induzir 

cinases como a proteína cinase C, tirosina cinase e as MAPKs 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 três 
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últimas estão envolvidas com o controle da proliferação e diferenciação celular (Waisberg 

et al., 2003). 

Os estudos recentes têm sugerido que o Cd2+ pode ter efeitos epigenéticos sobre a 

expressão gênica. A metilação do DNA é uma estratégia celular para a redução global da 

expressão gênica e a hipometiliação está associada com a superexpressão de genes 

indutores de carcinogênese (Hoffmann et al., 2005). Huang e colaboradores demonstraram 

que a proliferação celular induzida por baixas concentrações de Cd2+ pode ser 

correlacionada com o nível de hipometilação global do DNA. Esses resultados apontam 

para um novo mecanismo molecular relacionado aos efeitos carcinogênicos do Cd2+ 

(Huang et al., 2008).  

 

4.3. Interferência com os sistemas de reparação de DNA 

Os sistemas de reparação de DNA são as principais linhas de defesa contra os danos 

causados por agentes ambientais ou pelo próprio metabolismo celular. O Cd2+ interfere 

com, pelo menos, três vias de reparação distintas, a saber: reparação por excisão de bases 

(BER – base excision repair), reparação por excisão de nucleotídeos (NER – nucleotide 

excision repair) e reparação de erros no emparelhamento de bases (MMR – mismatch 

repair) (Giaginis et al., 2006). A via BER corrige pequenos danos gerados por oxidação, 

alquilação ou desaminação. O tratamento com Cd2+ diminue a eficiência de reparação de 

bases oxidadas do tipo 8-hidroxiguanina e inibe a atividade de proteínas dos passos iniciais 

do BER, tais como as glicosilases FpgI de procariotos e OGG1 de eucariotos (Potts et al., 

2001; Potts et al., 2003). No caso da FpgI, Dally e Hartwig (1997) sugeriram que 

mecanismo de inibição pode envolver a substituição de Zn2+ por Cd2+ em domínios dedo 
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de zinco. A inibição da OGG1 pode ocorrer pela ligação de Cd2+ em sítios de ligação para 

Ca2+ ou nos resíduos Cys-253 e His-270 (Zharkov & Rosenquist, 2002). 

A reparação por NER remove as lesões de DNA maiores, como os dímeros de 

pirimidina ou os 6-4 fotoprodutos gerados pela luz ultravioleta (UV), ou ainda danos 

induzidos por cisplatina e alguns hidrocarbonetos aromáticos carcinogênicos (Giaginis et 

al., 2006). A presença de Cd2+ prejudica a interação de proteínas das fases iniciais do NER, 

tais como a XPA e a subunidade p44 do fator de transcrição TFHII, com suas seqüências 

de ligação no DNA de células de mamíferos (Asmuss et al., 2000; Houben et al., 2005). 

Essa interferência pode ser resultado da substituição de íons Zn2+ por íons Cd2+ em 

domínios “dedo de zinco” presentes nas referidas proteínas (Asmuss et al., 2000; Houben 

et al., 2005; Giaginis et al., 2006).  

O Cd2+ também interfere com a via MMR cuja finalidade é reparar inserções, 

deleções ou incorporação errônea de bases. Jin e colaboradores (2003) demonstraram que 

baixas doses de Cd2+ induzem hipermutabilidade em células de S. cerevisiae e que este 

efeito está relacionado com a inibição de MMR. Essa inibição ocorre por meio da 

inativação da atividade de ATPase do heterodímero Msh2p-Msh6p – o qual atua no 

reconhecimento precoce de erros de pareamento base-base e de inserções/deleções que 

levam a mudança no quadro de leitura do DNA (Banerjee & Flores-Rozas, 2005).  

Recentemente, Serero e colaboradores (2008) demonstraram que em S. cerevisiae a 

inativação das proteínas Rad27 (Radiation sensitive 27) ou Dna2 (DNA synthesis defective 

2) resulta em hipersensibilidade ao Cd2+. A Rad27p é uma exonuclease 5´→3´ que atua na 

reparação por excisão de bases e na maturação dos fragmentos de Okazaki durante a 

replicação. A Dna2p também atua no processamento destes fragmentos, apresentando 

domínios 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 replicação do genoma também são alvo da toxicidade do Cd2+ (Serero 

et. al, 2008). 

 

5. MECANISMOS DE DESINTOXICAÇÃO DE CÁDMIO 

Os organismos vivos possuem diferentes estratégias para se proteger dos efeitos 

tóxicos do Cd2+. Em procariotos, a principal estratégia de desintoxicação envolve a 

exportação do metal para o meio extracelular por proteínas de efluxo dependentes de ATP 

(Silver & Phung, 2005). Nos eucariotos a desintoxicação de íons Cd2+ ocorre, 

primariamente, por meio de sua conjugação com peptídeos ou proteínas ricas em 

grupamentos tiólicos como a GSH, as fitoquelatinas e as metalotioneínas. 

A GSH (γ-Glu-Cys-Gly – Figura 1) está presente em praticamente todos os 

organismos de vida aeróbica e é necessária para o adequado funcionamento de diversos 

processos biológicos tais como manutenção do equilíbrio redox, proteção antioxidante, 

tamponamento intracelular, resistência a choque térmico e desintoxicação de xenobióticos 

(DeLeve & Kaplowitz, 1990; Wang & Ballaroti, 1998; Ballatori et al., 2009). Esse 

tripeptídeo é sintetizado em duas reações sequenciais, sendo a primeira catalisada pela 

enzima -glutamilcisteína 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 transcrição Yap1 (Yeast AP-1) e Skn7 (Suppressor of kre null 7), 

já a segunda é codificada pelo gene GSH2 e parece ter expressão constitutiva (Penninckx, 

2002). A GSH auxilia na desintoxicação do Cd2+ por se ligar aos íons Cd2+ formando 

complexos cádmio-bis(glutationato) (Cd–[GS]2) (Li et al., 1997).  Além de serem menos 

nocivos do que os íons Cd2+ livres, os complexos podem ser exportados para o ambiente 
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extracelular ou importados para o interior do vacúolo, como ocorre em S. cerevisiae (Li et 

al., 1996; Nagy et al., 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

As fitoquelatinas (FQs – Figura 2) são polímeros (γ-Glu-Cys)2-11-Gly sintetizados a 

partir de GSH pela ação da fitoquelatina sintase (FQS). Essa enzima catalisa a conversão 

de GSH em γ-glutamilcisteína (γ-EC) e glicina, seguida da transferência sequencial de 

unidades γ-EC para uma nova molécula de GSH ou para uma FQn (fitoquelatina com n 

subunidades; Hirata et al., 2005). A ativação da FQS depende da presença de íons 

metálicos como Zn2+, Hg2+, Cd2+, Fe3+, Al3+, Cu2+ e Pb2+, sendo que os íons Cd2+ são os 

ativadores mais potentes (Mendoza-Cózatl et al., 2005). As FQs são encontradas em 

plantas, nematodos e na levedura Schizosaccharomyces pombe, mas não estão presentes 

em células de mamíferos ou em S. cerevisiae (Cobbett & Goldsbrough, 2002; Hirata et al., 

2005). Assim como a GSH, as FQs formam complexos com íons Cd2+, inativando-os e 

permitindo sua compartimentalização intracelular (Ortiz et al., 1995; Vido et al., 1999; 

Hirata et al., 2005). 

 

 

 
 

 

Figura 1. Estrutura da glutationa (γ-L-glutamil-L-cisteinilglicina). O grupamento reativo da 

GSH é o tiol da cisteína (indicado pela seta), que atua como captador de espécies reativas de 

oxigênio e de metais pesados, principalmente íons cádmio. Adaptado de Huber & Almeida, 2008. 
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As metalotioneínas (MTs – Figura 3) são proteínas ligantes de metal que se 

caracterizam por apresentarem baixo peso molecular e por serem ricas em cisteína. 

Diferentemente da GSH e das FQs, as MTs são codificadas por genes e, portanto, 

sintetizadas a partir da tradução de seus respectivos RNA mensageiros nos ribossomos. Os 

genes codificadores de MTs foram identificados em procariotos, mamíferos, plantas e 

eucariotos unicelulares (Cobbett & Goldsbrough, 2002). Em células de mamíferos, as MTs 

parecem exercer papel central na desintoxicação de Cd2+. Camundongos e linhagens de 

células de mamíferos que não expressam MTs são altamente sensíveis à toxicidade do 

Cd2+, enquanto que a superexpressão de MTs em células de camundongo confere 

resistência ao metal (Michalska et al., 1993; Masters et al., 1994; Liu et al., 1995). Por 

outro lado, em S. cerevisiae as MTs não têm uma participação relevante na desintoxicação 

de Cd2+. Neste organismo foram identificados dois genes que codificam para MTs: CUP1 e 

CRS5. A deleção de CRS5 resulta em aumento de sensibilidade ao cobre, mas não ao Cd2+ 

(Cullota et al., 1994). Da mesma forma, os mutantes cup1 não apresentam aumento de 

sensibilidade a Cd2+ e o gene CUP1 não é induzido em resposta ao tratamento com este 

metal (Vido et al., 2001). 

 
Figura 2. Estrutura das fitoquelatinas. (A) Estrutura primária e (B) Estrutura do complexo FQ-

Cd2+. Fonte: Hirata et al., 2005. 
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5.1. Desintoxicação de cádmio em S. cerevisiae 

Em S. cerevisiae a principal rota para a desintoxicação de Cd2+ envolve a 

conjugação de íons Cd2+ com GSH, formando complexos Cd.[GS]2, os quais são 

transportados para o interior do vacúolo pela proteína Ycf1 (Yeast cadmium factor 1) (Li et 

al., 1997). 

A Ycf1 é uma proteína de membrana vacuolar pertencente à família de 

transportadores ABC (ATP-binding cassete), subfamília ABCC/MRP de proteínas 

associadas à resistência a múltiplas drogas (Multidrug resistance proteins). Essa proteína 

catalisa o transporte de uma ampla variedade de substratos, incluindo substratos endógenos 

conjugados à GSH, complexos Cd–[GS]2, glutationa dissulfeto (GSSG) e GSH livre (Li et 

Figura 3. Estrutura tridimensional da metalotíoneína. A imagem representa a estrutura 

cristalina de MT de fígado de ratos complexada com Zn (setas vermelhas) e Cd (setas azuis). Os 

resíduos 1 a 30 constituem o domínio  amino terminal e os resíduos 31 a 61 constituem o 

domínio  carboxi terminal. Os domínios  e  são unidos por um segmento conservado Lys-Lys 

e podem ligar, respectivamente, quatro e três átomos de zinco ou cádmio. Fonte: Romero-Isart & 
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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 homóloga às proteínas 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 Ycf1p compreende a presença de dois domínios transmembrana 

(MSD1 e MSD2) e dois domínios citosólicos de ligação a nucleotídeos (NBD1 e NBD2), 

além de uma longa expansão N-terminal (NTE) que é característica dos membros da 

subfamília ABCC (Figura 4) (Paumi et al., 2008). Nessa expansão existe um terceiro 

domínio transmembrana (MSD0) e ainda uma alça citosólica (L0) cuja deleção acarreta em 

perda de resistência ao Cd2+ (Mason & Michaelis, 2002). 

A atividade da proteína Ycf1p pode ser regulada tanto ao nível de transcrição 

quanto por modificações pós-traducionais. Mutações que impedem a fosforilação dos 

resíduos Ser908 e Thr911 resultam em redução da capacidade de transporte de Ycf1p e 

aumento da sensibilidade ao Cd2+ (Eraso et al., 2004). Por outro lado, o resíduo Ser251 

regula negativamente a atividade da proteína e, por consequência, é possível aumentar a 

resistência ao Cd2+ in vivo impedindo a fosforilação desse resíduo por mutação ou por 

deleção do gene CKA (Casein kinase alpha subunit 1) – que codifica a subunidade 

catalítica da serina/treonina cinase II (Paumi et al., 2008). Em termos de transcrição, sabe-

se que a expressão do gene YCF1 em resposta ao Cd2+ é controlada pelo fator de 

transcrição Yap1p, que é homológo ao AP1 de humanos. Em linhagens selvagens de S. 

cerevisiae, a superexpressão de YAP1 ativa a região promotora do gene YCF1 e confere 

resistência ao Cd2+. Essa resistência, entretanto, é perdida em mutantes ycf1 (Wemmie et 

al., 1994). 
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A compartimentalização de Cd2+ no vacúolo das células de S. cerevisiae também 

pode ser mediada pelos transportadores Bpt1p e Zrc1p. Assim como a Ycf1p, a proteína 

Bpt1 (Bile pigment transporter 1) é um transportador da família MRP localizado na 

membrana vacuolar e que pode transportar moléculas conjugadas a GSH ou glucoronato. 

Foi demonstrado que essa proteína contribui para a resistência ao Cd2+ em mutantes ycf1 

(Sharma et al., 2002). Entretanto, em linhagens selvagens a deleção isolada de BPT1 não 

altera o fenótipo de sensibilidade ao metal, o que indica a contribuição de Bpt1p para a sua 

desintoxicação é pouco expressiva quando comparada com a contribuição da Ycf1p 

(Sharma et al., 2002). A proteína vacuolar Zrc1 (Zinc resistance conferring 1) é membro 

da família CDF (Cation diffusion facilitator) e sua função original é estocagem de Zn2+ no 

Figura 4. Estrutura da proteína Ycf1. Os domínios transmembrana (MSD1 e MSD2) e os 

domínios de ligação de nucleotídeos (NBD1 e NBD2) formam o núcleo ABC, presente em todas as 

proteínas da família ABC. A expansão N-terminal (NTE) é característica da subfamília 

ABCC/MRP e contém uma região transmembrana (MSD0) e uma alça citosólica (L0). A 

fosforilação dos resíduos S908 e T911 regula positivamente a atividade da proteína, enquanto que a 

fosforilação de S251 resulta em regulação negativa. Adaptato de Paumi et al., 2008. 
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vacúolo. Entretanto, atua também como um supressor da toxicidade provocada por altas 

concentrações de Zn2+ ou por Cd2+ (Kaminozo et al., 1989).  

Outra estratégia utilizada por células de S. cerevisiae para conter a toxicidade do 

Cd2+ é baseada no efluxo do metal para o ambiente extracelular. Existem, pelo menos, três 

proteínas de membrana celular que podem auxiliar na desintoxicação de Cd2+, são elas: 

Pca1p, Alr1p e Yor1p. A proteína Pca1 (P-type cation-transporting ATPase) foi a primeira 

a ser caracterizada como uma bomba de efluxo específica para Cd2+ em células 

eucarióticas. Essa proteína é regulada por um mecanismo pós-traducional que envolve seu 

rápido deslocamento para a membrana plasmática em resposta ao Cd2+ (Adle et al., 2007). 

Os íons Cd2+ estabilizam a estrutura da proteína impedindo que ela seja marcada para 

degradação pela ligação da molécula de ubiquitina. Na ausência do metal, a Pca1p sofre 

ubiquitinação e é degrada no proteassoma antes de atingir a membrana plasmática. Esta 

regulação, mediada pelo próprio substrato, permite uma resposta celular rápida e eficiente 

para a desintoxicação de Cd2+ (Adle & Lee, 2008).  

O gene ALR1 (Aluminum resistance 1) codifica um transportador de membrana 

associado com a homeostase de Mg2+. A deleção deste gene aumenta a sensibilidade ao 

Cd2+ e favorece seu acúmulo em células de levedura (Kern et al., 2005). O transportador 

Yor1p (Yeast oligomycin resistance 1) é um membro da família ABC que difere da Ycf1p 

por não apresentar a expansão transmembrana na região N-terminal e por ficar localizado 

na membrana plasmática. A superexpressão de YOR1 em mutantes ycf1 restaura o 

fenótipo selvagem de tolerância ao Cd2+ e diminui o acúmulo intracelular do metal. 

Entretanto, esses efeitos são observáveis apenas em células cultivadas em baixas 

temperaturas (Nagy et al., 2006).  
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Embora a desintoxicação de Cd2+ possa ser associada ao funcionamento de 

proteínas individuais, as análises de fenótipo e de expressão gênica em larga escala  

apontam para alterações mais globais no metabolismo intracelular de S. cerevisiae em 

resposta à presença desse metal. Sob esta perspectiva, as proteínas associadas ao tráfego 

intracelular de vesículas emergem como um novo grupo que responde ao estresse induzido 

por Cd2+ e outros metais (Ruotolo et al., 2008; Jin et al., 2008). Recentemente foram 

identificadas aproximadamente 40 proteínas que participam do processo de transporte 

vesicular em S. cerevisiae cuja deleção aumenta a sensibilidade a Cd2+ (Ruotolo et al., 

2008; Anexo I). A maioria destas proteínas atua em uma das vias de transporte associadas 

ao tráfego de vesículas do complexo de Golgi ou do complexo pré-vacuolar – um corpo 

multivesicular que recebe vesículas endossomais e do Golgi, e as direciona para o vacúolo 

ou de volta ao Golgi (Bowers & Stevens, 2005). Acredita-se que a regulação do transporte 

vesicular pode afetar a tolerância a metais por pelo menos três mecanismos distintos: (i) 

diminuindo o nível de transportadores de membrana que permitem o influxo de metais por 

meio de sua endocitose; (ii) enviando para a membrana plasmática maior número de 

proteínas que permitem efluxo de metais e (iii) direcionando para o vacúolo as proteínas 

necessárias para seu funcionamento adequado nos processos de desintoxicação celular 

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

 

6. CÁLCIO NO CONTEXTO BIOLÓGICO 

O cálcio (Ca2+), elemento essencial para os organismos vivos, participa de uma 

ampla variedade de processos biológicos, incluindo morfogênese, neurotransmissão, 

contração muscular, adesão, proliferação e morte celular (Dunican & Doherty, 2000; 

Maeda et al., 2007; Rimessi et al., 2008; Verkhratsky et al., 2009). Nos vertebrados, o 

Ca2+ também é um componente crítico da matriz extracelular do tecido ósseo e do tecido 
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cartilaginoso (Arana-Chavez & Bradaschia-Correa, 2009). Adicionalmente, o Ca2+ se 

destaca como um mensageiro intracelular universal, papel que assumiu graças a sua 

abundância na crosta terrestre e a suas características químicas favoráveis (Schaub & 

Heizman, 2008). Íons divalentes como Ca2+ e Mg2+ formam complexos mais estáveis e 

específicos com compostos orgânicos do que íons monovalentes como Na+ e K+. Em 

relação aos íons Mg2+, os íons Ca2+ têm uma configuração eletrônica que permite maior 

flexibilidade na coordenação com proteínas ligantes (Schaub & Heizman, 2008).  

 

6.1. Aspectos gerais da homeostase de cálcio em células eucarióticas 

A ligação do Ca2+ com pirofosfato ou fosfato inorgânico provenientes da quebra de 

ATP resulta na formação de sais insolúveis, o que limita sua solubilidade no citosol 

(Schaub & Heizman, 2008). Essa baixa solubilidade obriga as células a eliminarem Ca2+ 

para o meio extracelular ou a armazená-lo em compartimentos específicos como o retículo 

endoplasmático (RE) das células eucarióticas. Dentro do RE, a estocagem de Ca2+ é 

facilitada pela presença de proteínas tamponantes como as calsequestrinas. Uma única 

molécula de calsequestrina pode se ligar com até 40 moléculas de Ca2+ (Beard et al., 2008; 

Schaub & Heizman, 2008). O resultado é que o nível citosólico de Ca2+ normalmente fica 

em torno de 10-7M, enquanto que o nível armazenado no RE, bem como o observado no 

fluído extracelular de mamíferos, pode atingir concentrações de até 10-2M (Alberts et al., 

2004; Schaub & Heizman, 2008). 

Desta forma, quando um estímulo transiente induz a abertura de um canal de Ca2+ 

da membrana plasmática ou do RE, a concentração de Ca2+ no citoplasma pode aumentar 

de 10 a 20 vezes muito rapidamente. Este aumento é um sinal intracelular (sinal de Ca2+) 

que culmina com a ativação de uma série de proteínas responsivas ao Ca2+, as quais podem 
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redirecionar o funcionamento de processos intracelulares até que o estímulo cesse e a 

concentração citoplasmática do metal retorne para os níveis basais (Alberts et al., 2004). 

A geração de sinais de Ca2+ depende, portanto, da captação do metal a partir do 

meio extracelular ou de sua mobilização a partir de estoques intracelulares (por exemplo,  

RE). A entrada de Ca2+ através da membrana plasmática pode ser mediada por canais que 

respondem a alterações no potencial de membrana (VGCCs, voltage-gated Ca2+ channels) 

ou por canais que funcionam como receptores e que se abrem em resposta a estímulos do 

meio extracelular (TRPCs, transient receptor potential channels) (Nowycky & Thomas, 

2002). Adicionalmente, o Ca2+ extracelular pode ser captado em resposta a reduções 

significativas no conteúdo de Ca2+ estocado no RE. Este mecanismo é chamado de entrada 

capacitativa de Ca2+ (CCE, capacitative calcium entry) e, embora não se conheçam os 

detalhes de sua operação, acredita-se que nos eucariotos superiores ela seja mediada por 

canais iônicos da família dos TRPCs (Nowycky & Thomas, 2002).  

Na membrana do RE existem dois grupos bem caracterizados de canais que 

contribuem para a mobilização do Ca2+: os receptores de inositol 1,4,5 trifosfato (IP3) e os 

receptores rianodina (RYR), que recebem este nome por serem sensíveis a rianodina, um 

alcalóide de origem vegetal (Berridge et al., 2000; Nowycky & Thomas, 2002). A via que 

leva à abertura dos canais de IP3 é um exemplo clássico da sinalização mediada por Ca2+. 

Nesta via, os sinais são recebidos por receptores de membrana acoplados a proteína G. A 

ativação do receptor estimula a ativação da proteína G que, por sua vez, estimula uma 

enzima da família das fosfolipases de membrana a produzir IP3 e 1,2-diacilglicerol (DAG) 

pela hidrólise de fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2). O IP3 se difunde até o RE e 

promove a abertura dos receptores IP3. O Ca2+ liberado a partir destes receptores pode 
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ativar uma série de proteínas reguladoras, incluindo a proteína cinase C (dependente de 

DAG e Ca2+) e a calmodulina (Nelson & Cox, 2000; Berridge, 2008).  

A calmodulina é uma proteína pequena, que possui quatro sítios de ligação para 

Ca2+ e que é altamente conservada. Nas células eucarióticas, esta proteína é o principal 

alvo dos sinais de Ca2+ e é também essencial para a sobrevivência (Kahl & Means, 2003; 

Yamniuk & Vogel, 2004). Quando a calmodulina é ativada pela ligação de pelo menos 

dois íons Ca2+, sua estrutura sofre modificações conformacionais que permitem que ela se 

ligue em diferentes proteínas alvo e module suas atividades. Existem mais de uma centena 

de proteínas que possuem sítios de ligação para calmodulina, incluindo a calcinerina 

serina/treonina fosfatase e uma família multifuncional de cinases dependentes de 

Ca2+/calmodulina (Yamniuk & Vogel, 2004). 

Quando o estímulo que gerou um sinal de Ca2+ cessa, as células precisam 

restabelecer a concentração basal do metal no citoplasma. Este processo depende do 

bombeamento ativo de íons Ca2+ para o lúmen de organelas ou para o meio extracelular. 

Nos eucariotos superiores, a captação de Ca2+ pelo RE é mediada por Ca2+-ATPases da 

família SERCA [sarco(endo)plasmic reticulum Ca2+-ATPase pumps], enquanto que o 

bombeamento do metal para o meio extracelular é feito pelos transportadores PMCA 

(plasma membrane Ca2+-ATPases). Essas duas famílias de proteínas são compostas por 

ATPases cuja atividade de transporte depende de autofosforilação durante o ciclo catalítico 

(P-type ATPases) (Carafoli & Brini, 2000; Wuytack et al., 2002).  

A retirada de Ca2+ do citosol pode ocorrer ainda pelo bombeamento do metal para o 

complexo de Golgi, onde são expressos transportadores SERCA e SPCA (secretory-

pathway Ca2+ ATPases). Os membros da família SPCA também são ATPases dependentes 

de autofosforilação. 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 Ca2+ ou Mn2+ a cada ciclo catalítico (proteínas SERCA transportam duas 

moléculas de Ca2+ por ciclo e não tem afinidade por Mn2+) (Missiaen et al., 2007). Cabe 

aqui ressaltar que o Ca2+ retido no RE e complexo de Golgi não apenas participa da 

sinalização intracelular, mas também é fundamental para processos de modificação pós-

traducional e tráfego de proteínas ao longo da via secretória (Missiaen et al., 2007). Além 

disso, o próprio Ca2+ pode ser concentrado e enviado para o fluído extracelular por 

vesículas secretórias. Por exemplo, a secreção de leite pelas glândulas mamárias envolve a 

produção de vesículas contendo caseina, lactose e Ca2+ em concentrações superiores a 10-2 

M (Neville & Peaker, 1979; Wuytack et al., 2003). 

A mitocôndria é outra organela que participa do controle de distribuição interna de 

Ca2+. O gradiente eletroquímico gerado pela cadeia transportadora de elétrons pode 

impulsionar a captação de Ca2+ por um sistema uniporte de baixa afinidade. Devido a essa 

baixa afinidade, a entrada de Ca2+ é mais eficiente quando a mitocôndria está próxima dos 

canais que liberam o metal (canais do RE). Uma vez que o nível basal de Ca2+ tenha sido 

restabelecido, a mitocôndria pode exportar para o citoplasma os íons Ca2+ que armazenou. 

Este processo é mediado por um antiporte Na+/Ca+ e, em condições específicas, pelo poro 

de transição de permeabilidade (PTP) (Berridge et al., 2000; Leung & Halestrap, 2008).  

Neste contexto de alternância entre captação e liberação, a mitocôndria contribui 

para modular a amplitude e a resposta espaço temporal dos sinais de Ca2+ (Berridge et al., 

2000). Por exemplo, em células de mamíferos as alterações no padrão de distribuição 

interna de Ca2+ estão associadas com a sinalização de morte celular programada. Em 

particular, a redistribuição de Ca2+ do retículo endoplasmático para a mitocôndria, gerando 

oscilações controladas nos níveis de Ca2+, é um evento essencial para a que as células 
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sejam direcionadas para viver ou para morrer em resposta a determinados estímulos (Rong 

& Distelhorst, 2008). 

 

6.2. Proteínas associadas à homeostase de cálcio em S. cerevisiae 

Nos eucariotos superiores, as famílias de proteínas que controlam a homeostase de 

Ca2+ são compostas por diversos membros e isoformas tecido-específicas. Em S. 

cerevisiae, entretanto, a captação e a distribuição intracelular deste metal são reguladas por 

um pequeno grupo de proteínas (Bonilla & Cunningham, 2002). Um modelo de 

funcionamento integrado destas proteínas é apresentado na figura 5. 

Na membrana plasmática das células de levedura, a entrada de Ca2+ é mediada pelo 

produto dos genes CCH1 (Calcium channel 1) e MID1 (Mating pheromone-induced death 

1). A proteína Cch1 é um canal de Ca2+ de alta afinidade, homóloga à subunidade catalítica 

presente nos canais VGCCs de eucariotos superiores (Paidhungat & Garret, 1997; Ida et 

al., 2007). Mid1 é uma proteína integral que se colocaliza com Cch1p na membrana 

plasmática, mas que também é expressa na membrana do RE (Locke et al., 2000; 

Yoshimura et al., 2004). Estas duas proteínas trabalham em conjunto formando um sistema 

de captação de Ca2+ de alta afinidade, onde a Mid1p parece ter função regulatória sobre a 

Cch1p. Ambas as proteínas são importantes na regulação de alguns processos dependentes 

de sinais de Ca2+, tais como indução de acasalamento, tolerância ao excesso de ferro, 

tolerância 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 Cch1p/Mid1p, um sistema de 

captação de baixa afinidade parece contribuir para a entrada de Ca2+ nas células de 

levedura durante a fusão celular do acasalamento. Este sistema ainda não está bem 
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caracterizado, mas existem evidências de que um de seus constituintes seja a proteína 

integral de membrana Fig1 (Factor-induced gene 1). Os mutantes fig1Δ são deficientes no 

passo de fusão célula-célula durante o acasalamento e esta deficiência pode ser suprimida 

pela presença de altas concentrações de Ca2+ (Erdman et al., 1998; Muller et al., 2003).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Figura 5. Homeostase de cálcio em células de S. cerevisiae. Um canal tipo VGCC (representado 

por Mid1p) promove o influxo de Ca2+ em resposta ao estresse provocado pela diminuição dos 

estoques de cálcio no complexo de Golgi e RE. O cálcio citosólico é bombeado para o complexo de 

Golgi pela Pmr1p (da família SPCA) e, possivelmente, para o RE pela Cod1p – a qual também pode 

transportar Mg2+. A entrada de cálcio no vacúolo é mediada por Pmc1p (da família PMCA) e pelo 

trocador de H+/Ca2+ (Vcx1p). O modelo também inclui a bomba de H+ Vma1p que provê força 

próton motriz para concentrar Na+ pelo trocador H+/Na+ (Nhx1) e Cl- por um canal sensível a 

voltagem (Gef1p). A proteína Yvc1 (homóloga aos TRPCs de mamíferos) libera Ca2+ e 

possivelmente Na+ e Cl- em resposta ao choque osmótico, gerando um sinal de cálcio. RE: Retículo 

endoplasmático; Golgi: complexo de Golgi; Vac: vacúolo. Adaptado de Bonilla & Cunningham, 

2002. 
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Em leveduras, a estocagem de Ca2+ e o controle da sua distribuição intracelular são 

funções atribuídas principalmente ao vacúolo e não ao RE. De fato, a proteína Cod1/Spf1 

(Sensitivity to Pichia farinosa killer toxin 1) é a única ATPase transportadora de Ca2+ 

presente no RE das células de S. cerevisiae, sendo necessária tanto para a manutenção da 

homeostase de Ca2+ quanto para o funcionamento adequado da organela. A interrupção do 

gene COD1 provoca o aumento na concentração intracelular de Ca2+ e o aumento da 

transcrição de genes regulados pelo metal, além de ativar constitutivamente a via de 

resposta a proteínas mal enoveladas (Cronin et al., 2002). Entretanto, um estudo realizado 

por Cronin e colaboradores (2002) indica que o substrato preferencial da Cod1p pode ser 

Mg2+ e não Ca2+, sugerindo que a participação desta proteína na homeostase de Ca2+ pode 

ser indireta (Cronin et al., 2002).  

O vacúolo das células de S. cerevisiae controla a homeostase de Ca2+ por meio da 

atuação de três transportadores: Yvc1p, Vcx1p e Pmc1p. O gene YVC1 (Yeast vacuolar 

conductance 1) codifica um canal iônico homólogo aos TRPCs de eucariotos superiores e 

que atua na liberação de Ca2+ para o citosol em resposta ao estresse osmótico (Palmer et 

al., 2001; Denis & Cyert, 2002). A abertura de Yvc1p pode ser induzida por alterações 

mecânicas e possivelmente por alterações no potencial de membrana e no próprio nível de 

Ca2+ (Palmer et al., 2001; Zhou et al., 2003).  

A proteína Vcx1 (Vacuolar H+/Ca2+ exchanger 1) é um trocador H+/Ca2+ que se 

caracteriza como um sistema de alta capacidade e baixa afinidade para entrada de Ca2+ no 

vacúolo, o qual participa da restauração dos níveis basais de Ca2+ após sua elevação 

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 Ca2+ pela mobilização do metal a partir de um estoque interno. No 
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mesmo trabalho foi observado que a sinalização de resposta a estresse osmótico 

compreende a abertura de Yvc1p gerando um aumento transiente na concentração de Ca2+ 

no citosol com subseqüente restauração dos níveis basais devido à atividade primária de 

Vcx1 (Denis & Cyert, 2002). 

O gene PMC1 (Plasma membrane calcium 1) codifica uma ATPase que transporta 

Ca2+ com alta afinidade do citoplasma para o vacúolo e cuja seqüência primária de 

aminoácidos possui 40% de identidade com diferentes isoformas de transportadores da 

família PMCA de mamíferos (Cunningham & Fink, 1994). A proteína Pmc1 atua na 

manutenção da homeostase de Ca2+, mas não é essencial para a sobrevivência das células 

de S. cerevisiae em condições normais de cultivo. Entretanto, na ausência de Pmc1p as 

células tornam-se mais sensíveis à presença de concentrações elevadas de Ca2+ e diminuem 

a concentração do metal estocada dentro do vacúolo (Cunningham & Fink, 1994). 

Além da Cod1p (na membrana do RE) e da Pmc1p (vacuolar), as células de S. 

cerevisiae possuem uma ATPase localizada na membrana do complexo de Golgi, a Pmr1p, 

que é a principal bomba de Ca2+ neste organismo (Marchi et al., 1999). A proteína Pmr1 

(Plasma membrane ATPase related 1) faz parte da família SPCA e é ortóloga da SPCA1 

humana (Rudolph et al., 1989; Missiaen et al., 2007). As mutações no gene 

SPCA1/ATP2C1 estão associadas ao desenvolvimento da doença de Hailey-Hailey, 

caracterizada por erupções e descamações recorrentes na pele (Kellermayer, 2005).  

A Pmr1p catalisa a importação de íons Ca2+ e Mn2+ para o interior do complexo de 

Golgi, onde são necessários para o adequado processamento e tráfego de proteínas ao 

longo da via secretória (Rudolph et al., 1989; Dürr et al., 1998). Na ausência desta 

proteína, as células não conseguem manter os níveis adequados de Ca2+ nos 

compartimentos da via secretória e, como consequência, aumentam a captação do metal a 
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partir do meio extracelular e passam a acumular mais Ca2+ no citoplasma. Este processo é 

similar ao mecanismo de entrada capacitativa de Ca2+ que ocorre nas células de mamíferos 

e é dependente da atividade do sistema de transporte Cch1p/Mid1p (Csutora et al., 1999; 

Locke et al., 2000).  

Outra função da Pmr1p é auxiliar na desintoxicação de manganês quando este se 

encontra em altas concentrações no citoplasma. Neste processo, a Pmr1p promove a 

captação de manganês para o complexo de Golgi e sua consequente eliminação para o 

meio extracelular por meio de vesículas secretórias (Culotta et al., 2005). Adicionalmente, 

a Pmr1p também contribui para a tolerância ao Cd2+ por um mecanismo possivelmente 

análogo ao que opera na desintoxicação de manganês. A interrupção do gene PMR1 

provoca um aumento pronunciado na sensibilidade ao Cd2+ e favorece o acúmulo deste 

metal nas células de leveduras (Lauer Júnior et al., 2008). 

Em S. cerevisiae os transportadores de Ca2+ são controlados primariamente pela via 

sinalizada por calmodulina-calcinerina. A Vcx1p é regulada negativamente por calcinerina 

por um mecanismo pós-traducional. Já a expressão de PMR1 e PMC1 é regulada 

positivamente pela calcinerina por meio da ativação do fator de transcrição Crz1p/Tnz1p 

(Cunningham & Fink, 1994; Cunningham & Fink, 1996; Matheos et al., 1997; 

Stathopoulos & Cyert; 1997). A calcinerina também pode influenciar a atividade do 

complexo Cch1p/Mid1p durante a sinalização de acasalamento. Neste caso, a fosfatase é 

necessária para promover a inibição da captação de Ca2+ por este complexo, por um 

sistema de retroalimentação (Muller et al., 2003). 
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7. INFLUÊNCIA DO CÁDMIO SOBRE AS FUNÇÕES BIOLÓGICAS DO CÁLCIO 

Em solução aquosa os átomos de Cd2+ assumem a forma de cátions divalentes com 

raio iônico muito similar ao observado nos íons Ca2+ (0,97 Å para o Cd2+ contra 0,99 Å 

para o Ca2+). Esta semelhança explica a afinidade dos íons Cd2+ por uma série de proteínas 

com domínios de ligação para Ca2+. De fato, o Cd2+ interfere com o funcionamento de 

diversos processos biológicos dependentes de Ca2+ e esta interferência pode ser uma de 

suas linhas de toxicidade. 

O Cd2+ pode, por exemplo, se ligar à troponina C (TnC), que tem participação 

fundamental no processo de contração muscular. A ligação dos íons Cd2+ com a TnC 

ocorre de maneira cooperativa, provocando alterações conformacionais que são similares 

àquelas induzidas pelo Ca2+ (Drakenberg et al., 1987; Chao et al., 1990). Da mesma forma, 

os íons Cd2+ podem se ligar a todos os sítios de Ca2+ presentes na CaM e promover a 

expressão de genes dependentes desta proteína (Chao et al., 1984; Akiyama et al., 1990; 

Liu & Templeton, 2007).  

Em células do epitélio renal, o Cd2+ substitui o Ca2+ nas E-caderinas, prejudicando 

a adesão célula-célula. As caderinas são moléculas de adesão dependentes de Ca2+. Na 

presença deste metal, as células adjacentes expressando o mesmo tipo de caderina formam 

pontos de contato estáveis entre si, por um processo conhecido como adesão homotípica. 

Na presença de Cd2+ a união intercelular promovida pelas E-caderinas não é efetiva e por 

consequência a proliferação celular fica comprometida (Prozialeck et al., 2003; Pokutta & 

Weis, 2007; Beyersmann & Hartwig, 2008). 

A deposição de Cd2+ em células ósseas interfere com a calcificação, descalcificação 

e a remodelamento do tecido ósseo, provocando osteodistrofias no sistema esquelético 

(Goyer, 1997; Kazantzis, 2004). Já no sistema nervoso central, o Cd2+ pode competir com 
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Ca2+ e prejudicar o desenvolvimento cognitivo (Goyer, 1997). Em células de túbulos renais 

de ratos, a exposição ao Cd2+ resulta na inibição da atividade de ATPases de Ca2+ o que, 

provavelmente, é um efeito secundário resultante da perda do potencial de membrana 

mitocondrial e aumento na produção de ROS (Wang et al., 2009).  

O tratamento com Cd2+ provoca alterações na homeostase interna de Ca2+ nas 

células de mamíferos. Em especial, uma série de trabalhos tem associado o aumento da 

concentração intracelular de Ca2+ com a sinalização para a apoptose induzida por Cd2+. Liu 

e colaboradores (2007) demonstraram que o Cd2+ aumenta o conteúdo de Ca2+ em células 

de carcinoma da tireóide por alterar o potencial da membrana mitocondrial e, 

consequentemente, promover a liberação de citocromo C e AIF (Apoptosis-inducing 

factor), fatores mitocondriais pró-apoptóticos. 

Nas células de túbulos renais de ratos o Cd2+ pode induzir apoptose por duas vias 

distintas: uma dependente e outra independente da ativação de caspases (proteases de 

cisteína associadas classicamente ao processo de apoptose). O mecanismo independente de 

caspases é ativado precocemente e é mediado pela calpaína, que é uma protease induzida 

por Ca2+. Supõe-se que o Cd2+ pode ativar a calpaína diretamente por sua ligação à 

molécula ou indiretamente por provocar o aumento da concentração intracelular de Ca2+ 

(Lee et al., 2006). 

Em fibroblastos de hamster, o Cd2+ diminui o conteúdo de Ca2+ estocado no RE, 

como resultado primário da inibição de SERCA ATPases. Esse processo pode ser 

correlacionado com alterações morfológicas do RE e mitocôndria, com a ativação da via de 

resposta a proteínas mal enoveladas e com a ativação da caspase 12, que atua na resposta 

apoptótica do RE. Portanto, tanto as alterações na concentração de Ca2+ intracelular quanto 

o estresse do RE parecem estar envolvidos com a sinalização de apoptose após o 
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tratamento com Cd2+ (Biagioli et al., 2008). Em hepatócitos de camundongos, a presença 

de Cd2+ eleva o nível de Ca2+ intracelular devido ao aumento da captação de íons Ca2+ do 

meio externo e subsequente liberação desses íons a partir de estoques intracelulares (Wang 

et al., 2007). 

  

8. METABOLISMO ENERGÉTICO E ESTRESSE OXIDATIVO EM S. cerevisiae 

A levedura S. cerevisiae é um ótimo modelo para o estudo de fenômenos biológicos 

em células eucarióticas, uma vez que sua manipulação é relativamente simples e que 

muitos mecanismos genéticos e bioquímicos observados neste organismo são similares aos 

observados nos eucariotos superiores (Mustacchi et al., 2006). Esta foi a primeira espécie 

eucariótica que teve o genoma completamente sequenciado. Foram identificados 

aproximadamente 6.000 genes, diversos deles codificando proteínas que tem homólogos 

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

Em presença de oxigênio, as células de S. cerevisiae podem obter energia a partir 

de metabolismo anaeróbico (fermentação) ou aeróbico (respiração), dependendo da 

disponibilidade de glicose. Com altas concentrações de glicose, predomina o processo 

fermentativo e as células crescem exponencialmente (Entian & Barnett, 1992). Quando a 

concentração deste carboidrato decai para níveis abaixo de 0,2%, a célula passa por uma 

série de adaptações metabólicas que irão permitir a fixação da atividade respiratória a 

partir do consumo dos subprodutos da fermentação (principalmente etanol e glicerol). A 

fase que marca esta transição metabólica é conhecida como transição diáuxica (diauxic 

shift) e é caracterizada por uma parada momentânea no crescimento e pela alteração nos 

padrões de expressão gênica das células (De Winde et al., 1996; De Winde et al., 1997; 

Westerbeed-Marres et al., 1988; Santangelo, 2006). Após a transição diáuxica as células 
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retomam o crescimento, porém mais lentamente do que durante o processo fermentativo. 

Depois de duas a quatro gerações, entram em fase estacionária devido à exaustão de 

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

Em laboratório, é possível induzir a entrada das células de levedura em transição 

diáuxica substituindo a glicose do meio de cultura por outra fonte de carbono não 

fermentável, como glicerol ou etanol (Maris et al., 2001). Isso ocorre porque a simples 

ausência de glicose é suficiente para desencadear a maioria das mudanças verificada ao 

longo do referido processo (Maris et al., 2001). De fato, a glicose tem papel importante na 

sinalização intracelular de S. cerevisiae, uma vez que alterações nos níveis deste 

carboidrato promovem a ativação ou repressão de genes específicos por meio da 

sinalização mediada primariamente pelas vias Ras/AMPc/Pka e Snf3/Rgt2/Yck (Ashe et 

al., 2000; Yin et al., 2000; Santangelo, 2006). 

Durante a respiração mitocondrial, cerca de 1 a 3% do oxigênio usado pela cadeia 

de transporte de elétrons sofre redução incompleta e é convertido no radical ânion 

superóxido (O2
.-) que, por sua vez, pode levar à formação de outros derivados reativos tais 

como peróxido de hidrogênio (H2O2) e radical hidroxila (OH.) (Halliwell & Gutteridge, 

2007). Para compensar o aumento da produção de ERO, na fase aeróbica as células 

precisam de sistemas que promovam a desintoxicação destes compostos de forma mais 

eficiente. Em S. cerevisae a transição do metabolismo anaeróbico para aeróbico é 

acompanhada por um aumento da resistência ao estresse oxidativo (Jamieson, 1992). 

Muitos genes ligados à desintoxicação de ERO elevam seu nível de expressão após a 

transição diáuxica, tais como os envolvidos na síntese de enzimas antioxidantes como a 

catalase, as superóxido dismutases (SOD) e as glutationa redutases (Costa & Moradas-

Ferreira, 2001; Maris et al., 2001). No caso da glutationa redutase, essa ativação é mediada 
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pelo fator de transcrição Yap1p, o qual tem um papel primordial na adaptação ao estresse 

oxidativo em resposta ao tratamento com H2O2 (Costa & Moradas-Ferreira, 2001). Após a 

transição diáuxica, também são induzidos genes ligados à síntese 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 proteção das células contra o estresse 

oxidativo é a regulação da homeostase de metais, pois estes elementos podem formar 

espécies reativas por meio de reações similares à de Fenton (ferro, cobre, cromo) ou 

diminuir a disponibilidade de compostos envolvidos com a desintoxicação de ERO 

(mercúrio, níquel, chumbo e Cd2+). Por outro lado, em concentrações adequadas, alguns 

metais, como o zinco, podem exercer função "protetora" devido à sua capacidade de 

prevenir a formação de ERO, além de atuarem como cofatores de enzimas antioxidantes 

(Stohs & Bagchi, 1995).  

Na última década, o uso de S. cerevisiae permitiu importantes avanços na 

compreensão dos mecanismos relacionados à toxicidade e à desintoxicação do Cd2+, bem 

como na conexão destes processos com os sistemas de defesa antioxidante das células 

eucarióticas. Por exemplo, Jin e colaboradores (2003) demonstraram que os efeitos 

mutagênicos do Cd2+ se devem à inibição do sistema de reparo por erro no 

emparelhamento de bases (MMR) e não a produção de lesões no DNA. Esta foi uma 

descoberta importante do ponto de vista conceitual porque, até então, o termo 

“mutagênico” era essencialmente associado a substâncias capazes de produzir lesões 

diretas ou indiretas no DNA (Jin et al., 2003).  

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

para estabelecer novas correlações entre a atividade de proteínas dos sistemas de defesa 
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antioxidante e a prevenção dos efeitos mutagênicos do Cd2+. Os complexos Cd.[GS]2 

parecem atuar como moduladores negativos da captação de Cd2+ ao nível de membrana 

plasmática, enquanto que a compartimentalização dos mesmos no interior do vacúolo 

protege as células dos efeitos mutagênicos do Cd2+ e possivelmente permite a reciclagem 

da GSH contida no complexo pela ação da enzima vacuolar -glutamil transpeptidase  

(Gomes et al., 2002; Adamis et al., 2007). As glutarredoxinas – enzimas que catalisam a 

glutationação de proteínas como mecanismo de proteção antioxidante – atuam na 

sinalização proapoptótica em resposta ao Cd2+ e, desta forma, previnem seus efeitos 

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

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

cádmio em S. cerevisiae, com ênfase para a atuação da proteína Ycf1p durante o 

metabolismo respiratório e na sua contribuição para a resistência ao estresse oxidativo. 

Adicionalmente, o trabalho buscou investigar uma provável interação de proteínas 

associadas a homeostase de Ca2+ (em especial a proteína Pmr1) com a Ycf1p durante o 

processo de desintoxicação de Cd2+.  

 
 
1.1. Objetivos Específicos 

 
 Comparar os níveis de sensibilidade a Cd2+ durante o metabolismo fermentativo e 

respiratório de células S. cerevisiae, bem como investigar a influência da Ycf1p na 

tolerância ao Cd2+ nestas duas condições metabólicas.  

 Investigar os níveis de expressão do gene YCF1 durante a transição do metabolismo 

fermentativo para o respiratório (transição diáuxica) em S. cerevisiae, tanto na 

presença quanto na ausência de Cd2+.  

 Analisar o perfil de captação de Cd2+ durante a transição do metabolismo 

fermentativo para o respiratório em S. cerevisiae e a influência da proteína Ycf1 

sofre este processo.  

 Averiguar o papel da proteína Ycf1 sobre a resistência ao estresse oxidativo durante 

o metabolismo respiratório das células de S. cerevisiae.  

 Comparar a influência das proteínas Ycf1p e Pmr1p sobre a sensibilidade ao Cd2+ 

em células de S. cerevisiae, bem como verificar o efeito da disrupção simultânea 

dos genes YCF1 e PMR1 sobre esta sensibilidade.  
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 Fazer uma análise comparativa do perfil de captação de Cd2+ entre a linhagem 

selvagem (BY4741) e os mutantes isogênicos ycf1∆, pmr1∆ e pmr1∆ycf1∆.  

 Investigar a modulação dos níveis de RNAm do gene YCF1 e de genes que 

codificam proteínas intracelulares associadas a homeostase de Ca2+ (PMR1, PMC1, 

VCX1, YVC1, COD1, CMD1) em resposta ao tratamento com Cd2+, tanto na 

linhagem selvagem (BY4741) quanto nos mutantes isogênicos ycf1∆, pmr1∆ e 

pmr1∆ycf1∆.  
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Abstract 
 

Cadmium (Cd2+) is a toxic heavy metal which can trigger several toxic effects in 

eukaryotes, including neurotoxicity and impaired calcium (Ca2+) metabolism. In the model 

organism Saccharomyces (S.) cerevisiae, the best characterized pathway for Cd2+ 

detoxification involves its conjugation with glutathione (GSH) and subsequent transport to 

the vacuoles by Ycf1p - an ATPase homologue to the human MRP1 (Multidrug resistance 

associated protein 1). However, it was recently described that Cd2+ tolerance can be 

mediated by Pmr1p – a Ca2+ pump located at Golgi membrane, possibly by a mechanism 

related to the secretory pathway. In this work, we investigate the relative contribution of 

Ycf1p and Pmr1p to Cd2+ tolerance in S. cerevisiae. For this purpose, we performed 

cytotoxic assays and analyses of Cd2+ content in single and double mutants for these 

proteins. Additionally, we also analyze the mRNA levels of intracellular Ca2+-transporters 

upon Cd2+ stress. The results indicate that, in addition to Pmr1p, the vacuolar Ca2+-

ATPases Pmc1p also contribute with Ycf1p for Cd2+ detoxification in yeast cells. We 

propose a model where Pmc1p and Pmr1p Ca2+-ATPases operate in an integrative manner 

with Ycf1p to promote Cd2+ detoxification. 

 
 
 
 
 
 
Key words: PMR1, PMC1, YCF1, Ca2+ transporters, Saccharomyces cerevisiae 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



69

 
1. Introduction 

Cadmium (Cd2+) 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, Cd2+ 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, Cd2+ 

is classified as type I carcinogen by the International Agency for Research on Cancer (Huff 

et al., 2007). 

The molecular basis of Cd2+ toxicity is complex and involves several biochemical 

pathways. However, it can be related to three major routes: i) induction of oxidative stress; 

ii) interference with intracellular signaling or iii) interference with DNA repair systems 

(Beyersmann & Hartwig, 2008). Moreover, Cd2+ 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 Cd2+ 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]2) can be removed from the cytosol to the vacuole by 

specific transmembrane proteins such as the glutathione-conjungated transporter Ycf1p (Li 

et al., 1997).  

The Ycf1p 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 Cd2+ stress, the promoter region of YCF1 is regulated by the transcription factor 

Yap1p and by GSH availability (Wemmie et al., 1994; Mielniczki-Pereira, 2008). At post-

translational level, the Ycf1p activity is induced by phosphorylation of Ser908 and Thr911; 

and down-regulated by phosphorylation of Ser251 (Eraso et al., 2004; Paumi et al., 2008). 

In addition to Ycf1p it was recently described that an ATPase coded by PMR1 can also 

contribute to Cd2+ tolerance in S. cerevisae (Lauer-Júnior et al., 2008). The Pmr1p is a 

calcium (Ca2+) pump located at Golgi membrane that belongs to the secretory-pathway 

Ca2+-ATPases (SPCAs) family, which can promote Cd2+ detoxification possibly by a 
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mechanism associated to the secretory pathway (Missiaen et al., 2007; Lauer-Júnior et al., 

2008). 

Calcium (Ca2+) 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, Cd2+ and Ca2+ ions have similar ionic radii (0,97 Å and 0,99 Å, respectively) and 

consequently several proteins containing Ca2+ binding motifs can also bind Cd2+ ions 

(Chao et al., 1990; Akiyama et al., 1990; Liu & Templeton, 2007). Considering that Pmr1p 

is the major Ca2+ ATPase of S. cerevisiae (Marchi et al., 1999), the use of this protein for 

Cd2+ 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 Ca2+ homeostasis is controlled by a small group of 

transporters, including the aforementioned protein Pmr1p, the vacuolar Ca2+-ATPase 

Pmc1p, the vacuolar Ca2+/H+ exchanger Vcx1p/Hum1p, and the vacuolar Yvc1p ionic 

channel (Bonilla and Cunningham, 2002). These transporters respond to the 

calmodulin/calcineurin-signaling pathway and are controlled by the transcription factor 

complex Tcn1p/Crz1p (Stathopoulos & Cyert; 1997; Matheos et al., 1997). Besides, the 

endoplasmic reticulum ATPase Cod1p/Spf1p also contributes to maintenance of 

intracellular Ca2+ levels in yeast (Cronin et al., 2002).  

In this work, we investigate the relative contribution of Ycf1p and Pmr1p for Cd2+ 

tolerance in S. cerevisiae. For this purpose, we performed cytotoxic assays and analyses of 

Cd2+ content in single and double mutants for these proteins. Additionally, we analyze the 

transcriptional expression of yeast genes that encode intracellular Ca2+-transporters 

(PMR1, PMC1, VCX1, YVC1, COD1) and calmodulin (CMD1) after Cd2+ stress. The 

results indicated a contribution of Ca2+-ATPases in Cd2+ detoxification even in the 

presence of functional Ycf1p. We propose a model where Pmc1p and Pmr1p Ca2+-

ATPases operate in an integrative manner with Ycf1p to promote Cd2+ 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 g/mL. 

 

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

Organism Strains Genotypes Source 

S. cerevisiae BY4741  MATa; his31; leu20; met150; ura30 Euroscarf 

 ycf1 Idem BY4741 except ycf1::kanMX4 Euroscarf 

 pmr1 Idem BY4741 except pmr1::kanMX4 Euroscarf 

 pmr1ycf1 Idem pmr1 except ycf1::URA3 This study 

E. coli XL-1Blue recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 

relA1 lac [F’ proAB lacIqZ.M15 Tn10 (Tetr)] 

Invitrogen Corp. 

 

2.2. Construction of double mutant pmr1ycf1 

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 pmr1ycf1 double mutant was obtained by disruption of YCF1 gene by 

homologue recombination with an ycf1::URA3 cassette. This cassette was amplified with 

Platinum's Taq 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 pmr1 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. Cd2+ sensitivity assays 

The yeast strains were growth in SC medium at 30ºC 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 CdCl2 (50, 

100, 200 or 400 µM) and incubated for 4 h in an orbital shaker (100 rpm) at 30º C. After 

the treatments, cells were washed and diluted to 1.2 x 103 cells/ mL. Aliquots of 100 µL 

were plated in SC solid medium and incubated at 30ºC for 2-3 days for determination of 

survival colonies. For the drop test assay, cells were washed twice and diluted between 108 

and 103 cells/ mL, and 10µL of each dilution were plated in SC solid medium containing 

CdCl2 at the indicated concentration. The plates were incubated for 3-4 days at 30ºC and 

then photographed.  

 

2.4. Atomic absorption 

The yeast strains were treated with 50 µM CdCl2 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 Cd2+ 

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 Cd2+ 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 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 Platinum Taq 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 (94ºC for 5 min), 27-31 cycles 

(94ºC/30s; 60ºC/60 s; 72ºC/30 s), final extension (72 ◦C for 5min). 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 

ycf1::URA3  5´-ATGGCTGGTAATCTTGTTTCATGGGCCTGCAAGCTCTGTAGCAGTTGGACGATCGATGAT-3´ 
5´-TTAATTTTCATTGACCAAACCAGCCTCCATGCACAGTGAACAGGGTTATTGTCTCATGAG-3´ 

1404 bp 

ACT1 5’-TCTGCCGGTATTGACCAAAC-3’  
5’-ATGGAAGATGGAGCCAAAGC-3’ 

164 bp 

YCF1 5’- AAGACATTAGTTGGCGAGAAAGGGA-3’ 
5’- AAGTGCCTGGCAACGTGTTCATCAA-3’ 

146 bp 

PMR1 5’- GGTACAGATGTAGCCAAAGAAGCCT-3’ 
5’- TAGTGCGGCAACAGAAGTAGACAAT-3’ 

150 bp 

PMC1 5’-ACAGTCGCCGCTGTTGTTTC-3’ 
5’-CTGGTAATCGTTAGCGGCAC-3 

171 bp 

VCX1 5’-TGCCTTTAGAGCCACCCTAC-3’ 
5’-TGTTGCTCAAACAAGGCGTG-3’ 

156 bp 

COD1 5’-GGCGACCTTAAAGGCTGTTG -3’ 
5’- TGACAGCAGCAAACAAGGCA-3’ 

160 bp 

YVC1 5’-GCCGGAAAACAATGGATCTC-3’ 
5’-GCCAGCTTCACAACTTTTGG-3’ 

170 bp 

CMD1 5’- GCCCAGTGAAGCAGAAGTAAA -3’ 
5’- GCGGAGATTAAACCATCACC -3’ 

180 bp 
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3. Results 

3.1. Effect of PMR1 deficiency in Cd2+ tolerance of the ycf1∆ strain 

It was recently reported that yeast cells lacking a functional Pmr1p are very 

sensitivity to Cd2+ stress (Lauer-Júnior et al., 2008). Therefore, we decided to investigate 

the relative contribution of this Ca2+-transporter for Cd2+ tolerance in relation to Ycf1p, the 

major factor associated with Cd2+ resistance in S. cerevisiae. For this purpose, we 

constructed a double mutant pmr1∆ycf1∆ and compared its phenotype upon Cd2+ stress 

with single mutants for YCF1 and PMR1 genes. As expected, ycf1∆ cells were greatly 

sensitive to Cd2+ presence (Figure 1). Surprisingly, however, the strain pmr1∆ was not 

sensitive to Cd2+. Rather, in chronic Cd2+ treatments, this strain showed a moderate 

tolerance as compared to BY4741 (WT) (Figure 1A). Moreover, in double mutant 

pmr1∆ycf1∆ the survival was restored to a level similar to that observed in the WT strain 

after the acute exposure to Cd2+ (Figure 1B).  

These results were not in accordance with our previous observation that pmr1∆ 

(isogenic of W303 WT) is highly susceptive to Cd2+ treatment; and new survival assays 

confirmed that, in background of W303, this mutant is very sensitivity to Cd2+ (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 Pmr1p can somehow 

respond to Cd2+ presence. In this sense, our next step was to analyze the profile of Cd2+ 

uptake to verify if, as previously observed in W303 background (Lauer-Júnior et al., 2008), 

the absence of Pmr1p in cells derived from BY4741 can also affect intracellular Cd2+ 

accumulation. 
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Figure 1. Yeast tolerance to Cd2+. (A) Chronic exposure. Cells were diluted between 108 

and 103 cells/mL, and 10L of each dilution were plated in SC solid medium containing 

Cd+2 at the indicated concentration. (B) Acute exposure. About 1.2 x 107 cells/ mL were 

treated in SC medium supplemented or not with Cd2+. After 4-h cells were diluted, plated 

and incubated at 30o 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 Cd2+ uptake 

To gain insights about the mechanism by which PMR1 mutation can affect the 

tolerance of ycf1∆ strain to Cd2+, a time-course Cd2+ uptake assay was performed (Figure 

2). The results showed that BY4741 cells are loaded with Cd2+ during 2 h, but in the 3rdh 

about 43% of Cd2+ 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 Cd2+ 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 Cd2+ content as compared to the three mutant strains. 

A significant variation in Cd2+ content over time was not detected for the ycf1∆ 

strain. However, after 4 h the Cd2+ 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 Cd2+ accumulation in ycf1∆ (Gomes et al., 2002; Mielniczki-Pereira 

et al., 2008). Interestingly, pmr1∆ cells exhibited a profile of increasing Cd2+ accumulation 

over time; being that at 4h the Cd2+ content in these cells is approximately twice in relation 

to the 1st h (0.53±0.092 and 1.09±0.038, respectively). The profile of pmr1∆ycf1∆ was the 

same observed in the single mutant pmr1∆, with the mutation in YCF1 showing an additive 

effect upon Cd2+ uptake. These results confirm that Pmr1p is able to act in Cd2+ extrusion 

from the cells. Meanwhile, the mutation in PMR1 (alone or simultaneously with YCF1) 

produces a delay in Cd2+ capture in relation to WT and to the single mutant ycf1∆ as seen 

in the 1st h of treatment (Figure 2); which can contribute to retard Cd2+ toxicity. 

 

 
Figure 2. Profile of time-course Cd2+ uptake in BY4741 background. About 1.2 x 107 

cells/mL were treated in SC supplement with 50µM CdCl2 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 Ca2+-intracellular transporters upon Cd2+ stress 

The prevalence of the phenotype produced by PMR1 mutation upon that produced 

by YCF1 mutation after Cd2+ exposure (Figure 1) can indicate that pmr1∆ cells have 

intrinsic characteristics able to overcome the absence of Ycf1p. Considering this 

hypothesis, we tested if YCF1 or other genes related to Ca2+ homeostasis can respond 

differentially to Cd2+ stress in the pmr1∆ strain. For this purpose, we investigated the Cd2+ 

effect upon the mRNA levels of YCF1, PMC1, VCX1, YVC1, COD1, and calmodulin 

(CMD1), a known regulator of Ca2+ homeostasis in yeast (Figure 3). 

Expression of YCF1 in the WT strain was strongly induced only in the highest Cd2+ 

concentration tested (400 µM), while the PMR1 was not induced neither in 50 µM or 400 

µM. 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 Cd2+ presence, while 

YVC1 suffered a slight increase in its expression in the presence of 400 µM Cd2+. 

Interestingly, PMC1 (which codes for a vacuolar Ca2+-transporter) was the only up 

regulated at the concentration of 50 µM Cd2+ (Figure 3, A-B). Unlike the observed with 

WT cells, the expression of PMR1 increased about 35% in the mutant ycf1∆ after both 

Cd2+ treatments; and a similar pattern was achieved by the genes YVC1, COD1 and CMD1 

(Figure 3, C-D). In addition, in ycf1∆ cells the induction of PMC1 was clearly stronger 

than that observed in WT cells.  

 In the single mutant pmr1∆ the general profile of YCF1 expression is maintained as 

in WT, but a slight increase can be noted in the expression level at 400µM (Figure 3, E-F). 

The YVC1 gene suffers a similar up-regulation in pmr1∆ as in ycf1∆ cells, while 

expression of the genes VCX1, COD1 and CMD1 increased only at 400 µM of Cd2+ in the 

absence of Pmr1p. Once again the raising of PMC1 expression in response to Cd2+ was 

higher in pmr1∆ than in WT cells, such that its expression at 400 µM was comparable to 

that observed for YCF1 (Figure 3, E-F). The double mutant pmr1∆ycf1∆ showed enhanced 

activation of PMC1 as compared to the pmr1∆ single mutant; achieving almost the same 

level observed in the ycf1∆ single mutant (Figure 3, G-H). The genes VCX1 and CMD1 

were induced by Cd2+ in pmr1∆ycf1∆ similarly as in pmr1∆, but the expression of COD1 

followed the profile observed in ycf1∆ 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 Cd2+ (Figure 3, G-

H).  

 The data showed that the pmr1∆ strain has a slight increase in the induction of 

YCF1 in relation to the WT, but this increase alone is not sufficient to explain the 

resistance to Cd2+ observed in this mutant. In the same way, the differences in the Cd2+-

induction for the other analyzed genes are subtle between ycf1∆ and pmr1∆. However, the 

early up-regulation of PMC1 in response to Cd2+ observed in the WT strain points to the 

participation of Pmc1p in Cd2+ tolerance. Therefore, we hypothesized that the differences 

in Cd2+ tolerance observed in the background of BY4741 could be related to differences in 

the basal level of PMC1expression and we found that the expression of this gene in cells 

lacking Pmr1p is at least 2.5 times higher than in WT cells (Figure 4). In ycf1∆ mutants the 

basal level of PMC1 is increased about 50%. Besides, in pmr1∆ mutants the basal 

expression of YCF1 is also 70% higher than WT. 
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Figure 3. Profile of gene expression after Cd2+ treatment in BY4741 background.  

About 1.2 x 107 cells/mL were treated in SC supplement or not with CdCl2 (50 or 400µM). 

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, 

ycf1, pmr1 and pmr1ycf1 strains, respectively. Constitutive control (ACT1) is shown 

in the first line. (B,D,F,H) Graphic representation of expression pattern in BY4741, ycf1, 

pmr1 and pmr1ycf1 strains, respectively. Relative expression was calculated as 

described in materials and methods. The data are expressed as mean ± SEM.  

 

 

 
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 CdCl2). 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, ycf1, pmr1 and pmr1ycf1 

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 Cd2+ ions is mainly associated to the activity 

of Ycf1p. However, recent works suggest that additional routes can help yeast cells to cope 

with Cd2+ toxicity. For example, low GSH availability down-regulates the YCF1 promoter 

even in the presence of Cd2+ - which is strong evidence that accessory pathways related to 

Cd2+ tolerance are present in yeast (Mielniczki-Pereira et al., 2008). Moreover, we have 
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demonstrated that the Ca2+ ATPase Pmr1p participates in Cd2+ tolerance possibly by a 

mechanism involving the secretory pathway, since the pmr1∆ strain accumulates more 

Cd2+ than the WT strain W303 (Lauer-Júnior et al., 2008). In this work we investigated the 

relative contribution of Ycf1p and Pmr1p for Cd2+ resistance in S. cerevisiae.  

We found that the Pmr1p can really act in the export of Cd2+ from the cells. In fact, 

WT BY4741 is able to release into the medium part of Cd2+ ions that it had previously 

incorporated; and this event allows a new round of Cd2+ uptake. In the absence of Pmr1p 

this capacity of Cd2+ export is lost; and cells accumulate increasing concentrations of the 

metal (Figure 2). The amount of Cd2+ incorporated by the ycf1∆ strain does not suffer a 

great variation over-time (Figure 2), possibly because the presence of Cd–[GS]2 complexes 

in the cytosol has a feedback negative effect upon Cd2+ uptake as previously described 

(Gomes et al., 2002) and because these complexes are not good substrates for Pmr1p – 

which is a member of the secretory-pathway Ca2+-ATPases (SPCAs) family, characterized 

to transport only a single molecule of Ca2+ or Mn2+ (Sorin et al., 1997; Missiaen et al., 

2007). In addition, mutation in PMR1, alone or simultaneously with YCF1, produces a 

delay in Cd2+ capture. In the pmr1∆ strain, depletion of Ca2+ from secretory compartments 

is able to promote an increase in Ca2+ uptake from the extracellular medium by a 

mechanism that resembles the Ca2+-capacitative entry (CCE) of mammalian cells (Locke et 

al., 2002). This process is mediated by increased activity of Cch1p/Mid1p – a cell 

membrane calcium transporter system (Locke et al., 2002); and it is expect that Cd2+ and 

Ca2+ can compete for it. We believe that the high-affinity of this transporter for Ca2+ ions, 

as well intracellular demand for these ions in the absence of Pmr1p, could favor the early 

uptake of Ca2+ instead of Cd2+. After some time, competition between Ca2+ and Cd2+ 

should be softened by reduction of Ca2+ environmental levels and, in turn, Cd2+ uptake 

becomes more effective.  

 Despite of the clear time-course increased Cd2+ accumulation observed in mutants 

lacking functional Pm1p, the participation of this transporter in Cd2+ detoxification seems 

to be a secondary event, since the PMR1 gene is not induced by Cd2+ treatment in WT 

cells, even at high metal concentration (Figure 3, A-B). The expressions data indicate that 

the primary response to Cd2+ toxicity is mediated by the well known role of Ycf1p; with an 

additional contribution of the Ca2+- transporter Pmc1p, which were the only ones up-

regulated by Cd2+ 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 Cd2+ as compared with YCF1 (Figure 3, A-B). Our 

previous observations showed that, in specific conditions (e.g. respiratory metabolism), 

small Cd2+ 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 Cd2+ 

detoxification in the background of BY4741 cells. PMC1 encodes a vacuolar Ca2+ 

transporter not essential for viability under normal growth conditions; however, it plays an 

essential role in yeast tolerance to high Ca2+ stress (Cunningham and Fink, 1994; Miseta et 

al., 1999). The ionic similarities between Ca2+ and Cd2+ ions, and the proeminent induction 

of PMC1 in response to Cd2+ in the ycf1∆ strain (Figure 3, C-D), allow to infer that Pmc1p 

can really help yeast cells to cope with Cd2+ toxicity. In addition, strains lacking functional 

Ycf1p can also activate the PMR1 gene as an accessory pathway to try to remove Cd2+ 

from the cytosol (Figure 3, C-D).  

Deletion of the PMR1 gene in cells derived from WT BY4741 can overcome the 

Cd2+ sensitivity produced by the absence of Ycf1p (Figure 1). This was a surprising result, 

since in a prior study Lauer-Junior and co-workers (2008) observed that pmr1∆ mutant 

derived from W303 is strongly sensible to Cd2+ exposure. However, testing both pmr1∆ 

mutants in the same assay conditions, we confirmed their distinct phenotypes face to Cd2+ 

stress (data not shown). This intriguing result prompted us to investigate the hypothesis 

that the pmr1∆ strain, isogenic to BY4741, has intrinsic characteristics that favor its 

survival in the presence of Cd2+. In fact, we observed that pmr1∆ have a slight increase in 

the level of YCF1 induction after Cd2+ exposure as compared to BY4741, but this increase 

alone is not sufficient to explain the restored resistance to Cd2+ observed in the double 

mutant pmr1∆ycf1∆. Moreover, the survival assay showed that at 50 µM of Cd2+ the 

double mutant has the same sensibility observed in the single mutant ycf1∆ (Figure 1B), 

which points to the activation of an Ycf1p-independent mechanism for restoring the 

resistance to Cd2+ in the absence of Pmr1p. Based on the aforementioned results, we 

hypothesized that this Ycf1p-independent mechanism could be related to PMC1 basal 

expression; and our results showed that expression of PMC1 in cells lacking Pmr1p is 

more than 2.5 times higher than in BY4741 WT cells under the absence of Cd2+ (Figure 4). 

Comparatively, a moderate increase in PMC1 basal expression was also observed in ycf1 
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(50%), which indicates that the compensative effect of Pmc1p in absence of Ycf1p could 

not be restricted to response to Cd2+ 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 pmr1∆, 

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 PMC1 is higher than PMR1 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 

pmr1∆pmc1∆ 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 pmr1∆pmc1∆ strains in the context of the WT strain 

SEY6210. In this sense, the primary use of Pmr1p or Pmc1p to retain Cd2+ toxicity could 

depend on the availability of each carrier. Therefore, rescue of Cd2+ tolerance in pmr1∆ 

and pmr1∆ycf1∆ 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 Cd2+ (Figure 3, A-H); (iii) delay in Cd2+ 

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 Cd2+. In the WT strain, it was observed 

a slight increase of YVC1 gene expression face to Cd2+ exposure and this phenotype was 

stronger in both pmr1∆ and ycf1∆ single mutants (Figure 3, A-F). The protein Yvc1p is a 

vacuolar ionic channel that acts in the generation of Ca2+ 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 pmr1∆ycf1∆ (Figure 3, G-H). 

Then, we speculate that Yvc1p can also produce Ca2+ signals in response to Cd2+ stress 

which, in turn, could active biochemical pathways to cope with Cd2+ toxicity. In support of 

this hypothesis, Liu and co-workers (2007) demonstrated that apoptosis induced by Cd2+ in 

carcinoma human cells can be initiated by the rapid elevation of intracellular Ca2+, 

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 Ca2+ and/or a simple response to adjust Ca2+ 

homeostasis. Vcx1p is a vacuolar H+/Ca2+ exchanger involved in control of cytosolic Ca2+ 

concentration, which also promotes dissipation of Ca2+ signals by rapid capture of this ion 

into the vacuole (Miseta et al., 1999). The gene CMD1 encodes for a Ca2+ 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 Ca2+ 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 Cd2+ stress (Figure 3, A-H). Besides, the contribution to Vcx1p to direct Cd2+ 

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 Cd2+ resistance (Pittman et al., 2004). In view of the dual participation of 

Cod1p in unfolded protein response (UPR) and Ca2+ 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 Cd2+ toxicity. Indeed, it was recently 

demonstrated that in murine fibroblasts, Cd2+ treatment alters ER Ca2+-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 Cd2+ 

in yeast. 

 

4.1. An integrative model of Ycf1p and Ca2+-transporters operation upon Cd2+ stress 

Based in our results, we propose an integrative model of Ycf1p and Ca2+-

transporters operation upon Cd2+ stress, with emphasis on the action of Pmr1p and Pmc1p 

(Figure 5). Yeast cells exposed to environmental Cd2+ take up this metal through the 
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activity of transporters of divalent essential metals; including the Cch1p/Mid1p high 

affinity Ca2+ system. Cd2+ competes with essential ions and, in the case of Ca2+, the 

demand of internal cell compartments can drive Ca2+ or Cd2+ early capture. However, after 

some time, the reduction of Ca2+ external availability can favor the entry of Cd2+ into the 

cells, due to decrease in the proportion of [Ca2+]/ [Cd2+] íons. Once inside cells, Cd2+ can 

bind two GSH molecules forming Cd–[GS]2 complexes, which, in turn, are removed from 

the cytosol by Ycf1p. Alternatively, Cd2+ can be detoxified by GSH-independent 

pathways, as those mediated by Pmr1p or Pmc1p. The choice for one or another pathway is 

probably related to a balance between Cd2+ toxicity and metabolic status of the cells. Low 

Cd2+ concentration and high intracellular necessities of GSH are expected to drive more 

Cd2+ to Pmr1p or Pmc1p. Cd2+ captured by Pmr1p into the Golgi will be released to the 

extracellular medium by the secretory pathway. On the contrary, high Pmc1p expression 

will promote Cd2+ sequestration into vacuoles. In cells with high expression of Pmc1p 

when compared to Pmr1p, the first carrier probably will be more responsive to Cd2+. In 

high Cd2+ concentrations, simultaneous activation of GSH-dependent (e.g. Ycf1p) 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 

Cod1p. We also speculate that Ycv1p can produce Ca2+ signals in response to Cd2+ 

presence which, in turn, could activate biochemical pathways to cope with Cd2+ toxicity. 

Ultimately, Cd2+ can be exported out of the cells directly by membrane proteins, such as 

Yor1p, Alr1p or Pca1p. The protein Yor1p is an ABC transporter that provides Cd2+ 

resistance when cells are exposed to low temperatures. However, the mechanism of Yor1p 

action is postulated to be GSH-dependent (Nagy et al., 2004). The gene ALR1 encodes an 

Mg2+-transporter, which could contribute to Cd2+ 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 Cd2+ efflux pump. Cd2+ dramatically increases Pca1p expression through post-

transcriptional regulation, and promotes relocation of the protein to the plasma membrane. 

However, Pca1p is non-functional in some laboratory yeast strains (Adle et al., 2007). 
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Figure 5. Integrative model of Ycf1p and Ca2+-transporters operation upon Cd2+ 

stress. (A) Low Cd2+ concentration and/or low GSH intracellular availability promotes 

Cd2+ detoxification by GSH independent mechanisms, as those mediated by Pmr1p or 

Pmc1p. 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 Cd2+ uptake 

through same pathway (as observed in pmr1 cells). The use of Pmc1p or Pmr1p mediated 

detoxification will depend on the availability of each carrier. Since in this scenario, some 

Cd2+ are linked to GSH due to its high affinity for sulfidril groups; and the generated 

Cd.[GS]2 complexes are sequestered into the vacuole by Ycf1p. (B) High intracellular Cd2+ 

can be achieved by long time exposure of the cells to the metal, which will reduce 

extracellular essential ions concentration and favor Cd2+ uptake due to decrease in the 

proportion of [Ca2+]/ [Cd2+] íons. In this scenario, the major pathway for Cd2+ 

detoxification is that mediated by Ycf1p. Besides, higher expression of PMC1 and PMR1 

may contribute to the removal of Cd2+ from the cytosol. Pronounced Cd2+ 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, Ycv1p can produce Ca2+ 

signals in response to Cd2+ presence which, in turn, could active biochemical pathways to 

cope with Cd2+ toxicity. In the two scenarios (A and B), some Cd2+ can be effluxed out of 

the cells directly by membrane proteins, such as Yor1p, Alr1p or Pca1p. Vac (vacuole), 

Golgi (Golgi apparatus), ER (endoplasmic reticulum), UPR (unfolded protein response). 

For more details see discussion text.  

 

 

 

 

Acknowledgments 

We thank Dra. Jacqueline Moraes Cardone and Dra. Cassiana Macagnan Viau for help 

with expresion analyses. This work was supported by Conselho Nacional de 

Desenvolvimento Científico e Tecnológico (CNPq), Programa Nacional de Cooperação 

Acadêmica/Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior 

(PROCAD/CAPES, Grant no. 0306053) and GENOTOX/Instituto ROYAL (CBiot-

UFRGS). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



88

 
References 

Adle, D.J., Sinani, D., Kim, H., Lee, J., 2007. A cadmium-transporting P1B-type ATPase 
in yeast Saccharomyces cerevisiae. J. Biol. Chem. 282, 947–955. 

Akiyama, K., Sutoo, D., Reid, D.G. 1990. A 1H-NMR comparison of calmodulin 
activation by calcium and by cadmium. Jpn. J. Pharmacol. 53, 393-401. 

Ausubel, F., Brent, R., Kingston, R.E., Moore, D.D., Seidman, J.G., Smith, J.A., Struhl, K., 
1995. Short Protocols in Molecular Biology, 3rd ed. John Wiley & Sons Inc., New York, 
pp. 13–30. 

Beyersmann, D, Hartwig, A. 2008. Carcinogenic metal compounds: recent insight into 
molecular and cellular mechanisms. Arch. Toxicol. 82, 493–512.  

Biagioli, M., Pinton, P., Scudiero, R., Ragghianti, M., Bucci, S., Rizzuto, R. 2005. 
Aequorin chimeras as valuable tool in the measurement of Ca2+ concentration during 
cadmium injury. Toxicology. 208, 389-98. 

Bonilla, M., Cunningham, K.W. 2002. Calcium release and influx in yeast: TRPC and 
VGCC rule another kingdom. Sci. STKE. 127,1-3. 

Burke, D., Dawson, D., Stearns, T., 2000. Methods in Yeast Genetics: A Cold Spring 
Harbor Laboratory Course Manual. CSH Laboratory Press, New York, p. 174. 

Chao, S. H., Bu, C. H., Cheung, W. Y. 1990. Activation of troponin C by Cd2+ and Pb2+. 
Arch. Toxicol. 64, 490-496. 

Chattopadhyay, N., Brown, EM. 2000. Cellular "sensing" of extracellular calcium 
(Ca(2+)(o)): emerging roles in regulating diverse physiological functions. Cell Signal. 12, 
361-6.  

Clemens, S. 2006. Toxic metal accumulation, responses to exposure and mechanisms of 
tolerance in plants. Biochimie. 88,1707-1719. 

Cobbett, C. & Goldsbrough, P. 2002. Phytochelatins and metallothioneins: roles in heavy 
metal detoxification and homeostasis. Annu. Rev. Plant. Biol. 53, 159–82. 

Cronin, S.R., Rao, R., Hampton, R.Y. 2002. Cod1p/Spf1p is a P-type ATPase involved in 
ER function and Ca2+ homeostasis. J. Cell Biol. 157, 1017–1028. 

Cunningham, K.W., Fink, G. 1996. Calcineurin inhibits VCX1-Dependent H+/Ca2+ 
exchange and induces Ca2+ ATPases in Saccharomyces cerevisiae. Mol. Cell. Biol. 16, 
2226–2237. 

Cunningham, K.W., Fink, G.R. 1994. Calcineurin-dependent growth control in 
Saccharomyces cerevisiae mutants lacking PMC1, a homolog of plasma membrane Ca2+ 
ATPases. J. Cell Biol. 124, 351-363. 



89

 
Denis, D., Cyert, M.S. 2002. Internal Ca2+ release in yeast is triggered by hypertonic shock 
and mediated by a TRP channel homologue. J. Cell Biol. 156, 29–34. 

Eraso, P., Martínez-Burgos, M., Falcón-Pérez, J.M., Portillo, F., Masón, M. J. 2004. Ycf1-
dependent cadmium detoxification by yeast requires phosphorylation of residues Ser908 
and Thr911. FEBS Lett. 577, 322–326. 

Gietz, R.D., Sugino, A. 1988. New yeast–Escherichia coli shuttle vectors constructed with 
in vitro mutagenized yeast genes lacking six-base pair restriction sites. Gene 74, 527–534. 

Gomes, D.S., Fragoso, L.C., Riger, C.J., Panek, A.D., Eleutherio, E.C.A., 2002. Regulation 
of cadmium uptake by Saccharomyces cerevisiae. Biochim. Biophys. Acta 1573, 21–25. 

Gupta, S.S., Ton, V., Beaudry, V., Rulli, S., Cunningham, K., Rao, R. 2003. Antifungal 
activity of amiodarone is mediated by disruption of calcium homeostasis. J. Biol. Chem. 
278, 28831–28839. 

Himeno, S., Yanagiya, T., Enomoto, S., Kondo, Y., Amura. N. 2002. Cellular cadmium 
uptake mediated by the transport system for manganese. Tohoku J. Exp. Med. 196, 43-50. 

Hirata, K., Tsuji, N., Miyamoto, K. 2005. Biosynthetic regulation of phytochelatins, heavy 
metal-binding peptides. J. Biosci. Bioeng. 100, 593-599. 

Huff, J., Lunn, R.M., Waalkes, M.P., Tomatis, L., Infante, P.F. 2007. Cadmium induced 
cancers in animals and in humans.  Int J Occup Environ Health. 13, 202–212. 

Kazantzis, G. 2004. Cadmium, osteoporosis and calcium metabolism. Biometals. 17, 493-
498. 

Kellermayer, R., Aiello, D.P., Miseta, A., Bedwell, D.M. 2003. Extracellular Ca2+ sensing 
contributes to excess Ca2+ accumulation and vacuolar fragmentation in a pmr1∆ mutant of 
S. cerevisiae. J. Cell. Sci. 116, 1637-1646. 

Kern, A.L., Bonatto, D., Dias, J.F., Yonema, M., Brendel, M., Henriques, J.A.P., 2005. 
The function of Alr1p of Saccharomyces cerevisiae incadmium detoxification: insights 
from phylogenetic studies and particle-induced X-ray emission. Biometals 18, 31–41. 

Lauer-Júnior, C.M., Bonatto, D., Mielniczki-Pereira, A.A., Schuch, A.Z., Dias, J.F., 
Yoneama, M.L., Pêgas Henriques, J.A. 2008. The Pmr1 protein, the major yeast Ca2+-
ATPase in the Golgi, regulates intracellular levels of the cadmium ion. FEMS Microbiol. 
Lett. 285, 79-88. 

Li, Z., Lu, Y., Zhen, R., Szczypka, M., Thiele, D.J. 1997. A new pathway for vacuolar 
cadmium sequestration in Saccharomyces cerevisiae: YCF1-catalyzed transport of 
bis(glutathionato)cadmium. Proceedings Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 94, 42–47. 

Li, Z., Szczypka, M., Lu, Y., Thiele, D.J., Real, P.A. 1996. The yeast cadmium factor 
protein (YCF1) is a vacuolar glutathione S-conjugate pump. J. Biol. Chem. 271, 6509–
6517. 



90

 
Liu, Y., Templeton, D.M. 2007. Cadmium activates CaMK-II and initiates CaMK-II-
dependent apoptosis in mesangial cells. FEBS Lett. 581, 1481–1486. 

Liu, Z.M., Chen, G.G., Vlantis, A.C., Tse, G.M., Shum, C.K., Van Hasselt, C.A. 2007. 
Calcium-mediated activation of PI3K and p53 leads to apoptosis in thyroid carcinoma 
cells. Cell. Mol. Life Sci. 64, 1428–1436. 

Locke, E.G., Bonilla, M., Liang, L., Takita, Y., Cunningham, K.W. 2000. A homolog of 
voltage-gated Ca2+ channels stimulated by depletion of secretory Ca2+ in Yeast. Mol. Cell. 
Biol. 20, 6686-6694. 

Marchi, V., Sorin, A., Wei, Y., Rao, R. 1999. 1999. Induction of vacuolar Ca2+-ATPase 
and H+/Ca2+ exchange activity in yeast mutants lacking Pmrl, the Golgi Ca2+-ATPase. 
FEBS Lett. 454, 181-186.  

Matheos, D.N., Kingsbury, T.J., Ahsan, U.S., Cunningham, K.W. 1997. Tcn1p/Crz1p, a 
calcineurin-dependent transcription factor that differentially regulates gene expression in 
Saccharomyces cerevisiae. Genes Dev. 11, 3445-3458. 

Mielniczki-Pereira, A.A., Schuch, A.Z., Bonatto, D., Cavalcante, C.F., Vaitsman, D.S., 
Riger, C.J., Eleutherio, E.C.A., Henriques, J.A.P. 2008. The role of the yeast ATP-binding 
cassette Ycf1p in glutathione and cadmium ion homeostasis during respiratory metabolism. 
Toxicol. Lett. 180, 21–27. 

Miseta, A., Kellermayer, R., Aiello, D.P., Fu, L., Bedwell, D.M. 1999. The vacuolar 
Ca2+/H+ exchanger Vcx1p/Hum1p tightly controls cytosolic Ca2+ levels in S. cerevisiae. 
FEBS Lett. 451, 132-136. 

Missiaen, L., Dode, L., Vanoevelen, J., Raeymaekers, L., Wuytack, F. 2007. Calcium in 
the Golgi apparatus. Cell Calcium 41, 405–416. 

Nagy, Z., Montigny, C., Leverrier, P., Yeh, S., Goffeau, A., Garrigos, M., Falson, P. 2006. 
Role of the yeast ABC transporter Yor1p in cadmium detoxification. Biochimie 88, 1665–
1671. 

Nordberg, M., 1984. General aspects of cadmium: transport, uptake and metabolism by the 
kidney. Environ. Health Perspect. 54, 13-20. 

Paumi, C. M., Chuk, M., Chevelev, I., Stagljar, I., Michaelis, S. 2008. Negative regulation 
of the yeast ABC transporter Ycf1p by phosphorylation within its n-terminal extension. J. 
Biol. Chem. 283, 27079–27088. 

Pittman, J.K., Cheng, N., Shigaki, T., Kunta, M., Hirschi, K.D. 2004. Functional 
dependence on calcineurin by variants of the Saccharomyces cerevisiae vacuolar Ca2+/H+ 
exchanger Vcx1p. Mol. Microbiol. 54, 1104–1116. 

Rigon, A.P., Cordova, F.M., Oliveira, C.S., Posser, T., Costa, A.P., Silva, I.G., Santos, 
D.A., Rossi, F.M., Rocha, J.B., Leal, R.B. 2004. Neurotoxicity of cadmium on immature 
hippocampus and a neuroprotective role for p38 MAPK. Neurotoxicology. 29, 727-734. 



91

 
Satarug, S., Moore, M.R. 2004. Adverse health effects of chronic exposure to low-level 
cadmium in foodstuffs and cigarette smoke. Environ. Health Perspect. 112, 1099-1103.  

Schaub, M.C., Heizmann, C.W. 2008. Calcium, troponin, calmodulin, S100 proteins: from 
myocardial basics to new therapeutic strategies. Biochem. Biophys. Res. Commun. 369, 
247–264. 

Sorin, A., Rosas, G., Rao, R. 1997. PMR1, a Ca2+-ATPase in Yeast Golgi, has properties 
distinct from sarco/endoplasmic reticulum and plasma membrane calcium pumps. J. Biol. 
Chem. 272, 9895–9901. 

Stathopoulos, A.M., Cyert, M.S.  1997. Calcineurin acts through the CRZ1/TCN1-encoded 
transcription factor to regulate gene expression in yeast. Genes Dev. 11, 3432-3444. 

Szczypka, M.S., Wemmie, J.A., Moye-Rowley, W.S., Thiele, D.J. 1994. A yeast metal 
resistance protein similar to human cystic fibrosis transmembrane conductance regulator 
(CFTR) and multidrug resistance-associated protein. J. Biol. Chem. 269: 22853–22857. 

Takita, Y., Engstrom, L., Ungermann, C., Cunningham, K.W. 2000. Inhibition of the 
Ca(2+)-ATPase Pmc1p by the v-SNARE protein Nyv1p. J. Biol. Chem. 276, 6200-6206. 

Wemmie, J.A., Szczypka, M.S., Thiele, D.J., Moye-Rowley, W.S. 1994. Cadmium 
tolerance mediated by the yeast AP-1 protein requires the presence of an ATP-binding 
cassette transporter-encoding gene, YCF1. J. Biol. Chem. 269: 32592–32597. 

WHO. Nordic Council of Ministers: Cadmium Review. World Health Organization, 1 (4): 
1-24, 2003. Available in: http://www.who.int/ifcs/documents/forums/forum5/ 
nmr_cadmium.pdf.  

 



92

 

 
 

DISCUSSÃO   
 GERAL 

 
  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



93

 
O Cd2+ é um metal extremamente tóxico para os organismos vivos, mesmo em 

baixas concentrações (Satarug & Moore, 2004). Os mecanismos associados a esta 

toxicidade são complexos, uma vez que a presença de Cd2+ pode prejudicar direta ou 

indiretamente uma ampla variedade de rotas metabólicas, que incluem desde vias de 

formação de aminoácidos sulfurados até as vias de reparação de DNA (Beyersmann & 

Hartwig, 2008). É consenso, entretanto, que o tratamento com Cd2+ é um forte indutor de 

estresse oxidativo nos sistemas biológicos. Como o Cd2+ não é um metal com atividade 

redox, este efeito é proveniente da inibição de enzimas antioxidantes, da lesão de proteínas 

da cadeia respiratória mitocondrial ou da mobilização de GSH (Casalino et al., 2002; 

Balestrasse et al., 2005; Pacheco et al., 2008). De fato, os íons Cd2+ têm alta afinidade pelo 

grupamento tiólico da GSH e podem formar complexos estáveis Cd–[GS]2, reduzindo a 

disponibilidade intracelular deste metabólito (Li et al., 1997).  

 A manutenção do equilíbrio entre a glutationa reduzida e a glutationa dissulfeto 

(GSH/GSSG) é um evento essencial para os organismos vivos, isso porque a GSH 

participa de diversos processos fisiológicos importantes tais como tamponamento 

intracelular, proliferação celular, apoptose e resistência ao estresse oxidativo (Ballaroti et 

al., 2009). O controle inadequado da homeostase de GSH está associado à etiologia e/ou 

progressão de uma série de doenças humanas, incluindo doenças cardiovasculares, fibrose 

cística e doenças neurodegenerativas como o mal de Parkinson e o mal de Alzheimer 

(Ballaroti et al., 2009). Neste sentido, proteínas que afetem direta ou indiretamente a 

manutenção dos níveis de GSH/GSSG devem ter uma regulação adequada de suas 

atividades.  

Em S. cerevisiae, uma condição fisiológica que aumenta a demanda por GSH é a 

fixação da atividade respiratória – a qual promove maior geração de espécies reativas de 
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oxigênio a partir da cadeia de transporte de elétrons mitocondrial e, portanto, requer um 

funcionamento vigoroso de todos os sistemas de proteção antioxidante (Halliwell & 

Gutteridge, 2007). Neste cenário, é esperado que a formação e importação de complexos 

Cd–[GS]2 para o vacúolo possam ter efeitos mais pronunciados sobre a manutenção de 

processos intracelulares dependentes de GSH. Com base nesta hipótese, o capítulo I deste 

trabalho descreve um estudo sobre o papel da proteína Ycf1 na desintoxicação de Cd2+ 

durante o metabolismo respiratório de S. cerevisiae e sua influência nos níveis 

intracelulares de GSH.  

Um aspecto interessante deste trabalho foi demonstrar que, durante o metabolismo 

respiratório, a linhagem mutante ycf1∆ apresenta maior conteúdo intracelular de GSH do 

que a linhagem selvagem, além de maior tolerância ao Cd2+ e aos oxidantes t-butil-

hidroperóxido e H2O2 (Capítulo I, Figuras 2-4). A implicação deste resultado é que a 

atividade de Ycf1p pode influenciar direta ou indiretamente a homeostase intracelular de 

GSH. Este fato não é surpreendente, uma vez que a degradação de GSH em células de S. 

cerevisiae é feita dentro do vacúolo pela enzima -glutamil transpeptidase (-GT, 

codificada pelo gene EMC38) e que a Ycf1p é responsável por 70% da capacidade de 

transporte de GSH para o interior desta organela (Mehdi et al., 2001; Penninckx, 2002).  

A -GT (Ecm38p) catalisa a transferência do núcleo -glutamil da GSH para um 

aminoácido aceptor, gerando o produto da transpeptidação e cisteinil-glicina que, por sua 

vez, é hidrolisado em seus aminoácidos constituintes cisteína e glicina. Adicionalmente, 

esta enzima pode catalisar a simples hidrólise de GSH ou outros GS-conjugados liberando 

L-glutamato. Em todos os casos, os aminoácidos livres formados (glutamato, cisteína e 

glicina) voltam para o citosol e podem ser reutilizados na síntese de novos compostos – 

incluindo a própria GSH (Penninckx, 2002). Desta forma, a atividade recicladora da 
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Ecm38p é especialmente alta quando as concentrações citoplasmáticas de GSH são baixas 

(Mehdi & Penninckx, 1997). Em S. cerevisiae, a ausência de Ecm38p promove um 

aumento de aproximadamente 60% na concentração endógena de GSH (Adamis et al., 

2007). Acredita-se que esse aumento seja resultado da indução de GSH1 (que codifica a 

primeira enzima da via de biossíntese de GSH), conforme observado em células de 

camundongo também deficientes em -GT (Habib et al., 2000; Adamis et al., 2007).  

A atividade de transporte da Ycf1p é estimulada pela enzima Ecm38p. Entretanto, a 

natureza molecular desta ativação não é conhecida (Mehdi et al., 2001). A influência da 

Ecm38p sobre a Ycf1p indica que estas proteínas podem trabalhar em conjunto no controle 

da entrada e da reciclagem de GSH e GS-derivados dentro do vacúolo. Interessantemente, 

o aumento do conteúdo basal de GSH observado nas mutantes ycf1∆ é comparável ao 

observado nos mutantes emc48∆ (Adamis et al., 2007; Capítulo I – Figura 3). Portanto, é 

possível inferir que a ausência e/ou redução de Ycf1p compromete a atividade recicladora 

da Ecm38p devido à falta de substrato, o que promove a indução de outros genes (por 

exemplo, GSH1) capazes de suprir a demanda celular por GSH. Corroborando esta 

hipótese, foi demonstrado que a interrupção do gene YCF1 resulta em diminuição da 

atividade basal de Ecm38p (Adamis et al., 2009-a). Adicionalmente, o perfil de indução do 

promotor YCF1 na linhagem selvagem sugere que a redução da atividade de Ycf1p é um 

mecanismo natural de controle dos níveis de GSH, visto que a expressão de YCF1 é 

drasticamente reduzida quando as células entram em metabolismo respiratório – situação 

em que a demanda intracelular por GSH é maior do que durante o metabolismo 

fermentativo (Capítulo I – Figura 5). 

Outro aspecto relevante apresentado no capítulo I é que a indução transcripcional 

de YCF1 em resposta à Cd2+ depende da disponibilidade de GSH (Capítulo 1 – Tabela 1, 
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Figura 5). Este resultado sugere que a formação e a importação de complexos Cd–[GS]2 

para o vacúolo não são eventos desencadeados automaticamente pela presença de Cd2+. De 

fato, os trabalhos publicados na última década mostram que, em S. cerevisiae, os processos 

de captação e destinação intracelular de Cd2+ são regulados pela atividade de proteínas 

associadas ao metabolismo de GSH. 

Existem, por exemplo, evidências de que em S. cerevisiae a formação de 

complexos Cd–[GS]2 é dependente da atividade catalítica da glutationa transferase 2 

(Gtt2p). As glutationa transferases são enzimas que catalisam o ataque nucleofílico do 

grupo tiol da GSH a diferentes substratos eletrofílicos, resultando na conjugação deste 

substrato com GSH ou na sua redução com concomitante produção de GSSG (Vuilleumier 

& Pagni, 2002; Kim et al., 2001). Nas células de S. cerevisiae, o tratamento com Cd2+ 

promove um aumento de 25 vezes na expressão do gene GTT2 (Fauchon et al., 2002). 

Adicionalmente, o mutante gtt2 acumula aproximadamente três vezes mais Cd2+ do que 

as células selvagens. Acredita-se que este acúmulo excessivo de Cd2+ seja resultado da 

incapacidade das células gtt2 de catalisar a formação de complexos Cd–[GS]2, os quais 

tem efeito inibitório sobre a entrada de Cd2+ a partir do meio extracelular (Gomes et al., 

2002; Adamis et al., 2004).  

Evidências 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]2 

armazenados no vacúolo (Adamis et al., 2007; Adamis et al., 2009-b). Como a Lap4p 

possui atividade hidrolítica sobre regiões N-terminais de peptídeos e proteínas, é provável 

que ela possa hidrolisar dipeptídeos cisteinil-glicina gerados a partir da clivagem inicial 

dos Cd–[GS]2 pela Ecm38p (Adamis et al., 2009-b).  
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Recentemente Adamis e colaboradores (2009-a) mostraram que o tratamento com 

Cd2+ induz a atividade das enzimas Gtt2p e Ecm38p em linhagens selvagens de S. 

cerevisiae. A indução de Ecm38p, entretanto, é perdida no mutante gtt2∆ mas é mantida no 

mutante ycf1∆. Por outro lado, a indução de Gtt2p é perdida tanto na linhagem ecm38∆ 

quanto na ycf1∆. Os autores do trabalho propõem um modelo no qual a ausência de 

atividade de Ecm38p produziria acúmulo vacuolar de complexos Cd–[GS]2, o que poderia 

modular negativamente a atividade de Ycf1p, de maneira similar ao que ocorre quando há 

excesso de GSH no interior desta organela (Mehdi et al., 2001). Assim, os complexos Cd–

[GS]2 ficariam no citoplasma e, por sua vez, diminuiriam a atividade da Gtt2p por 

retroalimentação negativa. Devido a esta inibição de Gtt2p, a formação de complexos Cd–

[GS]2 ficaria comprometida e, como resultado, as células poderiam manter altas 

concentrações citoplasmáticas de GSH – que é um forte inibidor da atividade de Ecm38p 

(Mehdi & Penninckx, 1997). Em presença de Gtt2p e ausência de Ycf1p, os complexos 

seriam formados normalmente e acumulariam no citosol, não podendo sofrer reciclagem 

vacuolar. O resultado seria a diminuição da disponibilidade da GSH no citosol (GSH não 

ligada à Cd2+), 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 capítulo I 

(Capítulo I – Tabela 1, Figura 5), é possível concluir que a resposta das proteínas Ycf1, 

Gtt2 e Ecm38 à presença de Cd2+ está intimamente relacionada com a homeostase 

intracelular de GSH. Esta relação recíproca entre controle da toxicidade de Cd2+ e 

manutenção de GSH pode explicar o fato de a Ycf1p ser fundamental para a sobrevivência 

na presença de Cd2+ durante o metabolismo fermentativo (situação de menor demanda por 

GSH), mas não durante o metabolismo respiratório (situação de maior demanda por GSH) 
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(Capítulo I – Figura 1). Uma implicação importante destes resultados é que as células de S. 

cerevisiae devem possuir mecanismos alternativos para conter a toxicidade do Cd2+ em 

situações nas quais sua ligação com GSH não é favorável. Um dado interessante a este 

respeito é que a taxa de viabilidade após o tratamento com Cd2+ é maior nos mutantes 

gtt2∆ do que na linhagem selvagem (Adamis et al., 2004). Como estes mutantes são 

deficientes na conjugação de Cd2+ e GSH, a melhora de desempenho apresentada por eles 

na presença de Cd2+ deve ser proveniente de mecanismos que desintoxicam o metal em sua 

forma livre (íons não complexados com GSH).  

Dentro deste contexto, o capítulo II apresenta os resultados de uma investigação 

sobre a contribuição de proteínas associadas com a homeostase de Ca2+ para a 

desintoxicação de Cd2+ em células de S. cerevisiae. Partindo das premissas de que estes 

dois metais têm raio iônico similar e de que íons Cd2+ podem se ligar e ativar algumas 

proteínas dependentes de Ca2+ (Akiyama et al., 1990; Liu & Templeton, 2007), foi 

levantada a hipótese de que transportadores que controlam o nível citosólico de Ca2+ 

poderiam ser aproveitados para a desintoxicação do Cd2+ não complexado a GSH. 

Corroborando esta hipótese, Laúer-Júnior e colaboradores (2008 – Anexo III) mostraram 

que as linhagens deficientes no transportador de Ca2+ Pmr1p acumulam mais Cd2+ do que a 

linhagem selvagem isogênica (W303) e que isto resulta em pronunciada sensibilidade ao 

metal. Como a Pmr1p reside no complexo de Golgi e, dentre outras funções, auxilia na 

desintoxicação de Mn2+ promovendo sua eliminação para o meio extracelular por meio de 

vesículas secretórias (Culotta et al., 2005), foi sugerido que um processo análogo poderia 

operar na desintoxicação de Cd2+ (Lauer Júnior et al., 2008). 

Com base nas informações acima, o estudo do capítulo II foi desenhado 

primariamente para analisar uma provável interação entre as proteínas Ycf1p e Pmr1p na 
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desintoxicação de Cd2+ pela comparação de fenótipos entre mutantes ycf1, pmr1 e 

pmr1ycf1. Como a idéia era relacionar os resultados deste trabalho com os resultados 

descritos no capítulo I, a opção foi utilizar mutantes isogênicos da linhagem BY4741. 

Estes mutantes têm a vantagem de possuírem deleções estáveis, o que impede eventuais 

reversões fenotípicas. Além disso, o grupo do Prof. Dr. Pêgas Henriques havia constatado 

previamente que a linhagem pmr1 isogênica da W303 eventualmente apresenta alguns 

problemas de manipulação, como floculação (agregação) 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 tolerância ao Cd2+ (Capítulo II – 

Figura 1A). Mais ainda, a ausência deste gene promove a restauração da resistência a Cd2+ 

nos mutantes ycf1 (Capítulo II – figura 1B). Análises adicionais de sobrevivência com os 

mutantes pmr1 isogênicos da W303 e BY4741, realizadas estritamente sob as mesmas 

condições experimentais, reproduziram os resultados obtidos por Laúer-Júnior e 

colaboradores (2008) (Anexo II – Figura 1) e, portanto, confirmaram que o perfil de 

tolerância a Cd2+ nos mutantes pmr1 é linhagem-específico. 

Os resultados acima levantaram uma questão essencial: a ausência de Pmr1p pode 

realmente mediar o processo de exportação de Cd2+ para o meio extracelular? Para 

responder esta questão foi elaborada uma análise temporal do perfil de captação de Cd2+ 

nas linhagens mutantes derivadas da BY4741 (capítulo II – Figura 2). Os resultados 

obtidos neste experimento mostraram que, de fato, a ausência de Pmr1p está associada a 

um acúmulo crescente, tempo dependente, de Cd2+ no ambiente intracelular. Por outro 

lado, a selvagem BY4741 alterna fases de captação e exportação do metal – perfil este que 

é similar ao obtido no capítulo I (Capítulo I – Figura 6). Estes dados são claros indícios de 



100

 
que a Pmr1p pode, com maior ou menor eficiência, promover a exportação de Cd2+ para o 

meio extracelular.  

Neste sentido, dois trabalhos de análise de fenótipo e expressão gênica em larga 

escala, realizados com linhagens derivadas de selvagens BY4741 (haplóide) ou BY4743 

(diplóide), incluíram o gene PMR1 na classe dos genes cuja deleção afeta moderadamente 

a sensibilidade a Cd2+ (Jin et al., 2008; Thorsen et al., 2009). A divergência entre estes 

resultados e aqueles apresentados no capítulo II possivelmente é proveniente de variações 

nas condições experimentais e nos parâmetros 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 inibição de crescimento produzida pelo Cd2+ em culturas 

líquidas e utilizando meio rico (em contraste com o uso de meio sintético e determinação 

de sobrevivência nos experimentos do capítulo II).  

Interessantemente, os resultados dos dois artigos supracitados (Jin et al., 2008; 

Thorsen et al., 2009), bem como outros trabalhos de análise gênica e/ou fenotípica em 

larga escala, têm demonstrado que genes associados a processos de transporte vesicular e 

exocitose estão entre os grupos mais responsivos ao estresse induzido por Cd2+ e outros 

metais. Quando os dados destes trabalhos são cruzados, há pouca sobreposição entre os 

genes individuais identificados por cada grupo como sendo responsivos ao Cd2+ (Thorsen 

et al., 2009). Entretanto, quando é feita a sobreposição levando-se em conta grupos de 

genes funcionalmente relacionados, há maior coincidência entre os resultados e, 

essencialmente, todos apontam para as vias de resposta a estresse, tráfego intracelular e 

exocitose como rotas responsivas à presença de Cd2+ (Jin et al., 2008; Ruotolo et al., 2008; 

Serero et al., 2008; Thorsen et al., 2009). 
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A participação diferenciada da Pmr1p na desintoxicação de Cd2+ no genótipo da 

W303 em relação ao observado no genótipo da BY4741 remete para uma conclusão básica 

e bem estabelecida: variações fenotípicas e/ou genotípicas podem influenciar a forma 

como organismos da mesma espécie respondem a presença de um agente estressor comum. 

Um exemplo disso, no contexto da homeostase de Ca2+, é que duplos mutantes 

pmr1∆pmc1∆ derivados da W303 não são viáveis a menos que seja feita a interrupção 

simultânea de genes associados à via de sinalização mediada pela calmodulina/calcinerina 

(Cunningham & Fink, 1996). Por outro lado, Kellermayer e colaboradores (2003) 

construíram mutantes pmr1∆pmc1∆ viáveis (e sem deleções adicionais) usando a linhagem 

selvagem SEY6210. Outro exemplo interessante é que, mesmo dentro de um grupo 

isogênico de células de S. cerevisiae, variações fenotípicas individuais no conteúdo interno 

de GSH podem fazer com que células isoladas a partir da mesma população apresentem 

graus diferenciados de sensibilidade ao Cd2+ (Smith et al., 2007). 

 O perfil de absorção de Cd2+ (Capítulo II – Figura 2), bem como os dados 

demonstrando que a perda de PMR1 pode conferir algum grau de sensibilidade a Cd2+ 

mesmo em células derivadas da BY4741 (Jin et al., 2008), reforçavam a idéia de que a 

Pmr1p poderia contribuir, com maior ou menor eficiência, para a desintoxicação de Cd2+. 

Partindo deste pressuposto, foi levantada a hipótese de que a perda de PMR1 poderia 

resultar numa alteração da expressão de YCF1. Experimentos preliminares confirmaram 

esta hipótese (Anexo II – Figura 2). Desta forma, partiu-se para uma análise mais detalhada 

no sentido de comparar o efeito do tratamento com Cd2+ sobre a expressão de YCF1 e 

genes associados a homeostase de Ca2+ nas linhagens BY4741, ycf1, pmr1 e 

pmr1ycf1 (capítulo II – Figura 3). Dentro dos genes que participam da manutenção de 

Ca2+, foram selecionados para a análise aqueles localizados em compartimentos 



102

 
intracelulares (PMR1, no Golgi; PMC1, YVC1, VCX1, no vacúolo; COD1, no RE) e aquele 

que codifica a calmodulina (CMD1) – uma vez que o produto deste gene exerce importante 

papel na regulação de processos dependentes de Ca2+.  

 Mais uma vez foi possível observar que concentrações relativamente baixas de Cd2+ 

(50 M), compatíveis com o que é encontrado no meio ambiente e com os níveis que 

podem acumular no organismo humano (Jin et al., 2003; Satarug & Moore, 2004), não 

induzem a expressão de YCF1 na selvagem BY4741 (Capítulo II – Figura 3, A-B). 

Entretanto, a expressão de YCF1 também não foi reprimida por esta concentração de Cd2+, 

contrastando com o observado no capítulo I (Capítulo I – Figura 5). Esta diferença pode ser 

explicada pelas variações experimentais entre as duas análises. Por exemplo, no capítulo I 

a análise de expressão foi feita utilizando-se um plasmídeo reporter não integrativo 

(pJAW736) e por isso, após receber o plasmídio, 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 

repressão do gene YCF1. Cabe ainda ressaltar que, para manter a homogeneidade 

experimental, o RT-PCR semi-quantitativo apresentado no primeiro capítulo também foi 

feito com células que haviam recebido o plasmídeo pJAW736. Ao contrário, para os 

experimentos do capítulo II as células foram mantidas em meio rico, tendo apenas uma 

passagem prévia por meio sintético antes da análise experimental. Por fim, para otimizar o 

processo de extração de RNA, a concentração de células utilizadas nos dois casos não foi a 

mesma (Capítulo I – Seções 2.1-2.5; Capítulo II – Seções 2.1, 2.3, 2.5). 

 Dentro das análises de expressão, um resultado que chamou a atenção foi a indução 

precoce de PMC1 em resposta ao tratamento com Cd2+ na linhagem selvagem (único gene 

induzido no tratamento com 50 M de Cd2+), além da maior amplitude desta indução nos 
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três mutantes investigados – em especial na linhagem ycf1 (Capítulo II – Figura 3, A-H). 

Estes resultados indicam uma participação efetiva da Pmc1p na desintoxicação de Cd2+, 

especialmente quando a Ycf1p não está ativa. O gene PMC1 codifica um transportador 

vacuolar de Ca2+ que não é essencial em condições normais de cultivo, mas que tem papel 

fundamental na proteção de células de levedura durante o estresse produzido por altas 

concentrações de Ca2+ (Cunningham & Fink, 1994; Miseta et al., 1999). Os mutantes 

pmr1 derivados da W303 apresentam aumento basal na expressão de PMC1, o que serve 

como proteção contra os altos níveis de Ca2+ citosólico que são acumulados na ausência de 

Pmr1p (Marchi et al., 1999). Esse aumento basal de PMC1 também é observado nas 

linhagens pmr1 e, em menor proporção, na ycf1 isogênicas da BY4741 (Capítulo II – 

Figura 4). Estes dados confirmam que, tanto na W303 quanto na BY4741, a regulação de 

Pmc1p é coordenada com a atividade e/ou regulação do transportador Pmr1p. Entretanto, a 

contribuição relativa de cada transportador para a manutenção da homeostase metálica 

pode ser diferente nestas duas linhagens.  

De fato, na selvagem BY4741 a expressão de PMC1 em termos de RNAm é bem 

mais alta do que a expressão de PMR1. Isto foi evidenciado durante os experimentos de 

RT-PCR semi-quantitativo, nos quais a concentração de cDNA utilizadas com iniciadores 

para PMC1 teve que ser reduzida pela metade em relação àquela utilizada com iniciadores 

PMR1, no sentido de evitar saturação das reações (Capítulo II – Seção 3.3). Por outro lado, 

a expressão basal de PMR1 na linhagem W303 pode ser até 12 vezes mais alta do que a 

expressão de PMC1 (Marchi et al., 1999).  

Dentro deste contexto, é razoável supor que o uso de transportadores de Ca2+ para a 

desintoxicação de Cd2+ pode ser um evento influenciado tanto pelo metabolismo geral da 

célula quanto por fatores cinéticos como a competição entre os íons Ca2+/Cd2+ e a 
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disponibilidade das próprias proteínas de transporte. Sob esta perspectiva é possível inferir 

que o uso preferencial de Pmr1p ou Pmc1p na manutenção da homeostase interna de Cd2+ 

poderia depender da disponibilidade relativa de cada transportador. Assim, a grande 

disponibilidade de Pmr1p na W303 permite melhor aproveitamento desta proteína para a 

desintoxicação de Cd2+, ao contrário do que acontece com a BY4741. Cabe ressaltar, 

entretanto, que mesmo no “genótipo” da BY4741 a Pmr1p pode eventualmente contribuir 

para desintoxicação de Cd2+, uma vez que nos mutantes ycf1 foi observada indução do 

gene PMR1 após o tratamento com o metal (Capítulo II – Figura 3, B-C).  

O conjunto de dados exposto acima sugere que as proteínas Pmr1p e Pmc1p 

contribuem com a Ycf1p na desintoxicação de Cd2+ em S. cerevisiae. A alta sensibilidade 

de mutantes ycf1 à presença de Cd2+ em células de diferentes genótipos genéticos, 

descrita amplamente na literatura, mostra que a Ycf1p constitui a linha de frente para a 

desintoxicação do metal, mesmo não sendo induzida em concentrações baixas de Cd2+. A 

este respeito, diversos trabalhos vêm mostrando que existe pouca coincidência entre genes 

essenciais para a tolerância a Cd2+ e aqueles que têm expressão alterada na presença do 

metal (Jin et al., 2008; Thorsen et al., 2009). Segundo Jin e colaboradores (2008), genes 

cuja deleção aumenta sobremaneira a sensibilidade a um determinado metal podem ser os 

elementos primários de uma via de desintoxicação, enquanto que os genes que respondem 

por alterações na expressão devem se constituir em elementos a jusante dentro da mesma 

via ou elementos de rotas alternativas de desintoxicação (Jin et al., 2008). Além disso, é 

preciso considerar que o controle de Ycf1p em baixas concentrações de Cd2+ pode ser feito 

a nível pós-traducional, visto que este transportador é regulado também por fosforilação 

(Eraso et al., 2004; Paumi et al., 2008).  
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Em situações mais específicas, as proteínas Pmr1p ou Pmc1p podem contribuir para 

a desintoxicação de Cd2+ promovendo, respectivamente, sua exportação para o meio 

extracelular ou sua compartimentalização no vacúolo. Neste caso, é provável que situações 

que limitem a formação de complexos Cd–[GS]2  favoreçam o acúmulo intracelular de Cd2+ 

no seu estado livre e, por consequência, a desintoxicação mediada por Pmr1p ou Pmc1p 

(dependendo da disponibilidade de um ou outro transportador). Por exemplo, as células 

mutantes gtt2 acumulam aproximadamente três vezes mais Cd2+ do que a selvagem 

isogênica BY4741. Entretanto, o tratamento com Cd2+ provoca maior perda de viabilidade 

na BY4741 do que na mutante gtt2 (Adamis et al., 2004). Como neste mutante a 

formação de complexos Cd–[GS]2 é ineficiente, é razoável propor que ocorra um acúmulo 

maior de Cd2+ no estado livre e que isso favoreça a desintoxicação do metal por meio da 

atividade da Pmc1p. Desta forma, ainda sobraria GSH livre para prevenir os efeitos 

oxidantes do Cd2+, o que explicaria a alta viabilidade destas células após o tratamento com 

o metal.  

Outro aspecto interessante que pode ser observado a partir das análises de 

expressão é a relação entre os níveis de RNAm do gene que codifica a calmodulina 

(CMD1) e seus alvos de regulação (VCX1, PMR1 e PMR1). A calmodulina (Cam1p) é uma 

proteína que, quando ativada por Ca2+, regula o funcionamento de uma série de outras 

proteínas, incluindo a fosfatase calcineurina. Segundo os dados da literatura, a ativação 

calmodulina/calcineurina regula negativamente a atividade de VCX1 e positivamente a 

atividade de PMR1 e PMC1 durante o estresse produzido por altas concentrações de Ca2+ 

(Cunningham & Fink, 1994; Cunningham & Fink, 1996; Matheos et al., 1997; 

Stathopoulos & Cyert; 1997). Pelos resultados apresentados no capítulo II é possível 

observar que, pelo menos em termos de concentração de RNAm, a regulação destas 
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proteínas em resposta ao Cd2+ difere da regulação em resposta com Ca2+ (Capítulo II – 

Figura 3, A-H).  

Por exemplo, na BY4741 ocorre leve redução na expressão de CMD1 e, portanto, 

seria esperado um aumento em VCX1 – o qual não foi o observado (Capítulo II – Figura 3, 

A-B). Este resultado pode ser explicado pelo fato de que o efeito inibitório da 

calmodulina/calcinerina sobre a Vcx1p parece envolver um mecanismo de regulação pós-

traducional (Cunningham & Fink, 1996). No caso da PMC1, seria esperado que sua 

expressão seguisse o mesmo perfil do gene CMD1 – o que também não foi observado na 

linhagem BY4741. Estas divergências não são de todo surpreendentes, tendo em vista que 

estudos anteriores demonstraram que a resposta de determinados genes à via sinalizada 

pela calmodulina/calcineurina pode ser estímulo-específica. O gene PMC1, por exemplo, é 

regulado por esta via durante o tratamento com excesso de Ca2+, mas não durante o 

tratamento com o fator de acasalmento  (Stathopoulos & Cyert, 1997). Para esclarecer o 

efeito do tratamento com Cd2+ sobre a regulação de genes associados a homeostase de Ca2+ 

pela via da calmodulina em S. cerevisiae, são necessários estudos adicionais. 

O perfil de expressão do gene COD1 é outro aspecto relevante apresentado no 

capítulo II. Este gene codifica uma ATPase residente do RE que contribui para o controle 

das concentrações de Ca2+ nas células de S. cerevisiae. Porém, um estudo realizado por 

Cronin e colaboradores (2002) indica que o substrato preferencial da Cod1p pode ser Mg2+ 

e não Ca2+, sugerindo que a participação desta proteína na homeostase de Ca2+ pode ser 

indireta (Cronin et al., 2002). Adicionalmente, a proteína Cod1 parece ter um papel 

importante na sinalização da via de resposta de proteínas mal enoveladas (Unfolded 

Protein Response - UPR) – a qual pode ser desencadeada por estresse no RE (Cronin et al., 

2002).  
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No capítulo II é possível observar que na linhagem selvagem BY4741 a expressão 

de COD1 não é alterada em resposta a Cd2+ (Capítulo II – Figura 3, A-H). No simples 

mutante pmr1 a indução de COD1 só é observada com o tratamento de 400 M de Cd2+, 

enquanto que no simples mutante ycf1 o fenômeno ocorre já na concentração de 50M. 

No duplo mutante pmr1ycf1, prevalece o fenótipo observado em ycf1. Esta resposta de 

indução de COD1 pode ser adequadamente correlacionada com o perfil de sobrevivência 

de cada linhagem na concentração de 50M de Cd2+ (Capítulo II – Figura 1B). Com base 

nesta correlação e no fato de que o Cd2+ pode promover a degradação de proteínas recém-

sintetizadas (Medicherla & Goldberg, 2008), é possível supor que concentrações tóxicas do 

metal comprometem a síntese e/ou renovação de proteínas gerando uma resposta UPR 

mediada por Cod1p. Na linhagem selvagem BY4741, o funcionamento adequado das vias 

de desintoxicação poderia minimizar os efeitos da degradação protéica induzida por Cd2+, 

tornando desnecessária a ativação do gene COD1. Corroborando esta hipótese, estudos 

recentes comprovam que o tratamento com Cd2+ altera a homeostase de Ca2+ no RE, 

promovendo a ativação da via UPR em células de mamíferos (Biagioli et al., 2008). 

Interessantemente, o gene COD1 também foi incluído por Thorsen e colaboradores (2009) 

na lista de genes cuja deleção promove sensibilidade a Cd2+. 

Em resumo, os resultados deste trabalho apontam para Pmr1p e Pmc1p como 

proteínas auxiliares na desintoxicação de Cd2+ em S. cerevisiae, as quais podem ser 

ativadas em situações onde a formação e posterior importação de complexos Cd–[GS]2 por 

Ycf1p não é adequada ao metabolismo celular. Com relação aos demais transportadores de 

Ca2+ analisados, são necessários maiores estudos para elucidar seus papéis dentro deste 

processo. É importante ressaltar que a regulação das vias mediadas por Ycf1p, Pmr1p e 

Pmc1p deve ser coordenada com a regulação de transportadores de membrana que também 
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podem atuar na desintoxicação de Cd2+ – tais como Yor1p, Alr1p e Pca1p (Kern et al., 

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

Em resumo, os resultados deste trabalho apontam para uma refinada coordenação 

entre Ycf1p e as ATPases de Ca2+ Pmr1p e Pmc1p durante a desintoxicação de Cd2+ em S. 

cerevisiae. Como amplamente relatado na literatura, a atividade da Ycf1p se constitui na 

rota primária para contenção da toxicidade do metal. Entretanto, fatores como 

disponibilidade de GSH, metabolismo energético (fermentativo ou respiratório) e 

disponibilidade de transportadores específicos, podem promover a desintoxicação de Cd2+ 

por Pmr1p ou Pmc1p de forma independente de GSH. Os dados deste estudo, associados 

aos dados de literatura, evidenciam um surpreendente grau de complexidade na resposta 

celular à presença de Cd2+, o que reflete o alto grau de toxicidade do metal. Desta forma, é 

possível concluir que, ao longo de sua evolução, as células eucarióticas desenvolveram 

sistemas especializados para lidar com a presença de Cd2+ (por exemplo, Ycf1p em 

leveduras ou MRPs em mamíferos), mas que também passaram a aproveitar, quando 

necessário, sistemas primariamente destinados a manutenção da homeostase de metais 

essenciais como rotas auxiliares de desintoxicação de Cd2+. 

 

1.1. Conclusões Específicas 

 A redução da expressão da proteína Ycf1p contribui para aumentar os níveis de 

GSH intracelulares nas células de S. cerevisiae. Como consequência, é provável 

que esta proteína auxilie na aquisição de resistência ao estresse oxidativo observada 

após a transição diáuxica (metabolismo fermentativo para respiratório). 

 A ativação do promotor do gene YCF1 em resposta ao tratamento com Cd2+ 

depende da disponibilidade de GSH. Em situações onde a demanda intracelular por 

GSH é maior e a concentração de Cd2+ é pouco citotóxica, o gene YCF1 é regulado 
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negativamente pela presença de Cd2+ e, consequentemente, devem ser ativadas vias 

de desintoxicação independentes de Ycf1p. 

 As ATPases de Ca2+ Pmr1p e Pmc1p podem promover a desintoxicação de Cd2+ de 

forma independente de GSH. Estas vias são ativadas possivelmente em situações 

metabólicas que não favorecem a formação de complexos Cd–[GS]2.  

 O uso primário de Pmr1p ou Pmc1p para a desintoxicação de Cd2+ pode depender 

da disponibilidade e/ou de atividade relativa de cada transportador, fatores que 

podem variar entre diferentes linhagens selvagens de S. cerevisiae.   

 A regulação dos transportadores VCX1, YVC1, PMC1 e PMR1 pela calmodulina 

durante o estresse com Cd2+ é diferente da regulação observada durante o estresse 

com Ca2+. 

 Embora sejam necessários maiores estudos, o produto do gene COD1 surge como 

um candidato a mediador da resposta de estresse de RE e de proteínas mal 

enoveladas desencadeadas pelo Cd2+ nas células de S. cerevisiae. 
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As perspectivas futuras para continuidade deste trabalho são: 

 

 Investigar o grau de influência da proteína Ycf1 sobre a manutenção dos níveis 

intracelulares de GSH e resposta ao estresse oxidativo em células de S. cerevisiae, 

por meio da interrupção de YCF1 em linhagens deficientes para genes associados 

ao metabolismo de GSH (GSH2, ECM38, GTT2, GR, GPX1, GPX2, entre outros). 

 Analisar se a contribuição de Pmr1p e Pmc1p para a desintoxicação de Cd2+ de fato 

está relacionada com a demanda intracelular de GSH, comparando a eficiência 

destes transportadores na promoção de tolerância a Cd2+ durante o metabolismo 

fermentativo e respiratório de S. cerevisiae. Neste caso, é prevista uma investigação 

simultânea com linhagens isogênicas da BY4741 e da W303. 

 Averiguar uma possível participação do gene COD1 na resposta de estresse de RE 

em resposta ao Cd2+ nas células de S. cerevisiae.  

 Investigar, de forma mais refinada, se a resposta dos genes PMR1 e PMC1 ao 

estresse gerado por Cd2+ depende da sinalização mediada pela via 

calmodulina/calcinerina. 

 Investigar a possível contribuição do sistema de transporte de Ca2+ Cch1p/Midp 

para a entrada de Cd2+ nas células de S. cerevisiae.  
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ANEXO I 

 
Genes associados ao tráfego de vesículas do Golgi, cuja deleção resulta em aumento 

sensibilidade ao Cd2+ 

 
GENE* Descrição 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 à via de seleção para o corpo multivesicular dependente de ubiquitinação, 
cuja deleção resulta em aumento sensibilidade ao Cd2+ 

 
GENE* Descrição 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 rna1-1 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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ANEXO II 
 

 
 

 
 

 
 
 
Figura 1. Sensibilidade da linhagem pmr1 derivada da W303 ao tratamento com Cd2+. 

(A) Exposição crônica. As células foram diluídas entre 108 e 103 células/mL e 10L de 

cada diluição foram semeados em meio sólido contendo as concentrações de Cd2+ 

indicadas. (B) Exposição aguda. Aproximadamente 1,2 x 107 células/ mL foram tratadas 

em meio sintético suplementado ou não com Cd2+. Após 4h, aproximadamente 500 células 

foram semeadas em meio sintético e incubadas a 30o C para a contagem das colônias 

sobreviventes. Os dados são expressos como média ± SEM. Para alguns pontos, o a barra 

de erro não excede o tamanho do símbolo. 
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Figura 2. Regulação basal do promotor YCF1 no genótipo das selvagens W303 e BY4741. 

As células de S. cerevisiae foram transformadas com o plasmídeo reporter pJAW736, da 

mesma forma como descrito no capítulo I (seção 2.4). Aproximadamente 1,2 x 107 células/ 

mL foram tratadas em meio sintético sem Cd2+. Após 4 h, as células foram coletadas e a 

expressão do promotor YCF1 foi determinada pelo ensaio de -galacotosidade. O mutante 

pmr1 representado pela barra cinza é isogênico da BY4741, o mutante pmr1 

representado pela barra tracejada é isogênico da W303. Os dados foram expressos como 

média ± SEM. 
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