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Resumo

O esclarecimento dos mecanismos de acdo do dior&ueariotas constitui uma prioridade
em toxicologia ambiental, por esta fenilureia ser poluente organico persistente. Deste
modo, o alvo principal deste estudo foi avaliar oa@rcaréncia em nutrientes e a exposi¢céo ao
diurdo influenciam o crescimento, resposta energéti antioxidante d8. cerevisiadJE-
MEsz. O diurdo (75 uM) mostrou-se toxico padacerevisiadJE-ME;g, pelo decréscimo da
biomassa produzida por leveduras crescidas em meiasglucose como fonte de carbono,
em 200 min de ensaio, embora na fase final da &@§mwsse observe uma resposta
proliferativa a fenilureia, com o aumento da solw@&wcia celular e das atividades fosfatase
alcalina, glutationo redutase, glucose-6-fosfatsidtegenase, catalase T e A e ascorbato
peroxidase, bem como do conteddo em fosfolipid@ilglicerdis e ergosterol de leveduras
em fase fermentativa, onde a resposta antioxigargxe ser um contribuinte vital.







Diuron: antioxidant and energetic systems respohSaccharomyces
cerevisiae

Abstract

The finding of toxic mechanisms of diuron in euk@gs is a priority in environmental
toxicology, because this phenylurea is a persisteg@nic pollutant. Thus, the aim of this
study was to evaluate how nutrients starvationdinn exposure influence growth, energy
and antioxidant response 9f cerevisia®JE-MEs. The results show that diuron (75 mM) was
toxic to S. cerevisiadJE-ME;3, decreasing biomass production by yeast growngugincose

as carbon source, during 200 min of assay, althaughe final phase of diuron exposure it
was observed a proliferative response to phenylwéh an increased of cell survival and
alkaline phosphatase, glutathione reductase, giu6gshosphate dehydrogenase, catalase T
and A, and ascorbate peroxidase enzyme activitees, well as in phospholipids,
triacylglycerols, and ergosterol contents of fertaéwe yeasts, whose antioxidant response

appears to be critical.

Xl
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1. Fundamento Teorico

1.1. Produtos fitofarmacéuticos

Ao longo da historia, muitos foram os periodos am glteracdes sociais definiram
novas fronteiras que contribuiram para esbocaciedade atual. Esses periodos conturbados
da histéria mundial conferiram a muitos paises ig@ie$ favoraveis para a expansao
populacional que gerou novas necessidades em atimerem outros recursos essenciais. As
necessidades alimentares até a Il Guerra mundgh grarcialmente supridas por uma
agricultura sustentavel, de rotagdo entre varigeadss vegetais num determinado local,
praticada por grupos de pessoas, muitas vezesipentes a mesma familia, que constituiam
um “agroecossistema” que permitia a manutencamiless de nutrientes do solo e favorecia
o controlo natural de pragas (Altieri, 1998). Poréras ultimos 50 a 60 anos ocorreu nos
paises desenvolvidos uma revolucdo da agricultue grocurou dar resposta a enorme
necessidade alimentar derivada pela explosdo défitagmundial. Desde entdo, passou a
dar-se maior atencao e incentivo as monoculturgscqgnsistem em culturas, muitas vezes de
centenas de hectares onde é cultivada uma unitedade vegetal. Para além disso, as
plantas cultivadas passaram a ser escolhidas deécacom carateristicas que favorecem uma
maior fonte de receitas monetarias, tais como, mamdo dos frutos, sabor, ou outra
carateristica procurada no mercado. Porém, na graraioria dos casos, as especies com
essas carateristicas apresentam elevada vulneaalgila predadores naturais, doencas e, para
além disso, necessitam de uma ampla variedadendegopiantidade de nutrientes que o solo
nao consegue fornecer, nem as plantas tém a cagadil@ sintetizar, o que leva a condi¢des
de esgotamento dos solos, como o0 esgotamento desowscem azoto (N), levando a
destruicdo da fauna microbiana do solo, muitassvezeencial a vida das plantas, ao mesmo

tempo que estimula a propagacédo de pragas (Ali@eg; Parfitt, 2010).
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Figura 1.1.Evolugéo da prética agricola nas uUltimas décadiptado de (Altieri, 1998).

A vulnerabilidade das monoculturas levou a quegrgaltores se vissem obrigados a
recorrer as “maravilhas” da quimica, passando eemtdgr dos fertilizantes e produtos
fitofarmacéuticos, entre os quais se destacam micltas como produtos muito utilizados.
Todavia, a vida ndo é estéatica e imutavel. Tal fatmu a que os seres vivos alvo dos
herbicidas adquirissem, via selecao natural, meoas de desintoxicagdo que lhe conferiram
novas capacidades para constituirem uma ameacalli@sas objeto da protecdo. Esta
“evolucdo” das ameacas as culturas tem determinadoecurso a novos produtos
fitofarmacéuticos logo que o agricultor observa guberbicida ou o regulador de pragas
aplicado deixa de proteger uma determinada cult&a. empresas envolvidas no
desenvolvimento desses materiais tiram partidordange evolucdo da sintese quimica do
pos-guerra que tem permitido a criacdo de inUmemiigcipios ativos e de inumeras
conjugacbes desses principios ativos com diversfjgvantes, criando uma grande
diversidade de formulagcbes, que tornam o mercads pl@dutos fitofarmacéuticos
extremamente dindmico e gerador de receitas miiesgAltieri, 1998; Braconi, 2008).

As tentativas de preservar as plantacoes tém leaad@buso da aplicacdo de herbicidas
e de outros produtos fitofarmacéuticos. Ao sereitizalos em excesso e/ou de forma
continua, estes compostos atingem o0s solos onddéas#@imente lixiviados pela aguas da
chuva e da rega, atingindo cursos de agua supésfitiem como aquiferos que facilitam a
sua disseminacdo ambiental, absor¢cdo e acumulaggrepsiva pelos varios niveis troficos
de diversas cadeias alimentares. Este fato peamatgosicdo dos seres humanos a niveis de
xenobibticos muito superiores aos aplicados nasirasl e potencialmente mais perigosos.
Para além disso, devido a globalizacdo, mesmo isepaom normas bem definidas quanto
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ao uso de determinados compostos, estdo a elestexpievido a importacdo de produtos
provenientes de paises onde o seu uso nédo esitd sujegislacdo proibitiva, ou entdo essa
legislacdo permite uma utilizacdo mais ampla do gueuropeia (Altieri, 1998; Braconi,
2008).

A classe de herbicidas denominada fenilureia é ostappor inimeros compostos
utilizados para controlar infestantes, tanto emtucat agricolas como em pavimentos
urbanos, tintas, entre outros. As moléculas quegiaim este grupo, como o linuréo,
isoproturdo e o composto utilizado neste estuddiutdo, possuem em comum 0S grupos
fenilo e ureia, que Ihes confere propriedades dwn&ds e que sao responsaveis pela sua
atividade herbicida. Estas moléculas diferem esitrea poténcia da sua acao e na facilidade
de acesso ao alvo, que depende dos seus grupdgusuies que variam nas diferentes
fenilureias (Mattina, 1991; Giacomazzi, 2004; Sgesn) 2008; Car2013)

O diurédo, ouN-(3,4-diclorofenil)N, N-dimetil-ureia, nome IUPAC, é utilizado como
principio ativo de diversos herbicidas e por issoeera um enorme potencial de estudo, de
forma a perceber o seu impacte quando aplicado wtaras agricolas. E uma molécula
pertencente a familia das fenilamidas e a subcldasefenilureias (Giacomazzi, 2004;
Sgrensen, 2008).

O
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Figura 1.2. Representacdo estrutural do diurdo (N'-(3,4-didéonit)-N,N-dimetil-ureia) (adaptado de Merck,

1996).

A sua utilidade enquanto agente herbicida advécagacidade que possui de bloquear
a transferéncia de eletrbes ao nivel da cadeieadsporte de eletrdes do fotossistema Il dos
organismos fotossintéticos. Esta molécula € capagedigar a quinona B @R na proteina
D, pertencente ao complexo do fotossistema Il dasglastos, presentes nas membranas dos
tilacoides, impedindo a transferéncia de eletrdggeea quinona A (&) e a @, bloqueando
desta forma o fluxo de eletrdes. Ao impedir a tien@ncia eletronica, impede a conversédo de
energia radiante em energia quimica sob a formdriftssfato de adenosina (ATP) e
equivalentes redutores como o NADPH, bem como acéim do dioxido de carbono (€0
conduzindo a morte celular e consequentemente & mMos organismos nos quais o diurédo é
aplicado (Giacomazzi, 2004; Moncada, 2004; SgrerZ¥8; Romero, 2010).
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Figura 1.3.Modo de acéo do diurdo sobre as plantas (adap@a@uuhtas, 2008 e Najafpour, 2012).

Para além da faléncia dos organismos por carérciandrgia e fonte de carbono, o
diurdo é ainda responsavel por diversos danosatefyl tais como impedir a célula de
reoxidar a Q, levando a formacédo de clorofila num estado tiiplgue ao interagir com o
dioxigénio (Q) conduz & formacdo da molécula de oxigénio singuftd,). Esta Ultima
molécula é capaz de remover protdes a lipidosuredos levando a formacéo de radicais
lipidicos que iniciam assim a peroxidacao lipidiceaduzindo a graves danos celulares tais
como a rutura de membranas, levando a morte cdl@lacomazzi, 2004; Moncada, 2004;
Romero, 2010).

As capacidades desta molécula para a exterminac8erds fotossintéticos levou a que
fosse amplamente utilizada no controlo de uma eaorariedade de infestantes, tanto de
folhna anual, como perene e também de gramineas sgoswuDevido a vasta gama de
infestantes afetada pelo diurdo, o uso deste estna plantacdes, tais como a de cana-de-
acucar, algodao e fruticolas, entre outras. Aléssdji o diurdo também € utilizado na
eliminacdo de infestantes em pavimentos urbantsdes e caminhos de ferro. Apesar da
utilizacdo do diurdo estar restringida na Unidoolgara (UE) por ser considerado uma
substancia perigosa prioritaria, continua a sdizatio em estradas e tintas antivegetativas,
dentro de parametros controlados. Esses paransgtosegulados por diretivas da UE que
estabelecem como valor seguro, uma média anugRdeglL e como valor maximo aceitavel
1,8 ug/L (Giacomazzi, 2004; Sgrensen, 2008).

Os valores atras referidos podem por vezes sepaksados em aplicacdes acidentais

que conduzam a libertacdo de diurdo em excessogparabiente. Como se trata de um
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composto cuja degradacdo é dificil, e cuja persisd€em determinados meios € elevada,
existe a possibilidade dos niveis de diurdo atmgivalores superiores a 1,8 pg/L, como em
aguas Japonesas onde foram encontrados niveisird® die 3,05 pug/L. Por outro lado, esta
fenilureia também se vai acumulando ao longo déeratites niveis troficos das cadeias
alimentares, uma vez que a maioria dos organisr@ospnssui a capacidade de degradar o
diurdo. E devido a este fato que muitos estuddsdtigicos envolvendo o diurdo e os seus
efeitos envolvem a administracéo de niveis de egposleste fitofarmaco cerca de mil vezes
superior aquelas que podem ser encontradas naratmuma tentativa de simular os efeitos
da sua acumulacdo pelos organismos, onde podeiratialpres muito superiores aos
aplicados na natureza. Podem ser utilizados conemgbos os estudos realizados com
leveduras, ond&accharomyces cerevisi@entataram com o diurdo numa concentracao de
200 mg/L, ou outro onde se determinou um valor @g Rara 30 min de exposi¢cao ao diurdo
de 11,6 mg/L do fitofarmaco (Conner, 1983; Giacarma2004; Estéve, 2009; Balakrishnan,
2012). Como o diurdo possui elevada afinidade paratéria organica, a elevada propensao
para a lixiviagdo deve-se muitas vezes a sua fafioedade por solos pobres em matéria
organica. Outra carateristica que facilita a ampigracdo desta molécula, é o seu longo
tempo de meia vida de hidrdlise, que permite otssporte por longos periodos de tempo,
para locais distantes daquele onde a fenilureiaghitada. Para além disso, a sua degradagéo
por elementos fisicos como a radiacdo UV, ou pgda ale microrganismos, leva a formacao
de derivados do diurdo, como a 3,4-dicloroanili@agd-DCA) que muitas vezes possuem
toxicidade e persisténcia ambiental superior acgadiuinduzindo eles préprios elevado
impacte ambiental desta molécula (Giacomazzi, 28@4ensen, 2008).

O diurdo € também uma molécula de baixa volatibdade persiste entre um més e um
ano no solo, fato que também o torna um alvo fdo® processos de lixiviagdo, e contribui
para a elevada distribuicdo e contaminacdo das @eaundantes aos locais de aplicacéo
desta fenilureia. Além disso, existe forte probdhde de ao atingir cursos de agua e
contaminar aquiferos subterraneos, ser absorvidoupw vasta variedade de plantas e
animais que o bioacumulam e expdem a espécie hymarapo de uma cadeia alimentar, a
niveis extremamente elevados e prejudiciais paelde (Giacomazzi, 2004; Moncada, 2004;
Sgrensen, 2008).

No ser humano, é absorvido pelo trato gastroimast pelo sistema respiratério, sendo
metabolizado, em poucas horas, através de reaedbslidxilacdo eN-desalquilacédo, com
posterior excrecdo pela urina. Noutros animais,eofm possivel realizar estudos de

exposicdo ao fitofarmaco, foi possivel observar apiefeitos do diurdo passam pela perda de
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peso (transmitida & descendéncia no caso dos,rateshalias no sangue, figado e baco. Em
guantidades elevadas esta fenilureia possui agmdalgumas espécies, efeitos teratogénicos
que conduzem a atrasos na formacdo Ossea e a mmifies como costelas onduladas
(Giacomazzi, 2004).

Quanto as propriedades fisico-quimicas, o diw@diesenta-se, na sua forma pura,
como um sodlido cristalino incolor, ndo i6nico e conoderada solubilidade em &gua (42
mg.L* a 20°'C) e massa molar de 231,1 g/mol. Esta moléculdigasi temperatura ambiente,
possuindo um ponto de fusdo entre 158 e 159 ‘Caeprassao de vapor de 0,009 mPa a 25
°C. O seu valor da constante de Henri é 0,00005m°®Paol*, tornando-o num agente com
muito baixa volatilidade, tanto em agua como nm,sol que torna insignificante a sua
dispersdo aérea do local de aplicacdo para owtcass| Como referido anteriormente, possui
um longo tempo de hidrélise, podendo-se considgua apresenta hidrolise praticamente
nula a pH neutro, carateristica que aumenta eng@edufortemente acidas ou alcalinas, com
formacdo de derivados como a 3,4-DCA. Possui unficieete de particdo octanol/agua
(Kow) baixo ou moderado (§= 2,6) e constante de particdo solo-fracdo orgaaecd85, o
que justifica a sua elevada afinidade para solosalevado teor organico (Giacomazzi, 2004;
Romero, 2010).

E certo que os animais, bactérias e outros orgasisndo possuem fotossistemas,
porém, mesmo nesses seres o0 diurdo provoca daresngcertos casos pode originar graves
problemas e até mesmo a morte. Admite-se que nesses o0 diurdo atua ao nivel das
cadeias transportadoras de eletres presentehdascdesses organismos, como a cadeia
respiratéria. O diurdo ao desregular o normal flde eletrdes ao nivel dos locais de
fosforilacdo do ADP a ATP conduz a deficiente réaudo dioxigénio a agua e a libertacao
do radical anido superoxido como subproduto. Umrdodelos propostos para a formacao
desta espécie radicalar refere o papel da ubigainum transporte de eletrbes até ao
dioxigénio. A UQ, é uma molécula da familias dasngoas referidas anteriormente nas
plantas que ao aceitar eletrbes reduz-se a ubigumdécula capaz de transferir eletrdes ao
citocromo ¢ e assim garantir o fluxo de eletréesoago da membrana. Tal como o diuréo
interfere com as quinonas das plantas, também @adéerferir com a UQ, levando a
formacao de um radical ubiquinol que culminaranwmpleta reducdo do,@ formagéo do
‘O, (Quintas, 2008; Bleier, 2013).
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Figura 1.4. Mecanismo de ac¢do do diurdo na cadeia transpodatioeletr6es mitocondrial (adaptado de Voet,
2008).

Desta forma, a fenilureia em estudo pode ser uranp@l gerador de ROS, capaz de
provocar danos celulares, muitas vezes irremedi@&gue conduzem a morte celular.

As membranas celulares constituem sensores extremarsensiveis as alteracdes intra
e extracelulares, adaptando a sua estrutura eeflddd acordo com essas mesmas alteracoes.
Estas estruturas sdo constituidas maioritariameote fosfolipidos que para além de
constituirem a estrutura base das membranas, tétasnawtras funcdes como a de atuarem
como mensageiros celulares, despoletando umadsédascatas metabodlicas que auxiliam na
alteracdo do metabolismo celular para fazer faceoastantes alteracbes do meio (Vance,
1990; Quintas, 2008).

E no reticulo endoplasmatico, mais propriamentemembrana desta estrutura que
ocorre parte do anabolismo lipidico e de esteudim vez que é nesse local que se encontram
0S enzimas responsaveis por alguns passos essedaianodificacdo de residuos acilo e
também da biossintese de triacilglicerdéis, fosfdlip e ester6is de membrana, para serem
utilizados quando necessarios, tanto na dispozalgifio de energia, como na integracdo de
outras vias metabolicas (Vance, 1990; Quintas, 2008

Os triacilgliceréis e o ergosterol quando em exzess citoplasma celular, podem ser
armazenados em complexos macromoleculares denaowsifipid droplets constituidos por
um nuacleo hidréfobo de ésteres de ergosterol, dalilm por uma monocamada de
fosfolipidos. Inicialmente admitia-se que estaguéistas serviam apenas como depdsitos
lipidicos, uma vez que permaneciam como reseryadidas até serem mobilizadas para

disponibilizacdo energética ou biossintese de fipsfios de membrana. Contudo mostram-se
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cada vez mais como essenciais ha manutencdo dasase lipidica celular. Existem porém
indicios de que estas estruturas também armazemapotariamente proteinas e sédo o local
de formacdo de determinados mensageiros celulares alguns diacilglicerdis e o acido
fosfatidico, gerados pelo catabolismo dos triaicégbis estando envolvidos em inimeros
processos de sinalizagéo celular (Kurat, 2006 nfatp, 2008).

Desta forma, alteracdes no funcionamento do retiemdoplasmatico, como as que
podem ser provocadas pelo diurdo, conduzem a deéscdg do metabolismo lipidico e
esteroidico e causar danos celulares. A semelhdmggue foi descrito para a membrana
interna mitocondrial, a membrana do reticulo enagphtico possui uma cadeia
transportadora de eletrdes que culmina na ativdeansaturases, responsaveis pela adi¢cao de
ligacdes duplas em residuos acilo, estruturas orlilerdo pode atuar, promovendo alteracbes
deletérias no metabolismo energético e estrutumatéula. (Vance, 1990; Quintas, 2008;
Martin, 2007).

reticulo I
% endoplasmaético i)

R-CH=CH-R’
2 H,0

Figura 1.5.Cadeia transportadora de eletrdes do reticulo éastogatico (adaptado de Martin, 2007)

1.2. Saccharomyces cerevisiae em estudos de stress

Os estudos sobre stress oxidativo visam a deseokévu elucidacdo dos diversos
mecanismos inerentes ao ataque das espécies sedtivaxigénio (ROS) e consequente
desequilibrio do ambiente celular. Todas essagaafies conduzem a reprogramacao
fisiologica e estdo por detras de inUmeras patatogiomo O cancro que muitas vezes
conduzem a morte do organismo.

Apesar destes estudos visarem a obtencdo de comdmoi para aplicacdo de novas
terapias e/ou alteracbes comportamentais e amisierda organismos superiores como o ser
humano, néo é viavel nem eticamente aceitavel g@stoidos sejam desenvolvidos com estes
seres, pelo menos em fases iniciais dos mesmogiosstiburge assim a levedura

Saccharomyces cerevisiaam fungo unicelular que, devido ao fato de ser wéhila
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eucariota possui um elevado grau de homologia corelulas dos organismos superiores o
gue torna os resultados obtidos neste modelo boadavelmente extrapolaveis para outros
organismos como o ser humano (correlacdo de cer@@ & em relacdo ao Homem) (Maris,
2001; Danesi, 2006; Marcolin, 2008).

Este organismo, foi amplamente estudado nas @toéaadas, tendo sido elucidados
diversos aspetos do seu metabolismo e fisiologgad® que 0 seu genoma se encontra
completamente sequenciado. Todas as descobedtga®la esta levedura demonstraram que
se trata de um organismo de segura manipulacdo 8BRAuU seja, sem riscos para O
utilizador. Este aspeto é reforcado com o fatoedesganismo estar fortemente associado ao
ser humano h& milhares de anos, constituindo oefeiarbiologico utilizado na fermentagéo
de bebidas alcodlicas e no fabrico de alimentosocorpao, elementos pertencentes a dieta
humana desde ha 6000 anos. Além da sua segura®ceerevisia@presenta ainda inUmeras
carateristicas que a tornam uma o6tima opc¢do conuelmdioldgico em inumeros estudos
entre os quais a sua elevada taxa de replicacacilee$tabelecimento das condi¢gBes étimas
de crescimento, que permite a obtencdo de umadalaysantidade de material de estudo em
pouco tempo. Trata-se de um organismo aerébiotédiud que utiliza tanto a via anaerobia,
na qual realiza fermentacéo alcoodlica de hexose® @ glucose para obtencdo de energia,
como, quando na presenca de dioxigénio, um megabolioxidativo de alcoois ou outros
substratos organicos, carateristico da respiraggdb@a (Maris, 2001; Danesi, 2006;
Marcolin, 2008; Ortufio, 2012).

Estas células possuem um perfil de crescimentelbeme ao das bactérias, mas com
algumas variagcbes. Quando transferidas para um nog® de cultura descontinuo
permanecem numa fase letargica de adaptacéo &iglsddpois da qual iniciam um processo
de replicacdo a uma taxa elevada (fase exponeicoial)a formacédo de uma nova geracéo a
cada 90 min, obtendo a energia através da fern@ntdcoolica da fonte de carbono do meio,
preferencialmente glucose. Mesmo em condi¢fes @astofpuando na presenca de niveis de
glucose entre 0.5 e 1 ¢'L este organismo desenvolve um metabolismo reépat
fermentativo. Quando os niveis de glucose atingatares inferiores a 0,2 %, da-se uma
depressao catabdlica (transicdo diauxica) na guakscimento da cultura fica estagnado,
enquanto as células ativam mecanismos necessarnasaplteracdo do metabolismo para a
via aerdbia. Apos esta fase de transicdo metabdlickeveduras retomam a replicacao celular
mas numa taxa mais lenta que a anterior (faseipagida). Nesta fase, as células utilizam a
glucose remanescente, o etanol e o glicerol forsmadoperiodo fermentativo para obtencéo

de energia sendo que sdo necessérias 3 a 4 h paraagdo de nova geracdo. Quando as
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fontes de carbono se esgotam, a cultura celulazacasdivisdo acelerada e adapta-se as
condi¢des de caréncia nutritiva, entrando numadatacionaria, na qual o numero de células
formadas e o numero de células que morrem € semte)lmque faz com que a populagcéo se
mantenha constante, até que os produtos do mesadootielular se comecem a acumular no
meio de cultura e o numero de células que morremorse superior ao numero de células
formadas e a cultura entra numa fase de declinaig)2001; Danesi, 2006; Marcolin, 2008;
Ochoa-Estopier, 2011). Nesse caso de auséncia wmsgl, sdo ativados mecanismos
energeéticos aerobios, como referido anteriormente,passam por exemplo pelo aumento da
funcdo mitocondrial, mais propriamente uma ativagaocadeia respiratoria que induz um
aumento dos erros inerentes a este processo eodmyi@umento da producédo de ROS. Estes
processos tornam as ceélulasSlecerevisiagnais suscetiveis aos danos oxidativos, alterando
nao s6 as moléculas presentes na célula no mondentgdo das ROS mas provocando
também alteracbes ao nivel do metabolismo do DNAis npropriamente da traducéo e
transcricdo, conduzindo a alteracbes que passamualificacdo do ciclo celular que conduz
a uma diminuicdo ou até mesmo paragem da replicadél@ar com alteracdo do metabolismo
no sentido de aumentar a longevidade da célula. &stutros processos de auséncia de fonte
nutritiva atuam entdo como agentes indutores ésss{Gimeno, 1992; Lin, 2004).

Outra fonte nutritiva cuja privagdo funciona comdutora de stress é a peptona, fonte
de azoto por exceléncia & cerevisiague pode desencadear muitas alteracdes celulares.
azoto é um elemento essencial para o0 metabolistutaigeconstituindo grande parte das
moléculas base dos principais grupos de biomoléaddacélula, como os aminoacidos das
proteinas e as bases puricas e pirimidicas dossaoukcleicos e deste modo é um elemento
quimico fundamental para a existéncia da vidadalaca conhecemos. Em casos de auséncia
de fonte de azoto, como no caso da peptona, aadles celulares ocorrem maioritariamente
ao nivel da transcricédo, induzindo ou reprimindmpia de determinados genes para mRNA,
de forma a adaptar o metabolismo celular as novadigdes. Tal como referido para a falta
de glucose, também a caréncia de azoto condueragies do ciclo celular, existindo estudos
gue demonstram que na auséncia de fontes de azmte @ inducdo de meiose e esporulacao
com o objetivo de tentar proteger as células da i azoto e/ou glucose, ao mesmo tempo
gue tentam disseminar esses esporos por uma areaasta de forma a encontrar melhores

condicdes de crescimento (Cunningham, 1991; Paég)1

10



Diurdo: resposta por sistemas antioxidantes e étieog deSaccharomyces cerevisiae
Hugo Tenda

>

Fase Estacionaria

Fase Pds Diduxica

Fase Diduxica

Faze Exponencial

Densidade Relativa da Cultura

Faze Lag
>

Tempo (h)

Figura 1.6.Perfil de crescimento d&. cerevisiadadaptado de Marcolin, 2008)

Devido ao fato de se tratar de um organismo aerf@owltativo aS. cerevisiagossui
sistemas de defesa antioxidantes de forma a cansegminimizar os efeitos negativos que
advém do contato com o dioxigénio. Diversos estutlmonstraram que estas leveduras
possuem diversos enzimas antioxidantes e envolvidasetabolismo energético celular com
um elevado grau de semelhanca com os homélogosnmsntamo os isoenzimas CAT A e
CAT T ou o enzima SORz. Esta semelhanca nos sistemas antioxidantes petmia
elevada fiabilidade na extrapolacdo dos resultashiglos para os humanos, constituindo
outro ponto vantajoso para a utilizacdo deste nooldiellogico em detrimento de seres mais
complexos, permitindo o avancgo de diversos estadosa interferéncia dos problemas éticos
e legais da experimentacdo animal. Todos este®$aievam a uma elevada utilizacdo destes
organismos em estudos de stress oxidativo quepaegaobservacdo das alteragGes celulares
em diferentes concentragdes dg Quer em estudos relacionados com o impacte dgstis
xenobidticos como o herbicida em foco neste traballa caréncia nutritiva (Braconi, 2008;
Marcolin, 2008, Rowe, 2008; Carmona, 2012; Fujiwad 3).

1.3. Stress oxidativo e resposta antioxidante

O oxigénio é um elemento quimico essencial paraa momeadamente na sua forma
diatbmica. A molécula de dioxigénio surgiu no plangue habitamos em quantidades
significativas devido a alguns organismos fotogsiobs andxicos ancestrais das
cianobactérias terem adquirido mecanismos capazekbértar o dioxigénio a partir da

molécula de agua. O grande passo evolutivo dewsedg esses organismos desenvolveram
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estruturas capazes de armazenar um potencial ¢eidae fosse capaz de oxidar a molécula
de agua. Essas estruturas que denominamos poffilalogio constituidas pelo nucleo
protoporfirinico 1X, complexado com o metal de s@@o manganés (Mn) como acontece no
fotossistema Il das plantas (Blankenship, 1998niBtaship, 2001).

A oxidacao da &gua a dioxigénio possui um potemgaleducdo médidef,) de +0,82
V. Os fotossistemas, nomeadamente o fotossisterdasliplantas tém a capacidade para
armazenar a energia proveniente dos fotdes daiamadjante no atomo de Mn que adquire
um potencial de oxidacdo superior &/ 1suficiente para oxidar a agua a Blankenship,
1998; Blankenship, 2001).

O aumento de dioxigénio na atmosfera desencadeouasto numero de mudancgas,
que alteraram a vida no planeta terra, levandordgdo da camada de ozonaos)(Que
permitiu aos organismos colonizar todo o planedaatieracdes que permitiram a evolucao de
organismos simples para organismos mais compleRosém, apesar da molécula de
dioxigénio ser estavel, devido a particularidadeassuir dois eletrbes desemparelhados com
0 mesmo estado din em orbitaist* e contrariar o principio de exclusdo de Paulgeo
aumento trouxe inumeros riscos para os seres {iNaliwell, 1984; Turrens, 2003). Mesmo
tratando-se de uma molécula estavel, o dioxigéoidepdar origem a iniUmeras espécies
guimicas (ROS) capazes de causar danos nos orgasniss. Existem fatores fisicos, como
a radiacdo, ou quimicos como os produtos fitofaéutcos e ides metalicos que ao interatuar
com a molécula de dioxigénio, despoletam a formatd@icespécies reativas de oxigenio
(ROS). As ROS, sdo estruturas quimicas instaveigpgasuem na sua composicao atomos de
oxigénio capazes de reagir com constituintes aesijaxidando-os, alterando a sua estrutura
e inviabilizando o seu papel biolégico. As ROS caeepdem espécies radicalares, como o
‘O2, que apesar de por si ndo constituir um perigetaliteva a formacéo de outras ROS mais
reativas como o radical hidroxilo (HQ alcoxilo (RO) e peroxilo (ROQ. Compreendem
ainda espécies nao radicalares como o peroxidoidiegénio (HO,). Alguma destas
estruturas, como o J#, difundem-se facilmente pelos diferentes comparttosicelulares,
devido a sua semelhanca estrutural com a moléeufaaa, podendo no decorrer do processo
gerar espécies quimicas ainda mais deletériasapeghula (Halliwell, 1984; Barreiros, 2006;
Vasconcelos, 2007; Rowe, 2008; Franco, 2009; Frar2H 2).

A formacdo de ROS ndo depende apenas da acao déeesagternos sobre o0s
organismos Vivos, pois também ocorrem como subposdio metabolismo celular. Uma das
fontes enddgenas de ROS ¢é, como referido antenmena cadeia de transporte de eletrbes

do mitocdndrio, onde uma redugado deficiente 0a0+0 leva a formagao d@,. Outras
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fontes endbégenas de ROS séo os peroxissomas tauarendoplasmatico. Por outro lado, a
formacdo enddégena de ROS pode acontecer de fodepandente do metabolismo celular.
Em muitos desses casos, a sua formacao decorreesenpa de metais de transicdo como o

Fe, via reacfes de Fenton (Turrens, 2003; Barre2fi36; Buonocore, 2010).
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Figura 1.7.Fontes de ROS (adaptadoBl@onocore, 2010).
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Os danos celulares das ROS manifestam-se maianitante sobre alvos moleculares
como acidos nucleicos, proteinas e lipidos. No @s® acidos nucleicos como o DNA,
algumas ROS como o H®ao capazes de remover protdes a desoxirribassde a quebra
da estrutura do &cido nucleico e a formacdo de cul@é como a '38-ciclo-2-
desoxiadenosina ou 8-ciclo-@esoxiguanosina. No caso das bases azotadas, i@alrad
hidroxilo, atua como agente eletrofilo, insaturasagacom formacgéo de novos radicais livres.
Estas modificacdes originam mutacdes que interfezem o fluxo normal da informacéo
génica (Barreiros, 2006; Rowe, 2008).

No caso das proteinas, as alteracdes provocadas RES podem ocorrer devido a
remocéao de protdes, como referido atras para dssaiucleicos, mas também por adi¢cdo de
moléculas radicalares. As ROS atacam maioritaritenas cadeias laterais dos residuos de
aminoacidos constituintes das proteinas, sendo a@s wulneraveis a cisteina, histidina,
triptofano, metionina e fenilalanina, que se oxidamreagir com as ROS e dao origem a
novos radicais que participam na formagéo de ligagiuzadas que modificam a estrutura e
funcéo proteica. No decorrer deste processo poderhém ocorrer clivagens de cadeias dos
residuos afetados, com formacao de aldeidos easetjue por sua vez podem ainda propagar
os danos as moléculas adjacentes. Este tipo deficagdes levam a desregulacdo dos

processos de transporte membranar e de outrososveelulares mediados por proteinas,
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podendo em certos casos levar a morte celular oevithléncia completa do controlo do
metabolismo se o0s danos incidirem sobre enzimasingiabilizarem a ativacdo de
mecanismos de defesa e controlo do ciclo celulariomgpossibilitem a inducdo da apoptose.
Nesse caso a morte por necrose sera predominatgregdendo-se os danos as células vizinhas
com aumento do raio de propagacao. Este tipo dedemncontra-se muitas vezes associado a
patologias como a faléncia renal e/ou pulmonaricaeda o sindroma de Alzheimer (Donne,
2003; Barreiros, 2006; Acquaviva, 2009)

Relativamente aos lipidos, os danos despoletadas B®S também podem conduzir a
danos extensos e graves. Um dos casos mais doadusré o ataque por parte do radical
hidroxilo. Esta ROS fortemente toxica tem a capsagdde reagir com grupos metilo alilicos
dos residuos acilo, removendo-lhes um protdo cdonnaacdo de um radical lipidico e uma
molécula de agua, o iniciador da peroxidacéo lg@idEste grupo radicalar, na presenca da
molécula de @ vai conduzir a formacdo de um radical lipoperoXil®O’), ao longo da
denominada fase de propagacéo da peroxidacaocchpiEsse radical peroxilo de reatividade
consideravel, é capaz de reagir com moléculashasinremovendo-lhes um protdo e levar a
formacdo de um lipoperoxido (LOOH) e de um novoigadlipidico enquanto decorre a
denominada fase de terminacéo da peroxidacdodgidis lipoperoxidos podem ainda sofrer
outros passos reacionais, conduzindo a formacatddéos como o malonodialdeido (MDA)

e de outras moléculas, algumas delas com propesdgehotoxicas, capazes de reagir com 0s
acidos nucleicos e aminoacidos e de propagar assdaitialmente lipidicos a outras classes
de moléculas. Os danos lipidicos constituem, talccos de outras biomoléculas, um grande
risco para a sobrevivéncia celular. Estas biomdd&caesempenham papéis de grande
importancia na constituicdo da membrana celuldo, gpee a peroxidacao lipidica, que possui
um potencial elevado para se propagar em cadeadiage uma molécula as seguintes, pode
levar a rutura da estrutura celular causando aentlaricélula e espalhando o seu contetdo na
vizinhancga, perturbando as células adjacentes.e§iduos de &cidos gordos polinsaturados
sdo mais vulneraveis ao ataque pelas ROS, devles&nca de carbonos metilénidns
alilicos (Jezek, 2005; Barreiros, 2006; Franco,9200

Os danos referidos anteriormente, bem como a gerdeaAROS sdo muitas vezes
controlados por diversos mecanismos celulares.sBEsmeanismos compreendem diversas
moléculas, entre elas, as vitaminas, como o astmo(Waamina C) e ar-tocoferol (Vitamina
E), ou tidis ndo proteicos como o glutationo (GSH3tas moléculas, quando ingeridas na
dieta ou produzidas endogenamente tém a capacdtadeagir com as ROS, tornando-as

inGcuas para as células e organismos. Porém, ndegies agentes antioxidantes existem nos
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organismos em niveis baixos e muitas vezes naegoam fazer face a quantidade de ROS
gerada. Nesses casos entram em acao outro tipgedéea antioxidantes, os enzimas. Estas
moléculas, na sua maioria proteinas sédo resposspet controlo de reacbes enzimaticas
que conduzem a aniquilacdo das ROS. Sdo molécddazidas endogenamente e passiveis
de regulacao transcricional, aumentando ou dimdwasua producdo consoante os niveis de
ROS. Essa regulacdo deve-se a capacidade que agRQ@I8, consoante a sua concentracao,
agirem como ativadores ou inibidores de fatoregatescricdo que levam a regulacéo génica
da sintese dos enzimas envolvidos no combate as R@8m, existem casos em que a
producdo de ROS excede as capacidades antioxiddedestlulas, ocorrendo uma inversao
do ambiente celular, que em condi¢cBes normais @éritaiamente redutor e torna-se num
ambiente oxidante, sindbnimo de stress oxidativochin de os danos serem pouco extensos,
a célula é capaz de despoletar os mecanismos qdezzm a morte por apoptose, porém em
casos de stress mais acentuado, esses mecanismemativados e ocorre a morte por
necrose, fenbmeno que por vezes esta por detrgatdiwgias como o cancro (Barreiros,
2006; Schrade, 2006; Rowe, 2008; Navrot, 2011;42rp2013).

Grande parte dos processos descritos anteriormestié® sujeitos a regulacdo da
expressao génica que controla o metabolismo celltardesses enzimas é conhecido como
fosfatase alcalina (ALP), uma proteina responspeke quebra de ligages monofosfoéster,
envolvida na disponibilizacdo de energia que assst metabolismo celular. A expressao
genética deste enzima € regulada de forma difedemti seja, os seus niveis de transcricdo e
traducdo ao longo do tempo variam de acordo coneesssidades energéticas da célula e a
fase do ciclo celular, tornando o ALP um bom manocade proliferacdo celular
(Souvannavong, 1995; Koksharov, 2013; Liu, 2018; R013).

A célula mobiliza energia para desempenhar funcékdares como a génese de novas
membranas, metabolizacdo de nutrientes, diferedeiagou replicacdo celular, processos
onde o enzima ALP desempenha um papel crucial. iracées de stress oxidativo ou de
morte celular por apoptose essa necessidade enar¢g@tna-se equivalente, ou superior
aquela que € requerida na replicacdo, uma vez @u®rea necessario repor moléculas
afetadas pelas ROS, biossintetizar proteinas e tiptr de moléculas antioxidantes. No caso
da apoptose, necessita ainda de biossintetizas @slanoléculas necessarias para assistir as
alteracdes celulares que permitem a formacdo deosompoptéticos (Onishi, 1979;
Souvannavong, 1995).

O aumento dos niveis de ROS celular desencadeersdy mecanismos para as

converter em moléculas inécuas, como ja foi refeddteriormente. Numa fase inicial entra

15



Diurdo: resposta por sistemas antioxidantes e étieog deSaccharomyces cerevisiae
Hugo Tenda

em acdo opool de moléculas de baixo peso molecular com cartitagsantioxidantes
inumeradas anteriormente. Porém, como essas madéa@rcontram-se disponiveis em
pequena quantidade, o crescente aumento de espegatieas de oxigénio despoleta defesas
enzimaticas parcialmente envolvidas no consumo @&,Rnas também na reposicao dos
niveis de estado estacionario dos antioxidantesemaimaticos (Schrader, 2006; Navrot,
2011).

Como ja foi referido, o radicaD,” € uma das ROS produzidas em maior quantidade na
célula, que se comporta como precursora de ouls, Rom reatividade mais elevada para
as biomoléculas. A desintoxicacdo desta espécigvaeanvolve a acdo dos enzimas
superoéxido dismutase (SOD), uma familia de metatefmas subdividida em trés grupos de
acordo com o metal que constitui 0 seu centro athsodiferentes isoformas exercem a sua
acdo em diferentes compartimentos celulares: pamplo, 0 isoenzima SQJ que possui no
seu centro ativo um atomo de manganés atua no dniddo, enquanto que o isoenzima
SOD¢, zn €Xerce a sua atividade ao nivel do citoplasmaoSades metalicos, que constituem
0 centro ativo da proteina, os responsaveis pat@icede dismutacdo, ou seja, uma reacao em
gue um elemento, neste caso o ido metalico daipagte alternadamente oxidado e reduzido.
Genericamente, a reacao catalisada por este epoitieeser apresentada segundo as seguintes
equacdes onde M representa o ido ou ides metélcosntro ativo do enzima:

M™*SOD +'0; — M™-SOD + Q
M™-SOD +'0; + 2H" — M™Y.SOD + HO,.

A reacdo de dismutacdo anteriormente referida tambe&orre de forma esponténea,
porém da-se de forma bastante lenta, motivo quecaaste enzima na frente de resposta a
propagacao de espécies oxidativas. Contudo o pkrabe hidrogénio, seu produto da reacéo
nao é indécuo para a célula, tratando-se de umacoial&éom elevada mobilidade entre
compartimentos celulares e capaz de originar olR@S mais deletérias para a célula. Desta
forma torna-se de especial importancia a existéeiautros sistemas enzimaticos capazes de
dar continuidade a tarefa iniciada pelo SOD (McCa869; Tainer, 1983; Turrens, 2003).

A prevencao de danos pelo,®3, levou a célula a desenvolver mecanismos
complementares de defesa enzimatica como os enzat@ase, hemoproteinas que exibem
uma estrutura quaternaria com subunidades de deré@ KDa, envolvidas na dismutagéo do
H.O, em dioxigénio e agua. Em procariotas existem tamiséenzimas catalase cujo centro
ativo possui manganés no centro ativo, em vez de.f&al como referido para o enzima

SOD, é o idao metalico, neste caso o ferro, queagircom o KO, € alternadamente oxidado
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e reduzido, dando origem aos produtos da reacdide$ anteriormente (Maté, 1999;
Turrens, 2003; Schrader, 2006; Nicholls, 2012; €ait, 2013; Shi, 2013):
Catalase F& + H,0, — Catalase Fe®+ H,0
Catalase Fe® + H,0, — Catalase P&+ O, + H,0

Existem vérias isoformas deste enzima em difesectenpartimentos celulares que,
por vezes estao envolvidos na manutencao dos miggierdxido de hidrogénio moduladores
de vias de sinalizacdo celular. Neste trabalh@nioestudadas duas isoformas do catalase (A
e T) deSaccharomyces cerevisia® isoenzima catalase A constitui o principalesis de
defesa antioxidante do peroxissoma, pelo que adrigdo e consequente traducdo do gene
que codifica este enzima é ativada sempre que eoaorr aumento da proliferacdo dos
peroxissomas, para fazer face as necessidadeségc&sg uma vez que, no caso 8a
cerevisiag € nesta estrutura sub-celular que ocorfroaidacao lipidica. Este aumento de
expressdo do enzima catalase A deve-se ao fatasdesic6es de oxidagdo conduzirem a
formacao de ROS, como a®h, que € posteriormente convertido em produtos in®para a
célula pelo CAT A gque muitas vezes em situacOestréss oxidativo, a expressao e atividade
do enzima aumenta mais do que o0s restantes iscezoatalase, como o catalase T
citoplasmatico (Maté, 1999; Zhao, 2006).

Tal como referido anteriormente para o enzima aséalexistem outros enzimas
responsaveis pela defesa contra o stress oxidatmmo o caso do enzima ascorbato
peroxidase, também responsavel pela eliminacdo.@y, fazendo-o a custa da oxidagcao de
moléculas de ascorbato. Apesar da reacdo entradxig@ de hidrogénio e o ascorbato
ocorrer espontaneamente, € muito lenta, pelo qga do ascorbato peroxidase € essencial
para fazer face as exigéncias anti oxidativas dadas. Trata-se de uma hemoproteina com
uma estrutura em forma de anel, indispensavel disatde reacdes de transferéncia de
eletrdes do ascorbato para o peroxido de hidrogéeiduzindo-o a agua. Os eletrbes
provenientes de duas moléculas de ascorbato sapriemiro lugar transferidos para o
enzima e deste posteriormente transferidos parg0e fdrmando-se LD. A transferéncia de
eletrdes do ascorbato para o enzima da origem sarddicais monodesidroascorbato, um
deles formado por transferéncia de um eletrao ade gla primeira molécula de ascorbato e o
segundo por transferéncia de um eletrdo por partsedunda molécula de ascorbato. Estes
dois radicais reagem depois entre si originando umoéécula de ascorbato e outra de
desidroascorbato que € reduzida a ascorbato atdevésna reacdo catalisada pelo enzima
desidroascorbato redutase, que utiliza o glutatigmara reduzir a molécula de

desidroascorbato. Esse glutationo oxidado é posteeinte reduzido pelo enzima glutationo
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redutase. Os radicais de monodesidroascorbato ptadeb&m ser reduzidos a ascorbato pela
reacdo catalisada pelo enzima monodesidroascorbdiase, que obtém o poder redutor a
partir do NADPH (Bgnsager, 2010; Rosa, 2010).

H,0, AsA NADP
XAP}( MDHAR
H,0 MDHA NADPH
A5A+@DHA GSH NADP
AsA S5G NADPH

Figura 1.8.Interac&o ascorbato-ciclo do glutationo (adaptasB@nsager, 2010).

Para além dos enzimas atras referidos, existenogtre se destacam na resposta ao
stress oxidativo. E neste contexto que surge umlécuia de extrema importancia que se
mostra muito eficaz no consumo de ROS, quer naddimne, quer associada a proteinas.
Essa molécula é o tripéptido glutationo (GSH)yelu-glutamil-L-cisteinilglicina, principal
reserva de tiéis n&o proteicos da célula. E o gaupiidrilo (-SH) do residuo de cisteina que
confere as propriedades antioxidantes, pois pasmditer nucleofilo que reage facilmente
com moléculas eletrofilas como as ROS, reduzindaeasmesmo tempo que se oxida a
dissulfureto de glutationo (GSSG). O GSH existea#dslas de mamiferos em concentracdes
no intervalo de 1-10 mM, sendo que a razdo GSH/G8%@ bom indicador do potencial
redox da célula. Este processo de reducdo das ROBape do GSH ocorre naturalmente,
mas como referido anteriormente, o processo ta@naiais eficiente e mais rapido na
presenca de enzimas. No caso do glutationo, s@msv@s enzimas que com ele interatuam de
forma a manter a homeostase celular (Pastore, Z®)nte, 2012)

O enzima glutationo peroxidase € uma peroxidassporesavel pela reducdo de
peréxidos como o peréxido de e hidrogénio e lipopidios. Do ponto de vista estrutural é
uma selenoproteina, com selénio no seu centro gtiecse encontra ligado a um residuo de
cisteina, responsavel pelas suas propriedadexigiatibes. A catalise segue um mecanismo
de ping-pong, com formacao inicial de um anido elérso por desprotonacédo, um forte
nucledfilo formado a partir da selenocisteina e age facilmente com os peréxidos da sua
vizinhanga, convertendo-se no acido selénico, asmuoetempo que reduz o perdxido de
hidrogénio ou lipoperoxidos a agua ou alcool caoeslente. Apos este passo de oxidagéo, o

acido selénico instavel, reage com uma primeiraeoudh de GSH que o reduz, libertando
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uma molécula de agua. Segue-se um terceiro passodugio onde uma segunda molécula de
GSH é oxidada, para dar origem ao GSSG utilizangoraeira molécula de GSH, que se

liberta do enzima para ficar disponivel para nosacéo (Pastore, 2003; Schrader, 2006;

Deponte, 2012; Morais, 2013).
5 Se-OHi] +GSH,
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Figura 1.9.Reacéo catalisada pelo enzima GPx (adaptado denke@®12).

O GSH é, como referido anteriormente, uma molédalaextrema importancia na
manutencdo do ambiente redox celular, atuando aaf®ma livie como defesa priméria
contra espécies oxidativas e como linha de defesangaria, quando aliado a atividade de
diversos enzimas. Para além disso, 0 seu papekafante impede a ocorréncia de diversas
alteracbes em constituintes celulares como o DNiidos, evitando dessa forma diversas
patologias como neoplasias. A manutencdo dos nikeiglutationo é pois de extrema
importancia para fazer face as necessidades afdines da célula. O enzima glutationo
redutase é o grande responsavel pela reciclagermnaetemcéo dos niveis intracelulares de
GSH (Pastore, 2003; Tanaka, 2012). O enzima GRiszata reacdo de reducdo do GSSG a
GSH segundo uma cinética ping-pong. Este enzimaupdscais de reconhecimento para o
NADPH e para o0 GSSG em posi¢des geometricamenstagy@om uma molécula de FAD a
estabelecer a ligacao entre esses dois locaisdehecimento dos dois substratos, bem como
cistinas responsaveis pela transferéncia de eguites redutores entre esses trés locais. O
NADPH ao ligar-se ao enzima, é oxidado a NADPansferindo o seu poder redutor pelas
cistinas para a molécula de FAD e reduzindo-a a WAPosteriormente a molécula de
GSSG liga-se ao GR e recebe o poder redutor do FABI o utilizar na reducdo do GSSG,
quebrando a ligacéo dissulfureto e conduzindo &dgéo sucessiva de dois anibes Q&
apos protonacgdo pelo enzima originam duas moléddasSH (Meister, 1988; Rakauskien,
1988; Arias, 2010; Kim,2010; Tanaka, 2012).
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Figura 1.10.Reacdao catalisada pelo enzima GR (adaptado de Bg@2i12).

Tal como o glutationo necessita de ser regenernpal@ que as células consigam
manter a sua capacidade de defesa antioxidantdgétanro NADP necessita de ser
novamente reduzido a NADPH de forma a manter encidnamento o ciclo redox do
glutationo. Torna-se entéo vital a acdo de um emzorglucose-6-fosfato desidrogenase, ou,
0 enzima regulador da via das pentoses fosfate &stima, € uma oxidorredutase que
catalisa a reacdo que converte a glucose-6-fosfatd-fosfoglucon@-lactona ao mesmo
tempo que reduz o NADR NADPH. Como é o enzima regulador da via das gesto
fosfato, torna-se um enzima chave na producadobddose-5-P, precursor da biossintese de
nucleodtidos, sendo por isso um ponto-chave na iggslos acidos nucleicos da célula, uteis
na reparacdo de danos oxidativos. Este enzimaextdema importancia, ndo so pelo seu
papel na biossintese de &cidos nucleicos, mas tandwno regenerador do NADPH
utilizado no combate ao stress oxidativo e na bitsse de lipidos, situacdo que tal como no
caso dos acidos nucleicos pode ser fundamentalibvstitslicio de moléculas oxidadas por
ROS (Beutler, 1994; Danesi, 2006; Lopes, 2007; Me&nd011)

Glucose-6-P
Desidrogenase

6CH40PO 32~ 6CH LOPO 52~
. 2 2 NADPH+HY | b
H OH Napp* H .. 0
/A .

Glucose-6-P 6-fosfoglucolactona
Figura 1.11Reagéo catalisada pelo enzima glucose-6-P desithisgdadaptado de Quintas, 2008).
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O enzimay-glutamiltransferase, op-GT, de localizagcdo transmembranar encontra-se
envolvido no ciclo dg-glutamato e esta fortemente relacionada com @tipuio, ao assistir
a biossintese do tripéptido e assim contribuir @araanutencdo dos seus niveis celulares
(Garcion, 1996; Ristoff, 1998).

O y-GT corta a ligacag-Glu-CysGly permitindo a transferéncia do residlutegnato
através do tonoplasto onde se forma de novo otglotg via ciclo doy-glutamato. Facilita
assim o transporte do glutationo entre tecidospadibilizando-o para os locais onde é
necessario para manter o saudavel ambiente redatoélula. Por outro lado, a clivagem da
ligacd@o peptidica entre o carbono gama do resilitangato e o azoto alfa do residuo cisteina
do glutationo é também de extrema importancia persnite que conjugados do glutationo
consigam atravessar o tonoplasto para o vacuolqrenessos de excrecdo de xenobidticos
(Hussein, 1996; Hanigan, 1998; Ristoff, 1998; Akste, 2010; Priora, 2010).

GSH

@gagﬁu
GST .

X > GS-X

L_) y-GT

T, e s

Vacuolo (Matriz)

.
o

v W
glu cys gly

Glutationo

Figura 1.12 Transporte transmembranar do glutationo auxiliaglo pnzimay-GT (adaptado de Hanigan, 1998).
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2. Problema e Objetivos

2.1. Problema

O avanco da sintese quimica no séc. XX, despoetirscoberta de novos compostos,
na sua maioria com o objetivo de melhorar as c@edigle vida da populacdo humana. Entre
eles destaca-se o diurdo, pertencente a classerilaseias amplamente utilizado no controlo
de infestantes, tanto em culturas agricolas comoneios urbanos. A sua capacidade
herbicida advém do fato de impedir a transferédeigquivalentes redutores resultantes da
hidrolise da agua, impedindo dessa forma a conved& energia radiante em energia
quimica, conduzindo a morte das plantas.

Como se trata de um composto persistente no amebientra facilmente em contato
com outros seres vivos, atingindo o homem com curagdes por vezes muito mais elevadas
do que aquelas em que foi aplicado, podendo dedeacanimeras patologias resultantes de
um eventual bloqueio de cadeias transportadorateties as quais o diurdo pode ligar-se.

Pelo exposto, urge avaliar a capacidade do diugia pfetar a sobrevivéncia de
organismos eucariotas, sendo frequentemente délizarecomendadaS cerevisiaecomo
modelo biologico adequado a esse tipo de aproxiezagdor esse motivo utilizou-se neste
estudo a levedur&accharomyces cerevisibdE-MEz, um organismo GRAS, que disple de
sistemas antioxidantes e energéticos com elevadalbgia com os congéneres humanos, um
potente substituinte da experimentacao animal rendada pela politica dos 3R.

A semelhanca com os animais superiores, 0 ambiehitar daS. cerevisia& também
regulado por estimulos externos, sendo conhecidassds agentes quimicos capazes de
induzir alteracbes ambientais que podem despolmiadicbes de stress oxidativo com
alteracéo do usual ambiente redutor celular. Péra do diurdo, a escassez de determinados
nutrientes como a fonte de azoto ou determinadee fde carbono como a peptona ou a
glucose, respetivamente, testados neste trabalthenpainda ser responsabilizados por criar
condicOes de stress. Assim, tanto o diurdo cones@igdo de nutrientes podem conduzir a
formacdo de ROS, por interferéncia no transpodtdilico, com deficiente reducao de ®
H.O, ou devido a alteragcbes do metabolismo celutamococorre na presenca de glucose
como fonte maioritaria de carbono, onde as célidas encontram maioritariamente
fermentativas, ou na auséncia de glucose onde aaboietmo celular se torna

predominantemente respiratorio.
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Pelo que a detecdo de flutuagdes nos niveis de &D&ntetdo em tidis ndo proteicos
ou do ciclo do glutationo implicado na sua homeswstédbem como outras atividades
antioxidantes primarias ou acopladas ao ciclo dtagbno € relevante no esclarecimento dos
mecanismos moleculares de resposta a fitofarmamo® @s fenilureias. O acompanhar da
evolucdo de vias implicadas na excre¢do de xernobsdpor conjugacdo com o glutationo,
onde o enzimg-GT é frequentemente utilizado como bom marcadovide de excrecdo €
também essencial na caraterizacdo da respostaca@aagentes exogenos.

Por outro lado, a possibilidade de quantificar darelulares, como por exemplo os que
resultam da peroxidacgéo lipidica, bem como da nmatidade membranar, sdo muito Uteis na
estimativa das consequéncias do despoletar ds sixedativo. Deste modo, a determinacao
dos niveis de MDA, dos conteudos em fosfolipidaacilgliceréis e ergosterol, bem como da
atividade ALP, moduladora de vias de sinal, s (o@ra descobrir alteracdes metabdlicas e

das funcdes de membrana que séo cruciais na idagéib de respostas proliferativas.

2.2. Objetivo geral

HO: O diurdo nao perturba o crescimento, a respasiiaxadante e o metabolismo

energético de leveduras do géngexcharomycesrescidas em diferentes meios de cultura.

2.3. Objetivos especificos

Conhecer e compreender

* A curva de crescimento d& cerevisiaga presenca e auséncia de diurdo em
Meios rico e restritivos;
» Aresposta antioxidante & cerevisia@o diurao;

» Alteracbes ao metabolismo energéticdsdeerevisia@ma presenca de diurdao.

Dar valor
* Fase de crescimento de exposicdo ao diuréo;
* Qualidade de curvas de calibracéo;
* Qualidade de curvas de reacao para diferenteslaties enzimaticas;
* Alteragbes de conteudos e atividades enzimaticasrgsiricio de fonte de
carbono ou azoto, na presenca e auséncia de diuréo;

* Aos modelos de analise estatistica.
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Aplicar:
+ Qutras fases de crescimentoSleerevisiadE-ME;3;

* A outros meios de cultura;

e A outros eucariotas;

* Ao esclarecimento de mecanismos de toxicidade uléati

+ A redefinicdo dos niveis de circulacdo ambientalfitdéarmaco;

« Aregulamentacio da sua aplicacéo na industriacari
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3. Metodologia
3.1. Estratégia

Para atingir os objetivos tracados para este trab@dedeceu-se ao plano:

Local de realizacao:Laboratorio de Bioquimica Analitica, Fase Il dol€gio Luis Antonio
Verney, Universidade de Evora.

Apoio financeiro: Instituto de Ciéncias Agrarias e Ambientais Maeadésicas
(FCT/ICAAM) e Departamento de Quimica, Escola dénCias e Tecnologia, Universidade
de Evora.

Duracé&o: 1 ano letivo.

Modelo Biolégico: Saccharomyces cerevisidf#E-ME;, estirpe isolada de mostos de vinhos
regionais do Alentejo e depositada na colecéo loargaorio de Enologia da Universidade de
Evora, gentilmente cedida pelo Enélogo Paulo Lawxi&sta estirpe tem sido utilizada, desde
h& algum tempo, no Laboratério de Bioquimica Arwitem estudos bioquimicos de

sobrevivéncia a fenilureias em condi¢coes de cresdionrestritivas (Rosado, 2009; Ferreira,
2006).

Agente de stressDiurao.
Ensaia Leveduras colhidas na fase exponencial médiaoeuladas em meio rico YEPD e
meios restritivos YEP, sem glucose e YED, sem peptoa auséncia e na presenca de diuréo,

deixadas crescer durante 200 min.

Resultados obtidos ao longo da culturaAcompanhamento da cultura pela turbidez a
640nm.

Resultados obtidos no final da culturaDeterminacdo do peso seco e cfu.
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Fracdes sub-celulares selecionadas
» Sobrenadante p6s-12090
* Sedimento p6s-120G§

Extratos selecionados

» Lipidico e esteroidico.

Parametros analisados nas fracdes sub-celularesesgbnadas
* Conteudo em proteinas do sobrenadante e sedimésitb200Qy;
* Malonodialdeido do sobrenadante p6s-12§,00
» Espécies reativas de oxigénio (ROS) do sobrenadasgdimento pos-120@0
* Glutationo (GSHYo sobrenadante e sedimento p6s-12§)00
» Dissulfureto de glutationo (GSS@9 sobrenadante e sedimento pos-12§00
e Glutationo redutase (GR);
e Glutationo peroxidase (GPx);
* Glucose-6-fosfato-desidrogenase (G6PD);
» Catalase citoplasmatica (CAT T);
» Catalase peroxissomal (CAT A);
e y-glutamiltransferasey{GT);
» Ascorbato Peroxidase (APX);

» Fosfatase alcalina (ALP);

Parametros analisados nos extratos selecionados
» Conteudo em ergosterol;
» Conteudo em triacilglicerdis;

» Conteudo em fosfolipidos.

Andlise estatistica dos resultadosAnalise de variancia simples, ANOVA | e teste de

significancia de Duncan.

Técnicas utilizadas
e Cultura de microrganismos;

» Desintegracgéao celular, por homogeneizador de sdadgirassons;

28



Diurdo: resposta por sistemas antioxidantes e étieog deSaccharomyces cerevisiae
Hugo Tenda

Fracionamento celular, por centrifugacéo diferdncia

Espetrometria de absor¢do molecular (conteddo eteipes, ergosterol, fosfolipidos
e triacilglicerdis e atividades enzimaticas CATCAT A, GR, GPx e G6PDy-GT,
ALP e APX);

Espetrometria de fluorescéncia (contetdo em GSKG&GROS e MDA);

Ferramentas informaticas - folha de célculo Excebfwarepara andlise estatistica

SPSS, versdo19, adquirida pela Universidade deaEvor
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3.2. Diagrama do trabalho
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3.3. Procedimento experimental

3.3.1.Cultura celular

No presente trabalho, utilizou-se como modelo gicld a leveduré. cerevisiadJE-
MEgs, isolada a partir de mostos de vinhos regionaisAldmtejo, Portugal. Esta levedura
encontra-se depositada na colec¢éo do laboratériendéogia da Universidade de Evora. No
laboratério de bioquimica analitica encontram-ssgnvadas a -8€ em meio de cultura e
glicerol, sendo utilizadas em estudos bioquimicesabrevivéncia a fenilureias e metais de
transicdo (Candeias, 2010; Rosado, 2009; Fer(5).

Células deS. cerevisiadoram inoculadas em meio liquido YEPD (extratdeledura
(10 g/L), peptona (20 g/L) e glucose (20 g/L)) exddas a crescasvernighta 28 °C e 150
rpm para garantir uma populacéo celular que toendigsel a continuacdo do traballw1(®
células/mL). Apos ser obtida a populacdo desejmdam transferidas aliquotas de 0,5 mL
para meio liquido YEPD, YEP (extrato de levedur@ ¢IL) e peptona (20 g/L)) ou YED
(extrato de levedura (10 g/L) e glucose (20 g/h¥),quais cresceram a 28 °C e 150 rpm até
atingir um valor de turbidez a ulsonm de 0,8-1, tendo-se entdo adicionado o fitofarmaco
diurdo de forma a obter uma concentracéo final@Vf, mantendo culturas em cada meio a
crescer na auséncia do agente de stress. As sylhagresenca ou auséncia da fenilureia,
foram deixadas crescer por um periodo de 200 n#8,%C e 150 rpm. No final do tempo de
exposicao, 200 min, foram recolhidas aliquotas atéa ccondicdo de ensaio para leitura da
turbidez, obtencédo de unidades formadoras de @d{ofu) e determinacdo do peso seco por
secagem em estufa a &até peso constante.

O peso seco e a turbidez, sdo parametros indicadizrebiomassa total produzida,
compreendendo tanto células viaveis como célulagasioDe forma a obter o nimero de
células viaveis procedeu-se a realizacdo de désicicimais sucessivas a partir de aliquotas
de amostra, que foram depois utilizadas para imo@rh meio YEPD sélido (agar (20 g/L)) e
colocadas a crescer em estufa a 28 °C para paostentagem do namero de coldnias.

3.3.2.Fracionamento celular e preparacao de amostras

Apo6s 200 min de crescimento na auséncia ou narmaste diurdo as células foram
recolhidas por centrifugacdo a 50§6urante 15 min a €. Desprezou-se o sobrenadante e o
sedimento foi lavado duas vezes em agua bides#sidail. As células foram ressuspendidas

em tampao fosfato (10 mM), pH 7,0, seguindo-se sintegracéo celular a ‘€ através da
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utilizacdo de um homogeneizador de células desgltwags em trés fases de 5 min cada para
cada uma das condi¢des de trabalho em estudo.

O lisado obtido foi entéo sujeito a centrifugacd?800g durante 30 min a €. Tanto
o sedimento como o sobrenadante foram divididosrporotubos e guardados a -20 °C para

utilizacao posterior (Todorova 2009).

3.3.3.Quantificacao de GSH e GSSG

O glutationo € um tripéptido responsavel por intaegeacdes nos organismos, entre
0s quais a defesa contra moléculas antioxidanteslosde extrema importancia no combate
as ROS e ao stress oxidativo, ajudando a manterbideate redutor carateristico da célula.
Este tripéptido € também de extrema importancia prosessos de desintoxicacdo, sendo
acoplado a moléculas como xenobidticos para qes ssjam mais facilmente excretados.

O doseamento de GSH, de acordo com o método poopos Hissin (1976), foi
realizado no sobrenadante e no sedimento pds-1@@@@quadamente diluidos em tampéao
fosfato de sédio (0,1 M), pH 8,0 com EDTA (0,05 M)esta mistura foi adicionado solucéo
comercial de OPT, que apés agitacdo em vortexdisda a reagir durante 15 min a’@0A
mistura de reacéo foi entdo transferida para urwdacée fluorimetro de quartzo e procedeu-
se a leitura da poténcia de fluorescéncia,a350 nm Ekemis 420 nm. A par da mistura de
reacao foi preparada uma solugédo branco substitiaramostra por tampéao fosfato (10 mM)
pH 7. A concentracdo de GSH presente nas amosirateterminada por interpolacédo na
curva de calibracdo obtida com padrbes de GSH didmeeas mesmas condi¢cdes de ensaio
(Fig. Al)

Quanto ao GSSG, o seu doseamento foi efetuadcagigdo deN-etiimaleimida
(NEM) (0,04 M) ao sobrenadante ou ao sedimentol@8§0g (Hissin 1976)). Esta mistura
foi deixada a reagir durante 30 min a T ambienteni;ndo que o NEM forme um complexo
estavel com o GSH presente na mistura e impedindoegte interfira na quantificacdo do
GSSG. Posteriormente foram adicionadas aliquotaniskara anteriormente referida a uma
solucdo de OPT em NaOH e deixadas a reagir dui&ntain & T ambiente, apds o0 que se
procedeu a leitura da poténcia de fluorescéngig 850 Nnm Eemis 420 nm. A par da mistura
de reacédo foi preparada um branco no qual a amistsaibstituida por tampao fosfato (10
mM) pH 7. A concentracdo de GSSG na amostra fardebhada por interpolacdo numa
curva de calibracdo obtida com padrdes de GSSGetidna as mesmas condicfes de ensaio
(Fig.A2).
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3.3.4.Quantificacdo de ROS

Espécies reativas de oxigénio (ROS) designa ununtmjide moléculas radicalares ou
ndo, que possuem oxigénio na sua constituicdo.dDevisua elevada reatividade, provocam
facilmente alteracdes nos constituintes celulacgsocproteinas, lipidos e acidos nucleicos,
conduzindo a alterag6es no normal funcionamenidarefjlue pode mesmo conduzir a morte
da célula. Estas moléculas séo produzidas devilga de varios agentes externos como a
radiacdo UV ou pesticidas. Porém sdo também forsnadalecorrer do metabolismo celular.
Como séo agentes que interferem perigosamente cometabolismo celular, provocando
alteracOes que estéo por detras de patologias ooraacro, o seu doseamento € de extrema
importancia, pois abre caminho para o estudo dasagbes ocorridas no ambiente redox
celular bem como dos danos provocados por esta&coias.

O doseamento das ROS foi realizado seguindo o meétedcrito por LeBel (1990),
baseado na reacdo do DCFH com as ROS que emiteedtémcia permitindo a sua
determinacdo com elevada sensibilidade. Iniciow-s#gbseamento por preparacdo de uma
solugéo de DCFH (1 mM) em tampéao fosfato (25 mMj, 94 e do tampéo Tris HCI (40
mM), pH 7,4, utilizado para diluir a amostra (seeinto ou sobrenadante pos-12@)Guma
proporcéo de 1:40. Seguiu-se um periodo de incobdedl0 min a 37C, apds o qual se
procedeu a leitura da poténcia de fluorescéntig @85 nm Eemis 520 nm. A par da mistura
de reacédo foi preparada um ensaio branco contemdpab fosfato (10 mM) pH 7 como
substituinte da amostra. Por fim, a concentracad®R@S na amostra foi determinada por
interpolacdo numa curva de calibracdo obtida codiges de KO, submetidos as mesmas

condicOes de ensaio (Fig.A3)

3.3.5.Quantificacdo de MDA

O malonodialdeido (MDA) € um produto da peroxidafipfica. Quando ocorre um
aumento de ROS, sdo muitos os constituintes cekilafetados, entre os quais os lipidos.
Estas biomoléculas sdo de extrema importancia @aedula, desempenhando fun¢des tanto
metabdlicas, como fonte de energia ou estrutwiais, vez que sao 0s principais constituintes
das membranas. Ao sofrer a acdo das ROS como ealrdddroxilo, € desencadeado um
processo denominado peroxidacdo lipidica, capaz pdevocar a lise celular e
consequentemente a morte dessa mesma célula. ¥daey@o lipidica culmina com a quebra
da cadeia carbonada dos lipidos, originando greptsna e aldeidos, de entre os quais o
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MDA, o que torna o seu doseamento de extrema i@pcd na avaliagdo dos danos
celulares, mais propriamente na peroxidacdo daBp

A determinacéo do teor em MDA nas condi¢cOes dalinabem estudo seguiu 0 método
de Yagi (1976). Este método baseia-se na reacddDfo presente na amostra com o acido
tiobarbitdrico (TBA). O produto desta reacdo enfiterescéncia podendo desta forma
detetar-se o teor de MDA através de espetromegrifudrescéncia. Inicia-se o protocolo com
uma mistura de amostra de sobrenadante po0s-180@&DS (8,1 %) e TBA (0,4 %),
preparado em tampéo acetato (10 %), nas propodgé<?:30 respetivamente. Esta mistura
foi deixada a incubar durante 60 min a ‘@5 seguindo-se um periodo de 15 min de
arrefecimento em gelo provocando assim a paragereagd@o. Apos arrefecer, adicionou-se
n-butanol e agitou-se no vortex. Seguiu-se um gerde 60 min de espera para que ocorresse
a separacao das fases aquosa e organica, esta cttitendo o MDA. Procedeu-se depois a
uma centrifugacdo de 10 min a 1690@pos a qual se procedeu a recolha da fase organica
utilizada para determinagao da poténcia de fluéresa akexc 515 NM Eemis 553 Nm. A par
da mistura de reacao foi preparada uma solucaew@ntendo tampao fosfato (10 mM) pH
7 em vez do sobrenadante pos-12@0@®or fim, a concentracdo de MDA na amostra foi
determinada por interpolacdo numa curva de caBioragbtida com padrbes de MDA
submetidos as mesmas condi¢fes de ensaio (Fig.sAdjlo que o MDA utilizado para a
elaboracdo dos padrdoes foi obtido por hidrélise emio acido a partir de 1,1,3,3-

tetrametoxipropano.

3.3.6.Quantificacdo de Proteina

A determinacdo da concentragcdo de proteina é umeate de extrema importancia em
estudos bioquimicos, uma vez que permite, entrea®utoisas, determinar a atividade
especifica das reacdes enzimaticas. Os ensaiosapdeterminacdo do teor proteico nas
amostras foi realizado seguindo o método desciitory (1951). Este método baseia-se na
reacdo entre o reagente do biureto e as protefeasrjies na amostra, mais propriamente na
reducdo do CUi a CU por parte dos residuos de aminoacidos constituitae proteinas. Esta
reacdo ocorre em meio alcalino e o' Qlai resultante reage com o reagente de Folin-
Ciocalteau originando um complexo péptido-Qle cor azul. A intensidade da coloragdo
desenvolvida é diretamente proporcional & concgdtrale proteina na amostra, sendo por

isso, possivel o seu doseamento por espetrometabgbr¢cao (Walter, 2003).
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O ensaio iniciou-se com a preparacdo do reagentewey, pela adicdo de 5 mL de
sulfato de cobre (1 %) e 0,5 mL de tartarato deoségotassio (2 %) para um volume final
de 50 mL de carbonato de sodio (2 %). De seguatzebu-se o reagente de Folin-Ciocalteau
diluido 1:1 em agua. Seguiu-se a elaboracédo damaige reacdo com a adicdo de aliquotas
de sobrenadante ou sedimento p6s-12§)d0aOH (0,5 M) e reagente de Lowry. A mistura
foi homogeneizada no vortex e deixada em repousd@anin a T ambiente para permitir a
reducao do cobre. Apos este periodo de incubadé@iom@ou-se reagente de Folin-Ciocalteau
diluido e aguardou-se 30 min para que ocorressesengolvimento da coloracéo e leu-se a
absorvéncia a 720 nm. A par das amostras foranam@éas diversas solucdes padrao a partir
de uma solugcéo de albumina do soro bovino (BSA, p§@L), realizadas nas mesmas
condicOes referidas para as amostras. A concentrdedproteina foi determinada por

interpolacao na curva de calibracédo obtida a pdasrsolucdes padrdao de BSA (Fig. A5).

3.3.7.Determinacéo da atividade glutationo redutase

O enzima glutationo redutase (GR), uma flavopretejne utiliza o poder redutor do
NADPH para reduzir a molécula de FAD do seu ceatio que por sua vez ira auxiliar na
reducdo da molécula de GSSG e consequente fornthg@eSH, pelo que € um enzima
essencial na manutencdo do ambiente redutor ihiface manutencdo da homeostase da
célula, o que o torna um alvo dos estudos em strédativo.

A determinacao da atividade enzimatica GR foi reala recorrendo a espetrometria de
absorcéo molecular, segundo o método descrit@poldberg e Spooner (1987). Este método
baseia-se na mistura de reacdo constituida potaafhagfato (0,12 M), EDTA (15 mM), GSSG
(63,5 mM) e amostra de sobrenadante p6s-120(@Y¥,91 mg/L). Apéds agitacdo da mistura de
reacdo, esta foi deixada a estabilizar por 3 mBV &C, apds os quais estavam garantidas as
condi¢bes necessarias para se iniciar a reac&agio foi entdo iniciada por adicdo de NADPH
(9,6 mM) e seguiu-se o consumo deste por partezima atraves da leitura da absorvéncia a 340
nm por 180 s. A par da mistura de reacdo foi pegfsaiuma mistura branco contendo tampéo
fosfato (10 mM) pH 7 em vez do sobrenadante p6€d2p A atividade enzimatica foi
determinada utilizando-se o coeficiente angular @asas de reacdo (0,93282<r<0,99912, Fig.

AB) e o coeficiente de absortividade molecular @&DRH de 6,22 mN.cm™.
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3.3.8.Determinacéo da atividade glutationo peroxidase

O enzima glutationo peroxidase € responsavel paitbate as ROS através da reacéo
de reducédo de diversos peroxidos a compostos nagmessivos para as células, como a agua.
Esta reacdo de reducédo € realizada a custa dacawmidke moléculas de glutationo. Este
enzima é uma das mais importantes moléculas dealetmtra danos oxidativos, pelo que, o
seu estudo em projetos envolvendo situagbes o&ssimlativo torna-se fundamental como
forma de perceber se a célula esta a respondéers;ées provocadas.

Procedeu-se assim a determinacdo da atividade elesitea recorrendo-se ao método
descrito porlnoue (1999), baseado em espetrometria de absongdecular. Iniciou-se pela
elaboracdo de uma mistura de reacdo constituidéapgéo fosfato (0,12 M), pH 7,2, GSH (5
mM), GR (0,24 U/mL) e uma aliquota da amostra deestadante p6s-120@0(57,91 mg/L). A
mistura de reacdo foi deixada a incubar durantén5an37°C e de seguida adicionou-se NADPH
(0,16 mM) e procedeu-se a leitura da absorvéng8#danm e a 37C durante 3 min, apos 0s quais
se iniciou a reacao por adicaotdebutil hidroperdxido (t-BHP). A reacao foi seguider leitura
da absorvéncia a 340 nm durante 5 min e &3A par da mistura de reacéo foi preparada uma
solucdo branco contendo tampéo fosfato (10 mM) @inAvez do sobrenadante pos-12006
atividade enzimatica foi determinada utilizandoeseoeficiente angular das curvas de reacéo
(0,91686<r<0,99223, Fig. A7 ) e o coeficiente deoatividade molecular do NADPH de 6,22

mM™t.cm?.

3.3.9.Determinacéo da atividade catalase

Os enzimas catalase (CAT) constituem uma das paigiinhas de defesa contra as
ROS, a par de outros enzimas peroxidase como o Edtgs enzimas sao responsaveis pela
catalise da reacao de dismutacdo que converi®g éiin agua e dioxigenio, impedindo desta
forma a formacdo de espécies reativas derivadabl, @@ e consequentemente, evitando
diversos danos nos constituintes celulares, siasgaglie stress oxidativo e auxiliando na
manutencado do ambiente redutor celular bem contmueostase da célula. O fato de ser um
enzima de extrema importancia no combate ao steERtivo torna-o um alvo muito
importante do presente trabalho, uma vez que $engke perceber quais as consequéncias das
alteragcfes provocadas nas células em estudo.

O presente estudo focou-se na quantificacdo dalati® dos enzimas CAT T, presente
no sobrenadante pdés 120§0e CAT A detetada no sedimento pos-12Qd@aseando-se na

decomposicao do 4@, (Todorova 2009) na mistura de reacdo composta lquotas da
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amostra de sobrenadante ou sedimento p6s 1R00AT T — 57,91 mg/Lde proteinae CAT

A —12,29 mg/L), HO, (30 mM) e tampao fosfato (50 mM), pH 7,0. Apédagho da mistura
seguiu-se a reacgdo de decomposicdo @0, Hbor espetrometria de absor¢cdo molecular,
através da leitura da absorvéncia a 240 nm ‘€ 28urante 2 min. A par da mistura de reacéo
foi preparada uma solucdo branco contendo tampsiatéo (10 mM) pH 7 em vez do
sobrenadante ou sedimento p6s-12608 atividade enzimatica foi determinada utilizando
se o coeficiente angular das curvas de reacédo (CAD,95991<r<0.99917, Fig.A8 e CAT A

- 0,90641 <r<0.99934, Fig.A9 ) e o coeficiente deaatividade molecular doJd, de 0,0435

mM.cmi™.

3.3.10. Determinacéao da atividade glucose-6-P desidrogenase

Apesar dos enzimas de combate ao stress oxidativo os enzimas CAT e GPx serem
de extrema importancia para as células, existemo®wnzimas sem 0s quais 0 combate
antioxidante seria impossivel. Um desses enzinaglécose-6-P desidrogenase (G6PD), o
enzima regulador da via das pentoses fosfato, eideoihdo s6 na sintese de moléculas
percursoras dos acidos nucleicos, mas também deatnies redutores essenciais na
biossintese lipidica e no combate ao stress oxadiste € entdo, um enzima de “suporte” ao
combate antioxidante, fornecendo o NADPH essemaed a reposicdo dos niveis de GSH
pelo enzima GR. Procedeu-se entdo a determinacédividade deste enzima seguindo o
meétodo descrito por Postma (1989) e Bergmeyer (1B&8eado na reacdo de conversao de
Glucose-6-fosfato em 6-fosfoglucono-lactona, nd édarmado NADPH, um produto que é
possivel ser medido através de espetrometria aegitasmolecular.

O processo iniciou-se com a elaboracdo de umanmaidiureacdo contendo aliquotas de
amostra de sobrenadante pés 120@28,96 mg/L), agua destilada, tamp&o Tris-HCI (1 M
pH 8,0, NADP (0,04 M), MgC} (0,5 M) e glucose-6-P (0,1 M). A mistura de reafdo
agitada e seguiu-se a variacdo da absorvéncia ar@4€ a 37C durante 180 s. A par da
mistura de reacao foi preparada uma solu¢édo bremaendo tampéo fosfato (10 mM) pH 7
substituindo a amostra. A atividade enziméaticadeierminada utilizando-se o coeficiente
angular das curvas de reacao (0,99628<r<0,99985A 10 ) e o coeficiente de absortividade
molecular do NADPH de 6,22 mificm™.
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3.3.11.Determinacéo da atividade ascorbato peroxidase

Tal como os enzimas CAT e GPx, o enzima ascorbatoxmlase (APx) catalisa a
reacdo de reducdo do,® a HO. Porém, nesta reacdo de reducdo é realizadata das
oxidacdo de moléculas de acido ascorbico.

A determinacdo da atividade enzimatica do APx éailizada com recurso ao método
descrito por Janda (1998), o qual € baseado nacgede decomposicdo do &cido ascorbico
pelo enzima em questdo, decomposicao esta qudizadeaa par da conversdo de(d a
H,O. Esta reacdo é seguida por espetrometria de cdlosomolecular permitindo
posteriormente a determinacéo da atividade enzimati

Iniciou-se a realizagdo experimental pela mistue aliquotas de amostra de
sobrenadante p6s 1206@57,91 mg/L), tampao fosfato (50 mM), pH 7,0, acascorbico (1
mM), H,O, (10 mM) e EDTA (0,1 mM). A mistura de reacéo feixhda a estabilizar por 2
min, apés 0s quais se seguiu a reacdo por leituadsorvéncia a 290 nm e g7durante 300
S. A par da mistura de reacao foi preparada umgdolbranco contendo tampao fosfato (10
mM) pH 7 em vez do sobrenadante p0s-1200@ atividade enzimatica foi determinada
utilizando-se o coeficiente angular das curvasededo (0,91859<r<0,99873, Fig. A1l) e o

coeficiente de absortividade molecular do aciddrsco de 2,8 mM.cm™.,

3.3.12.Determinacéo da atividade fosfatase alcalina

O enzima fosfatase alcalina (ALP) é responséavela pguebra de ligagbes
monofosfoéster, sendo por isso importante paraspodibilizacdo da energia necessaria ao
metabolismo celular. Além disso, este enzima € om marcador de proliferacédo celular,
permitindo através da determinacdo da sua ativiéadanatica, perceber o comportamento
celular, mais propriamente a resposta a alterat@i@®, internas como externas.

A atividade enzimatica ALP é observada seguindoise&todo descrito por Bretaudiere
(1984) baseado na reacao de hidrélise de molédeldssfato a partir dp-nitrofenilfosfato
(p-NPP), tendo como produto da reacéo, para aléermadéculas de fosfato, moléculas me
nitrofenol, que apresentam coloragdo amarela, padoiseguir o seu aumento, decorrente da
reacao do enzima ALP, por espetrometria de absongdecular.

A mistura de reacdo é composta por uma aliquosoldeenadante p6s-1200057,91
mg/L) diluida em tampéao Tris-HCI (0,5 M), pH 8,%gua bidestilada, iniciando-se a reagéo
com a adicdo dg-NPP (6mM). Seguiu-se a reacao através da leituabdorvéncia a 450 nm

e a 37°C durante 180 s. A par da mistura de reacdo fgdgveela uma solucdo branco
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contendo tampao fosfato (10 mM) pH 7 em vez doeswatante ou sedimento p6s-12@00
A atividade enzimatica foi determinada utilizandoa@ficiente angular das curvas de reacao
(0,98141<r<0,99744, Fig.A12 ) e o coeficiente dsoatividade molecular dp-NPP de 18,5

mM™.cni?,

3.3.13.Determinacéo da atividadey-glutamil transferase

O tripéptido glutationo é extremamente importargeaas células e para os seres Vivos
que estas constituem, porém € necessario que ebsganivel ndo s6 nas quantidades
necessarias, mas também no local necessario. $3ar& iessencial a acdo do enzin@T,
responsavel pela quebra das ligacdes peptidicasotécula glutationo permitindo que esta
atravesse as membranas celulares para estar dispoailocal necessario. Para além disso
também permite que o glutationo conjugado com dasmmoléculas como xenobidticos,
atravessem as membranas celulares, como o tormptash o objetivo de atingirem o
vacuolo digestivo, facilitando a excrecéo.

O doseamento deste enzima baseia-se no métodaaesecrSzasz (1976), baseado na
capacidade dg-GT transferir do grupg-glutamato de um péptido para um aminoacido ou
para outro péptido. E utilizado o substrato-glutamyl-4-nitroanilida pois permite uma
medicao direta da taxa de reacdo sem recorrerpadesizacdo, sem qualquer tratamento
quimico dos produtos de clivagem, detetando-se rnaipdo de 4-nitroanilina por
espetrometria de absorcédo molecular.

O procedimento experimental para a determinacg&tidaade enzimatica do enzima
v-GT compreende a reagdo de uma mistura equitaéiv@duds solucées R1 e R2, compostas
por Tris-HCI (100 mM), pH 8,2, glicilglicina (83 m)Me cloreto de magnésio (10 mM)ye
glutamil-p-Nitroanilida (4,4 mM) dissolvida em Tri$00 mM), pH 8,2, com uma aliquota de
amostra de sobrenadante pos 1260(7,91 mg/L). Seguiu-se entdo a reacdo através da
leitura da absorvéncia a 405 nm e a@#2m intervalos de 5 min, durante 60 min. A par da
mistura de reacao foi preparada uma solucédo bremtendo tampéo fosfato (10 mM) pH 7
em vez do sobrenadante ou sedimento pds-18080atividade enzimatica foi determinada
utilizando o coeficiente angular das curvas de deg,90536<r<0,99744, Fig. A13) e o
coeficiente de absortividade moleculareiitroanilina de 9,9 mM.cm™.
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3.3.14.0Obtencéo do extrato enriquecido em lipidos e ergasbl

Os lipidos constituem um dos principais tipos demioléculas das células,
desempenhando diversas funcbes, como a constituigiobranar e reserva energética.
Alteracdes nestas biomoléculas, conduzem a desigipd celulares energéticas e estruturais,
podendo mesmo levar a morte celular, pelo que atidigacédo destas moléculas € de extrema
importancia para avaliar a integridade e funcaolael

A extracdo de lipidos iniciou-se com a preparatgiculturas celulares, efetuada nas
mesmas condi¢Oes referidas nos pontos 3.3.1 e. 2Bd a lise celular adicionou-se uma
mistura de TCA (5 %) e agua (1:1) e efetuou-se cemdrifugacao a 160§ durante 10 min,
cujo sobrenadante foi desprezado e o sedimentee$suspendido em 10 volumes de uma
mistura de cloroférmio e metanol (2:1). Agitou-ses@ucdo com uma vareta de vidro e
deixou-se em repouso durante 24 h a 4°C. Repetupsecesso de adicdo de cloroférmio e
metanol seguido de agitacdo mais uma vez e noedalizou-se uma centrifugacdo a 1690
durante 10 min. O sobrenadante obtido foi tramdferpara uma proveta graduada e
ressuspendeu-se o sedimento com uma mistura denohetacloroformio. A solucéo foi
centrifugada a 160Q durante 10 min e o sobrenadante obtido foi adadonna proveta
graduada com o sobrenadante anterior. Este prodessepetido por mais uma vez. Ao
extrato obtido e guardado na proveta graduadayuse NaCl (0,7 %) e deixou-se a repousar
overnighta 4°C. No dia seguinte, desprezou-se a fase aquosadarma proveta durante a
noite e filtrou-se a fase organica com papel deofWhatman (1 PS) para um tubo de vidro
previamente tarado. A fase organica foi entdo enaafaod secura em corrente de azoto €37
e o0s tubos contendo o extrato foram guardado<Capéra posterior utilizacdo (Folch, 1956).
O extrato lipidico foi posteriormente ressuspendido 1 cni de cloroférmio a 4 °C para a

quantificacao dos triacilglicerois e do colesterol.

3.3.14.1Ergosterol

O ergosterol € uma molécula com diversas funcdeséhda, estando envolvido em
diversos mecanismos que contribuem para a manatelachomeostasia celular. Para além de
ser um dos constituintes das membranas celulacedribuindo para a estabilizacdo da
fluidez desta estrutura, atua também como precdesaliversas moléculas esteroides e como
mensageiro, controlando alguns processos de trg@scgenética. A sua quantificacdo
permite identificar, quando em conjunto com outp@sametros, alteracdes estruturais e

metabolicas nas células, fator importante em estddetresse regulacdo metabdlica. Para a
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sua quantificacao seguiu-se o protocolo descritcApe (2009) que deteta enzimaticamente o
peroxido de hidrogénio gerado pela oxidacdo der@stdéivres pela colesterol oxidase. O
enzima colesterol oxidase reconhece o ergostemolwna eficiéncia de aproximadamente 90
% relativa a obtida com o colesterol, o substraorfo utilizado na construcdo da curva de
calibragao.

O procedimento experimental iniciou-se com a rgssusio dos lipidos anteriormente
levados a secura, por adicdo de cloroférmio. Deg@isem agitado, transferiu-se aliquotas da
solucéo anteriormente referida para diferentesstalgoensaio, de acordo com as condi¢des de
trabalho em estudo, e levou-se as aliquotas aaerurcorrente de azoto a & Depois de
seco, adicionou-se etanol absoluto a 4 °C e mereatgio tamponado constituido por tampao
fosfato (0,1 M) pH 7, colesterol oxidase (> 100 ))/tolesterol esterase (>300 U/L), acido
hidroxibenzéico (20 mM), 4-aminofenazona (0,5 mM)egoxidase (>200 U/L) e deixou-se a
reagir durante 10 min. A reagdo em questdo origmaproduto corado tornando possivel a
quantificacdo do colesterol através de espetromei absor¢do molecular, por leitura da
absorvéncia a 510 nm. A par da mistura de rea¢gwdparada uma solucéo branco contendo
apenas etanol e meio de reacdo tamponado. Poa fionicentracdo de colesterol na amostra
foi determinada por interpolacdo numa curva deébago obtida com padrdes de colesterol
submetidos as mesmas condi¢fes de ensaio (Fig.(Athé) 2009; Allain, 1974).

3.3.14.2Triacilglicerois

O triacilglicerol é a molécula de reserva energéfior exceléncia, servindo para
armazenar energia em situacfes de excesso e cesheremergia armazenada quando é
necessario. Alteracdes nestas biomoléculas condwuzedesregulagbes no metabolismo
energético celular, pelo que é importante avalidea destas biomoléculas de forma a
identificar possiveis alteracdes.

A quantificacdo do teor de triacilglicerol nas am@s iniciou-se com a ressuspensao
dos lipidos anteriormente levados a secura, p@aadie cloroformio. A solucéo foi depois
bem agitada e foram transferidas aliquotas paesetiifes tubos de ensaio, de acordo com as
condicOes de trabalho em estudo, e levou-se asodisja secura em corrente de azoto a 37
°C. Depois de seco, adicionou-se etanol absoluteie de reacdo tamponado composto por
tampéao Pipes (piperazina-N,N’-di(2-etanossulfonjat@8p) mM) pH 6,7, lipoproteina lipase
(>350 U/L), glicerol cinase (>0,04 U/L), gliceraidfatase oxidase (>4 U/L), peroxidase (>0,8
U/L), ATP (>1 mM), 4-aminofenazona (>0,8 mM), clarele magnésio (0,6 mM) e ESPT (4-
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aminofenazona/N-etil-metilanilina-propanossulfondéosodio) (2 mM), deixando-se a reagir
durante 10 min. Devido ao produto desta reacacsaptar cor, foi possivel a quantificacédo de
triacilglicerol através de espetrometria de absomp@lecular, por leitura da absorvéncia a
546 nm. A par da mistura de reacéo foi preparadasotucdo branco contendo apenas etanol
e meio de reacdo tamponado. Por fim, a concentrdeatriacilglicerol na amostra foi
determinada por interpolacdo numa curva de cabBloraptida com padrdes de triacilglicerol

submetidos as mesmas condic¢des de ensaio (Fig.(Baédlo, 1973; Werber, 1981).

3.3.14.3Fosfolipidos

Os fosfolipidos representam os constituintes maigos das membranas celulares,
sendo por isso responsaveis pela manutencdo dpidatge celular, delimitando também o
espaco intracelular. Alteragbes no metabolismo adesholéculas provocam alteracdes
membranares, que afetam toda a célula e em casesnes podem mesmo conduzir a sua
morte, de forma que a sua quantificacdo é impatant

A concentracdo do conteudo em fosfolipidos nagatites condi¢bes de trabalho foi
realizada segundo a reacéo descrita por Nie (1®93kayama (1977), onde os fosfolipidos
sao hidrolisados em colina e acido fosfatidico nesgnca de fosfolipase D. A colina &
oxidada pelo colina oxidase em betaina e peréxiglohidrogénio que, na presenca da
peroxidase, reage com 4-aminoantipirina e um deoivi@nolico, formando um composto
vermelho. A intensidade da cor deste composto popconal a quantidade de fosfolipidos
presentes na amostra sendo assim possivel efetusr quantificacdo por espetrometria de
absorgéo molecular, a uide 520 nm.

Iniciou-se a quantificagdo com a ressuspenséo idmo$ anteriormente obtidos, por
adicao de cloroférmio. Agitou-se a solucéo e tramgfse aliquotas para diferentes tubos de
ensaio, de acordo com as condi¢cOes de trabalhcstrdog e levou-se as aliquotas a secura
em corrente de azoto a 8Z. Depois de seco, adicionou-se etanol absoluté@ & meio de
reacdo tamponado contendo tampéao fosfato (50 minplA 7,6,4-hidroxi-acido benzoico,
EDTA, Azita de soédio, detergentes, fosfolipase Dlina oxidase, 4-aminoantipirina e
peroxidase, deixando-se a reagir com a amostrantdut® min. A par da mistura de reacao
foi preparada uma solucdo branco contendo apeanelet meio de reagao tamponado. Por
fim, a concentracdo de fosfolipidos na amostraléderminada por interpolagcdo numa curva
de calibracdo obtida com padrdes de fosfolipidbsnatidos as mesmas condi¢cdes de ensaio
(Fig. A16).
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3.4.

Equipamento

Autoclave da marca AJC, modelo Uniclave 88;

Balanca analitica da marca Mettler, modelo AE 200;

Balanca micro-analitica da marca Mettler Toledodeto AX 205;

Banho termostatizado com agitacdo da marca Memmedelo 3200 R;
Espetrometro de absor¢do molecular de feixe duplmarca Hitachi, modelo U2001,
com banho termostatizado e sistema de circulac@guke da marca Grant;
Espetrémetro de fluorescéncia de feixe simples @ieanShimadzu, modelo RF-5001
PC;

Estufa de incubacdo da marca Kowell, modelo D2-1;

Homogeneizador de sonda de ultrassons da marcadr&onifier, modelo 450;
Placa de agitacdo da marca Labinco, modelo L34,

Potenciometro da marca Metrohm, modelo 691;

Supercentrifuga da marca Hermle, modelo Z323 K;

Vértex da marca Heidolph, modelo Reax 2000.

Reagentes

1-Butanol, 99,5 %, Panreac, Barcelona;
2'7'Diclorodihidrofluoresceina (DCFH)- Sigma, Sauis;
4-aminoantipirina, Sigma, St.Louis;

4-aminofenazona, Sigma, St.Louis;

4-aminofenazona, Sigma, St.Louis;
4-aminofenazona/N-etil-metilanilina-propanossulftonde sédio, Sigma, St.Louis;
7,6,4-hidroxi-acido benzoico, Sigma, St.Louis;

Acido acético glacial, Pancreac, Barcelona;

Acido cloridrico, pro-andlise (d = 1,19) 37,0 %, fele Darmstadt;
Acido etilenodiaminotetracético, Sigma, St.Louis;

Acido hidroxibenzoico, Sigma, St.Louis;

Acido L(+)-ascérbico, Prolabo, Leuven;

Acido tiobarbiturico, pro-analise, 99,0 %, Merclarinstadt;

Acido tricloroacético, Fisher Chemical, Leicestémsh
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Adenosina trifosfato, Sigma, St.Louis;

Agar bacteriolégico, Himedia, Mumbai;

Albumina do soro bovino, Sigma, St. Louis;

Azita de sédio, Sigma, St.Louis;

Azoto R, Ar Liquido, Lisboa;

Carbonato de sédio anidro, pro-analise, 99,5 %ckjddarmstadt;
Cloreto de magnésio hexa-hidratado, 99 %, Sigmd,obis;

Cloreto de sédio, pro-analise, Merck, Darmstadt;

Cloroformio, Fisher Scientific, Leicestershire;

Colesterol esterase, Sigma, St.Louis;

Colesterol oxidase, Sigma, St.Louis;

Colina oxidase, Sigma, St.Louis;

Dihidrogenofosfato de potassio, pré-analise, 99,0/84rck, Darmstadt;
Dihidrogenofosfato de sédio, pré-analise, 99,0 %rd¥, Darmstadt;
Dissulfureto de glutationo, pré-analise, 98,0 %n%, St. Louis;
Diurédo, Sigma-Aldrich, St. Louis;

Duodecilssulfato de sddio, Sigma, St. Louis;

Etanol, pro-analise (d = 0,79) 99,8 %, Merck, Daaus

Extrato de levedura, 99,0 %, Sigma, St. Louis;

Fosfato de dinucleético de nicotinamida e adeniidanlo (sal de sddio), pré-analise,
98,0 %, Sigma St. Louis;

Fosfato de dinucledtico de nicotinamida e adergdaizido (sal de sédio), pro-andlise,
98,0 %, Sigma St. Louis;

Fosfolipase D, Sigma, St.Louis;

Glicerol cinase, Sigma, St.Louis;

Glicerol fosfatase oxidase, Sigma, St.Louis;

Glicilglicina, Merck, Darmstadt;

Glucose, 99,9 %, Merck, Darmstadt;

Glucose-6 Fosfato, Sigma-Aldrich, St. Louis;

Glutationo redutase, Sigma, St.Louis;

Hidrogenofosfato de sddio anidro, pro-analise, 98, Merck, Darmstadt;

Hidrogenofosfato dipotassio, pré-analise, 99,5 %rd{, Darmstadt;
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Hidréxido de sddio, pré-analise, 99,0 %, Merck, iDstadt;

Lipoproteina lipase, Sigma, St.Louis;

Metanol, Sigma-Aldrich, St.Louis;

N-etilmaleimida, Sigma, St. Louis;

o-fetaldeido, Sigma, St. Louis;

Peptona, 99,0 %, Sigma, St. Louis;

Peroxidase, Sigma, St.Louis;

Peréxido de hidrogénio, pré-analise, 30,0 %, Sigatalouis;
Piperazina-N,N’-di(2-etanossulfonato)), Sigma, Bis;

Reagente fendlico, segundo Folin-Ciocalteau, pilisey, Sigma, St. Louis;
Tartarato de sodio e potassio tetra-hidratadogpdiise, 99,9 %, Merck, Darmstadt;
ter-butil hidroperoxido, Sigma, St. Louis;

Tris (hidroximetil) aminometano, pré-analise, 9%9Merck, Darmstadt;
Tween 20, Sigma, St.Louis;

y-Glutamilp-Nitroanilida, Sigma, St. Louis;
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4. Resultados/discussao dos resultados

As fenilureias constituem uma classe de herbicidaaimente utilizadas no controlo de
infestantes de culturas agricolas ou de pavimentbsnos. O diurdo, utilizado como
principio ativo de diversos herbicidas tem sido amgnte utilizado no controlo de diversas
variedades de infestantes, tanto de folha anuabqmrene, gramineas e musgos. Contudo a
dificil degradacdo quimica e biolégica deste corgpdsevou a fortes restricdes na sua
utilizacdo pela Unido Europeia, por ser considerada substancia perigosa. Sendo um POP,
a sua acumulacdo no ambiente e em particular agololas vérias cadeias alimentares
desencadeia problemas nos diversos ecossistens#tesap seu contato, bem como de saude
ambiental. Por esse motivo, o objetivo deste trab#di testar a hipdtese nula: O diurdo néao
perturba o crescimento, a resposta antioxidantenetabolismo energético de leveduras do
géneroSaccharomycesrescidas em diferentes meios de cultura. Estacoprende-se com o
fato de se ter procurado caraterizar a resposséadanilureia por uma levedura vinica, tendo
em conta a sua eventual acdo sobre os ecossistEmamdegas e pelo fato deste modelo
bioldgico constituir um bom exemplo da respostaqumariotas a agentes quimicos. Por outro
lado, 0 seu genoma encontra-se sequenciado e gpamtie dos genes que codificam os
sistemas enzimaticos de resposta energética exidaibe exibem niveis elevados de
homologia sequencial com genes de organismos sug&riem particular o homem, sendo
recomendado como modelo alternativo aos animaig fEstes com xenobidticos. Deste
modo os resultados deste trabalho serdo apressrmtadaordo com o plano de realizagao das
tarefas que Ihe foram inerentes:

a) Resposta ao diurdo por marcadores de crescimesuforevivéncia celular;

b) Resposta ao diurdo por sistemas antioxidantesegatecao;

c) Resposta ao diurdo por marcadores lipidicos.

Procurou-se ainda estimar como a disponibilidade fdates maioritarias de carbono

(glucose) e azoto (peptona) influenciam a respas@iurdo.

4.1. Resposta ao diurao por marcadores de crescimento e
sobrevivéncia celular:

A figura 4.1. revela que a quantidade de biomassdugida em 200 min de ensaio em
meio rico YEPD foi estatisticamente superior (p0409,a quantidade de biomassa produzida

em qualquer uma das condi¢des de ensaio, incluisdoeios restritivos em fonte de carbono
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(YEP) e fonte de azoto (YED). Pela mesma figuraepel ainda observar um decréscimo
significativo (p <0,01) da producdo de biomassa a#ulas crescidas, em meio rico e
restritivo de peptona (YED) na presenca de diurdoquM). Contudo, a presenca de diurdo no
meio de cultura ndo afetou significativamente (p0¥Po peso seco de células crescidas em
meio restritivo em glucose (YEP). Os valores olgtidéo da mesma ordem de grandeza dos
obtidos por Kho (2006)
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Figura 4.1. Representacdo grafica do peso sec8.dmrevisiad)E-ME; crescidas em meio YEPD, YEP e YED
na auséncia e na presenca de diurdo (75 uM). Qitadss representam a média de cinco
experiéncias independentes + desvio-padrdo. Asadaamssinaladas com letras diferentes séo
significativamente diferentes (p <0,01).

A figura 4.2 mostra-nos que ceélulas crescidas emno meo e restritivos ndo exibiam
diferencas significativas (p <0,01) no conteudo lgndos totais. No entanto a presenca de
diurdo (75 pM) no meio de cultura, provocou um autmesignificativo (p <0,01) no
conteudo lipidico total de células crescidas enomied e meio restritivo em peptona (YED).
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Figura 4.2. Representacdo grafica do contelddo em lipidos td@as. cerevisiadJE-ME; crescidas em meio
YEPD, YEP e YED na auséncia e na presenca de d{@&quM). Os resultados representam a
média de cinco experiéncias independentes *+ demdodo. As barras assinaladas com letras
diferentes sao significativamente diferentes (i),

Outro marcador de crescimento que utilizamos foomtetdo em proteina total, que se
encontra representado na figura 4.3, para cadadasaondicdes de ensaio. A figura mostra-

nos que o conteudo proteico era mais elevado enfasétrescidas em meio YEPD e meio
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YED. A presenca de diurdo em células crescidaswatyger dos meios induziu um aumento
significativo (p <0,01) deste parametro relativateemos seus respetivos controlos, embora
em termos percentuais a diferenca seja superiarédutas crescidas em meio rico (135 %) e
meio YED (121 %). Este fato aponta para a necedsida glucose para inducédo de sintese

proteica, também necesséria para assegurar orasgFgoi fermentativo.

@ YEPD

1400 b b mvyep
1200 ® YED

1000 F Meios De
800 Cultura
600
400
200

[Proteina] (ug/mL)
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Figura 4.3. Representacao grafica do conteldo em proteinadatalltura deS. cerevisiadJE-MEs crescidas
em meio YEPD, YEP e YED na auséncia e na presemcdiwtdao (75 uM). Os resultados
representam a média de cinco experiéncias indeptwrgle: desvio-padrdo. As barras assinaladas
com letras diferentes séo significativamente difezg (p <0,01).

A figura 4.4 A, revela-nos que o contetdo celufart®is ndo proteicos foi superior em
células crescidas em meio restritivo em peptonativamente ao meio rico ou ao meio
restritivo em glucose. Contudo, a presenca de aiiméuziu aumentos significativos (p
<0,01) no conteudo celular do tripéptido, em queatqlos meios estudados, detetando-se em
termos absolutos uma maior variacdo em célulazideessem meio YED (3x) e em células
crescidas em meio rico (2,5x). Este perfil de resmorepete-se no conteludo total de
glutationo quantificado no sobrenadante (citoplasmeticulo endoplasmatico) (figura 4.4 B)

e sedimento celular (mitocondrios e peroxissonfag)ra 4.4 C).
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Figura 4.4. Representacdo grafica do contetdo em glutatiorad (&) e GSH+GSSG do sobrenadante (B) e
sedimento (C) p6s-12009 de S. cerevisiadJE-ME: crescidas em meio YEPD, YEP e YED na
auséncia e na presenca de diurdo (75 uM). Osadsslrepresentam a média de cinco experiéncias
independentes + desvio-padréo. As barras assirsatanta letras diferentes séo significativamente
diferentes (p <0,01).

No que diz respeito a atividade enziméatica fostatdsalina, detetaram-se niveis mais
elevados deste enzima, em células crescidas ems mesgtritivos, ocorrendo aumentos
significativos (p <0,01) desta atividade em célwdapostas ao diurdo (75 puM), durante 200
min, em meio rico e em meio restritivo em peptdeanientativas). Convém ainda assinalar
que a fenilureia exerceu um efeito significativo<{®,01) e contrario ao que acaba de ser
descrito em células crescidas em meio restritivo gimcose (respiratorias) (fig 4.5). As
alteracOes relativas a presenca do diurdo na atigid\LP, traduzem a ocorréncia de desvios
metabolicos ao nivel do metabolismo energético auedipor proteinas envolvidas em
mecanismos de desfosforilacdo. Um eventual aumeat®OS (ver figuras 4.9 e 4.12 B)
podera ter induzido alteragbes no metabolismo étiecgpara assegurar a sobrevivéncia
celular que se mostrou aparentemente menos eflnazékilas fermentativas, crescidas em
meio restritivo em peptona (YED). Os valores dei@dide ALP encontram-se de acordo com
os descritos por Rothman (1986).
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Figura 4.5. Representacao grafica da atividade enzimatica Aeéferchinada por espetrometria de absorcgao
molecular no sobrenadante p6s-12@Qafe S. cerevisiad)E-MEscrescidas em meio YEPD, YEP e
YED na auséncia e na presenca de diurdo (75 pM)yefddtados representam a média de cinco
experiéncias independentes + desvio-padréo. Asadamssinaladas com letras diferentes séo
significativamente diferentes (p <0,01).
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A figura 4.6. ndo revela diferencas significatifps<0,01) entre células crescidas no
meio rico e em qualquer dos meios restritivos. @amwo entanto destacar que se observou
um aumento significativo (p <0,01) da viabilidadelutar em qualquer das populacdes
expostas ao diurdo (75 uM), embora em termos dosolke observem os valores mais
elevados em células crescidas em meio rico (4x)e® mestritivo em glucose (2,3x). Os
valores encontram-se de acordo com os descritoAyaor(2010).
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Figura 4.6. Representacéo grafica de cfu SlecerevisiadJE-MEs crescidas em meio YEPD, YEP e YED na
auséncia e na presenca de diurdo (75 uM). Osadsslrepresentam a média de cinco experiéncias
independentes + desvio-padréo. As barras assirsatanta letras diferentes séo significativamente
diferentes (p <0,01).

O conjunto de resultados descritos nesta secc&atpar concluir que o diurdo afeta o
crescimento celular de forma significativa, sendb maior parte dos casos os efeitos
observados dependentes do conteudo em fonte de @zaoke carbono. Embora a resposta ao
diurdo, expressa pelo conteudo em lipidos totaistefma total, conteiddo em glutationo,
fosfatase alcalina e cfu aponte este composto ammandutor de proliferacéo celular, em
particular em meio rico e meio restritivo em pepton conteddo em peso seco parece
contrariar este tipo de resposta, ou seja, a giatdide biomassa total produzida em 200 min
de ensaio foi afetada negativamente pela presenfendureia em células crescidas em meio
rico e meio restritivo em peptona, sem afetar saingento celular em meio restritivo em
glucose. Este fato permite inferir que o diurdgedodo inicial de exposicao podera induzir
morte celular e que as células sobreviventes despain mecanismos de resposta que
detetados no final do periodo de ensaio, 200 mingerem uma resposta
adaptativa/proliferativa.
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4.2. Resposta ao diurdo por sistemas antioxidantes e dercrecao:

A partir da figura 4.7 A podemos observar que o®iaide glutationo citoplasmatico
em meio restritivo em peptona eram significativateeuperiores (p <0,01) aos detetados em
meio rico ou em meio restritivo em glucose (valalesacordo com os descritos por lzawa
(1995)). A presenca de diurdo (75 pM) no meio déua provocou um aumento
significativo (p <0,01) da concentracao citoplasosato tripéptido em células crescidas em
meio YEPD e em meio YED, sendo a variacdo em terais®lutos muito superior em
células expostas durante 200 min em meio restr@m@eptona (YEPD — 2x; YED — 3x). No
que diz respeito ao contetdo em dissulfureto deatino citoplasmatico (figura 4.7 B),
detetamos um perfil de resposta idéntico ao déptido (GSH), ou seja, as células crescidas
em meio restritivo em peptona, exibem um maioreahd em dissulfureto de glutationo, ndo
se detetando diferencas significativas (p <0,01)eecélulas crescidas em meio rico e em
células crescidas em meio restritivo em glucosesimsa exposicdo ao diurdo (75 pM)
causou também, um aumento significativo (p <0,@k}alcontetdo citoplasméatico em células
crescidas em meio YEPD e células crescidas em rasidativo em peptona (YED), ndo se
detetando diferencas significativas (p <0,01) en#trlas crescidas em meio restritivo em
glucose (YEP), na presenca ou auséncia de diudqu). Contudo, para um grau de
confianca de 5 % j& se detetam diferencas sigtiifamentre estes dois ultimos tratamentos.
Em termos absolutos, o maior incremento foi obskrvam células expostas ao diurdo e

crescidas em meio restritivo em peptona (YEPD x; 2&P — 0,5x; YED — 3,4x).
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Figura 4.7. Representacdo grafica do teor em GSH (A) e GSSGd(B}obrenadante pos-12090de S.
cerevisiadUE-MEzcrescidas em meio YEPD, YEP e YED na ausénciapresenca de diuréo (75
pHM). Os resultados representam a média de cinceri@xgias independentes + desvio-padrédo. As
barras assinaladas com letras diferentes s@oisaivimente diferentes (p <0,0pe0,09.

Quando se avaliou a capacidade tampao exercida gelaedox GSH/GSSG no
citoplasma (figura 4.8), observaram-se valoresad@a superiores em ceélulas crescidas em
meio rico e restritivo em peptona, que diferem ifigativamente (p <0,01) das células
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crescidas em meio restritivo em glucose. Ao compsgacélulas expostas ao diurdo (75 pM)

com 0S seus respetivos controlos, ndo se obserfererdcas significativas (p <0,01) devido

ao tratamento. Os valores obtidos estédo de acomicos descritos por Bulteau (2012).

1,2 -
.‘;3 c a,c
s 1 3¢ I
b T ) ®YEPD
c 4
§08 a ®YEP
'§ 06 b b WYED
w Meios De
8 0,4 - Cultura
v
2
T 0,2 T
(%]
w 0 T L L

0 75

5 0. _75
[Diurdo] (uM)

Figura 4.8. Representacdo grafica da razdo GSH/GSSG do solrgpguis-12009 de S. cerevisiadJE-MEs
crescidas em meio YEPD, YEP e YED na ausénciaesenca de diurdo (75 uM). Os resultados
representam a média de cinco experiéncias indeptwrgle: desvio-padrdo. As barras assinaladas
com letras diferentes séo significativamente difeze (p <0,01).

A figura 4.9 representa os niveis de ROS citoplésogdeterminados em cada ensaio,

onde podemos observar valores superiores nos mesivgivos, relativamente ao controlo do

meio YEPD. A exposicao d&. cerevisia@o diurdo (75 uM) durante 200 min apenas induziu

um aumento de ROS citoplasmatico nas células d&s@m meio YEPD e restritivo em

peptona (YED), ndo perturbando com significadotiestieo (p <0,01) os niveis de ROS

citoplasmatico em células crescidas em meio restriém glucose, sendo as diferencas

observadas em termos percentuais muito superiageséiulas crescidas em meio YED (415

%).
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Figura 4.9. Representacao grafica do teor em ROS do sobremagast1200Qy de S. cerevisiadJE-MEs
crescidas em meio YEPD, YEP e YED na ausénciapgresenca de diurdo (75 pM). Os resultados
representam a média de cinco experiéncias indeptrsle desvio-padrdo. As barras assinaladas
com letras diferentes séo significativamente difezg (p <0,01).

A figura 4.10 revela o perfil de resposta do codteém GSH do sedimento, quer ao

tipo de meio quer a exposicdo ao diurdo (75 puMntido ao detetado na figura 4.7 A para o
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nivel de GSH do citoplasma, exceto nas células stapa fenilureia em meio restritivo em
glucose, que sofre um aumento significativo (p ¥prélativamente ao seu controlo.
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Figura 4.10. Representacdo grafica do teor em GSH do sedimeigel2000g de S. cerevisiadJE-MEs
crescidas em meio YEPD, YEP e YED na auséncia @rasenca de diurdo (75 uM). Os
resultados representam a média de cinco expergimdapendentes + desvio-padrédo. As barras
assinaladas com letras diferentes sdo significativeie diferentes (p <0,01).

E também interessante observar a figura 4.11 quesenta os niveis de dissulfureto de
glutationo do sedimento pds-12080onde se pode constatar um perfil de respostdicdén
ao da figura 4.10 para qualquer das situacoes sice(p< 0,01). Os valores estao de acordo

com os descritos por Izawa (1995).
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Figura 4.11. Representacao grafica do teor em GSSG do sedinpérstd2000g de S. cerevisiadJE-MEs
crescidas em meio YEPD, YEP e YED na auséncia @rasenca de diurdo (75 pM). Os
resultados representam a média de cinco expergmgapendentes + desvio-padrdo. As barras
assinaladas com letras diferentes sdo significativeie diferentes (p <0,01).

No entanto, a estabilizacdo do ambiente redutar pal redox GSH/GSSG parece
comportar-se de forma idéntica ao que foi detetamlaitoplasma apenas para as células
crescidas em meio rico, uma vez que nos meiogtrasir a resposta ao diurdo exibe um
decréscimo significativo (p <0,01) em meio YEP pretérias) e um aumento significativo
em meio YED (fermentativas) (figura 4.12 A). Espotde resposta pode ter comprometido a
funcionalidade mitocondrial devido a eventual aclagd@o de espécies reativas de oxigénio

(valores de acordo com os descritos por BultealiZ@0

54



Diurdo: resposta por sistemas antioxidantes e étieog deSaccharomyces cerevisiae
Hugo Tenda

Estes resultados agucaram a curiosidade de sevabgseque se passou em termos de
niveis de ROS mitocondrial (figura 4.12 B), pois dom surpresa que apenas se observou
uma diferenca significativa (p <0,01) entre céluéagostas ao diurdo (75 puM) e o seu
controlo em meio restritivo em peptona. Como o mhe@tque utilizamos para quantificar as
ROS apenas deteta os niveis de peroxido de hidmg&mprovavel que o eventual bloqueio
da cadeia respiratoria pelo diurdo estivesse adomainibicdo da desintoxicagdo do radical
anido superoxido em J,, pela SOD mitocondrial, ou a inducdo de reacdes-el@on,
consumidoras de peroxido de hidrogénio e geradieasadical hidroxilo que deste modo

podem esconder os indicios de danos ao nivel dwdmtrio.
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Figura 4.12.Representacao grafica da razdo GSH/GSSG (A) eadete ROS do sedimento (B) p6s-12@00
de S. cerevisiadJE-MEs crescidas em meio YEPD, YEP e YED na auséncia presenca de
diurdo (75 uM). Os resultados representam a méd@mto experiéncias independentes + desvio-
padrdo. As barras assinaladas com letras difere@tesignificativamente diferentes (p <0,01).

Face ao exposto, a figura 4.13 ndo exibe respastiggeendentes, uma vez que as
consequéncias das alteracdes nos niveis de ghdatipenas induzem peroxidacao lipidica
com formacédo de malonodialdeido em células cres@dameio restritivo em peptona, uma
vez que, quer em culturas controlo quer em cultdesxposi¢cdo ao diurdo (75 uM) se
observaram diferengas significativas (p <0,01)tredanente aos controlos das outras culturas
e & exposicdo a fenilureia. E natural que as dif@® detetadas na estabilizacdo do ambiente
redutor mitocondrial (figura 4.12 A) ndo se martiées neste parametro uma vez que a ordem
de grandeza dos niveis totais de glutationo noesalolante € muito superior a dos niveis de
glutationo total do sedimento (figuras 4.4 B e @)4Os valores obtidos estdo de acordo com

os descritos por Espindola (2003).
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Figura 4.13.Representacéo grafica do teor em MDAde&erevisiaéd)E-MEz crescidas em meio YEPD, YEP e
YED na auséncia e na presenga de diurdo (75 pMjeSdtados representam a média de cinco
experiéncias independentes + desvio-padrdo. Asabaassinaladas com letras diferentes séo
significativamente diferentes (p <0,01).

Esta série de resultados permitiu-nos observar due diurdo aumentou
significativamente o conteddo em GSH, GSSG, ROPD&A Mo sobrenadante pos-1200de
células crescidas na presenca de glucose (fernvasfatenquanto que, o conteuddo em GSH,
GSSG e ROS do sedimento aumentou em células asseid qualquer tipo de meio de
cultura, isto é, na presenca (fermentativas) oaus&ncia (respiratérias) de glucose. Como a
razdo GSH/GSSG do sobrenadante ndo € afetadaneskenpa do diurdo em qualquer dos
meios de cultura, e no sedimento o poder redutarétida diminui em células respiratérias
(YEP) e aumenta em células fermentativas, comigastem peptona (YED), estes resultados
justificam a morte celular detetada na figura Adlinicio da cultura, bem como o0 aumento da
capacidade proliferativa no final da cultura, entipalar em células crescidas em meios com
glucose (fermentativas) YEPD e YED. O decréscingnificativo da razdo GSH/GSSG
citoplasmatico e mitocondrial detetado em célul@sadas na auséncia ou na presenca de
diurdo (75uM) em meio restritivo em glucose (resgiias) que deveriam ter despoletado a
expressao de enzimas mitocondriais para asseg@s,a fase diduxica do seu crescimento,
acoplado a inducédo de mecanismos de resposta idatibes, protetores nesta nova fase do
metabolismo, permite especular que o diurdo poeréxercido danos moleculares ao nivel
da homeostase mitocondrial do glutationo. Estarealé® podera vir a ser, em parte,
esclarecida na continuagao do texto (ver figur@y.1

A estabilizacdo do saudavel ambiente redutor aepda agentes antioxidantes, como
por exemplo o glutationo ou o ascorbato € finamemdeulado por uma bateria de enzimas
antioxidantes citoplasmaticos, do peroxissoma ouvacoiolo, que estdo implicados na
desintoxicacdo das ROS ou de xenobiodticos, peloiroremos a caraterizagdo de alguns

destes sistemas interpretando as respostas queioge do ciclo do glutationo e aqueles que
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a ele estdo diretamente ligados. Deste modo, aafigul4 mostra a resposta do enzima
glutationo redutase ao meio de cultura e ao dilt&ta figura revela-nos que a atividade do
glutationo redutase assume o valor mais elevadanem restritivo em glucose (YEP,
respiratorias), assumindo valores mais baixos guemeio YEPD ou YED, fermentativos. A
exposi¢cdo ao diurdo causou um aumento desta al&vi@émzimatica, quer no meio rico
(YEPD), quer no meio restritivo em peptona (YED§procorrendo alteragOes significativas

no meio restritivo em glucose (YEP) (p <0,01). @$ores obtidos estdo de acordo com os

descritos por Izawa (1995).
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Figura 4.14. Representagdo grafica da atividade enzimatica GBrmdmada por espetrometria de absorgédo
molecular no sobrenadante p6s-12@0fe S. cerevisiadJE-MEs crescidas em meio YEPD, YEP
e YED na auséncia e na presenca de diurdo (75 @Mesultados representam a média de cinco
experiéncias independentes + desvio-padrdo. Asadaassinaladas com letras diferentes séo

significativamente diferentes (p <0,01).

A figura 4.15 revela-nos o comportamento do enzjingationo peroxidase dependente
do selénio em cada meio de cultura, na auséncia presenca de diurdo, onde se pode
observar que o valor de atividade mais elevadaléétado nas células que cresceram no
meio restritivo em glucose (YEP), ndo se detetadiferencas significativas (p <0,05) na
atividade GPx entre os meios YEPD e YED. A presalw;diurdo ndo afetou esta atividade
catalitica em células crescidas em meio restrigvmo glucose (YEP), provocando um
decréscimo significativo (p <0,05) em meio rico eianrestritivo em peptona (YED). Os

valores obtidos estédo de acordo com os descritoavary (2004).
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Figura 4.15. Representagdo grafica da atividade enzimatica Gferminada por espetrometria de absorgao
molecular no sobrenadante p6s-12@0fe S. cerevisiadJE-MEs crescidas em meio YEPD, YEP
e YED na auséncia e na presenca de diurdo (75 @esultados representam a média de cinco
experiéncias independentes + desvio-padrdo. Asabaassinaladas com letras diferentes séo
significativamente diferentes (p <0,05).

Associado ao ciclo do glutationo encontra-se useaten o0 enzima glucose-6-P
desidrogenase, o regulador chave da via das perfsato, principal fonte de equivalentes
redutores sob a forma de NADPH e co substrato dionanglutationo redutase. A figura 4.16
revela que as células crescidas em meio restetiv@lucose, sdo aquelas que exibem maior
atividade G6PD, sendo no entanto o valor da atilMd&6PD determinado em células
crescidas em meio YED, superior ao detetado enfasétuescidas em meio rico. Nas culturas
expostas ao diurdo, ocorreu um aumento desta adiwidatalitica, nas células crescidas em
meio YEPD e meio YED (valores de acordo com osrtescpor Izawa (1995)) (p <0,01).
Pelas figuras 4.14 e 4.16 pode-se observar quefib ¢ resposta exibido pelos enzimas
glutationo redutase e G6PD, vitais para assegusaudavel ambiente redutor intracelular, é
idéntico.
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Figura 4.16. Representacdo grafica da atividade enzimatica G##Erminada por espetrometria de absorcao
molecular no sobrenadante p6s-12@0de S. cerevisiadJE-MEscrescidas em meio YEPD, YEP
e YED na auséncia e na presenca de diurdo (75 @Mjesultados representam a média de cinco
experiéncias independentes + desvio-padrdo. Asadaassinaladas com letras diferentes séo
significativamente diferentes (p <0,01).

O aumento das atividades GR e G6PD detetadas sengeede diurdo em meio rico e

restritivo em peptona (YED) pode ainda dever-seeaessidade de disponibilizacdo de
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equivalentes redutores sob a forma de GSH e NAD#iFaglos na regeneragéo do ascorbato
na sua acao anti ROS via APx do ciclo do ascorbato.

As figuras 4.17 A e 4.17 B ilustram a respostaqadalases d8. cerevisiaa diferentes
meios de cultura, na auséncia e presenca de dipofiendo observar-se que os niveis de
atividade catalitica CAT T e CAT A eram superioees células crescidas em meio restritivo
em glucose (YEP), assumindo na CAT A o valor maemorcélulas crescidas em meio YED.
Por outro lado, a presenca do diurdo (75 pM) aumesignificativamente (p <0,01) a
atividade catalitica CAT T e CAT A em qualquer dogios estudados. As atividades
cataliticas CAT T e CAT A, disponibilizando-lhes amaior capacidade de desintoxicagédo
do HO, no caso dos meios YEPD e YED, poderdo compengarda de atividade catalitica
mediada pela GPx descrita anteriormente. Os valokdglos estdo de acordo com o0s

descritos por Zandycke (2002).
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Figura 4.17. Representacdo grafica das atividades enzimaticaé TAA) e CAT A (B) determinadas por
espetrometria de absor¢cdo molecular no sobrenadaseeimento pos-120Qf) respetivamente,
de S. cerevisiadJE-MEs crescidas em meio YEPD, YEP e YED na auséncia presenca de
diurdo (75 puM). Os resultados representam a médiainco experiéncias independentes *

desvio-padrdo. As barras assinaladas com letrasedis sé@o significativamente diferentes (p
<0,01).

A atividade catalitica APx (figura 4.18) apreseuain nivel superior de atividade em
células crescidas em meio rico, embora os valogegatios em meio YED assumam valores
estatisticamente intermédios (p <0,01) entre ogrgaldo meio restritivo YEP e meio rico. A
presenca do diurdo no meio de cultura apenas imduztividade catalitica de leveduras
crescidas em meio restritivo em peptona (YED), gardo que esta atividade antioxidante,
que potencia a resposta contra ROS pelo ascorfmtandispensavel para compensar o
aumento de ROS detetado nas figuras 4.9 e 4.12 BalOres obtidos estdo de acordo com os
descritos por Panchuk (2002).

59



Diurdo: resposta por sistemas antioxidantes e étieog deSaccharomyces cerevisiae
Hugo Tenda

~
o
)

d mvepD
BYEP
® YED

Meios De
Cultura

[e)]
o O O
L1

o
1

APX
(nmol.min/mg ,oeina)
BN WA U

o
1

o
1

o
1

0 75

75 0. 75
[Diurdo] (uM)

Figura 4.18. Representacao grafica da atividade enzimatica ABrohinada por espetrometria de absorcao
molecular no sobrenadante p6s-12@0fe S. cerevisiadJE-MEs crescidas em meio YEPD, YEP
e YED na auséncia e na presenca de diurdo (75 @esultados representam a média de cinco
experiéncias independentes + desvio-padrdo. Asabaassinaladas com letras diferentes séo
significativamente diferentes (p <0,01).

A figura 4.19 compara a atividagleglutamil transferase do tonoplasto de leveduras em
diferentes meios de cultura, na auséncia e narpyaste diurdo. Nela pode observar-se que
apenas para um nivel de confianca de 95 %, estaeaate catalitica, presente em células
crescidas em meio restritivo de glucose (YEP) assuafores significativamente superiores
aos detetados em meio rico (YEPD) e restritivo emtgna (YED). A presenca de diurdo no
meio de cultura ndo afetou significativamente (pOSD esta atividade catalitica, pelo que,
sera pouco provavel a excrecdo do diurdo parauwol@eia conjugagdo com o glutationo. Os

valores obtidos estédo de acordo com os descritoSaaion (1996).
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Figura 4.19. Representacao grafica da atividade enzimgtGa determinada por espetrometria de absorcao
molecular no sobrenadante p6s-12@0fe S. cerevisiadJE-MEscrescidas em meio YEPD, YEP
e YED na auséncia e na presenca de diurdo (75 @Mesultados representam a média de cinco
experiéncias independentes + desvio-padrdo. Asadaassinaladas com letras diferentes séo
significativamente diferentes (p <0,05).

Convém aqui destacar que os niveis de atividadaitczd e a resposta ao diurédo
exibida pelos enzimas GR, GPX, G6PD, CAT T e CA€stdo de acordo com o evoluir da
curva de crescimento dB. cerevisiagisto €, detetaram-se os valores mais elevados em
células crescidas em meio restritivo em glucoseR)YBnde se esperava que esta populagéo

de leveduras exibisse um metabolismo maioritaridenerspiratorio. No caso do aumento das
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atividades cataliticas detetadas em meio YEPD e ,YBOde as células assumiram
maioritariamente um metabolismo fermentativo, cqneatemente com niveis de resposta
antioxidante diminuidos, a presenca do diurdo cetopese como um forte indutor de stress,
de acordo com o que foi observado nas figuras4412, B e 4.13, onde o aumento dos niveis
de ROS discutidos anteriormente no sobrenadaneglienento celular, justificam os niveis
elevados de MDA detetados, bem como a inducéotdadaales GR, G6PD, CAT T e CAT
A, referidas anteriormente. E provavel que a médizdgiio do diurdo permita que &s

cerevisiadUE-ME;z 0 utilizem como fonte de azoto, um ponto a esctarem tarefas futuras.

4.3. Resposta ao diurdo por marcadores lipidicos:

A conducéo deste trabalho previa avaliar efeitagcéd do diurdo sobr8. cerevisiae
UE-ME;, procurando detetar possiveis efeitos deletémoselacionaveis com os niveis de
ROS e a modulagéo do metabolismo energético pamaszomo a fosfatase alcalina. Nesse
contexto, procurou-se avaliar como o0 meio de caleua exposicao ao diurdo perturbaram a
composicao absoluta e relativa de fosfolipidoagiiglicerois e ergosterol.

A figura 4.20 mostra-nos que células crescidas eio mestritivo YED exibiam maior
conteudo em fosfolipidos relativamente ao meio YEP®@r outro lado, a presenca do diurdo
aumentou significativamente (p <0,01) o conteudd@sfolipidos, quer em células crescidas
em meio YEPD, quer em células crescidas em meio, YD afetando significativamente a
composicao fosfolipidica de células crescidas eno nestritivo em glucose (YEP).
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Figura 4.20.Representacdo grafica do teor em FosfolipidoS.dmrevisiad) E-MEs crescidas em meio YEPD,
YEP e YED na auséncia e na presenca de diurdoNj5@s resultados representam a média de
cinco experiéncias independentes * desvio-padradiafras assinaladas com letras diferentes séo
significativamente diferentes (p <0,01).

Por outro lado, a figura 4.21 revela que as célatascidas em meio rico e em meio

restritivo em peptona (YED) s&o aquelas que exibii@ior quantidade de lipidos de reserva,
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nomeadamente triacilglicerodis. A exposicédo ao diladmentou significativamente (p <0,01)

o conteudo em triacilgliceréis nestas células.
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Figura 4.21. Representacdo gréafica do teor em Triacilglicer@sSd cerevisiadJE-MEs crescidas em meio
YEPD, YEP e YED na auséncia e na presenca de d{@&pM). Os resultados representam a
média de cinco experiéncias independentes + dgmdodo. As barras assinaladas com letras
diferentes séo significativamente diferentes (9],

Pela figura 4.22 pode-se observar que o contetdo eggosterol também era
significativamente (p <0,01) mais elevado em célgl@scidas em meio restritivo em peptona
(YED). No entanto, a exposicdo ao diurdo provocouawmento significativo (p <0,01) da
quantidade deste esterol em células crescidas eas mga fonte de carbono era a glucose
(fermentativas), levando no entanto a um decréscigaificativo deste parédmetro em
leveduras crescidas em meio restritivo em gluc¥&j. Curiosamente o perfil de resposta
aos meios de cultura e a presenca de diurdo assomyeerfil idéntico ao detetado para a
atividade enzimatica ALP (figura 4.5), fato que pesmite inferir que foi perturbado o efeito
modulador do ALP nos mecanismos de fosforilacadddéwilacdo envolvidos na
manutencdo da homeostase do ergosterol. Emborasaodos fosfolipidos e triacilglicerois
nao seja detetada uma resposta negativa, comisagiuf estatistico, exercida pelo diurdo
nesses conteudos em ceélulas crescidas em meiivestm glucose (YEP), observa-se o
mesmo padrdo de resposta descrito para o ergosiiod o conteido em fosfolipidos e
triacilglicerdis em células crescidas em meio rieoem meio restritivo em peptona,
igualmente correlacionavel com os niveis de atdedALP. Estes resultados sugerem que a
presenca de diurdo em meios cuja fonte de carbaoritaria era a glucose deverdo ter
sofrido um deslocamento darnover lipidico no sentido da acumulagdo desses materiais
indispensaveis a proliferacéo e funcionalidade nrandy e a disponibilizacdo de energia que

assegure a sobrevivéncia celular.
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Figura 4.22. Representacao grafica do teor em Ergosterdb.deerevisiadJE-MEs crescidas em meio YEPD,
YEP e YED na auséncia e na presenca de diurdoNj5@s resultados representam a média de
cinco experiéncias independentes * desvio-padradiafras assinaladas com letras diferentes séo
significativamente diferentes (p <0,01).

No que diz respeito a proporcao relativa dos corepms maioritarios do extrato
lipidico (tabela 4.1), continua a observar-se utonsignificativamente superior (p <0,01) de
fosfolipidos, triacilglicerdis e ergosterol em déhicrescidas em meio restritivo em peptona
(YED). No entanto, a proporcdo de fosfolipidos mtrao total aumentou em todos os
ensaios de exposicdo ao diurdo. Este tipo de resppenas se manifestou, no que diz
respeito a proporcao de triacilglicerdis, nas e&utrescidas em meio rico e em meio
restritivo em peptona (YED), ocorrendo a resposteerisa em meio restritivo em glucose
(YEP). Por outro lado, embora a proporcdo de eegoisppermaneca significativamente
superior (p <0,01) em células crescidas em meio ,Y##etaram-se sempre decréscimos
significativos (p <0,01) da proporcéo deste esteooéxtrato total em qualquer das situacdes
de exposicao ao diurdo. Embora o que foi descadta p percentagem de triacilgliceréis possa
ser justificado pela caréncia de glucose e evertiminuicdo da biossintese de lipidos de
reserva, as alteracdes do conteudo relativo enstengb dever-se-8o provavelmente a outras
causas. Este conjunto de resultados apontam paaaamdéncia para inducdo de atividade
proliferativa via biossintese de membranas que naosker menos eficaz nos meios restritivos
com menor sobrevivéncia celular & presenca de diffigura 4.6), provavelmente devido a
uma acumulacdo diferencial de triacilgliceréis gosterol. Os valores obtidos estdo de
acordo com os descritos por Rattray (1975).

Quadro 4.1.Representacdo da proporcao relativa dos componeatesitarios do extrato lipidico

Tratamentos TG (%)

YEPD, ()
YEPD;5 (um)

YEP, (um)
YEP75 (uv)
YEDg (um)
YED75 (um)
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5. Conclusoes

Os resultados obtidos com os marcadores de cresttimEeso seco, conteudo lipidico,
proteico e em glutationo, ALP e cfu permitem-ndgriin que o diurdo no periodo inicial de
exposicdo podera ter induzido morte celular. Comtus células sobreviventes devem ter
despoletado mecanismos de resposta, detetadosat@di periodo de ensaio, 200 min, que
sugerem uma resposta adaptativa/proliferativa. t0 d@ peso seco ndo ser afetado pela
presenca do diurdo permite inferir que a fenilupmderd ter sido utilizada como fonte de
carbono, em condic¢des de caréncia de glucose.

O diurdo aumentou significativamente o conteldo@aH, GSSG, ROS e MDA do
sobrenadante p06s-1200a de células crescidas na presenca de glucose (fativas),
enquanto o contetdo em GSH, GSSG e ROS do sedimementou em células crescidas em
qualguer meio de cultura, isto €, na presenca fetativas) ou na auséncia (respiratorias) de
glucose.

O decréscimo significativo da razdo GSH/GSSG ditaiplatico e mitocondrial detetado
em células crescidas na auséncia ou na presendaurde (75uM) em meio restritivo em
glucose (respiratdrias), que deveriam ter despidetaexpressdo de sistemas mitocondriais
antioxidantes, permite especular que o diurdo @oder perturbado a homeostase do
glutationo mitocondrial.

Os niveis de atividade catalitica na presenca ai@diexibida pelos enzimas GR, GPX,
G6PD, CAT T e CAT A estdo de acordo com o evolaralirva de crescimento dg
cerevisiag isto é, detetaram-se os valores mais elevadox@uias crescidas em meio
restritivo em glucose (YEP), onde se esperava qteepopulacdo de leveduras exibisse um
metabolismo maioritariamente respiratério. Nos meMEPD e YED, onde as células
assumiram maioritariamente um metabolismo fermeatatonsequentemente com niveis de
resposta antioxidante diminuidos, a presenca d@alicomportou-se como um forte indutor
de stress, confirmado pelo aumento dos niveis d& B®sobrenadante e sedimento celular,
que justificam os niveis elevados de MDA detetatles) como a inducéo das atividades GR,
G6PD, CAT T e CAT A, referidas anteriormente.

O aumento da atividade APx em meio YED (fermentdtpodera justificar-se como
uma resposta especifica ao aumento dos niveis & dr@© envolve a interacdo metabdlica
entre o ciclo do glutationo e o ciclo do ascorb&omo os niveis desta atividade enzimatica

se encontram mais elevados em meio rico YEPD ersoifr indugdo em meio YED, ambos
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fermentativos, leva a supor que este tipo de ig&&rgodera ser superior em crescimento
fermentativo.

Os conteudos em fosfolipidos, triacilglicer6is g@aosterol eram superiores em meio
restritivo YED. A presenca de diurdo (75 pM) pramecum aumento do conteddo em
fosfolipidos, triacilglicerdis e ergosterol em débkifermentativas, isto €, crescidas em meio
YEPD e YED e um decréscimo do contetdo em ergdsteraélulas respiratorias (crescidas
em meio YEP). O padréo de resposta da atividade geldPepde-se ao padréo de resposta do
conteudo em ergosterol. Estes resultados sugerenmajpresenca de diurdo em meios cuja
fonte de carbono maioritaria era a glucose, aslleas poderéo ter sofrido um deslocamento
da homeostase do ergosterol, no sentido de acufiouldesse material indispensavel a
proliferacdo e funcionalidade membranar, bem comdisponibilizacdo de energia que
assegure a sobrevivéncia celular.

A proporgéo relativa dos componentes maioritarm®xtrato lipidico mostrou valores
significativamente superiores de fosfolipidos,dit@iceroéis e ergosterol em células crescidas
em meio restritivo em peptona (YED). A proporcadatdolipidos no extrato total aumentou
em todos os ensaios de exposicdo ao diurdo, emgageoporcao de triacilglicerois apenas
aumentou em células fermentativas (crescidas nassnY&PD e YED), ocorrendo resposta
inversa em células respiratérias (meio YEP).

A proporcao de ergosterol permaneceu significaterae superior em células crescidas
em meio YED, tendo-se detetado decréscimos sigtifims da proporcdo deste esterol no
extrato total em qualquer das situacoes de exppsigadiurdo. Embora o que foi descrito
para a percentagem de triacilgliceréis possa séfigado pela caréncia de glucose e eventual
diminuicdo da biossintese de lipidos de reservaaltesacfes do conteudo relativo em
ergosterol dever-se-ao provavelmente a outras saltsée conjunto de resultados apontam
para uma tendéncia para inducdo de atividade eralifa via biossintese de membranas, na
fase final da exposicdo que podera ter sido meficgzeem meios restritivos com menor
sobrevivéncia celular a presenca do fitofarmacmvarelmente devido a acumulacao
diferencial de triacilglicerois e ergosterol.

O diurdo (75 pM) mostrou-se toxico pa@acerevisiadJE-MEs, embora, na fase final
da exposicdo existam indicadores da resposta awafpeoliferativa das leveduras a
fenilureia, em particular quando crescidas em mieimsentativos (YEPD e YED), parecendo
gque 0s mecanismos de resposta antioxidante, estrguais se destaca o APx, poderdo
contribuir para uma expansao da sobrevivéncia aekin meios fermentativos, isto €, na

presenca de glucose.
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Figura Al. Representacdo grafica da curva de calibracdo peaatificacdo de GSH, construida a partir da
leitura de solucdes padrdo de GSH (0-100). Os pontos representam a média aritmética de
cinco experiéncias independentes + desvio padréo.
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Figura A2. Representacdo grafica da curva de calibracdo peamatificacdo de GSSG, construida a partir da
leitura de solucdes padrdo de GSSG (081). Os pontos representam a média aritmética de
cinco experiéncias independentes + desvio padrao.
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cinco experiéncias independentes + desvio padrao.
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Figura A4. Representacao grafica da curva de calibracdo pamatificacdo de MDA, construida a partir da
leitura de solugBes padrao de MDA(0-1001). Os pontos representam a média aritmética de
cinco experiéncias independentes + desvio padrao.
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leitura de solugBes padrao de BSA (0-2@0mL). Os pontos representam a média aritmética de
cinco experiéncias independentes + desvio padréo.
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Figura A7. Representagdo gréfica da curva de reacdo da aléviglaziméatica GPx de células 8ecerevisiae
UE-ME;, crescidas em meio YERIA) e YER) (B).

81



Diurdo: resposta por sistemas antioxidantes e étieog deéSaccharomyce<erevisiae
Hugo Tenda

0,002 -
A 0 L 1 I )
200 300 400
g 0,002 y = -0,0000263x + 0,0003229
g R=0,9769994
g 0,004
[7]
<
0,006 |
0,008 |
0,01 -
t(s)
0 L 1 ] |
B 200 300 400
005 y = -0,0004264x - 0,0116287
’ R=0,9955762
£
g 01 |
(7]
2
<
0,15

t(s)

Figura A8. Representacéo grafica da curva de reacéo da alésielazimatica CAT T de células Becerevisiae
UE-ME;, crescidas em meio YERIQA) e YER; (B).
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Figura A9. Representacdo grafica da curva de reacdo da atévielazimatica CAT A de células 8ecerevisiae
UE-ME;, crescidas em meio YERA) e YED, (B).
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Figura A10. Representagédo grafica da curva de reacao da alivielazimatica G6PD de células$lecerevisiae
UE-ME;, crescidas em meio YERIDA) e YED;s (B).
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Figura All. Representacdo grafica da curva de reacao da aivielazimatica APX de células 8e cerevisiae
UE-ME;, crescidas em meio YERA) e YEPDs (B).
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Figura A12. Representacdo gréafica da curva de reacdo da atévielazimatica ALP de células 8e cerevisiae
UE-ME;, crescidas em meio YERIA) e YER) (B).
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Figura Al13. Representacgdo grafica da curva de reacdo da ae/elezimatica-GT de células d&. cerevisiae
UE-ME;, crescidas em meio YERIQA) e YER; (B).
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Figura Al4. Representacao gréafica da curva de calibracdo pematificacdo de Ergosterol, construida a partir
da leitura de solugdes padrdo de Colesterol (0410B]). Os pontos representam a média
aritmética de cinco experiéncias independentesyid@adrao.

0,7 -
0,6 -
. 0,5 y =0,0152x
S04 R =0,9915
3
80,3
<

0,2
0,1
0

0 10 20 30 40 50
[Triacilglicerol] (uM)

Figura A15. Representacdo grafica da curva de calibracdo peaatificacdo de Triacilglicerol, construida a
partir da leitura de solu¢cbes padrdo de Triacigtt (0-39,2uM). Os pontos representam a
média aritmética de cinco experiéncias independentiesvio padréo.
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Figura A16. Representacédo gréafica da curva de calibracédo partificacdo de Fosfolipidos, construida a partir
da leitura de solucdes padrao de Fosfolipidos (6-1®1). Os pontos representam a média
aritmética de cinco experiéncias independentesyidgadrao.
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Quadro Al. Resultados da andlise de variancia (modelo — “ANOYA

Parametro Orig varidncia  Soma quadrado GL Variancia F Sig.
Entre grupos 2422,749 5 484,550 1075,450 ,000
Peso Seco No interior de grupos 10,813 24 451
Total 2433,562 29
Entre grupos 37,926 5 7,585 11,066x16 ,000
Lipidos Totais  No interior de grupos ,000 24 ,000
Total 37,926 29
Entre grupos 3529567,407 5 705913,481 2477,855 ,000
Proteina Total  No interior de grupos 6837,333 24 284,889
Total 3536404,741 29
Entre grupos 204,806 5 40,961 1870,031 ,000
Soma Glutationc  No interior de grupos ,526 24 ,022
Total 205,331 29
Entre grupos 160,911 5 32,182 1450,412 ,000
GSH+GSSG No interior de grupos ,533 24 ,022
Total 161,443 29
Entre grupos 2748069,221 5 549613,844 574,732 ,000
GSSe';;“n?eSn?f No interior de grupos 22951,008 24 956,296
Total 2771020,319 29
Entre grupos 7400,088 5 1480,018 993,751 ,000
ALP No interior de grupos 35,744 24 1,489
Total 7435,831 29
Entre grupos 679x10° 5 136x10° 780,450 ,000
cfu No interior de grupos 417x10! 24 174x16¢
Total 683x10° 29
Entre grupos 26,408 5 5,282 501,202 ,000
GSH No interior de grupos ,253 24 ,011
Total 26,661 29
Entre grupos 57,236 5 11,447 218,618 ,000
GSSG No interior de grupos 1,257 24 ,052
Total 58,492 29
Entre grupos ,766 5 ,153 11,166 ,000
GSH/GSSG No interior de grupos ,329 24 ,014
Total 1,095 29
Entre grupos 3240278,999 5 648055,800 156,347 ,000
ROS No interior de grupos 99479,426 24 4144,976
Total 3339758,425 29
Entre grupos 1402333,310 5 280466,662 596,423 ,000
GSH Sedimentc  No interior de grupos 11285,955 24 470,248
Total 1413619,266 29
Entre grupos 279652,827 5 55930,565 103,884 ,000
GSSG Sedimeni  No interior de grupos 12921,526 24 538,397
Total 292574,353 29
Entre grupos 14,226 5 2,845 37,760 ,000
Gsigllrﬁesric? No interior de grupos 1,808 24 ,075
Total 16,035 29
Entre grupos 553601,194 5 110720,239 6,626 ,001
ROS Sedimentc  No interior de grupos 401042,384 24 16710,099
Total 954643,578 29
Entre grupos 4419982,843 5 883996,569 108,588 ,000
MDA No interior de grupos 195380,209 24 8140,842
Total 4615363,051 29
Entre grupos 83985,930 5 16797,186 96,186 ,000
GR No interior de grupos 4191,179 24 174,632
Total 88177,109 29
Entre grupos 1077,006 5 215,401 20,815 ,000
GPX No interior de grupos 248,359 24 10,348
Total 1325,365 29
Entre grupos 511309,070 5 102261,814 214,133 ,000
G6PD No interior de grupos 11461,472 24 477,561
Total 522770,542 29
Entre grupos 808,574 5 161,715 1429,195 ,000
CATT No interior de grupos 2,716 24 ,113
Total 811,290 29
Entre grupos 5550,421 5 1110,084 2787,851 ,000
CAT A No interior de grupos 9,556 24 ,398
Total 5559,977 29
Entre grupos 4470,242 5 894,048 30,866 ,000
APX No interior de grupos 695,168 24 28,965
Total 5165,410 29
Entre grupos 5,454 5 1,091 3,824 ,011
GGT No interior de grupos 6,847 24 ,285
Total 12,301 29
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Parametro Orig varidncia  Soma quadrado GL Variancia F Sig.
Entre grupos 15,887 5 3,177 68,787 ,000
Fosfolipidos No interior de grupos 1,109 24 ,046
Total 16,995 29
Entre grupos 33,045 5 6,609 591,339 ,000
Triacilglicerol No interior de grupos ,268 24 ,011
Total 33,314 29
Entre grupos 8,448 5 1,690 66,465 ,000
Ergosterol No interior de grupos ,610 24 ,025
Total 9,058 29
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