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RESUMO

Saccharomyces cerevisiae € amplamente utilizada na producédo de bioetanol e as
elevadas concentracbes de etanol durante a fermentacdo representam um dos
estressores mais comuns que afetam inicialmente a membrana citoplasmatica.
Entretanto, o conhecimento acerca da dinamica dos compartimentos da membrana
plasmatica em S. cerevisiae sob estresse etandlico é incipiente. Aqui, objetivou-se
buscar por caracteristicas que contribuam para a melhor compreenséo da dinamica
dos compartimentos eisossoma e MCP em resposta ao estresse etandlico em S.
cerevisiae. Durante 240 min, células da linhagem BY4741 foram expostas a diferentes
concentracfes de etanol e analisou-se a acidificacdo do meio extracelular, taxa de
crescimento, sublocalizacdo celular de proteinas e andlises da expressao génica e
proteica. Os resultados mostraram que o etanol tem influéncia na interacdo entre os
compartimentos MCP e eisossoma, afetando diretamente o fluxo de prétons entre a
célula e o meio externo e o nivel de interferéncia é norteado pelo percentual de etanol.
Adicionalmente, a reducdo da Pmalp (MCP) em células sob estresse por etanol
corrobora a baixa atividade de fluxo de prétons. O aumento de eisossomas
juntamente com o aumento de Canlp e Xrnlp sugerem um papel protetor e regulador
do eisossoma durante o estresse por etanol. Por fim, demonstramos o aumento de
granulos de estresse vinculado ao aumento de eisossomas durante o estresse por
etanol. Em suma, reportamos algumas caracteristicas-chave para a compreenséao da
dindmica dos compartimentos eisossoma e MCP em resposta estresse etandlico,
evidenciamos a importancia da interacdo entre os compartimentos de membrana
plasmatica com vias regulatorias responsaveis pelo homeostase iénica intracelular e
degradacdo de mRNA e sugerimos que eisossomas podem representar uma
importante resposta celular adaptativa ao estresse por etanol.

Palavras-chave: Estresse etandlico; Eisossoma; Fluxo de protons; Saccharomyces

cerevisiae.



ABSTRACT

Saccharomyces cerevisiae is widely used in the bioethanol production and the high
ethanol concentrations during fermentation represent one of the most common
stressors that initially affect the cytoplasmic membrane. However, the knowledge
about dynamics of plasma membrane compartments in S. cerevisiae under ethanolic
stress is incipient. Here, the objective was to search for characteristics that contribute
to a better understanding of the dynamics of eisosome and MCP compartments in
response to ethanolic stress in S. cerevisiae. During 240 min, BY4741 cells were
exposed to different ethanol concentrations and the acidification of extracellular
environment, growth rate, cellular protein sublocalization and gene and protein
expression analysis were analyzed. The results showed that ethanol has an influence
on the interaction between MCP and eisosome compartments, directly affecting the
proton flow between cell and external environment, and the interference level is guided
by the ethanol percentage. Additionally, the Pmalp (MCP) reduction in cells under
ethanol stress corroborates with the proton flux activity low. The increase in eisosomes
together with the increase in Canlp and Xrnlp suggest a protective and regulatory
role of the eisosome during ethanol stress. Finally, we demonstrate the increase in
stress granules linked to the increase in eisosomes during ethanol stress. In summary,
we report some key-features for understanding the dynamics of eisosome and MCP
compartments in response to ethanolic stress, highlight the importance of interaction
between plasma membrane compartments with regulatory pathways responsible for
intracellular ionic homeostasis and mMRNA degradation and suggest that eisosomes

may represent an important adaptive cellular response to ethanol stress.

Key-words: Ethanolic stress; Eisosome; Proton flux; Saccharomyces cerevisiae.
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Além disso, encontramos um aumento da quantidade da proteina PABP em
células sob alto nivel de estresse por etanol, indicando um aumento de SGs durante
esse estresse. Os eisossomas podem estimular diretamente a montagem de SGs
através do recrutamento subcortical da Pkclp ativa (AMEN; KAGANOVICH, 2020). A
formacdo de SGs no contexto de estresse permite uma re-inicializagdo mais rapida
da diviséo celular apds a finalizagdo do estresse (AMEN; KAGANOVICH, 2020). Um
estudo demonstrou uma menor abundancia de SGs na auséncia de eisossomas,
resultando em uma recuperacdo tardia do estresse devido a Pkclp estar desprotegida
da degradacdo (AMEN; KAGANOVICH, 2020). O aumento de PABP e
consequentemente dos SGs, pode ser parcialmente explicado pelo aumento dos

compartimentos eisossomas durante o elevado estresse etandlico.

Por fim, aparentemente, 0 aumento do compartimento eisossoma representa
uma possivel resposta celular adaptativa no enfrentamento das altas concentragfes
de etanol, indicando uma possivel funcéo protetora dos eisossomas. Assim, nossas
descobertas contribuem para uma melhor compreensdo da dinamica dos
compartimentos da membrana plasmatica eisossoma e MCP em células durante o
estresse por etanol. Esses dados também reforcam a importancia da interacéo entre
os compartimentos da membrana plasmatica com diferentes vias regulatérias, como
a regulacdo de transportadores de prétons/nutrientes e a via de degradacdo de
MRNAs. Portanto, as descobertas acerca dos compartimentos eisossoma e MCP no
nosso estudo podem fornecer as bases para estudos futuros a fim de desenvolver
linhagens mais tolerantes ao etanol, impactando positivamente a producdo de

biocombustiveis ao redor do mundo.

CONCLUSAO

A utilizacdo de dados da avaliacdo de acidificacdo de meio extracelular, taxa
de crescimento populacional, a sublocalizagédo celular e quantificacdo GFP de
proteinas por microscopia de fluorescéncia, bem como analises de expressao génica
e proteica, possibilitou encontramos uma combinac&o de caracteristicas chaves para
a melhor compreensdo da dinamica dos compartimentos eisossoma e MCP em
resposta ao estresse etanolico em linhagens BY4741 de Saccharomyces cerevisiae.

Uma delas foi a reducao da atividade de fluxo de protons durante estresse etandlico,
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o qual foi modulado pelo percentual de etanol imposto. Além disso, destacamos o
aumento dos compartimentos eisossoma durante o estresse etandlico, assim como
simportadores APC e proteinas de outros mecanismos intracelulares, confirmando o
papel protetor e regulador desse compartimento também durante o estresse por
etanol. Por fim, 0 aumento de SGs atrelado ao aumento dos eisossomas em células
sob alto nivel de estresse, pode ser entendido como um mecanismo benéfico de
resposta ao estresse etanolico para a rapida retomada das funcdes celulares pés-

estresse.
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