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RESUMO 

PROJETO DE CURSO 

TÍTULO: ESTUDO METABÓLICO DA PROTEÍNA PDP3 DE SACCHAROMYCES 

CEREVISIAE, CUJO DOMÍNIO PWWP SE ASSEMELHA AO DO ONCOGENE 

HUMANO NSD3 

ALUNO: Diego Seixas Gomes de Almeida 

ORIENTADORA: Drª Elis Cristina Araújo Eleutherio (DBQ - Instituto de Química - UFRJ) 

COORIENTADORES: Dr. Anderson de Sá Pinheiro (DBQ - Instituto de Química - UFRJ) e 

Msc. Germana Breves Rona (DBQ - Instituto de Química - UFRJ) 

O câncer de mama é um dos maiores causadores de mortes no mundo, sendo o mais incidente 

entre as mulheres. A amplificação da região cromossômica 8p11-12 está presente em 15% dos 

tumores de mama e desempenha um importante papel na patogênese desta doença. O gene 

WHSC1L1/NSD3 destaca-se como o principal candidato a oncogene líder dessa região. 

NSD3 sofre um splicing alternativo, resultando em uma isoforma curta (NSD3c), que possui 

apenas um domínio PWWP, e uma isoforma longa, que possui um domínio com atividade 

histona metil transferásica.  A superexpressão de NSD3c é capaz de transformar células 

saudáveis em tumorais. O domínio PWWP está envolvido diretamente na interação com 

histonas e DNA, estando envolvido na regulação transcricional do DNA. Por identidade de 

sequência, foi identificada a proteína YLR455W/Pdp3 em Saccharomyces cerevisiae, cujo 

domínio PWWP é similar ao da NSD3c. A Pdp3 faz parte de um complexo de acetilação de 

histonas envolvido na regulação da transcrição gênica em levedura. O objetivo deste trabalho 

foi analisar a semelhança metabólica funcional entre a proteína Pdp3 de S. cerevisiae, produto 

da ORF YLR455W, e a proteína humana NSD3c através do estudo de características 

fenotípicas como velocidade de crescimento, perfil respiratório/fermentativo e sensibilidade a 

espécies reativas de oxigênio. A deleção da Pdp3 causou diminuição da taxa de crescimento 

acompanhada de um aumento do perfil respiratório e maior resistência a espécies reativas de 

oxigênio. A cepa de levedura deficiente em Pdp3 mas que superexpressa Pdp3 contendo o 

domínio PWWP mutado (mutação W21A), apresentou taxa de crescimento, níveis de 

peroxidação lipídica e consumo de glicose semelhantes aos da cepa deletada, sugerindo que 

tal domínio é essencial para a função metabólica desempenhada pela Pdp3. Por outro lado, a 

superexpressão da NSD3c aumentou a taxa de proliferação celular, levando a diminuição do 

metabolismo oxidativo e aumento da sensibilidade a espécies reativas de oxigênio. Um 

fenótipo similar foi observado para as mutantes que superexpressam Pdp3 selvagem ou a 

quimera Pdp3 contendo o domínio PWWP da NSD3c humana. Os resultados indicam que as 

proteínas Pdp3 de levedura e NSD3c de humanos parecem desempenhar funções semelhantes 

no metabolismo celular. O resultado obtido com a quimera de Pdp3 mostrou que o domínio 

PWWP de NSD3 humana substitui funcionalmente o domínio PWWP da proteína de 

levedura. 

Palavras-chave: PWWP, NSD3, Pdp3 

 

 



Lista de Abreviações 

8p 11-12 Região 11-12 do braço curto do cromossomo 8 

α Coeficiente angular 

ΔPdp3 Equivalente à cepa ΔYLR455W 

ΔPdp3:v Equivalente à cepa ΔYLR455WpECUh6 

ΔPdp3:Pdp3++ Equivalente à cepa ΔYLR455WpECUh6YLR455W 

ΔPdp3:Quimera++ Equivalente à cepa ΔYLR455WpECUh6YLR455WPWWPNSD3c 

ΔPdp3:W21A++ Equivalente à cepa ΔYLR455WpECUh6YLR455WW21A 
 

μ Taxa específica de crescimento 

aa Aminoácidos 

Abs570 Absorbância a 570 nm 

Abs532 Absorbância a 532 nm 

AdoMet S-adenosil metionina 

AdoHcy S- adenosil homocisteína 

ATP Trifosfato de adenosina 

C5HCH Domínio rico em sequências de cisteína-histidina adjacentes 

CAT Catalase 

CLAE Cromatografia Líquida de Alta Eficiência 

C-terminal Carboxi-terminal 

CUP1 Promotor Cobre 

DHAP Di-hidroxiacetona fosfato 

DNA  Ácido desoxirribonucleico 

DTT Ditiotreitol 

EDTA Ácido etilenodiaminotetra-acético 

EROs Espécies reativas de oxigênio 

F Fator de conversão de peso seco 

Gdp Glicerol-3-fosfato desidrogenase 

GFP Green fluorescent protein 

Glut1 Tansportador de glicose 1 

Glut3 Tansportador de glicose 3 

GSH Glutationa (forma reduzida) 

Gut1 Glicerol quinase 

Gut2 Glicerol3-fosfato desidrogenase 

H2A Histona 2A 

H2B Histona 2B 

H3 Histona 3 

H4 Histona 4 

HK Hexoquinase 

Hxk2 Hexoquinase 2 

HMTase Histona metiltransferase 



HDMT Histona Desmetilase 

Kan Canamicina 

LLA Leucemia linfócita aguda 

ln Logaritmo neperiano 

LMA Leucemia mielóide aguda 

MDA Malondialdeído 

NAD
+
 Dinucleótido de nicotinamida e adenina (forma oxidada) 

NADH Dinucleótido de nicotinamida e adenina (forma reduzida) 

NSD Nuclear receptor binding set domain 

NSD1 Nuclear receptor binding set domain 1 

NSD2 Nuclear receptor binding set domain 2 

NSD3 Nuclear receptor binding set domain 3 

NSD3c Isoforma curta da NSD3 

NSD3l Isoforma longa da NSD3 

N-terminal Amino-terminal 

NuA3 Complexo histona acetil transferase de levedura 

ORF Open Reading frame 

pb Pares de base 

Pdp3 PWWP Domain Protein NuA3 de S.cerevisiae 

PDC Piruvato descarboxilase 

PDH Piruvato desidrogenase 

pECUh6 Vetor plasmidial com promotor CUP1 

PFK Fosfofrutoquinase 

pH Potencial de hidrogênio 

PHD Domínio Plant Homeodomain 

PK Piruvato quinase 

PWWP Domínio prolina-triptofano-triptofano-prolina 

PWWPNSD3c Domínio PWWP da NSD3c 

RD Replicação dependente 

RI Replicação independente 

S. cerevisiae Saccharomyces cerevisiae 

SD 2% Meio mínimo 

SDH Succinato desidrogenase 

SDS Dodecil sulfato de sódio 

SET Domínio Su(var)3-9, Enhancer of Zeste, Trithorax 

SN2 Substituição nucleofílica de segunda ordem 

Sod Superóxido dismutase 

T Tempo de geração médio 

TBA Ácido tiobarbitúrico 

TBARS Tiobarbithuric Acid Reactive Substances 

TCA Ácido tricloroacético 



ura Uracila 

W Triptofano 

W21A Mutação do triptofano 21 por uma alanina 

WHISTLE Isoforma da NSD3 

WHSC1 Wolf-hirschhorn syndrome candidate 1 protein 

WHSC1L1 Wolf-hirschhorn syndrome candidate 1-like protein 1 

WT Wild type (By4741) (controle) 

WT:v Equivalente à cepa WTpECUh6 

WT:NSD3c++ Equivalente à cepa WTpECUh6NSD3c 

X Concentração celular final 

X0 Concentração celular inicial 

YLR455W Gene codificador da proteína Pdp3 de S.cerevisiae 

YPD 2% Meio de cultura rico (yeast extract peptone dextrose) 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Câncer 

Câncer é o nome dado a um conjunto heterogêneo de doenças que têm em 

comum o crescimento desordenado de células (neoplasia) que invadem os tecidos e 

órgãos, podendo espalhar-se (metástase) para outras regiões do corpo. A formação 

de neoplasia ocorre devido a um desequilíbrio entre a proliferação celular (ciclo 

celular) e a apoptose (morte celular programada). Esses eventos são regulados por 

uma grande quantidade de genes que, ao sofrerem mutações, podem ter seus 

produtos expressos de maneira alterada, ocasionando uma desregulação destes 

processos e culminando na formação de um tumor. Portanto, o câncer é uma 

doença de múltiplas etiologias. É causado essencialmente por uma anomalia no 

padrão de expressão gênica (Albert e Helin, 2010), cuja evolução ocorre devido a 

alterações genéticas e epigenéticas que levam à ativação de oncogenes e/ou à 

inativação de genes supressores de tumor (Albert e Helin, 2010; Lucio-Eterovic e 

Carpenter, 2011). Tais alterações provocam modificações na fisiologia celular que 

levam ao crescimento celular desordenado e à invasão de tecidos adjacentes e 

outros órgãos, causando a morbidade e mortalidade envolvendo a doença. O câncer 

pode se desenvolver em diversos tipos celulares, podendo ser mais ou menos 

agressivo e invasivo (Instituto Nacional do Câncer José Alencar Gomes da Silva – 

INCA). 

O câncer pode ser desencadeado por fatores intrínsecos ao próprio 

organismo, como são os casos de pré-disposição genética, ou por fatores externos 

ambientais. São raros os casos de cânceres que se devem exclusivamente a fatores 

hereditários, familiares e étnicos, apesar de o fator genético exercer um importante 

papel na oncogênese. A maioria dos casos de câncer está relacionada a fatores de 

risco externos (ambientais) tais como hábitos alimentares, exposição a agentes 

químicos carcinogênicos e mutagênicos, exposição à radiação solar, infecções por 

alguns tipos virais, entre outros (Instituto Nacional do Câncer José Alencar Gomes 

da Silva – INCA). 

Apesar de o câncer ser um grupo complexo e heterogêneo de doenças que 

pode afetar uma grande variedade de grupos celulares, existem algumas alterações 

essenciais que são comuns a todos os tipos de células cancerígenas, tais como: 

manutenção de sinais proliferativos autossuficientes, insensibilidade a sinalizações 

inibidoras de crescimento, evasão da morte celular programada (apoptose), 
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potencial replicativo ilimitado, manutenção de vascularização (angiogênese), invasão 

de tecidos e metástase (Hanahan e Weinberg, 2000) (Figura 1).  

 

 

Figura 1. Alterações fisiológicas comuns às células cancerígenas (adaptado de Hanahan e 

Weinberg, 2000). 

 

1.2. Efeito Warburg 

Em células saudáveis a fosforilação oxidativa mitocondrial é utilizada para a 

produção de energia (Santidrian et al., 2013). Por outro lado, as células tumorais 

apresentam um aumento expressivo da glicólise e da expressão das enzimas desta 

via durante a proliferação, convertendo a maior parte da glicose em L-lactato mesmo 

em condições normais de oxigenação. Este fenômeno é conhecido como efeito 

Warburg ou glicólise aeróbica (ou ainda fermentação aeróbica, de maneira mais 

específica) e representa uma marca metabólica bastante específica das células 

tumorais, reafirmando a ideia de que o câncer é também uma doença de 

características metabólicas. As causas do efeito Warburg são controversas. 

Inicialmente foi proposto que o aumento da glicólise, mesmo em presença de 

oxigênio seria uma manifestação metabólica de um problema mais fundamental na 

fisiologia da célula tumoral: o comprometimento da respiração celular (Warburg, 

1956), de modo que um aumento no fluxo da via glicolítica seria um mecanismo 

compensatório de produção de energia para manter a célula tumoral viável. Apesar 

de a glicólise aeróbica e glicólise anaeróbica serem similares na produção de lactato 
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(formado na redução do piruvato para regeneração do NAD+), a glicólise anaeróbica 

se origina da ausência de oxigênio enquanto a glicólise aeróbica (mais precisamente 

fermentação aeróbica) teria sua origem no comprometimento da respiração celular 

nas células cancerígenas. Foi verificado que células capazes de elevar as taxas da 

via glicolítica durante dano respiratório prolongado foram capazes de gerar câncer, 

enquanto que aquelas incapazes de elevar a glicólise quando submetida aos 

mesmos danos pereceram devido à falha energética (Warburg, 1956). Desta 

maneira, em termos metabólicos, células tumorais se desenvolveriam a partir de 

células saudáveis na ocorrência de danos graduais e irreversíveis na capacidade 

respiratória. 

Entretanto, a teoria de Warburg não relaciona o descontrole dos mecanismos 

moleculares de crescimento celular ao comprometimento da respiração e não leva 

em consideração os aspectos mutacionais associados aos tumores. Além disso, há 

um considerável número de evidências que desafia o paradigma da célula 

cancerosa ser puramente "glicolítica". Foi evidenciado que algumas células 

cancerosas podem alternar de forma reversível entre fermentação e respiração, 

dependendo da ausência ou a presença de glicose e das condições ambientais. 

Esta propriedade representa uma vantagem das células cancerosas in vivo, uma vez 

que podem adaptar o seu metabolismo a microambientes heterogêneos em 

condições de crescimento acelerado em tumores sólidos malignos (Diaz-Ruiz et al., 

2011). A reprogramação do metabolismo energético através do efeito Warburg e as 

alterações metabólicas expressas pelas células de câncer seriam apenas a 

manifestação de uma causa mais fundamental em nível de expressão gênica 

selecionada durante a progressão tumoral. A visão do câncer como doença 

metabólica foi sendo gradualmente incorporada à visão do câncer como doença 

genética. Desta forma torna-se crucial compreender os mecanismos metabólicos e 

genéticos pelos quais as células cancerosas podem regular de forma reversível o 

seu metabolismo energético. 

 

1.3. Epigenética 

Após sofrer uma mutação gênica somática, como translocação, amplificação 

ou mutação pontual, um proto-oncogene pode tornar-se eventualmente um 

oncogene. Um mecanismo genético importante para a ativação de oncogenes no 

câncer humano é a amplificação de determinadas regiões cromossomais, o que leva 
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à existência de múltiplas cópias de um proto-oncogene, que codifica proteínas 

relacionadas ao crescimento e diferenciação celular e à transdução e execução de 

sinais mitóticos. A presença de um grande número de cópias de um gene 

potencializa a sua função e, quando de sua ativação, ocorre um aumento nos níveis 

de expressão e, consequentemente, da atividade das proteínas codificadas por este, 

levando ao desenvolvimento de um tumor (Yang et al., 2010). 

Anomalias presentes nos padrões da expressão gênica, relacionadas com 

diversos tipos de câncer e doenças ligadas ao desenvolvimento e diferenciação 

celulares, não estão envolvidas apenas com mutações no DNA, mas também estão 

relacionadas a mudanças epigenéticas (Albert e Helin, 2010; Morishita e Di Luccio, 

2011b). O DNA eucariótico encontra-se empacotado dentro do núcleo através da 

sua associação com proteínas denominadas histonas, formando a unidade 

fundamental da cromatina, o nucleossomo (Figura 2). O nucleossomo é constituído 

por 146 pares de base (pb) de DNA envolvidos em torno de um octâmero de 

histonas composto por duas cópias de cada histona: H2A, H2B, H3 e H4 (Völkel e 

Angrand, 2007; Albert e Helin, 2010). 

 

 

Figura 2. Estrutura de organização do DNA eucariótico: O DNA eucariótico está empacotado 

dentro do núcleo através da sua associação com proteínas denominadas histonas, formando a 

unidade fundamental da cromatina, o nucleossomo. 

 

O enovelamento e a condensação dos nucleossomos resultam em uma 

mudança da cromatina dificultando as atividades que requerem acesso ao material 
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genético. Para alterar esse panorama as células desenvolveram mecanismos para 

marcar e modificar a estrutura da cromatina, incluindo a modificação química de 

histonas e o recrutamento de fatores responsáveis pelo remodelamento da 

cromatina que alteram o nível de acessibilidade ao material genético do 

nucleossomo (Huen et al., 2010). A cromatina sofre mudanças estruturais que facilita 

os processos biológicos de replicação e reparo do DNA, recombinação, progressão 

do ciclo celular e transcrição, apresentando um papel importante neste último 

processo (Albert e Helin, 2010; Huen et al., 2010; Slater, 2003). Desta forma, o 

nucleossomo tem um papel importante na regulação epigenética de muitos 

processos celulares como transcrição, reparo de DNA e apoptose (Vermeulen at al., 

2010). 

As caudas N-terminais das histonas são submetidas a modificações 

covalentes pós-traducionais que regulam a transcrição gênica tais como metilação, 

acetilação, fosforilação e ubiquitinação, além disso, complexos multi-proteicos 

modulam as interações DNA-histona (Figura 3). Essas modificações tem como 

objetivo recrutar as proteínas reguladoras que exercem a sua função sobre a 

cromatina e alterar a interação das histonas com o DNA (Vermeulen et al., 2010). A 

transcrição pode ser controlada (ativada/silenciada) através de processos como 

acetilação/desacetilação, metilação/desmetilação e ubiquitinação/desubiquinação, 

ocorridos nas caudas das histonas (H2A, H2B, H3 e H4) (Morishita e Di Luccio, 

2011a). Esses mecanismos trabalham juntos para permitir a regulação espacial e 

temporal do acesso ao material genético, facilitando e controlando o processo de 

replicação do DNA e a expressão gênica (Huen et al., 2010). Desta forma a 

acessibilidade do DNA para as proteínas que atuam nesses processos é afetada 

pela condensação da cromatina que é resultado das modificações químicas nas 

caudas das histonas (Völkel e Angrand, 2007).  
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Figura 3. Modificações covalentes pós-taducionais em histonas: Mudanças pós-traducionais que 

ocorrem nos resíduos de aminoácidos nas caudas N-terminal de histonas (metilação, acetilação, 

fosforilação, ubiquitinação e deiminação). 

 

As histonas podem ser divididas em duas classes: replicação-dependente 

(RD) e replicação- independente (RI). As histonas RD são altamente induzidas antes 

e durante a replicação do DNA; esse grupo é constituído pelo conjunto central das 

histonas que compõem o nucleossomo (H2A, H2B, H3 e H4). A classe RI é formada 

por um grupo de variantes das histonas expressas a baixos níveis em todas as 

etapas do ciclo celular. As variantes H2A.Z e H3.3 das histonas H2A e H3 atuam 

especificamente no processo de transcrição, já a variante H2A.X está diretamente 

envolvida na manutenção da estabilidade do genoma (Kurat et al., 2014). 

Durante a regulação gênica alguns genes são ativados enquanto outros são 

reprimidos, resultando em um padrão de expressão que caracteriza a identidade da 

célula. Na célula tumoral, esta modulação epigenética pode estar comprometida, o 

que leva à expressão de oncogenes e à inativação de genes supressores de tumor. 

Estas alterações genéticas e epigenéticas são responsáveis por ocasionar a 

iniciação e propagação do câncer. 

 

1.4. Amplicon 8p11-12 

A amplificação da região 11-12 do braço curto do cromossomo 8 (8p11-12) 

ocorre em aproximadamente 15% dos casos de câncer de mama humano (Lucio-

Etereovic e Carpenter, 2011; Yang et al., 2010). O amplicon 8p11-12 contém vários 

oncogenes que poderiam desempenhar um papel no desenvolvimento do câncer de 

mama. Nesta região foram identificados 23 genes relacionados à progressão tumoral 

(Yang et al., 2010). Yang e colaboradores (2010) investigaram sistematicamente as 
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propriedades transformantes de 13 candidatos a oncogenes do amplicon 8p11-12 in 

vitro, descobrindo que os genes WHSC1L1, DDHD2 e ERLIN2 são os oncogenes 

mais expressivos, apresentando maior capacidade de transformar células humanas 

saudáveis em células com o fenótipo alterado. Entre esses candidatos, foi 

identificado o gene referente a síndrome de Wolf-Hirschhorn (WHSC1L1), também 

conhecido como NSD3, como um dos principais candidatos a oncogenes líder da 

região 8p11-12 amplificada no câncer de mama. A superexpressão de WHSC1L1 

(NSD3) em células MCF-10A ocasionou a maior eficiência de transformação de uma 

célula de mama saudável em tumoral dentre os genes testados (Yang et al., 2010). 

 

1.5. Família NSD (Nuclear Receptor SET Domain) 

O gene WHSC1L1 codifica uma proteína pertencente à família NSD (Nuclear 

Receptor SET Domain) composta por três proteínas que tem atividade histona 

metiltransferases (HMTases): NSD1 (loci 5q35), NSD2/MMSET/WHSC1 (loci 4p16) e 

NSD3/WHSC1L1 (loci 8p12) (Figura 4) (Morishita, 2011a, 2011b). Os mecanismos 

de ação de tais proteínas ainda permanecem desconhecidos (Morishita e Di Luccio, 

2011b). As três proteínas dessa família estão envolvidas em muitas doenças, 

incluindo vários tipos de câncer, devido a alterações nos loci dos genes e à 

alteração do nível de expressão dessas proteínas, porém pouco se sabe sobre sua 

participação nestes processos. A NSD1 está associada à leucemia mielóide aguda, 

mieloma múltiplo e câncer de pulmão; a NSD2 com mieloma múltiplo e câncer de 

pulmão e a NSD3 com leucemia mielóide aguda, câncer de mama e pulmão. Sabe-

se que desempenham um papel relacionado ao controle de metilação de caudas de 

histonas, apresentando um papel importante na integridade da cromatina (Morishita 

e Di Luccio, 2011a; Lucio-Etereovic e Carpenter, 2011). Suspeita-se que a 

diversidade funcional das três proteínas NSD se origina devido às especificidades de 

seus domínios catalíticos SET (Su(var)3-9, Enhancer of Zeste, Trithorax), que as 

levam a atuar sobre diferentes substratos. O domínio SET está presente em grande 

parte das proteínas que possuem a função de histona metiltransferase, sendo 

específico para metilação de resíduos de lisina (K). 
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Figura 4. Família NSD (Nuclear Receptor SET Domain): A família NSD é composta por 3 proteínas: 

NSD1(2696 aa), NSD2 (1365 aa) e NSD3 (1437 aa). NSD1 e NSD2 são compostas pelos mesmos 

domínios: dois PWWP, cinco PHD e um SET. NSD3 sofre um splicing alternativo resultando em uma 

isoforma curta (645 aa), possuindo apenas o primeiro domínio PWWP; e uma isoforma longa (1437 

aa) (adaptado de Li et al., 2009). 

 

A metilação de histonas ocorre em resíduos de arginina (R) e lisina (K) da 

cauda N-terminal (Albert e Helin, 2010). A lisina da histona se liga à cavidade 

formada pelo domínio SET e o domínio pós-SET das enzimas do tipo histona 

metiltransferase, responsáveis pela metilação das histonas. O cofator AdoMet (S-

adenosil metionina) se liga à cavidade presente na outra extremidade do domínio 

SET, agindo como doador do grupo metil. A reação que ocorre entre o AdoMet e a 

amina da lisina é uma substituição nucleofílica de segunda ordem (SN2) (Figura 5) 

(Morishita e Di Luccio, 2011a).  

Existem aproximadamente 55 proteínas humanas com a função única de 

metilar histonas, evidenciando a importância desta modificação covalente na 

manutenção da cromatina e na regulação da transcrição (Albert e Helin, 2010; 

Morishita e Di Luccio, 2011a). A presença de uma histona metiltransferase (HMTase) 

e uma histona desmetilase (HDMT) no mesmo complexo permite a troca dos 

estados transcricionais apagando modificações pré-existentes, seguida de uma nova 

marcação da cromatina. Logo, é necessário um controle e ajuste fino da expressão, 

atividade e recrutamento das HMTases e HDMTs; um erro nessa regulação é capaz 
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de alterar o balanço transcricional levando à expressão inapropriada de um gene 

podendo desencadear uma doença (Albert e Helin, 2010). 

 

 

Figura 5. Metilação em histonas: Mecanismo de metilação em resíduos de lisina (adaptado de 

Morishita e Di Luccio, 2011a). 

 

Erros na regulação de HMTases estão relacionadas ao desenvolvimento de 

cânceres; existem cerca de 50 argininas e lisinas em histonas que sofrem 

metilações, cerca de 22 delas estão envolvidas em casos de câncer e outras 

doenças humanas (Albert e Helin, 2010). A agressividade do câncer também está 

relacionada com a regulação deficiente de algumas HMTases e, apesar de ainda 

não terem sido completamente evidenciados os mecanismos deste processo, foram 

identificadas algumas regiões cromossomais que são amplificadas ou deletadas em 

casos de câncer. Essas mudanças intragênicas foram descritas para os genes: 

MLL3, PRDM1, PRDM2, EHMT1, SMYD2, PRDM12 (Albert e Helin, 2010), NSD1, 

NSD3/WHSC1L1, (Albert e Helin, 2010; Morishita e Di Luccio, 2011b), 

NSD2/MMSET/WHSC1, Suv39h, EZH2, MLL, Riz (Morishita e Di Luccio, 2011b). 

Como as HMTases são importantes reguladoras do processo de diferenciação 

celular, supõe-se que um erro na regulação das HMTases leve ao bloqueio da 

diferenciação normal da célula, contribuindo para o desenvolvimento tumoral, uma 

vez que HMTases geralmente são encontrados superexpressas nesses tecidos 

(Albert e Helin, 2010; Morishita e Di Luccio, 2011b). A metilação de lisina ou 

arginina, ou qualquer outra modificação de histonas, pode atuar ativando ou 

reprimindo a transcrição. Todas as modificações covalentes das histonas contribuem 
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para regular as diversas atividades associadas à cromatina (Morishita e Di Luccio, 

2011b). 

Embora existam relatos conflitantes sobre as atividades catalíticas das 

proteínas NSD, tornou-se claro que os três membros são H3 mono e dimetilases, 

altamente específicas quando os nucleossomos são usados como seus substratos 

(He et al., 2013). Estudos indicam que NSD1 (lisina-HMTase) atua especificamente 

na transferência de grupos metilas para lisina (K)-36 na histona H3 (H3K36) e para 

lisina-20 da histona H4 (H4K20). NSD1 é uma proteína de 2696 aminoácidos (aa), 

que contém quatro domínios de PHD (Plant Homeodomain), dois domínios PWWP 

(motivo de sequência prolina-triptofano-triptofano-prolina), e um domínio SET 

responsável pela atividade HMTase. NSD2 (lisina-HMTase H3K4 e H4K20) e NSD3 

(lisina-HMTase H3K36) compartilham os mesmos domínios funcionais com NSD1, 

mas em uma sequência mais curta de 1365 aminoácidos no caso da NSD2 e 1437 

aminoácidos no caso da NSD3 (Morishita e Di Luccio, 2011a, 2011b). 

 

1.6. NSD3 (Nuclear Receptor SET Domain-Containing 3)  

A NSD3, também conhecida como WHSC1L1 (Síndrome de Wolf-Hirschhorn 

Candidato 1 do Tipo 1), é um membro da família de histona metiltransferase NSD. 

Algumas isoformas da NSD3 foram relatadas. A isoforma mais longa, NSD3l, 

codifica uma proteína de 1437 aminoácidos. NSD3l inclui dois domínios PWWP 

(motivo de sequência prolina-triptofano-triptofano-prolina), cinco domínios PHD (um 

domínio C5HCH rico em sequências de cisteína-histidina adjacentes) e um domínio 

SET que possui a atividade de histona metiltransferase. Em tecido humano, a NSD3l 

é expressa em elevados níveis no cérebro, coração, músculo esquelético e na 

placenta, e em níveis de expressão mais baixos no pâncreas, fígado, pulmão e rim 

(Zhou, 2010). O produto do splicing alternativo do exon 10 resulta em um transcrito 

que codifica a isoforma curta da NSD3 (NSD3c), uma proteína de 645 aminoácidos. 

Os 619 aminoácidos N-terminais que formam a NSD3c são idênticos aos da região 

N-terminal da NSD3l e apenas o primeiro domínio PWWP da NSD3l está incluído na 

isoforma NSD3c (Yang et al., 2010). A terceira isoforma da NSD3, WHISTLE, é 

expressa em um nível baixo em comparação com as outras isoformas da NSD3, 

contém apenas o segundo domínio PWWP, o domínio SET e o domínio pós-SET 

(Zhou et al., 2010). 
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O gene humano NSD3 tem sido implicado em câncer hematológico, de mama 

e de pulmão, sugerindo um papel importante para NSD3 no controle do crescimento 

e diferenciação celular. Foi observada uma desregulação dos níveis de NSD3 

durante tratamento de leucemia, o nível de expressão de RNAm da NSD3 em 

pacientes com leucemia mielóide aguda (LMA) e leucemia linfocitária aguda (LLA) 

foi maior do que nos controles normais (Zhou et al., 2010). A NSD3 é amplificada em 

alguns casos de câncer de mama, apresentando alto potencial transformante (Albert 

e Helin, 2010). Ainda não se sabe ao certo como a NSD3 atua e pouco se conhece 

sobre seu alvo e mecanismo de ação (Albert e Helin, 2010; Lucio-Etereovic e Di 

Luccio, 2011). Devido a sua homologia com a NSD1 e a NSD2, supõe-se que ela 

seja uma supressora da transcrição (Albert e Helin, 2010). O silenciamento do gene 

WHSC1L1 (NSD3), do amplicon 8p11-12, em células de câncer de mama resulta 

numa perda profunda de crescimento e sobrevivência destas células (Yang et al., 

2010). A NSD3l e a NSD3c estão localizadas no núcleo, e podem atuar como 

oncoproteínas transformantes em células de câncer de mama. Foi observado ainda 

que a expressão da isoforma curta (NSD3c) é suficiente para transformar uma célula 

saudável em uma célula cancerosa (Yang et al., 2010). 

 

1.7. Domínio PWWP 

O domínio PWWP descoberto no gene WHSC1 é encontrado apenas em 

organismos eucarióticos e possui o motivo de sequência prolina-triptofano-triptofano-

prolina (pro-trp-trp-pro) conservado (Alvarez-Venegas e Avramova, 2012; Wu et al., 

2011). O domínio PWWP contém aproximadamente 140 aminoácidos e está 

presente em proteínas nucleares relacionadas ao crescimento, divisão e 

diferenciação celular, sendo encontrado em mais 60 proteínas eucarióticas 

implicadas na regulação da transcrição e organização da cromatina (Alvarez-

Venegas e Avramova, 2012). O domínio PWWP pertence à família chamada de 

Royal Family, a qual também pertencem os domínios Tudor, Chromo e MBT (Wang 

et al., 2009; Alvarez-Venegas e Avramova, 2012; Wu et al., 2011). Esse domínio 

contém uma cavidade hidrofóbica formada por resíduos aromáticos para 

reconhecimento de resíduos de lisina metilados em histonas, ligando-se 

simultaneamente à histona e ao DNA, contribuindo para manutenção da habilidade 

de reconhecimento do nucleossomo (Wang et al., 2009; Qin, 2014). Desta forma, o 

domínio PWWP é um motivo de reconhecimento capaz de se ligar a resíduos 
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metilados de lisina em histonas (Wu et al., 2011), desempenhando um papel 

importante na regulação epigenética (Yang et al., 2010). O domínio PWWP é 

frequentemente associado com domínios SET, que metilam resíduos de lisina em 

histonas. Várias proteínas que contém o domínio PWWP demonstraram estar 

envolvidas na regulação da transcrição bem como no reparo e metilação do DNA 

(Slater et al., 2003). 

Muitas proteínas possuem resíduos do domínio PWWP conservados. Entre 

essas, encontram-se a proteína humana NSD3 e o produto da ORF YLR455W de 

Saccharomyces cerevisiae, também conhecido como Pdp3 (PWWP Domain Protein 

NuA3), (Stec et al., 2000). A proteína Pdp3 de S. cerevisiae é composta de 304 

aminoácidos e possui um único domínio PWWP similar ao da NSD3c (30,65% de 

identidade de sequência) (Rona, 2014); ela se encontra localizada no núcleo, porém 

se desloca para o citoplasma em resposta a situações de estresse como hipóxia 

(Dastidar et al., 2012). A Pdp3 é uma proteína que compõe o complexo NuA3, que 

possui a função de histona acetiltransferase e está envolvido no processo de 

transcrição de DNA. Grande parte dos genes controlados por este complexo estão 

envolvidos no processo de duplicação do DNA. O complexo NuA3 existe sob duas 

formas diferentes: NuA3a, que se liga especificamente a H3K4me3 (resíduo de lisina 

na posição 4 trimetilado da histona H3) através do domínio PHD da proteína Yng1 

que em seguida acetila a H3K14 dando início ao processo de transcrição; e o 

complexo NuA3b no qual o domínio PWWP da proteína Pdp3 se liga a H3K36me3 

atuando como um regulador positivo para o alongamento da transcrição (Gilbert et 

al., 2014), conforme representado na Figura 6. A presença de um cage aromático no 

domínio PWWP da Pdp3 é necessário para interação com a histona trimetilada  na 

posição lisina 36 H3K36me3. Os resíduos aromáticos são conservados no domínio 

PWWP da Pdp3 nas posições F18, W21 e F48 e mutações independentes nestes 

resíduos foram reportadas como capazes de abolir a interação da Pdp3 com o 

peptídeo H3K36me3, sugerindo que o Pdp3 requer um cage aromático conservado 

para ligar-se à cromatina (Gilbert et al., 2014). 

 



25 
 

 

Figura 6. Esquema dos complexos NuA3: NuA3a. Yng1 se liga através de seu domínio PHD a 

H3K4me3 (resíduo de lisina trimetilado na posição 4 da histona H3), recrutando o complexo NuA3a 

para a região promotora de genes transcricionalmente ativos. Em seguida, Sas3 acetila a H3K14 

(resíduo de lisina na posição 14 da histona H3), dando início ao processo de transcrição gênica. 

NuA3b. Pdp3 se liga através de seu domínio PWWP a H3K36me3 (resíduo de lisina trimetilado na 

posição 36 da histona H3), recrutando o complexo NuA3b para a região codificadora de genes 

transcricionalmente ativos (Gilbert et al., 2014). 

 

1.8. Saccharomyces cerevisiae 

A levedura Saccharomyces cerevisiae é um microorganismo utilizado como 

modelo de estudo para células eucarióticas. Devido à facilidade de manipulação 

genética, à semelhança bioquímica de células de levedura com célula animal e 

devido à disponibilidade de recursos em genômica funcional e análise ômicas para a 

levedura, este eucarioto unicelular foi estabelecido como uma ferramenta valiosa 

para a investigação bioquímica (Guarangnella et al., 2013). Além disso, uma grande 

quantidade de proteínas de levedura pode ser substituída por proteínas ortólogas 

humanas (Mannarino et al., 2011). Recentemente, Kachroo e colaboradores (2015) 

substituíram 414 genes da levedura por seus ortólogos humanos equivalentes, 

observando que aproximadamente 43% destes genes foram capazes de manter a 

sobrevivência da levedura e manutenção das vias metabólicas (Figura 7) (Kachroo 

et al., 2015). Neste experimento, dentre os genes testados, aqueles que 

expressavam enzimas envolvidas no metabolismo de lipídeos, aminoácidos e 

carboidratos de modo geral puderam ser funcionalmente substituídos por seus 

ortólogos humanos, enquanto que as proteínas envolvidas na replicação e reparo do 
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DNA ou em processos de crescimento celular não apresentaram uma tendência de 

substituição tão elevada. Por exemplo, 90% das proteínas testadas envolvidas no 

metabolismo de lipídeos puderam ser funcionalmente substituídas por ortólogas 

humanas, 81% das envolvidas no metabolismo de carboidratos, 53% das envolvidas 

em tradução, 50% das envolvidas no metabolismo energético, 48% das envolvidas 

em transcrição, 35% das envolvidas em replicação e reparo do DNA e apenas 3% 

daquelas envolvidas nos processos de crescimento e morte celular. Estes resultados 

indicam que a levedura representa uma ferramenta biológica valiosa para o estudo 

de doenças humanas, compreendidas as devidas limitações do modelo.  

Diversas instituições de pesquisa de câncer em todo o mundo fazem uso da 

genética de leveduras como parte de sua estratégia de pesquisa, simulando nesse 

modelo as alterações patológicas observadas nas células cancerígenas e, em 

seguida, manipulando-o para tentar reverter tais alterações. Leland H. Hartwell, Tim 

Hurt e Sir Paul M. Nurse foram agraciados com o Prêmio Nobel de 2001 em 

Fisiologia ou Medicina por seu trabalho sobre o ciclo celular em eucarioto utilizando 

a levedura como organismo modelo (Nobel Prize, 2001). 
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Figura 7. Substituição de genes da levedura por ortólogos humanos: Em média geral 43% dos 

genes humanos testados foram capazes de manter a sobrevivência e manutenção das vias 

metabólicas da levedura após substituição ortóloga e cerca de 47% dos genes de leveduras 

apresentam homologia estrutural ou funcional com o genoma humano (adaptada de Kachroo et al., 

2015). 

 

A S. cerevisiae tem sido amplamente utilizada em pesquisa básica devido a 

uma série de vantagens frente a outros organismos eucarióticos, como pequeno 

ciclo celular, rápido crescimento celular, fácil manipulação e o fato de utilizar 

diversos mecanismos genéticos que são semelhantes aos de organismos 

multicelulares (Tosato et al., 2012). De acordo com os dados mais recentes, cerca 

de 47% dos genes de leveduras apresentam homologia estrutural ou funcional com 

o genoma humano, incluindo genes relacionados à iniciação e progressão de 

tumores. Para genes que não possuem ortólogos, a levedura geralmente apresenta 

uma via de ação análoga à via de ação do gene humano, de modo que o gene pode 

ser expresso de forma heteróloga em S. cerevisiae e o fenótipo resultante pode ser 

estudado (Tosato et al., 2012). Atualmente, bancos de dados contendo coleções 

completas de deleções de todas as ORFs (Open Reading Frames) de S. cerevisiae 

encontram-se disponíveis comercialmente. Além disso, bibliotecas de ORFs 

fusionadas a tags de expressão também estão disponíveis, o que facilita a 

realização de estudos de imunoprecipitação e interação proteica. Alguns dos 

exemplos mais importantes incluem ORFs fusionadas à proteína verde fluorescente 

(GFP- Green Fluorescent Protein), o que permite a determinação da sua localização 

celular em diferentes condições (Botstein e Fink, 2011). Essa levedura ainda é o 

organismo eucariótico mais fácil de ser manipulado geneticamente para estudos de 

interação entre o genótipo e o fenótipo, sendo estabelecido como uma ferramenta 

valiosa para a investigação do câncer. 

 

1.9. Estágios de Crescimento da Saccharomyces cerevisiae 

A levedura S. cerevisiae apresenta três estágios de crescimento, que se inicia 

com uma fase de crescimento exponencial fermentativo quando a fonte de carbono 

disponível é a glicose. Nesta fase, conhecida como primeira fase exponencial do 

crescimento, as células apresentam metabolismo fermentativo devido à repressão 

catabólica exercida pela glicose sobre alguns genes necessários a respiração. 
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Quando a glicose é consumida, as células entram em fase adaptativa, chamada de 

diauxia, onde não há crescimento. Após a adaptação, as células voltam a se 

multiplicar utilizando metabolismo respiratório, onde a fonte de carbono utilizada é o 

etanol produzido na fermentação (Toledano, 2003). Quando esta fonte de carbono 

acaba, as células entram em fase estacionária.  

A tolerância celular à toxidez das espécies reativas de oxigênio (EROs) é 

diferente entre os diferentes estágios de crescimento. Células em fase estacionária 

possuem uma maior resistência ao estresse oxidativo e térmico do que células em 

primeira fase de crescimento exponencial (Toledano, 2003). A respiração confere 

proteção contra o estresse oxidativo e duas hipóteses são postuladas quanto a isso. 

A primeira hipótese é a de que a produção de EROs pela mitocôndria induz uma 

resposta adaptativa ao estresse oxidativo. A segunda pressupõe que os genes que 

respondem ao estresse oxidativo, como SOD1, SOD2 e GSH, também são 

reprimidos pela via de repressão catabólica (Toledano, 2003). De fato, quando há o 

aumento na produção de EROs, há a ativação da maquinaria de defesa antioxidante 

celular. 

A troca para o metabolismo respiratório é um fator importante para a 

tolerância ao estresse oxidativo. Células cultivadas em meios onde não ocorre a 

repressão catabólica (não-fermentativos), como os meios onde a fonte de carbono é 

o etanol ou o glicerol, são forçadas a respirar, e se tornam mais resistentes ao H2O2 

e à menadiona do que células cultivadas em meio com glicose como fonte de 

carbono (Thevelein e De Winde, 1999). 

Estudos que avaliam marcadores de estresse oxidativo, como proteínas 

carboniladas e peroxidação lipídica (Brasil, 2013; Trevisol et al.., 2011), mostram 

que o nível basal desses marcadores em células em metabolismo respiratório é 

naturalmente maior por conta da produção de EROs inerente a esse processo e que 

fatores exógenos causadores de estresse oxidativo, como H2O2 e menadiona, tem 

efeitos mais drásticos em células sob metabolismo fermentativo. 

 

1.10. Efeito Warburg X Efeito Crabtree 

A levedura Saccharomyces cerevisiae é um microorganismo anaeróbico 

facultativo, ou seja, quando há disponibilidade de oxigênio no meio a levedura 

respira, na ausência deste, ela fermenta. Entretanto, a S. cerevisiae exibe uma 

característica metabólica que a torna um modelo interessante e único para estudo 
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de doenças que envolvem reprogramação do metabolismo energético, como é o 

caso do câncer. Quando há elevada quantidade de glicose no meio, a levedura 

fermenta mesmo em presença de oxigênio num processo denominado Efeito 

Crabtree (repressão catabólica). Há uma grande semelhança entre o efeito Crabtree 

da levedura e o efeito Warburg da célula tumoral. Em ambos os casos ocorre uma 

regulação negativa do metabolismo oxidativo respiratório associado a um aumento 

da fermentação, independente da presença de oxigênio. Desta forma, a levedura em 

fase de crescimento em meio contendo excesso de glicose apresenta um 

metabolismo energético semelhante a uma célula tumoral (Figura 8). Isso aponta a 

S. cerevisiae como modelo metabólico favorável para a triagem de drogas para 

terapias anti-tumorais cujo alvo é o metabolismo pois, assim como em células 

cancerosas, na fermentação de levedura em repressão catabólica ocorre a 

superexpressão das enzimas da glicólise (Diaz-Ruiz et al., 2011). 

A glicose e a frutose são as fontes de energia primariamente consumidas pela 

S. cerevisiae, mas outras fontes de carbono também podem ser utilizadas (Carlson, 

1999; Kim et al., 2013). As células se adaptam a diferentes fontes de carbono por 

um mecanismo de controle transcricional. A análise da expressão genômica já 

demonstrou que a transcrição de genes é diferente de acordo com níveis variantes 

de glicose (Derisi et al., 1997). Quando a concentração de glicose é alta no meio de 

crescimento, há a repressão da expressão dos genes envolvidos no ciclo de Krebs, 

na cadeia de transporte de elétrons e em muitos outros, como os envolvidos na 

gliconeogênese, no ciclo do glioxilato e no transporte e catabolismo de fontes 

alternativas de carbono, como galactose, maltose e sacarose (Kim et al., 2013; 

Thevelein, 1994). 
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Figura 8. Semelhança metabólica entre o efeito Warburg de células tumorais e o efeito 

Crabtree (repressão catabólica) de S. cerevisiae: Em ambos os efeitos, ocorre superexpressão 

das enzimas que participam da via glicolítica e uma diminuição da atividade das enzimas que 

participam da via oxidativa (adaptado de Diaz-Ruiz et al., 2011). 
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As principais proteínas envolvidas na via de repressão catabólica são a Hxk2, 

Snf1 e Mig1. Os genes envolvidos na via de repressão catabólica pela glicose são 

de dois tipos: genes requeridos para a repressão, como o hxk2, e genes necessários 

à desrepressão, como cat1/snf1 (Thevelein, 1994). O gene hxk2 codifica a 

hexoquinase 2 (Hxk2), uma enzima responsável por catalisar a fosforilação da 

glicose no citosol e por regular a repressão catabólica (Carlson, 1999; Thevelein, 

1994). O alvo primário da Hxk2 é a proteína quinase Cat1/Snf1; o alvo secundário é 

o complexo transcricional Mig1-Ssn6/Cyc8-Tup1, que está envolvido com a 

repressão da respiração mitocondrial, gliconeogênese, ciclo do glioxilato e no uso de 

fontes de carbono alternativas. A inibição é mantida enquanto a concentração de 

glicose se mantém alta no meio (Thevelein, 1994). 

De modo geral, na presença de glicose em concentrações elevadas, a Hxk2 

impede a fosforilação do Mig1 pela Snf1, permitindo ao Mig1 exercer seu efeito 

repressor sobre os genes envolvidos no ciclo de Krebs e na cadeia transportadora 

de elétrons. A Hxk2 também interage com Reg1, facilitando a ação da fosfatase Glc7 

sobre Snf1 para mantê-la em sua forma desfosforilada e inativa, contribuindo, desta 

forma, para o baixo nível de fosforilação de Mig1. Na ausência de glicose, Snf1 é 

fosforilado por qualquer uma das quinases Elm1, Tos3 e Sak1; sob esta forma, Snf1 

fosforila Mig1, que migra para o citosol e lá se mantém junto à Hxk2, de modo que a 

expressão gênica pode finalmente ocorrer (Figura 9) (Gancedo e Flores, 2008). 

 

 

Figura 9. Mecanismo de repressão catabólica (efeito Crabtree) em levedura: As principais 

proteínas envolvidas na via de repressão catabólica são a Hxk2, Snf1 e Mig1 (adaptado de Gancedo 

e Flores, 2008). 
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Apesar de as bases metabólicas e bioquímicas da repressão catabólica 

serem bem estabelecidas na levedura S. cerevisiae, as bases do efeito Warburg nas 

células cancerígenas ainda permanece controverso, apesar da semelhança 

metabólica com o efeito Crabtree. A expressão elevada de transportadores de 

glicose tem sido proposta como um dos principais fatores determinantes para o 

efeito Warburg. Os transportadores de glicose (GLUT1 e GLUT3) são 

superexpressos em várias linhagens celulares de câncer. A inibição dos 

transportadores Glut foi utilizada para limitar o crescimento de células tumorais in 

vitro. Além disso, foi demonstrado que o transporte de glicose pode ser um alvo 

apropriado para os agentes anti-tumorais farmacológicos, pois controlam a taxa de 

glicólise no carcinoma hepatocelular e nas linhagens de células HeLa (Diaz-Ruiz et 

al., 2011). 

A intensa glicólise também pode ser explicada pelo aumento da atividade das 

enzimas que participam da via glicolítica. A este respeito, verificou-se que cada uma 

delas é superexpressa e/ou desregulada em várias linhagens tumorais. Embora a 

expressão aumentada não possa ser rigorosamente correlacionada com um 

aumento do fluxo metabólico, alguns estudos demonstraram que a atividade de cada 

uma das enzimas da via é várias vezes maior em comparação com os seus 

controles normais. Uma vez que a contribuição para o fluxo metabólico global é 

diferente para cada enzima, a estimulação de etapas que controlam o fluxo glicolítico 

teria um impacto importante para o aumento quantitativo da glicólise. Hexoquinase 

(HK), fosfofrutoquinase (PFK) e piruvato-quinase (PK) são pontos de controle da via 

e os seus padrões de expressão e regulação são alterados em alguns tumores. A 

hexoquinase 2 (HK2) é a principal isoforma superexpressa em alguns tumores (Diaz-

Ruiz et al., 2011) e tem sido relacionada à manutenção do efeito Warburg e da 

progressão tumoral (Wolf et al., 2011). Uma vez que condições de hipóxia 

prevalecem no interior de tumores sólidos, a utilização da glicólise como via 

energética permitiria à célula tumoral manter sua proliferação acelerada na ausência 

de oxigênio no interior de tumores sólidos (Diaz-Ruiz et al., 2011). 

Outra hipótese é que a desregulação do metabolismo oxidativo poderia ajudar 

as células tumorais a escapar do processo de apoptose (Diaz-Ruiz et al., 2011), uma 

vez que apresenta uma regulação dependente da mitocôndria. Uma última teoria 

supõe que células tumorais necessitam aumentar o nível energético para manter a 

sua alta taxa de proliferação mesmo em presença de oxigênio, ativando a glicólise 
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(Diaz-Ruiz et al.., 2011; López-Lázaro, 2008). Apesar de a respiração celular 

fornecer um alto rendimento de ATP por molécula de glicose, a glicólise é capaz de 

produzir ATP de forma mais rápida do que o processo oxidativo. Em um processo de 

replicação, a necessidade energética é grande, sendo assim a glicólise supriria 

melhor a demanda energética por ser uma via mais rápida (López-Lázaro, 2008). A 

glicólise é essencial para reações de biossíntese e, a partir dela, pode-se construir 

as moléculas necessárias para a replicação celular, como ácidos nucleicos, 

proteínas e lipídios. Deste modo, a glicólise torna-se essencial para a proliferação 

celular (López-Lázaro, 2008). 

 

1.11. Espécies Reativas de Oxigênio (EROs) 

Durante a respiração celular o aceptor final de elétrons é o oxigênio 

molecular, que é reduzido a H2O ao final da via respiratória. Durante a cadeia 

transportadora de elétrons são formados intermediários parcialmente reduzidos do 

oxigênio como o ânion superóxido (O2
-) e o ânion peróxido (O2

2-). O superóxido, o 

peróxido de hidrogênio e os compostos gerados a partir destes, como o radical 

hidroxila (·OH), são coletivamente definidos como espécies reativas de oxigênio 

(EROs). Para mitigar as EROs, ocorre a expressão e atuação de enzimas 

responsáveis por neutralizar e regularizar os níveis destas espécies e manter a 

homeostase fisiológica durante o processo de respiração celular. Assim como outros 

organismos eucarióticos, a levedura S. cerevisiae possui mecanismos de defesa 

antioxidantes enzimáticos, como a catalase e a superóxido dismutase (Abbott et al., 

2009), e não enzimáticos, como ao glutationa (GSH) (França et al., 2007). A enzima 

superóxido dismutase (Sod) remove o radical superóxido, convertendo-o a oxigênio 

e H2O2 que, pela ação da enzima catalase e peroxidase, produz água e oxigênio 

(Mannarino et al., 2008; Abbott et al., 2009).  

Na inibição da cadeia respiratória, a atuação das enzimas de defesa 

antioxidante é baixa e a célula acumula EROs, o que resulta em danos oxidativos, 

definindo o estresse oxidativo. A regulação negativa do metabolismo oxidativo 

ocorre tanto no efeito Warburg (células tumorais) quanto no efeito Crabtree (células 

de levedura), de modo que tais células não desenvolvem uma defesa antioxidante 

eficiente contra EROs, que são capazes de danificar todos os principais blocos de 

construção da célula, incluindo o DNA, lipídios e proteínas. Estes danos levam à 

morte celular, acelerando o processo de envelhecimento e induzem doenças 
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relacionadas à idade. Tanto a redução das defesas antioxidantes quanto o aumento 

da produção de EROs, ou ambos, levam ao aumento do estresse oxidativo que 

reduz a longevidade celular, conforme esquematizado na Figura 10 (Abbott et al., 

2009; Moskovitz et al., 2001). 

 

 

Figura 10. Produção de espécies reativas de oxigênio (EROs) e a defesa antioxidante 

estimulada pelo estresse oxidativo: Quando ocorre desbalanço entre a defesa antioxidante 

intracelular e a produção de EROs, ocorrem danos moleculares nas estruturas celulares, 

caracterizando a condição de estresse oxidativo (adaptado de França et al., 2007). 
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1.12. Metabolismo do Glicerol 

Ao substituir a glicose pelo glicerol como fonte de carbono, a levedura é 

forçada a retirar sua energia através da respiração, oposta à fermentação. Quando o 

metabolismo respiratório é adotado pela levedura, ela se torna metabolicamente 

mais próxima às células saudáveis dos organismos multicelulares (Kirchman e Botta, 

2008). 

O glicerol é fosforilado por uma glicerol quinase (Gut1), gerando glicerol-3-

fosfato. A seguir, glicerol-3-fosfato é oxidado a di-hidroxiacetona fosfato (DHAP) pela 

enzima glicerol fosfato ubiquinona oxirredutase (Gut2), localizada na superfície da 

membrana mitocondrial interna. Os elétrons desta oxidação são transferidos para a 

ubiquinona, entrando na cadeia respiratória (Flores et al., 2000; Nevoigt e Sahl, 

1997). DHAP entra na via glicolítica, gerando NADH (no citoplasma) e piruvato, que 

segue para a via respiratória. Glicerol-3-fosfato desidrogenase (Gpd1/2) auxilia na 

re-oxidação do NADH citoplasmático (Herrero et al., 2008). Logo, quando a fonte de 

carbono utilizada é o glicerol, a levedura apresenta uma elevação no nível de EROs, 

característica do metabolismo oxidativo e, portanto, ocorre um estímulo no 

desenvolvimento da defesa oxidante. Com um sistema de defesa antioxidante 

presente, a célula tem maior resistência a EROs, apesar de a produção de tais 

espécies ser maior durante o processo respiratório do que no processo fermentativo. 

Esse balanço entre a produção de EROs e recrutamento da defesa antioxidante 

durante o processo respiratório deve ser equilibrado para evitar danos moleculares 

demasiados à célula. 
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2. OBJETIVOS 

O objetivo deste projeto consiste em analisar a semelhança funcional entre a 

proteína Pdp3 (produto da ORF YLR455W) de Saccharomyces cerevisiae e a 

isoforma curta da proteína NSD3 humana (NSD3c), superexpressa em câncer de 

mama. 

O projeto apresenta como objetivos específicos a avaliação da variação de 

parâmetros fenotípicos em diferentes cepas da levedura, especificados a seguir:  

- Analisar o efeito da superexpressão da Pdp3 de S. cerevisiae 

(ΔYLR455WpECUh6YLR455W ou ΔPdp3:Pdp3++) bem como da quimera Pdp3 

contendo o domínio PWWP da proteína NSD3c de humano ao invés do domínio 

PWWP original (ΔYLR455WpECUh6YLR455WPWWPNSD3c ou ΔPdp3:Quimera++) 

sobre a taxa de crescimento e tolerância ao estresse oxidativo; 

- Analisar o efeito da mutação W21A na Pdp3 de S. cerevisiae 

(ΔYLR455WpECUh6YLR455WW21A ou ΔPdp3:W21A++) sobre a taxa de 

crescimento, consumo de glicose e tolerância ao estresse oxidativo. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1. Cepas e Condições de Cultivo de Saccharomyces cerevisiae 

A cepa BY4741 de Saccharomyces cerevisiae (MATa; his3; leu2; met15; 

ura3) e sua mutante isogênica Δylr455w, que contém a ORF YLR455W interrompida 

pelo gene KanMX4, que confere resistência à geneticina, foram adquiridas da 

Euroscarf, Frankfurt, Alemanha. Os estoques destas cepas foram mantidos em meio 

sólido YPD 2% (1% p/v extrato de lêvedo, 2% p/v glicose, 2% p/v peptona e 2% p/v 

ágar) em condições apropriadas para evitar a seleção de petites ou supressores. No 

caso da cepa mutante, este meio de cultivo também continha 0,02% de geneticina. 

As cepas de Saccharomyces cerevisiae transformadas e seus controles foram 

construídas através da inserção do plasmídeo pECUh6 (Figura 11), adquirido da 

Enzimax (USA), na cepa apropriada. Trata-se de um plasmídeo de múltiplas cópias, 

com promotor forte CUP1 (induzido pela presença de Cu2+), marcador de resistência 

a ampicilina e marcador nutricional de uracila. 

 

 

Figura 11. Mapa do vetor plasmidial pECUh6. 
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As sequências para expressão plasmidial foram inseridas utilizando as 

enzimas de restrição XhoI e HindIII conforme especificado: 

 

YLR455W: 

ATGACAAAAGATATTAGAACAGGCGATTTAGTGTTATGCAAAGTTGGCTCGTTTC

CACCTTGGCCAGCTGTAGTATTTCCACAGCGTTTGCTGCGAAACGATGTATATA

GAAAGAGAAAATCCAATTGTGTTGCTGTTTGTTTTTTCAACGATCCAACTTATTAT

TGGGAACAACCCAGTAGATTAAAGGAGCTAGATCAAGACAGCATTCACAATTTC

ATATTAGAACATAGTAAAAATGCAAACCAAAGGGAATTGGTCAATGCTTATAAGG

AAGCAAAAAATTTTGATGATTTCAACGTATTTTTACAAGAAAAGTTTGAAGAAGAA

AACAGGTTAAGTGATCTAAAAGCGTTTGAGAAAAGTGAAGGTTCTAAAATCGTTG

CCGGAGAAGATCCCTTTGTAGGTCGAACAAAAGTAGTGAATAAAAGAAAAAAAA

ATTCAATATCCATCAAAGAAGATCCGGAAGATAACCAGAAATCAAATGAAGAAGA

AAGCAAACCGAACATCAAACCGTCCAAAAAAAAGAGACCCACAGCTAATTCGGG

AGGAAAATCAAACAGTGGCAATAAAAAGAAAGTTAAATTAGACTATTCCAGAAGA

GTAGAAATTTCACAGTTATTTCGCCGCAGGATTCAAAGAAATCTAATCCAGAGAG

AAACACCTCCTACTGAGCATGAGATCAAGGAAACTCATGAACTATTAAATAGAAT

ATATGAGAATTCTGACACCAAACGGCCCTTTTTTGATTTGAAGGCCCTACGCGAA

AGCAAATTACACAAGCTACTGAAAGCAATTGTTAATGATCCTGACTTAGGCGAAT

TTCACCCACTTTGTAAAGAAATTTTACTGTCCTGGGCAGACCTAATCACAGAACT

GAAGAAAGAAAAGTTGCAAGCGCTACCTACGCCTTGA 

 

YLR455WW21A: 

ATGACAAAAGATATTAGAACAGGCGATTTAGTGTTATGCAAAGTTGGCTCGTTTC

CACCTGCTCCAGCTGTAGTATTTCCACAGCGTTTGCTGCGAAACGATGTATATA

GAAAGAGAAAATCCAATTGTGTTGCTGTTTGTTTTTTCAACGATCCAACTTATTAT

TGGGAACAACCCAGTAGATTAAAGGAGCTAGATCAAGACAGCATTCACAATTTC

ATATTAGAACATAGTAAAAATGCAAACCAAAGGGAATTGGTCAATGCTTATAAGG

AAGCAAAAAATTTTGATGATTTCAACGTATTTTTACAAGAAAAGTTTGAAGAAGAA

AACAGGTTAAGTGATCTAAAAGCGTTTGAGAAAAGTGAAGGTTCTAAAATCGTTG

CCGGAGAAGATCCCTTTGTAGGTCGAACAAAAGTAGTGAATAAAAGAAAAAAAA

ATTCAATATCCATCAAAGAAGATCCGGAAGATAACCAGAAATCAAATGAAGAAGA

AAGCAAACCGAACATCAAACCGTCCAAAAAAAAGAGACCCACAGCTAATTCGGG

AGGAAAATCAAACAGTGGCAATAAAAAGAAAGTTAAATTAGACTATTCCAGAAGA
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GTAGAAATTTCACAGTTATTTCGCCGCAGGATTCAAAGAAATCTAATCCAGAGAG

AAACACCTCCTACTGAGCATGAGATCAAGGAAACTCATGAACTATTAAATAGAAT

ATATGAGAATTCTGACACCAAACGGCCCTTTTTTGATTTGAAGGCCCTACGCGAA

AGCAAATTACACAAGCTACTGAAAGCAATTGTTAATGATCCTGACTTAGGCGAAT

TTCACCCACTTTGTAAAGAAATTTTACTGTCCTGGGCAGACCTAATCACAGAACT

GAAGAAAGAAAAGTTGCAAGCGCTACCTACGCCTTGA 

 

YLR455WPWWPNSD3c: 

ATGACAACGGAAGTGTCCACTGGTGTTAAGTTTCAGGTTGGCGATCTTGTGTGG

TCCAAGGTGGGAACCTATCCTTGGTGGCCTTGTATGGTTTCAAGTGATCCCCAG

CTTGAGGTTCATACTAAAATTAACACAAGAGGTGCCCGAGAATATCATGTCCAGT

TTTTTAGCAACCAGCCAGAGAGGGCGTGGGTTCATGAAAAACGGGTACGAGAG

TATAAAGGTCATAAACAGTATGAAGAATTACTGGCTGAGGCAACCAAACAAGCC

AGCAATCACTCTGAGAAACAAAAGATTCGGAAACCCCGACCTCAGAGAGAACGT

GCTCAGTGGGATATTGGCATTGCCCATGCAGAGAAAGCATTGAAAATGACTAGA

GAAGAAAGAATAGAACAGTATACTTTTATTTACATTGATAAACAGCCTGAAGAGG

CTTTATCCCAAGCAAAAAAGAGTGTTGCCTCCAAAACCGAAGTTAAAAAAACCCG

ACGACCAAGATCTGTGCTGATCAAAGAAGATCCGGAAGATAACCAGAAATCAAA

TGAAGAAGAAAGCAAACCGAACATCAAACCGTCCAAAAAAAAGAGACCCACAGC

TAATTCGGGAGGAAAATCAAACAGTGGCAATAAAAAGAAAGTTAAATTAGACTAT

TCCAGAAGAGTAGAAATTTCACAGTTATTTCGCCGCAGGATTCAAAGAAATCTAA

TCCAGAGAGAAACACCTCCTACTGAGCATGAGATCAAGGAAACTCATGAACTAT

TAAATAGAATATATGAGAATTCTGACACCAAACGGCCCTTTTTTGATTTGAAGGC

CCTACGCGAAAGCAAATTACACAAGCTACTGAAAGCAATTGTTAATGATCCTGAC

TTAGGCGAATTTCACCCACTTTGTAAAGAAATTTTACTGTCCTGGGCAGACCTAA

TCACAGAACTGAAGAAAGAAAAGTTGCAAGCGCTACCTACGCCTTGA 

 

As cepas utilizadas e discutidas neste trabalho estão especificadas como 

segue: 

- WTpECUh6 (ou WT:v): Cepa By4741 de S. cerevisiae (controle); 

- WTpECUh6NSD3c (ou WT:NSD3c++): Cepa By4741 de S. cerevisiae 

superexpressando em vetor pECUh6 a proteína NSD3c; 
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- ΔYLR455W (ou ΔPdp3): Cepa By4741 de S. cerevisiae deletada em 

ylr455w no genoma (controle); 

 - ΔYLR455WpECUh6 (ou ΔPdp3:v): Cepa By4741 de S. cerevisiae deletada 

em ylr455w no genoma contendo o vetor pECUh6 vazio (controle); 

- ΔYLR455WpECUh6YLR455W (ΔPdp3:Pdp3++): Cepa By4741 de S. 

cerevisiae deletada em ylr455w no genoma superexpressando em vetor pECUh6 a 

proteína Pdp3; 

- ΔYLR455WpECUh6YLR455WPWWPNSD3c (ou ΔPdp3:Quimera++): Cepa 

By4741 de S. cerevisiae deletada em ylr455w no genoma superexpressando em 

vetor pECUh6 a quimera da proteína Pdp3 contendo o domínio PWWP da proteína 

NSD3c humana; 

 - ΔYLR455WpECUh6YLR455WW21A (ou ΔPdp3:W21A++): Cepa By4741 de S. 

cerevisiae deletada em ylr455w no genoma superexpressando em vetor pECUh6 a 

proteína Pdp3 contendo a mutação W21A; 

 

 Os estoques das cepas foram mantidos em meio SD 2% (2% p/v glicose; 0,67% 

p/v base nitrogenada sem aminoácido; 0,001% p/v requerimentos nutricionais) sólido 

(2% p/v ágar) sem uracila. Todos os experimentos foram conduzidos em meio dropout 

líquido sem uracila (marcador nutricional) contendo 2% em peso de glicose, para 

metabolismo fermentativo, ou 4% em peso de glicerol, para metabolismo respiratório, 

ambos suplementados com sulfato de cobre a uma concentração final de 50 μM para 

indução da expressão do vetor plasmidial. Os cultivos foram realizados a 28ºC, 160 

rpm, em erlenmeyers preenchidos com 1/5 do seu volume com o meio. 

A composição do meio de cultivo dropout é a seguinte: 0,67% p/v base 

nitrogenada sem aminoácidos, 2% p/v glicose (fonte de carbono para fermentação) 

ou 4% p/v glicerol (fonte de carbono para respiração), 0,2% p/v mistura dropout (obs: 

para o meio sólido acrescentou-se 2% p/v ágar). A mistura dropout é composta de: 

0,5 g adenina, 10,0 g leucina, 2,0 glicina, 2,0 g arginina, 2,0 g metionina, 2,0 g 

asparagina, 2,0 g ácido aspártico, 2,0 g fenilalanina, 2,0 g glutamina, 2,0 g serina, 

2,0 g ácido glutâmico, 2,0 g treonina, 2,0 g triptofano, 2,0 g histidina, 2,0 g tirosina, 

2,0 g inositol, 2,0 g uracila, 2,0 g isoleucina e 2,0 g valina. 
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3.2. Meios de Cultura e Condições de Crescimento de Bactérias E. coli 

As bactérias de E. coli utilizadas para multiplicação do vetor plasmidial foram 

crescidas em meio de cultura líquido Luria-Bertani (LB) a 37ºC com agitação de 300 

rpm no caso de meios líquidos. Com a finalidade de selecionar as cepas 

transformadas com resistência à ampicilina (marcador de resistência dos vetores 

plasmidiais) utilizou-se o meio LB contendo ampicilina (LB-amp). Para crescimento 

em meio sólido foi adicionado aos meios 2,0% p/v de ágar. O meio LB é composto 

de: 1% p/v triptona meio LB, 0,5% p/v extrato de levedura, 1% p/v NaCl, ajustando-

se o pH a 7,5 com NaOH 1 M. No caso do meio LB-amp adicionou-se 100 μg/mL de 

ampicilina. 

 

3.3. Manipulação do DNA Plasmidial (Miniprep) 

Para o isolamento rápido e em pequena escala de DNA plasmidial da E. coli 

foi utilizado o kit QIAprep Spin Miniprep, da Qiagen. A extração de DNA plasmidial 

através do kit foi efetuada de acordo com as recomendações do fabricante descritas 

no respectivo protocolo. A solução de DNA plasmidial foi armazenada em água 

ultrapura estéril a -20ºC. O DNA plasmidial foi utilizado em etapas posteriores para a 

transformação de células de levedura. 

 

3.4. Transformação de Levedura em Fase Estacionária 

As cepas de levedura foram cultivadas a 28ºC em meio rico YPD2%, 

overnight e sob agitação de 160 rpm até atingir a fase estacionária. Coletou-se um 

volume de 200 μL do meio de crescimento com as células em tubo eppendorf, 

centrifugando-se por 5 s a 13000 rpm. Após o descarte do sobrenadante, as células 

foram ressuspensas em tampão One Step que consistia de 0,2 N acetato de lítio, 

40% p/v PEG4000 e 100 mM ditiotreitol (DTT). Posteriormente foi adicionado 50-

1000 ng do plasmídeo em um volume final de 100 μL. Após esta etapa as células 

foram incubadas a 45ºC por 1 h e plaqueadas em meio mínimo SD 2% na ausência 

de uracila com a finalidade de selecionar as transformantes. 

 

3.5. Curva de Crescimento, Determinação da Taxa Específica de Crescimento 

(μ) e Determinação do Tempo de Geração Médio (T) 

A curva de crescimento celular foi determinada por espectrofotometria através 

de medida de absorvância a 570 nm da suspensão celular ao longo do tempo em 
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intervalos regulares até que o crescimento celular atingisse fase estacionária. A 

absorvância lida foi convertida em concentração de células (mg de peso seco de 

células/mL) utilizando-se o fator de conversão de peso seco (F), determinado pela 

construção de uma curva de peso seco que relaciona a absorbância lida a 570 nm à 

concentração celular. A curva de peso seco foi determinada a partir da filtração de 

um volume adequado da suspensão celular em filtro Millipore (45 μm) que 

posteriormente foi colocado sob luz de infravermelho até peso constante para 

determinação da massa celular seca. Tal massa foi relacionada à concentração 

celular na suspensão inicial a partir da qual foram feitas diluições adequadas de 

concentrações conhecidas para leitura da absorbância a 570 nm. O coeficiente 

angular (α) da curva de peso seco (Abs570 = f([células] mg/mL)) corresponde ao 

inverso do fator de peso seco (F = 1/α). 

Para determinação da velocidade específica de crescimento (μ) as medidas 

da absorbância a 570 nm das cepas foram realizadas em intervalos regulares até as 

células atingirem a fase estacionária. O μ destas células foi determinado na fase de 

crescimento exponencial pela expressão ln(X/X0) = μt, na qual X0 corresponde à 

concentração celular inicial (mg de peso seco/mL) e X à concentração celular (mg de 

peso seco/mL) após um tempo de crescimento t. O tempo de geração médio (T), 

tempo médio necessário para a duplicação da massa celular, foi determinado pela 

expressão T = ln2/μ. 

 

3.6. Tolerância ao Estresse Oxidativo 

Para indução do estresse oxidativo, as células em fase exponencial em seus 

respectivos meios foram tratadas com peróxido de hidrogênio (H2O2) durante uma 

hora a 28ºC e 160 rpm. Após este tempo de estresse, as células foram centrifugadas 

a 5000 rpm por 5 min e lavadas com água destilada gelada estéril com objetivo de 

interromper o estresse e utilizadas nos experimentos de viabilidade e peroxidação 

lipídica para avaliação da resistência ao estresse oxidativo. As concentrações de 

peróxido de hidrogênio utilizadas foram de 3 mM para os experimentos em que a 

fonte de carbono foi a glicose e de 20 mM quando a fonte de carbono foi o glicerol. 

 

3.6.1. Viabilidade Celular 

A viabilidade celular foi analisada por plaqueamento em meio sólido YPD 2% 

antes e após o estresse com peróxido de hidrogênio. Tomou-se uma alíquota 
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correspondente a 40 μg de células dos cultivos em dropout que foram avolumadas a 

1 mL em água estéril. A partir desta solução foram realizadas diluições sucessivas 

até uma solução com diluição final de mil vezes, a partir da qual foram plaqueados 

100 μL em meio sólido YPD 2% para a contagem das colônias em triplicata. As 

placas foram incubadas a 28ºC por 72 h e o número de colônias contado. A taxa de 

sobrevivência foi calculada a partir da relação entre o número de colônias obtido 

após e antes do estresse em termos percentuais. 

 

3.6.2. Peroxidação Lipídica 

Cerca de 50 mg de célula em seu respectivo meio de cultivo foram 

centrifugados e lavados duas vezes com água gelada. Após as lavagens o 

centrifugado foi ressuspenso em 500 μL de ácido tricloroacético 10% (TCA), 

adicionando-se em seguida 1,5 g de pérolas de vidro. As células foram rompidas 

pela realização de seis ciclos de agitação violenta em vórtex por 20 s, intercalados 

com 20 s no gelo. O sobrenadante foi obtido após a centrifugação a 13000 rpm por 5 

min. O nível de peroxidação lipídica foi determinado pelo método TBARS – 

Tiobarbithuric Acid Reactive Substances (Steels, 1994). O ensaio se baseia na 

reação do malondialdeído (MDA), um dos produtos finais formados a partir da 

oxidação dos lipídios da membrana plasmática, com o ácido tiobarbitúrico (TBA) 

formando uma base de Schiff colorida cuja concentração pode ser determinada por 

espectrofotometria. O ensaio foi feito com 150 μL de extrato, 150 μL de água 

destilada, 100 μL de EDTA 0,1 M e 600 μL de ácido tiobarbitúrico 1% em NaOH 0,05 

M. A mistura reacional foi incubada em tubos de microcentrífuga a 100ºC por 15 

minutos. Os tubos foram resfriados e a absorbância determinada por 

espectrofotometria a 532 nm. Cada amostra foi feita em duplicata e os resultados 

expressos em pmoles de malonaldialdeído, um dos produtos da peroxidação lipídica, 

por miligrama de célula (pmoles MDA/mg cél). O resultado final foi calculado através 

da razão entre o nível de peroxidação após o estresse e o controle (antes do 

estresse), sendo expresso em vezes de aumento. 

 

3.7. Consumo de Glicose 

As células foram cultivadas em meio dropout 2% glicose e coletadas no meio 

da primeira fase exponencial (metabolismo fermentativo), sendo centrifugadas a 

5000 rpm por 5 min. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi resuspenso em 
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tampão fosfato 50 mM pH 6 contendo glicose até um volume final de 10 mL de 

maneira que fosse obtida uma  concentração celular final de 3 mg/mL (peso 

seco/mL) e 20 mM de glicose, em um erlenmeyer de 50 mL. Foi retirada uma 

alíquota imediatamente após a adição do tampão contendo glicose (ponto zero, 0 

min) em condições não-proliferantes, que foi centrifugada imediatamente a 3000 rpm 

por 5 min. O sobrenadante foi devidamente filtrado para condições cromatográficas 

e armazenado para posterior análise por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência 

(CLAE). O meio foi incubado a 28º C e 160 rpm e alíquotas de 1 mL foram retiradas 

ao longo do tempo nos pontos referentes a 20 min, 40 min e 60 min, procedendo-se 

da mesma maneira que no ponto zero para o tratamento da amostra, centrifugando-

se o meio e armazenando o sobrenadante após filtração apropriada para posterior 

análise por CLAE. A glicose foi analisada utilizando um sistema de CLAE equipado 

com um detector de índice de refração RI- 2031 Plus, JASCO, Japão. A glicose foi 

quantificada em uma coluna Aminex HPX-87H (7.8 mm I.D. × 30 cm, BioRad, EUA), 

com a temperatura de 60°C utilizando 0,004 mM de ácido sulfúrico (H2SO4) como 

eluente a um fluxo igual a 0,6 mL por minuto. 

 

3.8. Análise de Dados e Análise Estatística 

Os resultados de todos os experimentos representam a média ± desvio 

padrão de no mínimo 3 experimentos independentes para cada condição e cepa 

testada. Para a análise dos resultados foi feito primeiramente o teste F para a 

análise das variâncias e posteriormente os resultados foram analisados utilizando o 

teste t de Student. As barras marcadas com asteriscos representam resultados 

estatisticamente iguais para um p abaixo de 0,05 dentro de cada condição ou cepa 

estudada. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1. Efeitos da Pdp3 e suas modificações em células de levedura sob 

condições de repressão catabólica (efeito Crabtree) 

Em meio fermentativo, isto é, no qual as células de levedura encontram-se 

sob efeito da repressão catabólica (efeito Crabtree) e, portanto, fermentam mesmo 

em presença de oxigênio, há simulação de uma condição metabólica de uma célula 

cancerígena (efeito Warburg), com manutenção de uma maior taxa glicolítica 

concomitante à repressão respiratória. Nestas condições, a cepa deletada para a 

proteína Pdp3 (ΔPdp3) apresentou uma taxa de crescimento específico inferior à 

cepa selvagem (WT), ou seja, a ausência da proteína Pdp3 modifica o fenótipo da 

célula diminuindo a sua velocidade de crescimento (Rona, 2014).  

A superexpressão da Pdp3 mutante W21A (ΔPdp3:W21A++) ocasionou uma 

taxa de proliferação celular semelhante à da cepa deletada nesta mesma proteína, 

evidenciando que a presença do resíduo de triptofano é essencial à manutenção da 

função da Pdp3. A substituição do triptofano 21 (W21), aminoácido de cadeia lateral 

aromática indólica, pela alanina (A), cuja cadeia lateral é uma metila, no cage 

aromático da proteína Pdp3 impediria a ligação a histonas metiladas pelo domínio 

PWWP, uma vez que este triptofano é essencial para reconhecimento do padrão de 

metilação em genes ativos transcricionalmente, ocasionando a perda da função 

(Gilbert, 2014). 

Uma cepa deletada contendo um plasmídeo vazio pECUh6 (ΔPdp3:v) foi 

utilizada como controle para validação de tais observações, apresentando 

comportamento semelhante à cepa deletada sem o plasmídeo vazio, indicando que 

a inserção de um vetor plasmidial não interfere de maneira significativa nos padrões 

de expressão basais da levedura e que os resultados observados são influenciados 

unicamente pela expressão da proteína recombinante, e não pela presença física do 

plasmídeo ou pela adição de Cu2+. Os resultados obtidos para a taxa de crescimento 

específico (μ) e tempo de geração médio (T) em condições de fermentação sob 

repressão catabólica estão representados na Figura 12. 
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Figura 12. Determinação da velocidade específica de crescimento (μ) e do tempo de geração 

médio (T) de células de levedura deficientes em Pdp3 e superexpressando a Pdp3 mutada em 

W21A e de seus controles em condições de metabolismo fermentativo sob repressão 

catabólica (efeito Crabtree). Para a determinação de μ e de T, as cepas foram cultivadas em 

dropout suplementado com glicose 2%, as medidas da absorvância a 570 nm foram realizadas em 

intervalos regulares até as células atingirem a fase estacionária. O μ destas células foi determinado 

na fase de crescimento exponencial pela expressão ln X/X0 = μt e o T pela expressão T= ln2/μ. Os 

resultados representam a média e desvio padrão de no mínimo 3 experimentos independentes. * 

representa valores de média estatisticamente iguais para um nível de significância p<0,05. 

 

Os avanços na compreensão dos mecanismos de danos oxidativos em 

biomoléculas permitiram identificar uma diversidade de biomarcadores deste 

processo, como carbonilação de proteínas, oxidação de lipídios e DNA. Esses 

biomarcadores são utilizados para associar a ocorrência de estresse oxidativo em 

diversas doenças (Brasil, 2011). Durante o estresse oxidativo, um dos alvos das 

espécies reativas de oxigênio (EROs) são os ácidos graxos que compõem a 

membrana celular formada por uma bicamada lipídica. Como consequência tem-se 

uma grande alteração da estrutura da membrana, comprometendo algumas de suas 

funções, como o transporte de nutrientes e a manutenção do equilíbrio osmótico. 

Uma das formas de verificar a sensibilidade ao estresse oxidativo é analisar os 

danos causados à membrana (Brasil, 2011).  

Em condições de metabolismo fermentativo sob repressão catabólica ocorre 

inibição da respiração celular e, portanto, não ocorre a estruturação efetiva das 

defesas antioxidantes necessárias para mitigação de EROs, tornando as células 

mais susceptíveis a danos moleculares oxidativos decorrentes da formação destas 



47 
 

espécies. Esta condição simula o efeito Warburg das células cancerígenas que, 

além de aumentar a taxa de proliferação celular, diminui a atividade mitocondrial e 

aumenta a taxa glicolítica. Como há uma diminuição da via oxidativa, a célula 

tumoral não desenvolve a defesa antioxidante no processo de resposta ao estresse 

oxidativo, o que ocasiona um aumento da sensibilidade das células tumorais a EROs 

(Ruckenstuhl et al., 2009). 

Como o peróxido de hidrogênio é uma espécie reativa de oxigênio, as células 

de levedura foram tratadas com este reagente durante uma hora, a 28ºC e 160 rpm, 

para simular uma situação de estresse oxidativo. Em caso de células sob 

metabolismo fermentativo, ou seja, cujas defesas antioxidantes intracelulares não se 

encontram bem desenvolvidas, foi dado um estresse de 3 mM, verificado em 

estudos anteriores (Rona, 2014) como suficiente para verificação de variações 

fenotípicas entre as diferentes cepas sem morte celular total em todas elas. A 

sensibilidade foi determinada através da viabilidade celular e peroxidação lipídica, 

comparando a situação controle, antes do estresse, à situação após o estresse. 

A deleção da Pdp3 (ΔPdp3) ocasionou um aumento de viabilidade celular em 

relação à cepa que expressa níveis basais de Pdp3 (WT), indicando que a deleção é 

benéfica em termos de resistência ao estresse oxidativo. A superexpressão da Pdp3 

mutada em W21A (ΔPdp3:W21A++) ocasionou da mesma maneira um aumento de 

viabilidade celular em relação à cepa WT, confirmando a importância do resíduo de 

triptofano 21 na manutenção da funcionalidade da proteína e corroborando que sua 

perda de funcionalidade é benéfica em termos de estresse oxidativo. Os resultados 

encontram-se resumidos na Figura 13. 

Novamente a inserção de um plasmídeo vazio na cepa deletada em Pdp3 

(ΔPdp3:v) ocasionou resultado estatisticamente igual ao da cepa deletada sem o 

plasmídeo vazio (ΔPdp3), indicando que os resultados observados são função 

apenas da deleção desta proteína, sem influência da inserção do vetor plasmidial. 
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Figura 13. Sensibilidade ao estresse oxidativo de células deficientes na Pdp3 e 

superexpressando a Pdp3 mutada em W21A e de seu controle em condições de metabolismo 

fermentativo sob repressão catabólica (efeito Crabtree). Células cresceram em meio dropout 

contendo glicose 2% até metade da fase exponencial e foram submetidas ao estresse com peróxido 

de hidrogênio na concentração de 3 mM por 1 h a 28°C/160 rpm. A viabilidade celular foi medida 

através de plaqueamento das células em meio rico YPD2% sólido. Os resultados representam a 

média e desvio padrão de no mínimo 3 experimentos independentes. * representa valores de média 

estatisticamente iguais para um nível de significância p<0,05. 

 

Foi observado que ausência ou perda funcional da Pdp3 protegeu a célula 

contra a peroxidação lipídica, uma vez que os níveis de dano oxidativo à membrana 

na cepa que não expressa a Pdp3 (ΔPdp3) e na cepa que expressa esta proteína 

com a mutação W21A (ΔPdp3:W21A++) foram inferiores aos da WT. Os níveis de 

peroxidação lipídica para estas duas cepas foram semelhantes, confirmando os 

resultados obtidos nos experimentos anteriores de que a perda do triptofano do cage 

aromático é capaz de inativar funcionalmente a Pdp3, que passa a apresentar 

comportamento semelhante à da cepa deletada nesta mesma proteína, 

evidenciando a importância deste resíduo na manutenção da atividade da proteína, 

conforme resultados explicitados na Figura 14. 
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Figura 14. Sensibilidade ao estresse oxidativo de células deficientes na Pdp3 e 

superexpressando a Pdp3 mutada em W21A e de seu controle em condições de metabolismo 

fermentativo sob repressão catabólica (efeito Crabtree). Células cresceram em meio dropout 

contendo glicose 2% até metade da fase exponencial e foram submetidas ao estresse com peróxido 

de hidrogênio na concentração de 3 mM por 1 h a 28°C/160 rpm. Os níveis de peroxidação lipídica 

foram determinados pelo método de TBARS e os resultados foram expressos como uma razão entre 

o nível de peroxidação lipídica após e antes do estresse. Os resultados representam a média e 

desvio padrão de no mínimo 3 experimentos independentes. * representa valores de média 

estatisticamente iguais para um nível de significância p<0,05. 

 

Em metabolismo fermentativo a velocidade de consumo de glicose é alta 

quando comparada ao metabolismo oxidativo, uma vez que o rendimento energético 

por molécula de glicose em condições fermentativas (2 ATP/glicose) é baixo em 

comparação ao rendimento energético em condições respiratórias (30-32 

ATP/glicose).  

Os resultados obtidos para o consumo de glicose (Figura 15) indicam que a 

deleção da Pdp3 (ΔPdp3:v) ou a superexpressão desta proteína com a mutação 

W21A (ΔPdp3:W21A++) ocasiona uma redução no consumo de glicose em relação 

à cepa WT controle (By:v), corroborando com os resultados anteriores que indicam 

que a deleção ou perda de funcionalidade da Pdp3 diminui a taxa de proliferação e o 

perfil fermentativo. Além disso, observa-se que a taxa de consumo de glicose da 

cepa que superexpressa a Pdp3 mutada em W21A (ΔPdp3:W21A++) é semelhante 

ao da cepa deletada controle (ΔPdp3:v), indicando junto aos resultados obtidos 

anteriormente que a deleção ou perda de funcionalidade da Pdp3 pela mutação 
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W21A ocasionam efeitos metabólicos semelhantes podendo indicar que a Pdp3 

exerce uma função relacionada ao shift metabólico de respiração para fermentação 

em levedura dentro do contexto de metabolismo energético. 

 

 

Figura 15. Consumo de glicose em condições não proliferantes de células deficientes na Pdp3 

e superexpressando a Pdp3 mutada em W21A em relação a WT coletadas em metabolismo 

fermentativo: As cepas foram cultivadas em meio dropout contendo glicose 2% até metade da fase 

exponencial, coletadas por centrifugaçãoe transferidas para solução de glicose contendo tampão 

(condições não proliferantes). A taxa do consumo de glicose foi determinada por CLAE. Os resultados 

representam a média e desvio padrão de no mínimo 3 experimentos independentes. 

 

O conjunto de resultados obtidos indica que a superexpressão da proteína 

mutada Pdp3 substituída no resíduo de triptofano 21 por uma alanina (mutação 

W21A) em metabolismo fermentativo ocasiona um fenótipo semelhante ao da 

deleção de Pdp3, com uma diminuição da taxa de proliferação celular e maior 

resistência ao estresse oxidativo, evidenciando a importância deste resíduo para a 

manutenção da funcionalidade da Pdp3 e que a deleção ou perda de funcionalidade 

desta proteína é benéfica para a célula em termos de resistência ao estresse 

oxidativo, afetando negativamente a taxa de crescimento e proliferação celular. 
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4.2. Efeitos da Pdp3 de levedura e da NSD3c humana e suas modificações em 

levedura sob condições de metabolismo respiratório 

Em meio contendo glicerol as células de levedura adotam o metabolismo 

respiratório, ou seja, condições metabólicas de uma célula humana saudável que 

recebe aporte normal de oxigênio. Esta condição de crescimento da levedura 

permite avaliar como uma célula saudável, que cresce e se desenvolve em 

condições aeróbicas, sofre influência das proteínas Pdp3 e NSD3c em relação ao 

metabolismo. A taxa de proliferação observada em condições respiratórias foi bem 

menor do que em condições fermentativas. 

A superexpressão da isoforma curta da NSD3 (WT:NSD3c++) aumentou a 

taxa de crescimento específico quando comparado ao controle, indicando que a 

proteína humana NSD3c, superexpressa em casos de câncer de mama, ocasionaria 

um aumento da taxa de proliferação celular. Ou seja, a superexpressão da isoforma 

curta da NSD3c é capaz de transformar o fenótipo de S. cerevisiae da mesma 

maneira que na transformação fenotípica de uma célula saudável em tumoral 

quando tal proteína é superexpressa nos casos de câncer (Rona, 2014). 

A deleção da proteína Pdp3 (ΔPdp3) ocasionou uma pequena redução na 

taxa de proliferação em relação à cepa WT, corroborando com os resultados obtidos 

de que a Pdp3 influencia positivamente a proliferação celular, visto que sua deleção 

modifica o fenótipo da célula diminuindo sua velocidade de crescimento. Por outro 

lado, a superexpressão da Pdp3 (ΔPdp3:Pdp3++) em condições de metabolismo 

respiratório ocasionou um aumento bastante pronunciado da taxa de crescimento 

em relação ao controle, atingindo níveis semelhantes aos da superexpressão da 

NSD3c humana em levedura. A superexpressão da quimera da proteína Pdp3 

contendo o domínio PWWP da NSD3c humana no lugar do PWWP original 

(ΔPdp3:Quimera++) também ocasionou um aumento bastante pronunciado em 

relação ao controle, indicando que o domínio PWWP da NSD3c humana é capaz de 

substituir funcionalmente o domínio da Pdp3. Tais resultados estão representados 

na Figura 16. 
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Figura 16. Determinação da velocidade específica de crescimento (μ) e do tempo de geração 

médio (T) de células de levedura superexpressando a NSD3c humana, a Pdp3, a quimera da 

Pdp3 contendo o domínio PWWP da NSD3c humana e seus controles em condições de 

metabolismo respiratório. Para a determinação de μ e de T, as cepas foram cultivadas em dropout 

suplementado com glicerol 4%, as medidas da absorvância a 570 nm foram realizadas em intervalos 

regulares até as células atingirem a fase estacionária. O μ destas células foi determinado na fase de 

crescimento exponencial pela expressão ln X/X0 = μt e o T pela expressão T= ln2/μ. Os resultados 

representam a média e desvio padrão de no mínimo 3 experimentos independentes. * representa 

valores de média estatisticamente iguais para um nível de significância p<0,05. 

 

Em condições de metabolismo respiratório, a célula apresenta as defesas 

antioxidantes bem desenvolvidas e pode lidar com o estresse oxidativo de modo 

mais eficiente. Desta forma, o estresse com peróxido nos experimentos de 

resistência ao estresse oxidativo foi feito a uma concentração de 20 mM, por uma 

hora a 28ºC e 160 rpm, concentração anteriormente verificada (Rona, 2014) capaz 

de permitir um crescimento celular que tornasse possível a observação de 

diferenças entre as cepas em relação à resistência ao estresse oxidativo sem total 

morte celular. Os resultados para a sensibilidade ao estresse oxidativo em 

condições respiratórias estão indicados nas Figuras 17 e 18. 

A superexpressão da NSD3c (WT:NSD3c++) (Rona, 2014) ou da Pdp3 

(ΔPdp3:Pdp3++) ocasionou um maior nível de peroxidação lipídica em relação aos 

seus respectivos controles, associado a uma queda na viabilidade após o estresse 

com peróxido de hidrogênio, ou seja, a célula que superexpressa a NSD3c ou a 

Pdp3 apresenta uma menor resistência às espécies reativas de oxigênio (EROs). 

Por outro lado, a deleção da proteína Pdp3 (ΔPdp3:v) ocasionou uma maior 

resistência a EROs, verificado pela manutenção de uma viabilidade superior a do 
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controle que expressa níveis basais da Pdp3 (WT:v). Estes resultados mostram que 

a célula se torna mais resistente a EROs quando há deficiência na proteína Pdp3. 

Esse fenômeno ocorre provavelmente devido à diminuição do metabolismo 

oxidativo, anteriormente verificada na superexpressão da NSD3c (Rona, 2014) e 

proposta como hipótese para a Pdp3, o que diminuiria as defesas antioxidantes 

estimuladas durante a respiração celular. Além disso, a superexpressão da quimera 

da Pdp3 contendo o domínio PWWP da NSD3c (ΔPdp3:Quimera++) ocasionou um 

aumento bastante pronunciado dos níveis de peroxidação lipídica em relação à cepa 

WT, semelhante à cepa superexpressando da Pdp3 (ΔPdp3:Pdp3++), indicando 

novamente que o domínio PWWP da NSD3c humana é capaz de substituir 

funcionalmente o da Pdp3 em termos metabólicos. 

Tais resultados associados aos obtidos em experimentos anteriores (Rona, 

2014) evidenciam a influência da NSD3c humana no shift metabólico energético 

(Rona, 2014) e as consequências em termos de estresse oxidativo que ocorre 

devido à repressão do metabolismo respiratório e ao estímulo da via glicolítica sob 

tais condições. Propõe-se que um mecanismo de alteração metabólica semelhante 

ocorre no caso da Pdp3 de levedura. Além disso, observa-se que o domínio PWWP 

da proteína humana NSD3c substitui funcionalmente o mesmo domínio na proteína 

Pdp3 de levedura, corroborando com resultados obtidos anteriormente (Rona, 2014) 

e confirmando a conservação funcional deste domínio entre a levedura e a célula 

humana. 
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Figura 17. Sensibilidade ao estresse oxidativo de células de levedura superexpressando a 

NSD3c humana e superexpressando a Pdp3 e seus controles em condições de metabolismo 

respiratório. Células cresceram em meio dropout contendo glicerol 4% até metade da fase 

exponencial e foram submetidas ao estresse com peróxido de hidrogênio na concentração de 20 mM 

por 1 h a 28°C/160rpm. A viabilidade celular foi medida através de plaqueamento das células em 

meio rico YPD 2% sólido. Os resultados representam a média e desvio padrão de no mínimo 3 

experimentos independentes. * representa valores de média estatisticamente iguais para um nível de 

significância p<0,05. 
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Figura 18. Sensibilidade ao estresse oxidativo de células de levedura superexpressando a 

NSD3c humana, a Pdp3 e a quimera da Pdp3 contendo o domínio PWWP da NSD3c humana e 

seus controles em condições de metabolismo respiratório. Células cresceram em meio dropout 

contendo glicerol 4% até metade da fase exponencial e foram submetidas ao estresse com peróxido 

de hidrogênio na concentração de 20mM por 1 h a 28°C/160 rpm. Os níveis de peroxidação lipídica 

foram determinados pelo método de TBARS e os resultados foram expressos como uma razão entre 

o nível de peroxidação lipídica após e antes do estresse. Os resultados representam a média e 

desvio padrão de no mínimo 3 experimentos independentes. * representa valores de média 

estatisticamente iguais para um nível de significância p<0,05. 

 

A taxa de consumo de glicose foi determinada apenas para as células que 

foram cultivadas em glicose, visto que as células cultivadas em glicerol (metabolismo 

respiratório) apresentam um consumo muito lento de glicose, não sendo possível 

verificar diferenças pronunciadas entre as mutantes e seus controles.  

De acordo com o conjunto de resultados obtidos, observa-se que a 

superexpressão da proteína Pdp3 em Saccharomyces cerevisiae sob condições de 

metabolismo respiratório é capaz de alterar o fenótipo da célula de levedura 

aumentando a taxa de proliferação celular e elevando a sensibilidade ao estresse 

oxidativo causado por espécies reativas de oxigênio, em uma manifestação 

fenotípica semelhante à superexpressão da NSD3c humana, reportada como capaz 

de transformar o metabolismo de uma célula saudável em tumoral (efeito Warburg) 

quando superexpressa. Além disso, a superexpressão da proteína Pdp3 quimera 

contendo o domínio PWWP do oncogene de câncer de mama NSD3c humano em 

condições respiratórias altera o fenótipo da levedura de maneira semelhante à 

superexpressão da Pdp3,  aumentando a taxa de proliferação celular e elevando a 

sensibilidade ao estresse oxidativo causado por espécies reativas de oxigênio, 

indicando que o domínio PWWP do oncogene humano NSD3c é capaz de substituir 

funcionalmente este mesmo domínio na Pdp3, evidenciando a semelhança funcional 

em termos de efeito metabólico gerado por estas proteínas, bem como confirma a 

conservação da funcionalidade do domínio PWWP entre as espécies. 
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5. CONCLUSÃO 

A proteína Pdp3 de Saccharomyces cerevisiae, parte integrante do complexo 

NuA3 com função de histona acetiltransferase, e a proteína NSD3c humana, 

superexpressa em casos de câncer de mama e com função de histona 

metiltransferase, parecem apresentar semelhança funcional dentro do contexto do 

metabolismo energético. 
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