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Calcineurina regula o conteudo de polifosfatos
em levedura

Barbara Pessanha Poggian, Lev A. Okorokov

Os polifosfatos inorgéanicos (PolyP) estdo presentes em bactérias, fungos, plantas
e células humanas. PolyP participam em preservacdo da energia, homeostase
ibnica, formacdo de canais de cétions, regulacdo da expressdo génica, em
coagulacdo sanguinea, proliferacdo e diferenciacdo celular de osteoclastos e
neurdnios. Pouco é conhecido sobre a regulacdo de sua sintese a partir de ATP.
Recentemente demonstramos que a ativacdo de H'-ATPases de membrana
plasmatica e vacuolar de levedura, V-H'-ATPase pela glicose extracelular,
necessita a atividade de uma proteina fosfatase calcineurina (CaN). Sabendo, que
a V-H'-ATPase participa em sintese de polyP, formulamos o primeiro alvo de
trabalho: comparar o conteido de PolyP em levedura selvagem e mutante cnbl
deficiente da calcineurina. Os PolyP acido-sollveis foram extraidos a 0-4°C pelo
1IN HCIO4; e hidrolisados a 100°C. A diferenca de contelido de ortofosfato
determinado depois e antes da hidrolise de PolyP corresponde de conteudo
destes polimeros. Os PolyP insoltuveis de alto peso molecular foram determinados
em restante de células como resultado de sua hidrolise (100°C, 0,5N HCIO,)
depois de extracdo pelo acido frio através de conteudo de ortofosfato. Detectamos
qgue o conteudo de PolyP foi significativamente menor em células
mutante cnbl em comparacdo com células selvagens. A diminui¢do foi no minimo
50% para PolyP solaveis de vacuolos, e aproximadamente 60% para PolyP
insolaveis. O conteudo de ortofosfato também foi diminuido no minimo 60%. Os
resultados mostram que CaN é extremamente importante para biossintese de
PolyP, e revelam que decréscimo do transporte de ortofosfato através da
membrana plasmatica é regulado pela CaN. Sabendo que CaN é importante para
resisténcia de fungos aos metais pesados, formulamos o segundo alvo de
trabalho: verificar se esta resisténcia ocorre devido a capacidade celular de
sintetizar mais PolyP. Mostramos que o crescimento de mutante cnbl foi inibido
por 3 mM Mn%. Em outro ensaio 3 mM Mn** foi adicionado com 100 mM glicose.
Observamos que nestas condicdes o mutante deficiente de CaN também
apresentou a diminuicdo de conteudo de ortofosfato, de PolyP soluveis e PolyP
insoluveis.
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