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Efeitos de extratos aquoso e etanodlico de Portulaca oleracea L., sub-espécie

sativa em Saccharomyces cerevisiae

Resumo

Portulaca oleracea L. ¢ uma planta com valor nutritivo, funcional e comercial
elevado. Neste estudo avaliou-se a capacidade antioxidante de extratos de caules e folhas da
planta fertilizada com NH4NO3 (60 kg/ha), bem como os efeitos de extratos foliares em
Saccharomyces cerevisiae, crescidas na auséncia e na presenca de acetato (25mM). Os
extratos aquoso e etandlico (12%) de folhas de beldroega exibiram maior teor em fendis e
capacidade antioxidante estimada pelo DPPH e FRAP, superior no primeiro caso. O extrato
de etanol absoluto apresentou maior teor em ascorbato e prolina. A exposi¢do simultdnea de
S. cerevisiae a acetato e extrato etandlico (12%) de folha de P. oleracea conservou os niveis
de biomassa e danos celulares produzidos, viabilidade celular, razao GSH/GSSG e atividades
cataliticas ALP, GPx e CTAI1 idénticos aos de células controlo com aumento das atividades

GR e SODI, contrariando o padrdo de morte celular pelo acetato.

Palavras Chave: beldroega; levedura; ciclo do glutationo; ascorbato; fenois
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Effects of aqueous and ethanolic extracts of Portulaca oleracea L., sativa on

Saccharomyces cerevisiae

Abstract

Portulaca oleracea L. is a plant with high nutritional, functional and commercial
value. In this study it was evaluated the antioxidant power in the extracts of stems and leaves
of plant fertilized with NH4NOs3; (60 kg/ha) as well as the effects of those extracts in
Saccharomyces cerevisiae grown in the absence and presence of acetate (25mM).The aqueous
and 12% ethanol extracts of purslane exhibited higher content of phenols and antioxidant
capacity estimated by DPPH and FRAP, higher than in the first case. The absolute ethanol
extract showed a higher content of ascorbate and proline. The simultaneous exposure of S.
cerevisiae to the acetate and of 12% ethanol extract of P. oleracea leaves maintained the
biomass and cell damages levels, cell viability, GSH/GSSG ratio and catalytic activities ALP,
GPx and CTAI, similar to control assay, with an increase in GR and SODI activities,

counteracting the cell death pattern induced by acetate.

Key Words: purslane; yeast; glutathione cycle; ascorbate; phenols
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1. Fundamento Teodrico

1.1. Portulaca oleracea L.
1.1.1. Origem, propagacio e distribuicio

Portulaca oleracea L., vulgarmente denominada beldroega, ¢ um dos membros da
familia Portulacaceae (Quadro 1.1), que engloba mais de 120 espécies de ervas suculentas e
arbustos (Yazici, 2007; Zhou, 2015; Erkan, 2012). Trata-se de uma erva daninha, com
distribuicio ubiqua pela Europa, Africa, América do Norte, Asia e Australia, sendo a oitava
planta mais comum do globo terrestre, encontrando-se descrito o seu uso em culinaria na
Asia, Europa Central ¢ Mediterranica. A mistura de fitoquimicos com atividade bioldgica
detetados na planta tem contribuido para a sua protecdo contra agentes deletérios ambientais e
encontram-se associados a efeitos benéficos para a saide humana (Oliveira, 2009;

Chowdhary, 2013; Zhou, 2015; Uddin, 2014; Dkhil, 2011).

Quadro 1.1 — Classificacao cientifica de Portulaca oleracea (adaptado de Cocetta, 2014).

Classificacao sistematica

Reino Plantae
(Plantas)
Divisdo Magnoliophyta
(Plantas com fl6r)
Classe Eudicotiledoneas
Sub-classe Caryophyllidae
Ordem Caryophyllales
Sub-ordem Cactineae
Familia Portulacaceae
Género Portulaca L.
Espécie Portulaca oleracea L.

A sua importancia como alimento de origem vegetal depende ndo s6 dos seus
componentes nutritivos, mas também dos seus constituintes nutracéuticos. Estes
desempenham um papel importante na protecdo contra patologias graves, tais como o cancro

e doencas corondrias (Oliveira, 2009; Zhou, 2015; Dkhil, 2011). A beldroega, ¢ descrita como
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planta herbacea anual de folhas suculentas frescas, com elevada taxa de crescimento e uso
eficiente de 4gua que tem sido utilizada em saladas e com fins medicinais ha centenas de
anos. Apesar de a sua origem ser incerta, cresce espontaneamente ou ¢ cultivada em regides
frias do planeta, como o Canada ou quentes como as Caraibas, em canteiros de flores, campos
de milho e terrenos baldios. A sua existéncia no continente americano ¢ descrita como pré-
colombiana, enquanto que na Europa aparecem referéncias a planta a partir do final do século
XVI, onde cresce bem em regides com dias longos de 16 h luz média diaria e onde a
temperatura diurna/noturna ¢ da ordem dos 27/22°C (Fontana, 2006).

A adubagdo nitrogenada das plantas e genericamente os restantes fatores de produgao
devem ser utilizados de forma racional, isto ¢, na quantidade estritamente necessaria para se
assegurar razoavel produtividade, sem custos desnecessarios € sem impacte ambiental
significativo (Arrobas, 2009).

O nitrogénio representa cerca de 1 a 5 % da matéria seca das plantas, € ¢ um
constituinte relevante dos aminodacidos, proteinas, nucleoproteinas e clorofila (Santos, 2012).

Assim, o nitrogénio ¢ considerado um elemento essencial para o bom desenvolvimento
das plantas, uma vez que ¢ indispensavel ao seu ciclo de vida e responsavel por fungdes
especificas, as quais ndo podem ser substituidas por outro nutriente. Desempenha um papel
importante no metabolismo, sendo classificado como macronutriente, na medida em que
tende a ser absorvido em grande quantidade pelas plantas (Santos, 2012). O nitrogénio ¢ ainda
classificado como um macronutriente maioritario, uma vez que necessita de ser aplicado as
plantas, por técnicas de fertilizagdo (Santos, 2014).

Dada a importancia que o referido elemento apresenta para o desenvolvimento vegetal,
a sua absor¢ao € um processo fulcral para o sucesso da cultura. No que diz respeito a absorgao
do nitrogénio, esta pode ocorrer, quer através das raizes, quer através das folhas. No entanto, ¢
através das raizes que ocorre a maior absor¢do, sendo para tal necessario o contacto destas
com o referido elemento (Santos, 2014).

O nitrogénio ¢, em geral, o nutriente que mais influéncia quantitativamente a producao
de uma dada planta, mas ¢ igualmente, o nutriente que mais pode afetar a qualidade da
mesma. Quando em excesso, pode provocar perda da qualidade visual e nutricional, podendo
até afetar a satide dos consumidores, devido a acumulagdo de nitratos na planta (Santos, 2012;
Kitchen, 2008). Se uma planta absorver uma quantidade de nitrogénio superior aquela que o
seu metabolismo tem capacidade de utilizar, este acumula-se nas folhas na forma de nitratos
que podem ser posteriormente convertidos em nitritos, entidades quimicas prejudiciais a

satide humana (Santos, 2012). Quando em défice, a planta ndo dispde das melhores condi¢des
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para o seu desenvolvimento ocorrendo quebra de producdo. Face ao que foi aqui descrito, o
conhecimento das necessidades em nitrogénio de uma dada espécie vegetal, tendo em conta o
uso que se pretende da mesma, assume um papel fundamental na sua producdo comercial
(Santos, 2014).

O nitrogénio destaca-se entre os nutrientes cuja gestdo se torna mais dificil de realizar
e para a qual a comunidade cientifica internacional tem envidado mais esforgos para alcangar.
A importancia deste elemento na produtividade e qualidade dos produtos agricolas, a sua
dindmica no solo, o impacte potencial das diversas formas de nitrogénio nos ecossistemas e
na saide humana conferem-lhe dificuldades particulares de gestdo que exigem cuidados

especiais nas recomendacdes de fertilizagao (Arrobas, 2009; Kitchen, 2008).

1.1.2. Caracteristicas nutritivas e funcionais

A beldroega, Portulaca oleracea L. ¢ uma planta verde anual, de rapido crescimento,
cujos caules e folhas sdo comestiveis e suculentos, com ligeira acidez, por ser uma planta rica
em ferro, exibindo sabor semelhante ao do espinafre (Abd El-Aziz, 2014; Karimi, 2010; Lim,
2007; Erkan, 2012; Rinaldi,2010). Pode ser consumida cortada em pequenos pedagos, em
saladas, como um prato vegetal apds cozinhar ou apo6s a secagem da planta, que pode ser
fervida em cha ou sopa (Oliveira, 2009; Chowdhary, 2013; Zhou, 2015; Dkhil, 2011; Lim,
2007; Youssef, 2014). As suas sementes também contém uma elevada percentagem de acido
a-linoleico (LNA) e apresentam ainda propriedades medicinais. Esta planta cresce facilmente
em solos que podem ser aridos e salinos (Yazici, 2007; Uddin, 2014; Youssef, 2014).

A 4gua foi descrita como sendo o principal constituinte das beldroegas, tanto nos
caules como nas folhas (Erkan, 2012).

Em muitas partes do mundo ainda é considerada como "erva daninha com potencial
teor nutricional" sendo descrita como um "alimento do futuro" devido ao seu elevado teor
nutritivo e propriedades antioxidantes (Rinaldi, 2010).

Pesquisas recentes indicam que as beldroegas possuem indicadores nutricionais
superiores aos dos principais vegetais cultivados, pois a planta ¢ uma excelente fonte de
residuos acilo ®-3, a- tocoferol, ascorbato, B-caroteno e glutationo, bem como fenois e
cumarinas, compostos quimicos com capacidade elevada para neutralizar espécies reativas de
oxigénio. Os seus extratos possuem ainda elevado teor em vitaminas A, C e algumas do
complexo B, carotenoides, sais minerais de magnésio, calcio e potassio € aminoacidos como a

isoleucina, prolina, fenilalanina, entre outros. Muitos outros constituintes também foram
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isolados a partir desta planta, tais como o P-caroteno, glutationo, melatonina e catecol
(Oliveira, 2009; Yazici, 2007; Chowdhary, 2013; Zhou, 2015; Uddin, 2014; Dkhil, 2011;
Uddin, 2012; Rinaldi,2010; Karimi, 2010; Erkan, 2012).

Os residuos acilo ®-3 desempenham um papel importante no fortalecimento do sistema
imunitario, na prevencao e tratamento da hipertensdo (Simopoulos, 2004), doenca coronaria,
cancro, patologias inflamatorias e auto-imunitdrias. A planta ¢ rica em &cido a-linoleico,
essencial para o seu crescimento normal e na prevencao de patologias humanas. Grande parte
dos efeitos benéficos atribuidos a esta “erva daninha” pode ser indexada a antioxidantes
bioativos como os compostos fendlicos produzidos e acumulados nos seus tecidos que
contribuem para a prevencdo de processos degenerativos causados pelo stress oxidativo
(Zhou, 2015; Uddin, 2012).

Os flavonodides de P. oleracea L. sdo os constituintes biologicamente ativos, que mais
tém sido descritos pela literatura, devido a comportarem-se como antioxidantes,
antibacterianos, antivirais e anti-inflamatérios (Xu, 2006). De acordo com a pesquisa
bibliografica, os flavonoides quercetina, campeferol, miricetina, apigenina, luteolina e
genisteina constituem os componentes ativos mais abundantes em P. oleracea L. (Zhu, 2010).

Os polissacaridos encontrados na Portulaca oleracea L. sdo potenciais agentes
terapéuticos para o tratamento de Diabetes Mellitus, devido a sua capacidade para modular os
niveis lipidicos e de glicose do sangue (Zhou, 2015; Dkhil, 2011; Behravan, 2011).

A beldroega encontra-se inventariada pela Organizagdo Mundial de Saude como uma
das plantas medicinais mais utilizadas, a qual tem sido atribuido o termo “Global Panacea”
(Youssef, 2014; Behravan, 2011; Lim, 2007; Karimi, 2010).

O conhecimento cientifico assume que o consumo adequado de antioxidantes
dietéticos pode diminuir o risco de diversas patologias clinicas graves. As dietas ricas em
frutos e vegetais tém sido associadas a beneficios para a satide, apesar dos seus mecanismos
de acdo ndo se encontrarem totalmente esclarecidos. As diferentes variedades, épocas de
colheita e condi¢des ambientais podem contribuir para a composi¢ao nutricional e beneficios
da beldroega (Youssef, 2014; Uddin, 2014; Uddin, 2012).

Na medicina popular, P. oleracea ¢ utilizada como antipirético, anti-séptico, diurético
e no tratamento de desordens urinarias (Dkhil, 2011). As partes aéreas da planta sdo utilizadas
medicinalmente para diminuir a dor e a tumefagdo, no tratamento de queimaduras, doencas
relacionadas com o intestino, figado, estomago, tosse, falta de ar e artrite (Behravan, 2011;
Erkan, 2012; Uddin, 2014). A planta pode também oferecer prote¢do contra doengas

cardiovasculares, certos tipos de cancro e diversas doengas cronicas potenciando a resposta de
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enzimas antioxidantes como GPx, GR, SOD e GST que determinam a homeostasia do
glutationo nos tecidos. Além disso, o aumento dos niveis de GPx, GR, GST, CAT e SOD
foram correlacionados com niveis elevados do glutationo e baixos de MDA em ratos
(Chowdhary, 2013; Oliveira, 2009; Uddin, 2014). A planta ¢ igualmente utilizada como
sedativo gastrico, como dissipador de calor e de dor excessiva bem como anti-inflamatério
ocular. Além disso, a totalidade da planta, exceto as raizes, ¢ usualmente utilizada como
agente antibacteriano, anti-inflamatério e anti-helmintico (Sanja, 2009). Gongo e
colaboradores em 2009, observaram que o extrato de beldroega diminuia o nivel de glicose
sérica e aumentava o nivel de insulina de roedores. Esta planta ¢ preferencialmente utilizada
para o consumo humano como vegetal verde, rico em minerais e residuos acilo ®-3,
precursores das prostaglandinas, moduladoras da vasoconstri¢ao (Dkhil, 2011).

Yazici, Turkan, Sekmen e Demiral (2007) sugeriram que a tolerancia a salinidade pelas
beldroegas pode estar intimamente relacionada com o aumento da capacidade antioxidante
para eliminar espécies reativas de oxigénio (ROS) e a acumulacdo de prolina (Pro)
osmoprotetora, sob condi¢des de salinidade.

Youguo, Zhongjia e Xiaoping (2009) descreveram também que alguns polissacaridos
da beldroega poderiam eliminar significativamente o radical anido superéxido, bem como os
radicais DPPH, 6xido nitrico e hidroxilo de forma dependente da dose.

Wang e Yang (2010) descobriram que betacianinas de P. oleracea possueim efeito
neuroprotetor contra a D-galactose gerada por mecanismos de neurotoxicidade e sugeriram
que esse efeito pode, pelo menos em parte, ter origem no aumento de atividades enzimaticas
antioxidantes acoplado ao decréscimo do indice de peroxidacao lipidica (Erkan, 2012).

Estudos complementares demonstraram que produtos naturais obtidos da planta
exibem atividade protetora contra a genotoxicidade desencadeada pelo stress oxidativo,
motivo pelo qual tem aumentado o interesse de muitos consumidores por substancias naturais
purificadas a partir das plantas (Behravan, 2011).

Estudos farmacologicos revelaram também que extratos de beldroegas exerciam
atividade relaxante muscular, abrandamento da atividade locomotora, aumento do tempo de
laténcia em convulsdes induzidas pelo pentilenotetrazol, agdo gastroprotetora e analgésica,
efeitos anti-inflamatorios e outras propriedades antioxidantes. Por exemplo, P. oleracea
exerce efeito inibitdrio sobre as propriedades de lipopolissacaridos (LPS) e do interferdo-y

(IFN-y) induzidos pelo 6xido nitrico (Behravan, 2011; Karimi, 2010).
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Legumes, frutas, flores e leguminosas constituem fontes naturais de antioxidantes. Os
antioxidantes, maioritariamente compostos fendlicos, sdo capazes da atenuar o estado de

stress oxidativo por elimina¢ao de ROS (Erkan, 2012; Peksel, 2006; Ismail, 2010).

1.2. Antioxidantes, propriedades fisico-quimicas e biologicas

Os antioxidantes capturam e eliminam ROS por doacdao de equivalentes redutores a
potenciais agentes oxidantes, antes que estes exer¢am os seus efeitos deletérios sobre os
materiais celulares, constituindo deste modo, estruturas quimicas essenciais para assegurar o
bem-estar ¢ a saide animal (Erkan, 2012; Abas, 20006).

O termo antioxidante designa assim uma substancia que em baixa concentracao retarda
ou previne a oxidagdo de um substrato que pode ser uma estrutura lipidica ou outra
biomolécula, e assim, evita ocorréncia ou repara danos celulares, provocados por espécies
reativas de oxigénio. Por outro lado, atuam de modo a impedir a forma¢do de novas ROS,
convertendo-as em moléculas menos nocivas e evitando a sua propagacdo por reacdes em
cadeia (Ismail, 2010). Em geral, um bom antioxidante deve possuir grupos funcionais
doadores de eletrdes, com capacidade para deslocar radicais organicos ou para quelar metais
de transicdo implicados em processos oxidativos, bem como aceder ao local de agdo, em
termos de polaridade e coeficiente de partigdo.

Os antioxidantes podem ser classificados como primarios ou secundarios, tendo em
conta 0 mecanismo em que participam € como sintéticos ou naturais, considerando a sua
origem.

A capacidade antioxidante de uma dada substancia pode ser determinada por diferentes
aproximacoes experimentais realizadas in vitro, como estimar a capacidade para capturar
radicais livres, seguindo o consumo do radical organico DPPH ou a capacidade de reducao do
ferro pelo método FRAP. Os antioxidantes naturais englobam maioritariamente a-tocoferois,
ascorbato, carotendides e compostos fenolicos.

A determinacao da capacidade antioxidante dos alimentos, além de prenunciar o seu
potencial antioxidante apds ingestdo, estima a protecdo contra a oxidacdo e consequente
deterioracdo do proprio alimento, respostas vitais para a preservacao da sua qualidade visual e
do seu valor nutricional (Sucupira, 2012; Abas, 2006).

Os compostos fendlicos sdo substancias que se encontram ubiquamente distribuidas na
natureza tendo ja sido detetados mais de 8000 compostos desse grande e complexo grupo de

constituintes de vegetais, frutos e produtos derivados. Podem ser pigmentos que ddo o aspeto
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colorido aos alimentos, ou produtos do metabolismo secundario, que normalmente estdo
implicados em reagdes de defesa das espécies vegetais contra possiveis agressdes do
ambiente. Estes compostos atuam entdo como agentes antioxidantes, ndo apenas pela
capacidade para doar electroes, mas também por formarem radicais intermediarios estaveis
que impedem a oxidagdo de alguns ingredientes dos alimentos, principalmente se forem de
natureza lipidica (Silva, 2010).

Os compostos fenolicos de origem vegetal podem ser classificados em algumas
categorias, sendo elas, fenois simples, acidos fenolicos, como os derivados dos acidos
benzdico e cindmico, cumarinas, flavonoides, estilbenos, taninos condensados e hidrolisaveis,
linhanas e linhinas.

O facto dos compostos fenolicos inibirem a peroxidacao lipidica e a lipoxigenase in
vitro, torna-os cada vez mais alvo de estudo e de interesse. No que se refere a atividade
antioxidante, esta deve-se principalmente as suas propriedades redutoras e estrutura quimica,
que desempenha um papel importante na neutralizacdo ou captura de radicais livres, na
quelacdo de metais de transi¢do, bloqueando as etapas de iniciagdo e propagagao de processos
oxidativos. Os intermediarios resultantes da formacgdo de antioxidantes fenolicos sao
relativamente estaveis, devido ao efeito de ressonadncia do anel aromatico presente na sua
estrutura (Sousa, 2007).

Os compostos fendlicos constituem a grande classe de fitoquimicos alimentares cuja
estrutura quimica contém pelo menos um anel aromatico ao qual estd ligado um ou mais
grupos hidroxilo. Nas espécies vegetais existe uma enorme variedade deste tipo de compostos
que se encontram agrupados como flavonoides e nao flavondides sendo considerados como os
antioxidantes vegetais mais ativos detetados com grande regularidade. Os compostos
fenolicos sdo, em geral, multifuncionais como antioxidantes, uma vez que atuam de diversas
formas: combatendo as espécies reativas pela doagdo de um atomo de hidrogénio ou de um
grupo hidroxilo da estrutura aromatica, suportando o eletrdo desemparelhado pela sua
deslocalizagdo no sistema de eletrdes m da molécula; quelando metais de transicdo como o
Fe’" e o Cu®"; interrompendo a reagio de propagacdo radicalar ligada a oxidagdo lipidica;
modificando o potencial redox do meio; reparando lesdes de moléculas atacadas por espécies
reativas de oxigénio (ROS).

Os compostos fenolicos apresentam-se amplamente distribuidos pelas diversas partes
das plantas, sendo os niveis mais elevados detetados em frutos, legumes e seus derivados
como o azeite virgem, a cerveja, o vinho tinto, o cha, entre outros. Os cereais ¢ as

leguminosas também exibem niveis elevados deste tipo de compostos (Sucupira, 2012). De
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um modo geral, o teor em fendis pode ser determinado por dois métodos espectrométricos, o
de Folin-Ciocalteau (Singleton, 1965) ou pelo método do azul da Prassia modificado
(Graham, 1962), baseando-se ambos em reagdes de oxidacdo-redugdo entre compostos
fenolicos e 10es metalicos (Silva, 2010).

Neste caso, a determinacdo espectrométrica de compostos fendlicos da beldroega foi
realizada pelo método Folin-Ciocalteau, que utiliza um reagente que consiste na mistura dos
acidos fosfomolibdico e fosfotunguesténico, na qual o molibdénio e o tungsténio se
encontram no estado de oxidac¢do “6. Contudo, em presenca de agentes redutores como 0s
compostos fenolicos, em meio alcalino, ocorre a formagdo de um complexo de azul de
molibdénio e tungsténio, onde a média do estado de oxidagdo dos metais se situa entre 5-6 e
cuja coloragdo permite a determinagdo da concentracao das substancias redutoras, embora nao
tenham que ser necessariamente de natureza fenolica (Sousa, 2007). O método obriga a
constru¢ao de curva de calibracdo, sendo o padrdo mais utilizado o 4cido galico, facto que
leva a expressar os resultados em mg de acido galico por 100 g de peso seco da amostra
(Silva, 2010).

O ascorbato é considerado um dos mais fortes e menos toxico antioxidante natural. E
um sequestrador eficiente de ROS, como o radical anido superdxido, radical hidroxilo,
perdxido de hidrogénio e o oxigénio singuleto. Em solug¢des aquosas, combate eficientemente,
espécies reativas de nitrogénio impedindo a nitracdo de moléculas. Contudo, o ascorbato pode
atuar, por vezes, como oxidante. Na presenga de metais com mais de um estado de oxidagdo
(Fe*" e Cu?"), podem ser gerados radicais ascorbato e hidroxilo, iniciando-se o processo de
peroxidacdo lipidica. Entre as principais fontes de ascorbato destacam-se os frutos citricos,
acerola, goiaba, kiwi, além de legumes como brdcolos, couve-de-bruxelas, tomate e pimentao
(Sucupira, 2012).

O ascorbato ou vitamina C (AAC) ¢ um metabolito importante para a maior parte dos
organismos vivos, estando presente em niveis de concentragdo da ordem dos milimolar. O
AAC ¢ conhecido por desempenhar um papel importante no sistema antioxidante que protege
as plantas de danos oxidativos, resultantes de fatores bidticos e abidticos, sendo ainda um
cofactor para um elevado numero de enzimas hidroxilase.

Apesar da importancia do ascorbato para as plantas, a sua via biossintética ainda nao
se encontra totalmente esclarecida, sendo propostos dois percursos metabdlicos distintos. A
via biossintética proposta por Isherwood (1954) e Mapson (1954) que inicia na D-galactose e
passa pela oxidacao da L-galactono-y-lactona (L-GL) a L-AA pelo enzima L-galactono-y-

lactona dehydrogenase (GLDase) detetada em plantas como a ervilheira, couve, couve-flor e
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batateira, entre outras, purificado pela primeira vez por Oba (1995) a partir de raizes de
batata-doce. Noutra via, proposta por Loewus (1988) L-AA ¢ sintetizado a partir de D-glicose
via L-sorbosona. A presenga de um enzima capaz de converter L-sorbosona em L-AA
acoplada a redu¢do do coenzima NADP" foi demonstrada em feijdes e folhas de espinafre.
Assim ¢ razoavel admitir que estas vias distintas possam estar expressas em diferentes
compartimentos sub-celulares ou em diferentes espécies vegetais (Dstergaard, 1997).

O ascorbato ¢ um eficiente sequestrador de radicais apto para interagir com as ROS
produzidas nas respostas oxidativas. O AAC encontra-se envolvido no ciclo do ascorbato que
se encontra acoplado ao ciclo do glutationo, processo onde participam a ascorbato peroxidase
(APX), monodihidroascorbato redutase (MDHAR), desidroascorbato redutase (DHAR) e
glutationo redutase (GR) (Fig. 1.1). Esta via representa uma forma eficiente de remog¢ao de
H>0; detetado na forma ativa em diversos organelos celulares das plantas.

O ascorbato encontra-se ubiquamente distribuido por diversos sistemas biologicos
encontrando-se também envolvido em processos fisioldgicos animais. Para os seres humanos
¢ considerado uma vitamina importante, a vitamina C, que previne o escorbuto (Cocetta,
2014). Estudos realizados onde se avaliou o efeito do bloqueio do ciclo do ascorbato-
glutationo permitiram detetar mecanismos de resposta ao stress e respetivas alteracdes

metabolicas em diferentes espécies vegetais.

Ascorbato H,0,
NAD(P)H-\ /4 \ f

MDHAR APX
NAD(P)Q/ k.\‘lonodeshidronscorbato4/ \l H,0

NADPH \ /-GSSG 4\

DHAR |

GR |
NADP*J \. GSH '/ \ i

Deshidroascorbato

Figura 1.1 — Ciclo do oxidacdo-reducdo do ascorbato. O H,O; € convertido em agua pela reagdo catalisada pelo
ascorbato peroxidase (APX) com a producdo de formas oxidadas de monodeshidroascorbato e
deshidroascorbato (MDHA e DHA). Monodeshidroascorbato redutase (MDHAR) reduz o MDHA a
ascorbato. No entanto, parte do MDHA pode ser convertido a ascorbato ¢ DHA por rea¢des nao
enzimaticas. Deshidroascorbato € convertido a ascorbato pela desidroascorbato-redutase (DHAR),
acoplada ao enzima glutationo redutase (GR), que catalisa o ultimo passo do ciclo, onde o
dissulfureto de glutationo (GSSG) produzido pela agdo do DHAR ¢ convertido em glutationo (GSH)
com consumo de NADPH (adaptado de Cocetta, 2014).

Deste modo, o bloqueio do metabolismo do AAC pode depender da espécie ou do
tecido vegetal, bem como da extensao da lesdo. Uma estratégia util para compreender melhor
os mecanismos de resposta ao stress em vegetais passa pela aplicacdo de diferentes

combinagdes de tempo e temperatura de exposicdo durante o processo de armazenamento.
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Assim, o teor de AAC tem sido utilizado como marcador de frescura dos vegetais ao longo da
cadeia de distribuicao (Cocetta, 2014).

A prolina (Pro) acumula-se nas plantas como resposta a uma vasta gama de fatores de
stress ambientais, como a privagdo de agua, salinidade, flutuagdes de temperatura, infegoes
por agentes patogénicos, exposicdo a metais pesados, anaerobiose, caréncia de nutrientes,
polui¢do atmosférica, e irradiagdo UV (Stein, 2011).

A maioria das interpretagdes que suportam a contribuicao da prolina para a tolerancia
contra fatores ambientais de stress dependem da capacidade da prolina para mediar ajuste
osmotico, estabilizar estruturas subcelulares, remover radicais livres, bem como o seu
envolvimento na transferéncia de energia quimica necessaria a recuperagdo do estado de
stress (Stein, 2011). Nas plantas, a degradagao oxidativa da prolina em glutamato decorre no
mitocondrio por reagdes sequenciais dos enzimas prolina desidrogenase (ProDH) e P5C-

desidrogenase (PSCDH) (Fig. 1.2) (Stein, 2011; Cecchini, ®22011; Lehman, 2010).
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Figura 1.2 — Via de biossintese da prolina em células vegetais. Substratos: Pro — prolina, Glu — glutamato, Arg —
arginina, Orn — ornitina, P5C — A'-pirrolina-5-carboxilato. Enzimas: P5CS — P5C sintetase, PSCR —
P5C redutase, ProDH — prolina desidrogenase, PSCDH — P5C desidrogenase, OAT — ornitina d-
aminotransferase (adaptado de Stein, 2011; Lehmann, 2010; Verlues, 2010).

O ProDH ¢ um enzima dependente do cofactor FAD, localizado na membrana interna
mitocondrial mas orientado para a matriz que ¢ capaz de transferir eletrdes diretamente para a
cadeia respiratéria. O ProDH e o P5SCR formam o ciclo da Pro-P5C que oxida a prolina em
P5C no mitocondrio e reduz o P5C em Pro no citoplasma, assegurando assim a homeostase da
prolina e do PSC. O P5SCDH, o segundo enzima no catabolismo da Pro, catalisa a oxida¢do de

P5C em glutamato (Glu), um processo que em conjunto com o ciclo Pro-P5C controla os
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niveis de P5C, prevenindo assim a formacdo de ROS. As atividades enzimaticas ProDH e
P5CDH in vitro, sdo afetadas negativamente pela concentragdo elevada de anides CI,
enquanto que em células intactas nao foi detetada qualquer inibicdo pelo CI" da atividade
PSCDH (Stein, 2011; Cecchini, 52011; Lehman, 2010).

Alguns autores descrevem que a expressdo transcricional do enzima ProDH diminuiu
gradualmente apods exposi¢do longa a condigdes de stress abidtico, e aumentou rapidamente
apos a pressao de stress abrandar. Assim, uma regulagdo reciproca dos genes P5SCS e ProDH
parece ser o mecanismo-chave de controlo dos niveis prolina em condi¢des de stress abidtico
(Stein, 2011).

ProDH gera ROS em qualquer destas alternativas que pode ser potenciada se o enzima
participar no ciclo-Pro P5C. Este ciclo foi originalmente descrito em animais e mais
recentemente em plantas, e envolve a interconversao permanente entre a Pro e o PSC, devido
a ativacdo dos enzimas ProDH e P5C redutase, mas ndo depende do enzima PSCDH. A
estimulacdo deste ciclo aumenta a transferéncia de equivalentes redutores para o mitocondrio,
alterando a razio NADP/NADPH citoplasmatica, com consequentes implicagdes na via
oxidativa das pentoses fosfato que gera varios componentes de defesa (Cecchini, °2011). O
catabolismo da Pro pode levar frequentemente a acumulagao de ROS. Esse efeito encontra-se
especificamente associado a ativacdo do ciclo Pro-P5C, que envolve a participa¢do dos
enzimas ProDH e D1-pirrolina-5-redutase carboxilato (PSCR) quando este catalisa o segundo
passo na biossintese de Pro em Glu no citoplasma. Este ciclo funciona quando o aumento da
atividade ProDH ndo corresponde ao aumento da atividade PSCDH, resultando numa
oxidacdo incompleta da Pro e na acumulagdo de P5C mitocondrial. Neste caso, o P5C ¢
exportado para o citoplasma para ser convertido em Pro por PSCR, com o retorno de Prolina
ao mitocondrio para reiniciar o ciclo (Cecchini, *2011).

A Prolina possui um arranjo estrutural com flexibilidade restringida que determina
rearranjos das ligacdes peptidicas na sua vizinhanca e conduz consequentemente a
estabilizagdo/destabilizacdo da conformagdo da regido da proteina onde se encontra
localizada. Enquanto aminoacido livre, a prolina corresponde a um dos solutos que
vulgarmente se acumulam nas plantas e bactérias em condi¢cdes ambientais adversas como a
seca, salinidade elevada ou baixa temperatura (Lehmann, 2010).

O catabolismo da prolina inicia-se com a sua oxidacdo a P5C pela prolina
desidrogenase (ProDH), processo que envolve o FAD" como cofactor. O P5C ¢

subsequentemente convertido em glutamato pelo pirrolina-5-carboxilato de etilo
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desidrogenase (P5CDH) consumindo NAD". Em todas as espécies mono e dicotiledoneas
analisadas este enzima ¢ codificado por um gene de copia unica (Fig. 1.2) (Lehmann, 2010).

O metabolismo da prolina distingue-se em diversos aspetos do metabolismo de outros
aminoacidos. O mais relevante prende-se com o facto de a prolina ser o unico aminoacido
proteogénico onde o grupo a-amina existe como amina secundéria. Embora essa distingao
assuma maior relevo para os quimicos de formag¢do do que para os bidlogos vegetais, as
propriedades Unicas da prolina sdo muito importantes para a compreensao do seu papel nas
plantas. Outro aspeto prende-se com o facto, ja atras referido, de em muitas espécies de
plantas, bactérias e fungos, a prolina acumular-se em niveis muito elevados quando responde
a diferentes agentes de stress (Verslues, 2010).

Nas plantas, o aminoacido L-prolina é sintetizado via glutamato e Al-pirrolina-5-
carboxilato (P5C) por duas sucessivas reacdes de reducdo, as quais sdo catalisadas pelos
enzimas P5C sintetase (PSCS) e P5C redutase (PSCR) ou, alternativamente, a partir da
ornitina, pelo enzima ornitina d-aminotransferase (OAT). A acumulacdo de prolina também
depende da sua via de catabolismo. A degradagdo da prolina nas plantas ¢ catalisada por dois
enzimas. A prolina desidrogenase (ProDH) que catalisa a conversio de prolina em Al-
pirrolina-5-carboxilato (P5C) e ¢ entdo oxidada a glutamato pela P5C desidrogenase
(PSCDH) (Fig. 1.2) (Carneiro, 2006; Verslues, 2010).

A via do glutamato ¢ predominante nas plantas em condigdes de stress osmotico e falta
de nitrogénio. Assim, o enzima P5CS ¢ limitante para a biossintese da prolina em plantas
sendo sensivel a inibigdo por retroalimenta¢do. Tanto o enzima glutamina sintetase, como a
atividade y-glutamil cinase, do enzima bifuncional P5CS, catalisam a fosforilacdo do ATP
dependente do glutamato, para formar o intermedidrio glutamil fosfato (Carneiro, 2006).

O metabolismo da prolina reveste-se de interesse tanto para aqueles que o procuram
para melhor compreender a fisiologia do stress da planta, bem como para aqueles que
procuram compreender aspetos de regulagdo metabolica. Embora o metabolismo da prolina
tenha sido maioritariamente estudado por investigadores interessados em seca e outros fatores
de stress abioticos, hd cada vez mais evidéncias de que a prolina, também ¢ relevante na
resposta a agentes patogénicos de plantas encontrando-se envolvida na morte celular
programada e no desenvolvimento vegetal (Verslues, 2010).

O cerne metabdlico da prolina envolve dois enzimas que catalisam a sua biossintese a
partir do glutamato no citoplasma ou no cloroplasto, bem como dois enzimas que catalisam o
seu catabolismo em glutamato nos mitocondrios. Existe ainda uma via alternativa de sintese

da prolina que envolve a ornitina (Fig. 1.2). A interconversdo da prolina em glutamato ¢ por
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vezes referida como o "ciclo da prolina". A sobrerregulagdo transcricional associada a sintese
da prolina a partir do glutamato e a regulagdo retroativa do catabolismo da prolina em
condigdes de stress sdo considerados como controladores dos niveis de prolina, embora
excecoes a este padrdo ja tenham sido observadas (Verslues, 2010).

A literatura descreve diferentes métodos para determinar a atividade antioxidante de
extratos ou substancias isoladas, sendo utilizado com maior frequéncia aquele que se baseia
na quantificagdo da captura do radical organico 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo (DPPH) de
coloragdo violeta, monitorizada pelo decréscimo de absorvéncia a 515nm (Sulaiman, 2011). O
ensaio com o DPPH ¢ utilizado com frequéncia na avaliagdo da capacidade de um potencial
antioxidante para capturar radicais livres, sendo considerado um dos métodos
espectrométricos normalizados e faceis de executar que permitem avaliar propriedades
antioxidantes de produtos naturais, em particular, de extratos vegetais, graos de trigo,
sementes comestiveis, 6leos e farinhas (Mishra, 2012; Martins, 2012).

Os resultados obtidos permitem a determinacdo da capacidade antioxidante ou
sequestradora de radicais livres, bem como a percentagem de DPPH remanescente do meio
reacional (Sulaiman, 2011). Na presenca de um doador de eletrdes, a solu¢dao violeta de
DPPH, em metanol, fica amarela (Fig. 1.3) devido, as espécies antioxidantes capturarem o
radical estavel DPPH, convertendo-o em 2,2-difenil-1-picril-hidrazina de coloracdo amarela
palida, observando-se um decréscimo da absorvéncia a 515nm (Sucupira, 2012; Ferreira,
2007).

A alteracdo de cor pode ser monitorizada por espectrometria de absor¢cdo molecular e
utilizada para estimar a capacidade antioxidante de uma determinada substancia. Este método

foi concebido por Blois (1958) (Mishra, 2012).

CHs
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Figura 1.3 — Reacao de reducdo do DPPH" por um agente antioxidante (adaptado de Sucupira, 2012).
Uma vantagem deste método prende-se com o facto de ndo ser perturbado por reagdes

laterais que envolvem quelantes de ides metélicos e inibicdo enzimatica, contrariamente a

outros radicais gerados em laboratorio (Amarowicz, 2004).
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No entanto, o método apresenta algumas limitagdes como o facto de o DPPH so6 se
dissolver em solventes organicos como os alcoois, poder sofrer alteragdes por acdo da luz, do
dioxigénio e do tipo de solvente. Para além disso, parte do DPPH coagula acima de uma
percentagem limite de dgua, impossibilitando a reacdo DPPH-antioxidantes, transtorno que
pode produzir determinagdes falso-negativas da capacidade antioxidante. Por outro lado,
existem outras espécies quimicas que absorvem a 515-517nm, como os carotendides, que
podem também interferir nos resultados (Karadag, 2009).

O método designado por FRAP que se baseia na capacidade de um determinado
material para reduzir o Ferro, constitui uma aproximagdo experimental complementar ao do
DPPH para se estimar propriedades antioxidantes de produtos naturais. O Fe (III) do
complexo férrico-tripiridiltriazina, Fe (III)-TPTZ de coloracdo amarela, aceita eletrdes dos
antioxidantes da amostra convertendo-se no complexo ferroso Fe (II)-TPTZ de coloragao azul
intensa, com méaximo de absor¢do a 595nm que imediatamente forma quelatos corados com o

cromoforo:

\
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Figura 1.4 — Reacdo de reducdo do Fe (III) do complexo férrico-tripiridiltriazina, Fe (III)-TPTZ a Fe(Il) do
complexo ferroso Fe (II)-TPTZ por um agente antioxidante (adaptado de Berker, 2007).

O aumento da absorvéncia, devido a formagdo do complexo Fe (II)-TPTZ ¢
proporcional ao potencial antioxidante de reducdo do ferro (FRAP) da amostra (Abdi, 2012;
Berker, 2007; Sucupira, 2012; Rockenbach, 2008; Amarowicz, 2004; Prior, 2005).

Trata-se de um ensaio simples, rapido, economico e bastante fidvel, que pode ser
aplicado de forma manual, automatizada ou semi-automatizada. Contudo, nem todos os
redutores capazes de reduzir o Fe (III) podem ser considerados antioxidantes, uma vez que
qualquer substancia capaz de doar eletrdes com potencial redox inferior ao par Fe (III)/Fe (II)
pode influenciar o ensaio. Por outro lado, um antioxidante pode ndo ser capaz de reduzir o Fe
(IIT), ndo sendo assim detetado. Outro aspeto a ter em consideragdo prende-se com a

possibilidade de producao simultinea de Fe (II), um conhecido oxidante que pode levar a
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produgdo adicional de radicais, como ‘OH a partir de H>O2, um dos mais nocivos detetados in

vivo (Prior, 2005).

1.3. Saccharomyces cerevisiae — modelo bioldogico para estudos
de stress

Os antioxidantes dos alimentos sdo mobilizados para bloquear os processos de
oxidagdo-reducao desencadeados pelas ROS, aumentando o tempo de vida util do individuo e
evitando a ocorréncia de reacdes quimicas indesejaveis. A levedura Saccharomyces cerevisiae
possui caracteristicas que a tornam um bom modelo para estudos de stress com diferentes
substancias (Gancedo, 1998). A capacidade antioxidante assegurada por um determinado
material pode ser avaliada pela sobrevivéncia de células tratadas com antioxidantes na
auséncia e na presenca dos agentes de stress, como por exemplo, o acido acético ou o
peréxido de hidrogénio (Soares, 2004). A levedura, um organismo unicelular eucarionte,
constitui um dos modelos biologicos mais simples que expressa processos bioquimicos
essenciais, idénticos aos dos seres humanos e que se encontram bem conservados
filogeneticamente. As células de levedura possuem muitas vantagens técnicas relativamente
as células humanas uma vez que se encontram bem adaptadas a metodologias experimentais,
possuem ciclo de vida rapido e podem crescer como células dispersas em meios liquidos ou
como colonias em meios solidos.

As leveduras cultivadas na presenca de glicose (respiro-fermentativas), assumem um
perfil previsivel do crescimento que pode ser dividido em quatro fases: (i) fase lag, (ii) fase
exponencial (log), (iii) fase pos-diduxica (desaceleracdo), e (iv) fase estacionaria. Durante a
fase lag o crescimento ¢ muito atenuado ocorrendo a expressdo dos enzimas necessarios a
sobrevivéncia e habituacao ao meio de cultura. Na fase de crescimento exponencial a glicose
¢ dissipada com formacgao de etanol e acidos orgénicos. Entre a fase exponencial e a fase pos-
diduxica ocorre o designado desvio diduxico que permite a sintese de enzimas necessarios ao
catabolismo do etanol e dos acidos organicos. Na fase pds-diduxica ocorre um decréscimo do
crescimento celular periodo em que o etanol e os 4cidos organicos formados na fase anterior
sdo consumidos e o metabolismo respiratdrio assume predomindncia. Quando o meio de
cultura deixa de conseguir sustentar o crescimento celular, geralmente pela exaustdo das

fontes de carbono e aumento de produtos téxicos do metabolismo, inicia-se a fase estacionaria
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(iv) que ¢ caracterizada pela baixa atividade metabdlica, ndo ocorrendo crescimento celular

visivel (Fig. 1.5) (Held, 2010; Boender, 2011).
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Figura 1.5 — Curva de crescimento tipica de S. cerevisiae (adaptado de Held, 2010).

A avaliacdo da capacidade antioxidante com recurso a animais de laboratorio ¢, em
geral, de dificil execucdo e exige o sacrificio de elevado nimero de animais para assegurar
resultados estatisticamente significativos, ferindo as leis de prote¢do animal. No entanto, os
que recorrem aos microrganismos sao faceis, rapidos e permitem a utilizacdo de elevada
quantidade de células com as mesmas caracteristicas genéticas. O metabolismo de S.
cerevisiae ¢ em muitos aspetos idéntico ao de eucariontes superiores, com mecanismos
proprios de ativagdo metabolica e de desintoxicacdo que nio se encontram expressos em
outros unicelulares como as bactérias. Os testes de atividade antioxidantes/oxidante, de
inimeras estruturas quimicas, em leveduras ¢ rapida, econémica e reprodutivel, podendo os
resultados obtidos ser facilmente extrapolados para o homem. As células de levedura exibem
semelhancas quer ao nivel estrutural quer ao nivel molecular com as de mamifero. Uma
quantidade enorme de proteinas de levedura tem-se mostrado funcionalmente intermutavel
com proteinas de homologia sequencial muito elevada com as de humanos. O envolvimento
do stress oxidativo na senescéncia celular, apoptose e diversas patologias animais tem
promovido a realizacdo de estudos que conduzem a descoberta e caracterizagdo de sistemas
antioxidantes bem como ao esclarecimento do seu papel fisioldgico. Estes e outros motivos
tornaram a S. cerevisiae um modelo eucarionte unicelular muito popular para estudos de
stress oxidativo (Costa, 2001; Soares, 2005).

As células de levedura podem crescer em condi¢des aerdbias e, por conseguinte, estdo

continuamente expostas a espécies reativas de oxigénio geradas como subprodutos do
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metabolismo celular. A principal fonte de ROS ¢ a cadeia respiratoria mitocondrial, que
representa 85-90% do dioxigénio consumido nas células. As ROS, ou seja, o radical anido
superoxido, radical hidroxilo e perdxido de hidrogénio, levam a oxidagao de lipidos, proteinas
e acidos nucleicos (Costa, 2001).

A utilizagdo de S. cerevisiae, em fase estacionaria tem constituido um sistema modelo
util para avaliar a ocorréncia de danos oxidativos durante a senescéncia celular porque as
leveduras em fase estaciondria assemelham-se aos organismos multicelulares em diversos
aspetos: (i) maior parte da energia ¢ disponibilizada pela respiragdo mitocondrial, (ii) as
células encontram-se na fase Go, (iii) os danos acumulados ao longo do tempo tém os mesmos
mecanismos de defesa dos eucariontes superiores (Zakrajsek, 2011).

O metabolismo respiratério gera grandes quantidades de ROS, cujos efeitos toxicos
devem ser combatidos para manter a viabilidade celular. As células de levedura em fase
estacionaria possuem mecanismos de protecdo ativa para combater qualquer acumulagdo
oxidativa ou outros danos e podem sobreviver por periodos prolongados em dgua ou em meio
minimo sem nutrientes.

Estudos bioquimicos em fase exponencial do crescimento sdo particularmente
importantes uma vez que o meio rico com glicose como fonte de carbono, induz a repressao
da sintese de varios enzimas respiratorios e gliconeogénicos, com alteragcdo da organizagdo
estrutural dos mitocondrios. A membrana interna e as cristas mitocondriais desaparecem, até
ser reposto o metabolismo aerdbico que substitui a fermentacdo alcoolica. Assim, a
fermentacdo ¢ responsavel pela maior parte do consumo da glicose. Quando os niveis de
glicose entram em declinio a energia que sustenta a sua sobrevivéncia ¢ disponibilizada pelo
metabolismo respiratdrio (ZakrajSek, 2011).

As leveduras possuem algumas propriedades como crescimento rapido, segura na
manipulagdo por ser um organismo GRAS, facilidade no isolamento de mutantes, possuir
sistema de transformacdo de DNA versatil que a tornam bastante adequada para estudos
bioldgicos (Goffeau, 1996; Hughes, 2004; Stambuk, 1999). A S. cerevisiae foi o primeiro
organismo eucarionte cujo genoma foi completamente sequenciado e depositado em bases de
dados publicos, facto que tem permitido a clonagem de diferentes genes, a sua rapida
identificacdo e caracterizagdo, bem como uma melhor compreensdo da sua fung¢ao celular. Por
esse motivo a S. cerevisiae tornou-se um modelo eucarionte ideal para manipulagdo genética,
com ferramentas moleculares apropriadas, bem como para estudos de expressao ao nivel do
transcriptoma, proteoma e metaboloma que tém propiciado o esclarecimento de diversas vias

metabolicas (Murphy, 1999; Zigova, 2000; Pena-Castillo, 2007; Maya, 2008; Schuster, 2008).
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A S. cerevisiae constitui ainda uma fonte biologica excelente para a obtengdo de
produtos de interesse na industria farmacéutica, como por exemplo, os enzimas hexocinase,
glicose-6-fosfato desidrogenase, glicose oxidase, proteases entre outros e, de alimentos, pela
possivel utilizacdo da sua propria biomassa celular como fonte de proteinas na alimentacao
animal e humana (Silva, 2002).

A S. cerevisiae quando submetida a diferentes condi¢cdes de stress, despoletam uma
resposta molecular rdpida para reparacdo de danos e prote¢ao das estruturas celulares (Ruis,
1995; Swan, 1998; Estruch, 2000). Essa resposta envolve a sintese de proteinas especificas,
aumento do nivel celular de glicerol, alteragdo da composicdo lipidica da membrana
plasmatica e da atividade da H"-ATPase, modulagdo do processo de troca ionica e, no caso de
stress oxidativo producdo de glutationo e de enzimas superdxido dismutase. As células de
levedura crescidas em aerobiose, na auséncia de glicose (respiratdrias) produzem ROS a taxa
superior & de leveduras em modo respiratério-fermentativo (Estruch, 2000; Costa, 2001).
Essas entidades quimicas induzem uma bateria de genes que codificam proteinas
antioxidantes, dotando a levedura de uma vasta gama de respostas as ROS que dependem da
concentracdo. Niveis muito baixos de ROS levam a que as células se tornem capazes de se
adaptar ao estimulo e de se tornarem resistentes a uma subsequente exposicao letal. Todavia
niveis de ROS muito elevados ativam um programa de expressdo de genes maioritariamente
mediado pelos fatores de transcrigdo Yaplp e Msn2,4p, bem como um atraso do ciclo de
divisdo celular. Nestas condi¢des a morte de uma proporcao de células da populacao pode
ocorrer, inicialmente por apoptose, mas em niveis extremos a morte da-se por necrose

(Perrone, 2008).

1.4. Espécies Reativas de Oxigénio (ROS)

Um radical livre pode ser um 4tomo ou uma molécula que contém um ou mais eletrdes
desemparelhados, isto €, possuem orbitais ocupadas apenas por um eletrdo. Deste modo, essa
substancia apresenta forte reatividade com a maior parte das outras espécies quimicas. Os
radicais livres derivados de oxigénio sdo genericamente incluidos na designagdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) que inclui ainda outras estruturas quimicas ndo radicalares como o
peroxido de hidrogénio. As ROS representam a classe mais importante de espécies reativas
geradas pelo metabolismo normal dos organismos vivos, encontrando-se por vezes envolvidas
em vias de sinalizacdo que modulam a proliferagdo celular, a apoptose e a imunidade. Embora

o dioxigénio (O2) seja essencial para a vida aerobia, os seus derivados reativos podem ser

18



Efeitos de extratos aquoso e etandlico de Portulaca oleracea L., sub-espécie sativa em Saccharontyces cerevisiae
Sofia de Jesus

toxicos em determinadas condi¢des. A literatura designa esse fendémeno por “paradoxo do
oxigénio” (Ferreira, 2007; Herrero, 2008; Temple, 2005; Matés, 2000; Scherz-Shouval,
2007).

Apesar de pulsos de ROS desempenharem um papel fundamental no metabolismo
celular, a sua acumulagdo em excesso cria condi¢des de stress oxidativo que podem promover
alteracdes teciduais responsaveis por diversas patologias, como por exemplo o cancro.

Os antioxidantes reagem com as ROS impedindo ou diminuindo as condigdes de stress
oxidativo e a consequente ocorréncia de danos celulares. Entre os antioxidantes mais
conhecidos encontram-se as vitaminas C e E e, os flavonoides, como a quercetina (Soares,
2005; Temple, 2005; Matés, 2000).

As espécies reativas de oxigénio como o radical anido superdxido (O2° ), o radical
anido hidroxilo (*OH) ou o peroxido de hidrogénio (H202) podem ser endogenamente geradas
como subprodutos de processos metabolicos, como a respiragdo, bem como, nos organismos
superiores, pelo sistema imunitario, na resposta a agentes patogénicos. Consequentemente,
todos os organismos aerobios desenvolveram mecanismos de prote¢ao dos seus componentes
celulares contra as ROS (Jamieson, 1992; Cabiscol, 2000).

Embora o dioxigénio possa ser considerado um dirradical por conter dois eletrdes
desemparelhados na camada externa, ndo ¢ muito reativo uma vez que ambos os eletrdes
possuem o mesmo estado de spin. Quando um desses electrdoes desemparelhados ¢ excitado e
altera o seu estado rotacional, a espécie resultante (oxigénio atdomico) torna-se um oxidante
poderoso. Quando o oxigénio ¢ reduzido por um eletrdo, forma-se ao nivel dos cloroplastos
ou dos mitocondrios o radical anido superoxido (O:* ), um intermedidrio relativamente
estavel. No entanto, esse radical ¢ o precursor de grande parte das ROS e um mediador de
reacoes da cadeia respiratéria. A dismutagdo do radical anido superoxido, quer
espontaneamente, quer catalisada pelo enzima superdéxido dismutase gera peroxido de
hidrogénio (H202) que pode ser completamente reduzido a dgua por véarias peroxidases. No
entanto, na presenca de metais de transi¢do, a reduc¢do parcial do perdxido de hidrogénio gera
radical hidroxilo (*OH), um dos mais potentes oxidantes da natureza. Quando o ferro ¢ o
metal envolvido, a reacdo ¢ conhecida por reacdo de Fenton (Herrero, 2008; Mittova, 2000;
Perrone, 2008). As reacdes de Fenton envolvem a ag¢do combinada do radical anido
superéxido e H202, e sdo catalisadas por metais de transi¢do, tais como Fe?*. Os ides ferrosos
reagem com o H,O» para gerar o radical hidroxilo e um idio OH  com formagdo de Fe*". Este

pode, entdo, ser reduzido a Fe?* pelo anidio de superéxido e reiniciar o processo. Os radicais
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hidroxilo reagem indiscriminadamente com a maioria dos metabolitos e macromoléculas,
gerando, em muitos casos, outros radicais. Os processos envolvidos na homeostase de Cu e Fe
sdo0, por conseguinte, um componente muito importante das defesas celulares minimizando os
danos causados pelas ROS (Perrone, 2008).

As ROS sao geradas endogenamente na sequéncia de processos metabolicos, como a
cadeia respiratoria ou a B-oxidacdo de residuos acilo, mas podem também formar-se pela
exposicao celular a radiacao UV e radiagdes ionizantes, reciclagem redox ou por exposicao a
metais pesados citocinas, fatores de crescimento, agentes quimioterapéuticos, toxinas
ambientais e hipertermia. Além disso, sistemas enzimaticos citoplasmaticos, incluindo
NADPH-oxidases, e subprodutos do metabolismo peroxissomal podem constituir também
fontes endogenas de ROS.

Os organismos que crescem aerobiamente encontram-se continuamente expostos a
oxidantes reativos, pelo que o stress oxidativo ocorre quando a concentragdo destes oxidantes
aumenta para além da capacidade de tamponamento antioxidante da célula.

As ROS atacam residuos acilo insaturados das biomembranas, despoletando
peroxidagao lipidica e desnaturagao de proteinas e de DNA, uma série de alteracdes deletérias
que conduzem a inativagdo dos sistemas biologicos. Assim, os antioxidantes sdo inibidores
importantes da peroxidacdo lipidica, ndo s6 para protecdo dos alimentos mas também na
defesa das células vivas contra os danos oxidativos. Dada a natureza ubiqua das ROS, ¢ pouco
surpreendente que a maior parte, se ndo todos, os organismos tenham desenvolvido meios
para proteger os seus componentes celulares contra agentes oxidantes. Estes mecanismos de
defesa antioxidantes encontram-se maioritariamente expressos em Saccharomyces cerevisiae
(Salmon, 2004; Jamieson, 1998; Peksel, 2006; Temple, 2005; Matés, 2000; Grant, 1997,
Perrone, 2008; Jamieson, 1994).

A peroxidagdo lipidica € uma importante reacdo de deterioracdo nos alimentos durante
0 armazenamento e processamento que provoca perda da qualidade nutricional. A presenga de
antioxidantes torna-se assim necessdria para preservar a qualidade dos alimentos.
Suplementos antioxidantes ou alimentos ricos em antioxidantes sdo igualmente utilizados para
preservar o corpo humano de danos oxidativos provocados pelas ROS (Peksel, 2006).

Os organismos aerdbios desenvolveram mecanismos de defesa ndo enzimaticos e
enzimaticos capazes de remover a maior parte das ROS. O equilibrio entre a geragdo de ROS
e os niveis de antioxidantes constitui uma condi¢ao essencial para assegurar o funcionamento
adequado de qualquer organismo. Embora pulsos de ROS possam ser benéficos para a célula

ao assegurarem processos de sinalizagdo e de modulacdo metabdlica, niveis cronicamente

20



Efeitos de extratos aquoso e etandlico de Portulaca oleracea L., sub-espécie sativa em Saccharontyces cerevisiae
Sofia de Jesus

elevados de ROS devido a sua producao excessiva ou a falhas nas defesas antioxidantes da
célula colocam-na em condi¢des de stress oxidativo. Nesse caso, o excesso de ROS pode
oxidar e danificar lipidos, proteinas e DNA celular, modificando a estrutura e os processos de
regulacdao celulares, culminando em perdas funcionais graves que podem levar a morte
celular. O stress oxidativo pode ter causas naturais, como acontece em situagdes de exercicio
fisico extremo, ou nos processos de inflamagdo; mas pode também ter causas ndo naturais
como o contacto com xenobidticos ou patologias infeciosas (Fig. 1.6). A produgdo
descontrolada de ROS tem sido diversas vezes associada ao despoletar de mais de uma
centena de patologias humanas, entra as quais se incluem diferentes tipos de cancro, diabetes,
cirrose, doencas cardiovasculares e desordens do foro neurologico, entre outras. A
sobreproducao de ROS tem sido fortemente correlacionada com o envelhecimento celular

(Ferreira, 2007; Mishra, 2012; Li, 2008; Salmon, 2004).

Consequéncias
Causas .
+ (Cancro

* Poluentes ambientais * Doencas

(ex. tabaco) + Lipidos cardiovasculares
+ Farmacos membranares = Desordens
+  Ides metdlicos L D Protednas —> neurologicas
« Radiacao v Adiioe Nudlsioos + Doencas pulmonares
+ Exercicio excessivo # Glicides * Diabetes
+ Processos de « Artrite reumatoide
inflamagao + Envelhecimento

Figura 1.6 — Principais causas e consequéncias da agdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) na célula
(adaptado de Ferreira, 2007).

N

A semelhanga de outros organismos, a Saccharomyces cerevisiae responde ao stress
oxidativo de varios modos. Quando exposta a niveis de concentracdo baixos adapta-se,
tornando-se mais resistente a agentes oxidantes, ao passo que a niveis elevados de exposicao
as ROS favorecem a divisdo celular, induzem sistemas de protecio e de reparagdo
antioxidantes, constituindo sempre uma ameaca a integridade celular. A levedura desenvolveu
varios mecanismos de protecdo contra o stress oxidativo, tais como a sobre regulacdo de
antioxidantes, a remog¢do de proteinas especificas pelo sistema ubiquitina-proteossoma e a
remog¢do de proteinas e organelos danificados por autofagia. Em mamiferos, a autofagia
constitui o principal processo de exportagdo de proteinas e organelos para o lisossoma onde

sdao degradados e reciclados, enquanto que em leveduras o vactolo corresponde ao local de
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destino para esse fim (Temple, 2005; Mishra, 2012; Herdeiro, 2006; Scherz-Shouval, 2007;
Carmel-Harel, 2000).

A adicao de um eletrao ao dioxigénio (O2) leva a formacao do radical anido superoxido
(02* ) que €é normalmente considerado o ROS “primario”. O anido superoxido €
maioritariamente gerado nos mitocondrios, onde ocorre uma pequena, mas continua, “fuga”
de eletrdes da cadeia respiratdria. Estes eletrdes, ao invés de reduzir o Oz a dgua, reduzem o
O2 a radical anido superdxido. Estudos in vitro indicam que o complexo III da cadeia
respiratoria pode ser responsavel por mais de 80% das ROS geradas endogenamente em
leveduras (Ferreira, 2007; Grant, 1997; Franga, 2007). Apesar do anido superoxido nao ser
um radical muito ativo, pode interagir com outras moléculas e formar outros radicais
usualmente designados por ROS “secundérios”, entre os quais se destacam o perdxido de
hidrogénio (H20>) e o radical hidroxilo (*OH). O radical hidroxilo possui um tempo de meia-
vida muito curto mas ¢ muito reativo, sendo mesmo a ROS que causa mais danos,
nomeadamente por atacar moléculas de DNA, danificando tanto purinas como pirimidinas,
bem como o esqueleto de desoxirribose do DNA.

Os sistemas antioxidantes eficazes na desintoxicagdo do oxigénio ativo encontram-se
filogeneticamente conservados na maior parte das espécies. A redu¢do enzimatica do radical
anido superoxido a perdxido de hidrogénio e a sua subsequente remogao ¢ facilitada nas
leveduras pelos enzimas superdxido dismutase, catalases, e citocromo ¢ peroxidase
(Davidson, 1996; Ferreira, 2007).

Em leveduras, o perdxido de hidrogénio gerado pela desintoxicagdo do radical anido
superoxido pode também ser gerado como subproduto da oxidacdo dos residuos acilo no
peroxissoma, de diversas oxidases citoplasmaticas e mitocondriais, assim como do
endobramento de proteinas no reticulo endoplasmético. O H>O pode facilmente atravessar as
membranas biologicas. Eventuais danos permanentes provocados no material genético pelo
stress oxidativo podem representar o primeiro passo em situacoes de mutagénese,
cancerigénese e envelhecimento (Ferreira, 2007; Perrone, 2008).

A cadeia respiratdria € constituida por quatro complexos enzimaticos que permitem a
transferéncia de eletrdes dos coenzimas NADH e FADH; para o dioxigénio acoplada a sintese
de ATP pela F1Fo-ATPase, libertando como subproduto residual o radical superoxido. Apesar
de os mitocondrios constituirem uma das principais fontes de ROS nos organismos
eucariontes, sao também um dos seus alvos primarios. Como a cadeia respiratdria ¢ composta
por proteinas transmembranares existentes na membrana mitocondrial interna, a formacao de

ROS ocorre na vizinhanga desses sistemas membranares. Assim, as ROS tém o acesso
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facilitado aos lipidos de membrana, especialmente sensiveis aos ataques por radicais livres
que desencadeiam a peroxidagdo lipidica e promovem a formacdo de outros tipos de ROS

(Fig. 1.7) (Ferreira, 2007; (Scherz-Shouval, 2007; Grant, 1997).

)
—_— Cadeia I

respiratoria

eletrées

NO* — ONOO Formagdo de ROS

4 ™\

NOS

~——

Figura 1.7 — Diagrama ilustrativo das principais reagdes que envolvem espécies reativas de oxigénio (ROS) e
espécies reativas de nitrogénio (RNS). A cadeia respiratoria produz anides superoxido (0,7 ) que
pode ser transformado em peréxido de hidrogénio (H>O,) e radicais hidroxido (HO"). Estes radicais
podem reagir com lipidos membranares (LH), promovendo o processo de peroxidagdo lipidica
originando radicais lipidicos (L"), radicais peroxilo (LOO") e lipoperdxidos (LOOH). A sintase do
oxido nitrico mitocondrial (NOS) produz o6xido nitrico (NO’), que se combina com o anido
superoxido para gerar peroxinitritos (ONOO ). Quando em excesso, todos estes ROS podem causar
danos mitocondriais e celulares (adaptado de Ferreira, 2007).

A peroxidacdo lipidica inicia com a remoc¢do de um atomo de hidrogénio de um
residuo acilo polinsaturado (LH) pela acdo das ROS como o radical ‘OH ou o H20»,
formando-se um radical acilo (L"). Este ataque ¢ seguido pela adi¢gdo de uma molécula de O
formando-se um radical peroxilo (LOQO"). Se este radical nao for neutralizado pelas defesas
antioxidantes, vai rapidamente desencadear um fenémeno de propagacdo da peroxidacdo
lipidica reagindo com outros residuos acilo adjacentes que levam a formagao de lipoperoxidos
(LOOH). Estes compostos podem facilmente ser decompostos para formar novamente
radicais L'. Esta série de reacdes com producao de radicais peroxilo e acilo, sdo coletivamente
designadas por reacdes de propagacdo em cadeia e, se ndo forem travadas, podem provocar
danos potencialmente mais elevados do que as ROS que iniciaram a reag¢do. O mitocondrio ¢é

deste modo um local sensivel a acdo destrutiva das ROS, apesar de ser um dos locais da célula
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onde se expressam o maior numero de defesas antioxidantes (Fig. 1.8) (Ferreira, 2007,

Marnett, 1999).

Quelantes diretos vit.C* Vit.C Conjugado-GSH
(vit.C, vit.E, GSH, '>_<
entre outros) GSH-T
VitE VitE
Xenobiotico

O," = HO" 7-. g—f LOO — LOOH — Lo./ eletrofilico

SOD e TP
l GSH-Px £ ~ — [ &
H,0, ——0,+11,0 /’GSH-R R Y
£ H,0+LOH
2 GSSG GSNO
R

Figura 1.8 — Defesas celulares antioxidantes, representadas em retdngulos escuros onde os enzimas se
encontram representados em itdlico circudados por retangulos claros. ROS: anido superéxido
(0,*), peroxido de hidrogénio (H,0,), radical hidroxilo (*OH), lipidos membranares (LH), radical
lipidico (L*), radical peroxilo (LOO®) e lipido hidroperéxido (LOOH), 6xido nitrico (NO*®), alcoois
(LOH). Defesas antioxidantes: superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationo peroxidase
(GSH-Px), glutationo redutase (GSH-R), glutationo (GSH), dissulfureto de glutationo (GSSG), a-
tocoferol ou vitamina E (Vit.E), radical de vitamina E (Vit.E®), vitamina C (Vit.C), radical de
vitamina C (Vit.C*), ndo radical (R), radical (R®), S-nitrosoglutationo (GSNO) (adaptado de
Ferreira, 2007).

1.5. Mecanismos de defesa antioxidantes

As defesas antioxidantes correspondem a resposta evolutiva que os seres aerdbios
encontraram para a inevitabilidade do contacto com o dioxigénio. Esses mecanismos de
defesa podem ser ndo enzimaticos ou enzimaticos (Fig. 1.8) (Ferreira, 2007).

Entre os antioxidantes ndo enzimaticos destacam-se o tripéptido glutationo (GSH), o
a-tocoferol ou vitamina E, o ascorbato ou vitamina C, o lipoato, os carotenoides, os
flavondides, entre outros. As defesas antioxidantes enzimaticas correspondem a uma elevada
quantidade e diversidade de enzimas com distribui¢do ubiqua pelos diferentes organismos
vivos, quer no meio intracelular quer no meio extracelular. Alguns exemplos dessas

macromoléculas incluem os enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationo
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peroxidase (GPx) e glutationo redutase (GR), entre outros, ja abordados anteriormente neste
texto (Ferreira, 2007; Grant, 1997; Scherz-Shouval, 2007).

Os enzimas SOD convertem o radical anido superdxido em peroxido de hidrogénio que
pode entdo ser convertido em 4agua pelos enzimas catalase ou glutationo peroxidase. Por outro
lado, o enzima GR desempenha um papel relevante no processo, pois regenera o GSH
utilizado como coenzima pelo GPx na reducdo de peroxidos ou lipoperoxidos a agua ou ao
alcool correspondente.

O glutationo, GSH ¢ um tripéptido de baixo peso molecular, composto pelos residuos
de aminoacidos y-glutamato, cisteina e glicina. O grupo tiol da cisteina constitui o principal
tampao redox intracelular, comportando-se como quelante de ROS como os radicais *OH,
LOO®e*ONOO ou o0 H»03, e por reagdo direta ou indireta, como coenzima do GPx ou GST,
entre outros. No processo de neutralizagdo das ROS, o GSH ¢ oxidado com formagao do
radical GS*. Esse radical livre ¢ também muito reativo mas, em geral, reage rapidamente com
um segundo radical GS* formando-se dissulfureto de glutationo (GSSG) que ndo ¢ um
oxidante. O GSSG ¢ regenerado de novo em dois GSH pelo enzima GR, que pode ainda ser
utilizado para converter outros antioxidantes como o ascorbato ou o a-tocoferol no seu estado
ativo (Ferreira, 2007; Scherz-Shouval, 2007).

A capacidade do GSH para regenerar moléculas antioxidantes depende
maioritariamente do potencial de reducdo do par redox glutationo/dissulfureto de glutationo
(GSH/GSSG). O GSH pode ainda reagir diretamente com uma elevada variedade de
xenobidticos eletrofilos ou como coenzima do GST, convertendo-os em derivados mais
soluveis e facilmente excretaveis pela célula. Um dos conjugados formados ¢ o S-
nitrosoglutationo (GSNO), que resulta da reagdo do GSH com o radical 6xido nitrico (NO")
(Ferreira, 2007).

Todos os organismos aerobios utilizam o dioxigénio (O2) na oxidagdo aerobia de
nutrientes para disponibilizar o potencial quimico necessdrio ao seu crescimento e
manutengdo das suas fungoes vitais de forma eficiente (Izawa, 1995; Mishra, 2012).

Os enzimas antioxidantes, como o GPx, GR, e SOD participam ativamente na
manutengdo da homeostase do GSH prevenindo a ocorréncia de stress oxidativo. O enzima
GR integrado nos ciclos ascorbato-glutationo, dos quais também fazem parte os enzimas
ascorbato peroxidase (APX), monodesidroascorbato redutase (MDHAR) e desidroascorbato
redutase (DHAR) assistem uma resposta complementar de prote¢ao contra as ROS (Dkhil,

2011; Mittova, 2000; Koca, 2007).
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Glutationo

O glutationo (GSH) (Fig. 1.9) constitui um dos antioxidantes celulares ndo enzimaticos
mais importante contra o stress oxidativo (Singh, 2013). O tripéptido ¢ sintetizado
enzimaticamente por duas reagdes dependentes de ATP, idénticas em bactérias, fungos,
plantas e animais: (i) produg¢do de y-glutamilcisteina, catalisada pelo y-glutamilcisteina
sintetase (y-GCS) e (ii) producdo de glutationo, catalisada pelo glutationo sintetase (GS)
(Nagalakshmi, 2001; Grant, 1996).

Uma das principais fungdes do tripéptido na resposta ao stress oxidativo corresponde a
reducdo do ascorbato pela interagdo entre o ciclo do ascorbato e o ciclo do glutationo. O
glutationo tem ainda capacidade para reagir ndo enzimaticamente com oxigénio atdémico, o
radical anido superdxido e o radical hidroxilo. Como componente dos ciclos ascorbato-
glutationo, o GSH participa ativamente no controlo dos niveis de H2O> das células vegetais
(Drazkiewicz, 2003). O H>0; ¢ eliminado nos peroxissomas pelas catalases enquanto que nos
cloroplastos, a via de desintoxicagdo prossegue com o acoplamento da reducao de H.O» pelo
GSH com recurso ao sistema ascorbato-dehidroascorbato (Nagalakshmi, 2001). O glutationo
¢ detetado em niveis elevados em todos os organismos aerdbios. A ligacao y-peptidica pouco
usual e do grupo a-carboxilo livre previnem a hidrdlise do GSH por peptidases que degradam
outros péptidos de pequena dimensdao. O GSH ¢ o tiol de baixa massa molecular mais
abundante na célula. A sua concentragdo ¢ =~ 2mM em leveduras e superior a 10 mM em

eritrocitos humanos e hepatdcitos, respetivamente (Huber, 2008; Grant, 1996).

ligacédo peptidica v

HaN N™ ~CO;

O
I

SH
Figura 1.9 — Representacdo estrutural do Glutationo: y-L-glutamil-L-cisteinilglicina (adaptado de Huber, 2008).

O dissulfureto de glutationo (GSSG) que se forma por oxidagdo do GSH, pode ser
reduzido pelo enzima glutationo redutase, a custa de NADPH (Carmel-Harel, 2000).

Em geral, um decréscimo do nivel celular de GSH tem sido considerado como um bom
indicador de stress oxidativo pelo etanol, caracterizado pela geragdao de acetaldeido toxico e
outras moléculas reativas na célula.

Muitas das reagdes em que participa o GSH dependem do grupo sulfidrilo (SH), polar,

facto que o torna um bom nucledfilo em reagdes com compostos quimicos eletrofilos. Esta
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capacidade para doar eletrdes torna o glutationo um bom redutor. A combinacdo da sua
abundancia com as propriedades do grupo sulfidrilo nos organismos aerdbios suporta a
hipotese de que o GSH surgiu ao longo do processo evolutivo como um agente protetor contra
espécies reativas de oxigénio e compostos eletrofilos gerados por processos oxidativos
endogenos e/ou ambientais (Huber, 2008). Em leveduras, uma razao GSH/GSSG > 1,2-1,4 ¢
condicdo necessdria para a saude celular, uma vez que o GSSG inibe a sintese proteica,

inativando fatores de iniciacao (Nagalakshmi, 2001; Hissin, 1976).

Glutationo Redutase

O enzima glutationo redutase (EC 1.8.1.7) € responsavel pela reducao do GSSG a GSH

de acordo com a equacao:

GSSG + NADPH + H"— 2GSH + NADP~

Este enzima participa ndo s6 na eliminagdo do H>O, mas também em vias de sinalizagdo
redox, ou de ativacdo de mecanismos de defesa em condigdes de stress. Os locais de ligacao
ao GSSG encontram-se localizados na interface das duas subunidades que constituem a sua
organizagao estrutural quaternaria, possuindo cada uma delas um dominio distinto de ligagao
ao coenzima NADPH. O grupo sulfidrilo de um dos residuos de cisteina, presentes no centro
ativo do GR ataca a ligagdao S-S, libertando uma molécula de GSH e o dissulfureto misto
GSSGR. Um ataque intramolecular do grupo sulfidrilo do segundo residuo de cisteina sobre o
GSSGR liberta a segunda molécula de GSH, formando-se dissulfureto ciclico. A conversao
do dissulfureto ciclico pelo GR da-se a custa da oxidagdo do NADPH a NADP™ reiniciando-

se o ciclo redutor mediado pelo enzima (Huber, 2008; Drazkiewicz, 2003).

Glutationo Peroxidase

O enzima glutationo peroxidase (EC 1.11.1.19) ¢ considerado uma das principais
defesas contra peréxidos e lipoperoxidos em células de mamifero. Esta atividade ndo esta
presente em bactérias, mas tem sido detetada em S. cerevisiae, decorrendo de acordo com as
equacgoes:

H,0, + GSH —24 GSSG +2H,0 || ROOH +2GSH —— GSSG + H,0 + LOH

Recentemente, os genes (GPx1, GPx2, e GPx3) que codificam trés homologos do
glutationo peroxidase foram identificados na sequéncia completa do genoma de S. cerevisiae.

As fungdes dos trés genes foram investigadas por ensaios fenotipicos com mutantes e por
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estudos de expressdao induzida de isoenzimas GPx1, GPx2 e GPx3. Estas experiéncias
revelaram que um mutante que ndo expresse o enzima GPx3 torna-se hipersensivel ao H>O; e
ao t-butilhidroperoxido. Todavia mutantes para o GPx1 GPx2 nao apresentavam um fendtipo
tdo Obvio. Alguns investigadores também observaram que a expressao da forma isomorfa
GPx3 nao foi induzida por quaisquer dos agentes de stress testados. No entanto a expressao
do isoenzima GPx1 foi induzida pela caréncia de glicose, enquanto a expressdo do isoenzima
GPx2 foi induzida pelo H>O, e pelo t-butilhidroperoxido dependente do recetor Yaplp
(Carmel-Harel, 2000).

Glicose-6-fosfato desidrogenase

O enzima glicose-6-fosfafo desidrogenase (EC 1.1.1.49), um enzima chave da via das
pentoses fosfato, catalisa a oxidacdo da glicose-6-fosfato (G6P) em 6-fosfogluconato.
Enzimas como a hexocinase (HK) e G6PDH, sdo essenciais para o metabolismo celular e sdao
utilizados em estudos clinicos e bioquimicos, como reagentes analiticos para medir a
atividade da creatina-cinase, bem como a concentracao de ATP e de hexoses (Silva, 2002).

O enzima glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH) catalisa o passo limitante da
velocidade, no ponto de ramificagdo oxidativa da via das pentoses fosfato (PP) que liberta
equivalentes redutores sob a forma de NADPH, sendo a sua expressdo e atividade fortemente
regulada (Fig. 1.10). Este enzima pode existir quer como mondémero inativo quer como
dimero ativo. A razdo NADP*/NADPH constitui um dos principais moduladores do enzima
G6PDH, comportando-se o coenzima reduzido NADPH como efector negativo da atividade
G6PDH, enquanto que a forma oxidada NADP' assiste a referida atividade enzimatica
modulando a sua conformacao.

O enzima G6PDH pode ainda ser regulado por diversos estimulos extracelulares e vias
de sinalizacdo que regulam a sua expressdo ¢ modulam a sua atividade por mecanismos pos-

traducdo (Patra, 2014).

Hexoquinase G6PD
Glucose m > Glucose-6-fosfato m » 6-fosfogluconato
ATP ADP NADP*  GADPH
GSSG GSH

Figura 1.10 — Passos iniciais da via das pentoses fosfato (adaptado de Patra, 2014).
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Superéxido Dismutase
O enzima superdxido dismutase (EC 1.15.1.1) tem como principal papel biolégico a

remocgao do radical anido superéxido de acordo com a equagao:

— — . SOD
o, +0, +2H  —— H,0,+ 0
2 2 22 2
convertendo-o em perdxido de hidrogénio que pode por sua vez ser eliminado por catalases
ou glutationo peroxidases (Matés, 2000). Outra fun¢do dos enzimas superoxido-dismutase €
proteger desidratases como o aconitase, 6-fosfogluconato desidratase e fumarase A e B,

contra a inativagao pelo radical superdxido (Matés, 2000).

Catalase

Os enzimas catalase (EC 1.11.1.6) apresentam uma organizagdo estrutural tetramérica
de subunidades idénticas com cerca de 60 kDa e um grupo hemo por subunidade. Assim, este
enzima contém quatro grupos ferriprotoporfirinicos por molécula, apresentando a proteina,
massa molecular de aproximadamente 240 kDa. O enzima ¢ descrito como um dos que
apresenta maior eficiéncia catalitica. Reage com H>O» para formar agua e dioxigénio, bem
como com doadores de equivalentes redutores como o metanol, o etanol, o acido féormico ou o

fenol, de acordo com a reagao (Matés, 2000):

CAT
2H,0, — 2H,0 + 0O
22 2 2
Apesar de o H2O; poder ser catabolizado enzimaticamente nos organismos aerobios
por catalases ou, em alternativa, por diversas peroxidases, em alguns tipos de células

desempenha um papel relevante na tolerancia ao stress oxidativo (Matés, 2000).

Fosfatase Alcalina

O termo fosfatase alcalina (EC 3.1.3.1, ALP) designa uma familia de enzimas que se
encontra ubiquamente distribuida desde as bactérias até ao homem. Esses enzimas catalisam
in vitro a hidrélise de uma vasta gama de monofosfoésteres, a pH alcalino, de acordo com a

equagdo (Linder, 2013):

p-nitrofenilfosfato + H,O —— p-nitrofenol + H,PO,

Contudo a sua fungdo bioldgica ndo se encontra totalmente esclarecida.
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Peroxido de Hidrogénio

Em Saccharomyces cerevisiae, o perdxido de hidrogénio oxida residuos de metionina,
diminui a razdo de GSH/GSSG, e aumenta a carbonilacdao e S-tiolagdo de proteinas. Varias
proteinas podem ser S-tioladas quando células de levedura sdo expostas ao H20O, sendo o
enzima glicolitico gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase o principal alvo da S-tiolagdo
proteica (Costa, 2002). Apesar de em condicdes fisioldgicas saudaveis, os danos oxidativos
serem minimizados pelas defesas antioxidantes que removem ou previnem a geragao de ROS,
os niveis constitutivos das defesas antioxidantes conferem uma capacidade limitada de
resisténcia a uma agressao oxidativa subita e, por conseguinte, a sua inducdo ¢ essencial para
a sobrevivéncia da célula. Uma resposta oxidativa ao stress pode ser acionada quando as
células de levedura sao expostas a niveis baixos de H>O> que conduzem a aquisi¢do de

resisténcia celular a uma exposicao letal subsequente (Costa, 2002).

Malonodialdeido (MDA)

O malonodialdeido (MDA) ¢ um produto e, portanto, um marcador de peroxidagao
lipidica mediada pelo stress oxidativo (Singh, 2013; Del Rio, 2005). Os produtos da
peroxidacdo lipidica, como o malonodialdeido (MDA, C3H402), podem assim ser utilizados
como indicadores da acdo das ROS no organismo. O MDA possui agdo citotdxica e
genotoxica. A quantificacdo de MDA nos sistemas bioldgicos € assim um parametro

importante para avaliagdo de danos oxidativos na célula (Antunes, 2008).

1.6. Acetato um agente toxico

O acetato (20-80 mM) induz a morte de células de Saccharomyces cerevisiae em fase
exponencial com caracteristicas de morte celular programada, como a condensag¢do da
cromatina ao longo do envelope nuclear, exposi¢ao de fosfatidilserina sobre a superficie
exterior da membrana citoplasmatica e ocorréncia de fragmentacdo de DNA. Alguns autores
também demonstraram que a semelhanga do peroxido de hidrogénio, o acetato em
concentragdo elevada (> 120 mM) induz alteragdes morfoldgicas celulares tipicas de necrose
sem marcadores apoptoticos, como o aparecimento dos terminais desoxinucleotidil transferase
dUTP nick-end (TUNEL). Embora em S. cerevisiae o acetato constitua o produto final da
fermentacdo alcoolica, pode igualmente ser produzido por bactérias que contaminam o
ambiente natural da levedura. O composto entra na célula de levedura, na forma nao
dissociada, por difusdo simples. No interior celular, o acido dissocia-se contribuindo para a

acidificacdo do ambiente celular com acumulacdo do anido acetato e inibicao da atividade
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metabolica celular. Deste modo, o acido acético compromete a viabilidade celular de S.
cerevisiae, conduzindo a dois tipos de morte: de elevada e de baixa entalpia (Ludovico,
2001).

A apoptose, ou morte celular programada faz com que as células sejam rapidamente
removidas sem lise, prevenindo a inflamagdo. Para organismos unicelulares como as
leveduras, o mecanismo de suicidio parece ser fisiologicamente inatil. Em condi¢des de
privacao de nutrientes, o suicidio celular "altruista" pode assegurar que as poucas cé¢lulas
sobreviventes possuem substrato suficiente para sobreviver. Por outro lado, apds lesdo
gendmica, a apoptose induz a replicacdo de copias do genoma ancestral original em vez de
dar origem a clones cujos genes alterados poderiam competir com o genoma original
(Citterio, 2015).

Em S. cerevisiae, um fenotipo tipico apoptdtico com exposicao da fosfatidilserina,
marginacdo da cromatina e formacdo de fragmentos celulares, foi descoberto, pela primeira
vez, numa estirpe mutante. Posteriormente outros marcadores apoptoticos foram detetados,
tais como plasmolise celular, fragmentacao do nucleo e do DNA, condensacao da cromatina,
externalizacdo de fosfatidilserina, decréscimo potencial da extensdo da membrana
mitocondrial, libertacdo do citocromo c, permeabilizacdo da membrana pelo iodeto de
propidio, produ¢do de espécies reativas de oxigénio (ROS) e ativacdo de caspase-1 de
levedura. Alguns dos fatores de stress capazes de induzir apoptose sdo glucidos, acetato,
peroxido de hidrogénio, aspirina, oleos essenciais e¢ a idade, maioritariamente relacionados
com a geracao de ROS, os reguladores-chave da apoptose em levedura (Citterio, 2015).

Na maioria das estirpes de S. cerevisiae, o acido acético, um subproduto da
fermentagao alcoodlica ndo ¢ metabolizado por células de levedura reprimidas pela glicose. No
interior celular o acido encontra-se dissociado se o pH extracelular for menor do que o pH
intracelular, levando a acidificacdo intracelular e a acumulacdo da forma dissociada que
depende do gradiente de pH, afetando o metabolismo celular, a varios niveis. A acidificacao
intracelular provocada pelo acetato afeta negativamente o trafico celular, dificultando a
passagem das vesiculas do endossoma para o vactiolo. Apesar do acetato induzir a ativagao do
enzima ATPase (50 mM, pH 3,5) da membrana citoplasmatica, o aumento da atividade nao ¢
suficiente para neutralizar a acidificacdo citoplasmatica e vacuolar. O acetato tem sido
reconhecido como agente toxico produzido em diferentes processos biotecnologicos
associados aos efeitos negativos da fermentacao pelas leveduras. Na ultima década, o acetato

tem sido reconhecido como um indutor de morte celular programada (PCD) (Sousa, 2012).

31






Efeitos de extratos aquoso e etandlico de Portulaca oleracea L., sub-espécie sativa em Saccharontyces cerevisiae
Sofia de Jesus

2. Problematica e objetivos

2.1. Problematica

A Portulaca oleracea L., vulgarmente designada por beldroega ¢ uma planta herbacea
anual, com folhas suculentas frescas de distribuicdo ubiqua que se agrupa entre as que
apresenta valor nutritivo e comercial elevado, por ser rica em vitaminas, sais minerais,
aminoacidos, polifendis e agentes nutracéuticos que lhe conferem diversas propriedades
biologicas e medicinais. Apesar de a sua origem ser incerta, cresce espontaneamente ou ¢
cultivada em todos os continentes. A sua existéncia na América do Norte € descrita como pré-
colombiana, tendo sido identificada na Europa no final do século XVI, onde cresce bem em
zonas com dias longos e temperatura diurna/noturna préoxima dos 27°C/22°C. Em Portugal, a
sua presenga ¢ maioritariamente detetada no Alentejo e Nordeste algarvio.

O estudo descrito neste texto inspirou-se em trabalhos realizados por investigadores do
ICAAM, na Universidade de Evora cujo principal objetivo foi estabelecer ensaios de campo
que permitissem otimizar a produ¢do de beldroega em substrato com recurso a fertilizacao
com nitrogénio. Nesse contexto desenvolveu-se também aproximagdes preliminares que a
autora deste estudo realizou durante o estagio da licenciatura em Bioquimica, de avaliagdao da
capacidade antioxidante de beldroegas cultivadas em diferentes condigdes de fertilizacdo com
nitrogénio. Os resultados entdo obtidos permitiram concluir que o nivel de fertilizagdo que
conferiu maior produtividade, sem acumulacdo excessiva de nitratos foi o de 60 kg/ha. Assim,
adotou-se esse nivel de fertilizacdo para obter as beldroegas utilizadas no presente estudo,
onde se procurou estimar o teor em fendis, ascorbato e prolina, a capacidade antioxidante
medida pelos métodos do FRAP e DPPH em extratos de caules e folhas da planta, obtidos por
diferentes aproximacdes experimentais. Como a Saccharomyces cerevisiae, um organismo
GRAS ¢ descrita pela literatura como um bom modelo bioldgico para testar mecanismos de
resposta ndao enzimaticos e enzimaticos antioxidantes de eucariontes, escolheu-se a
Saccharomyces cerevisiae UE-ME; nativa do Alentejo, Portugal, para avaliar a resposta

antioxidante aos extratos de folhas de Portulaca oleracea L., sub-espécie sativa.
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2.2. Objetivo Geral

Testar a hipotese Ho: Extratos aquoso e etandlicos de Portulaca oleracea L., sub-

espécie sativa ndo possuem capacidade antioxidante distinta, nem perturbam os sistemas de

resposta antioxidante de Saccharomyces cerevisiae.

2.3. Objetivos especificos

Conhecer e compreender:

O valor econémico Portulaca oleracea;

Os efeitos da adubacdo com nitratos na produtividade Portulaca oleracea,

As consequéncias da adubagao sobre [fendis], [Pro], [ascorbato], DPPH e FRAP;

O perfil de crescimento e antioxidante de S. cerevisiae;

Os protocolos para obtengdo extratos vegetais/avaliagdo propriedades antioxidantes;

O significado bioldgico de alteragdes [GSH], [GSSG], [ROS] [MDA] em eucariontes;
O significado bioldgico de alteragdes das atividades enzimaticas GR, CTT1, CTA1,
GPx, G6PD, ALP, SOD.

Dar valor:

O

Ao valor nutritivo e funcional de Portulaca oleracea;

Aos extratos vegetais e suas propriedades antioxidantes;

A atividade enzimatica ALP como marcador energético;

A razdo GSH/GSSG como indicador do potencial redox;

Ao conteudo em ROS como marcador de stress oxidativo;

Ao conteudo em MDA como marcador de danos celulares;

As atividades GR, GPx, CTT1, CTA1, G6PD e SOD como marcadores da resposta
antioxidante;

A qualidade das curvas de calibragio ou de reagéo.

Aplicar:

©)

o

o

Os métodos testados a outras espécies vegetais;
Os conhecimentos adquiridos a caracterizagdo de outros produtos horticolas;

Os efeitos de extratos vegetais na resposta ao stress por S. cerevisiae.
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3. Metodologia

3.1 Estratégia

A concretizacao dos objetivos tracados para este trabalho obedeceu ao plano:

Local de Realiza¢do: Laboratorio de Bioquimica Analitica, Fase III do Colégio Luis

Anténio Verney, Universidade de Evora.

Suporte financeiro: Instituto de Ciéncias Agréarias e Ambientais Mediterranicas
FT/ICAAM (Call 2014) e Departamento de Quimica, Escola de Ciéncias e Tecnologia,

Universidade de Evora.

Duracao: 1 ano letivo

Modelos Biolégicos: Portulaca oleracea L, sub-espécie sativa e

Saccharomyces cerevisiae UE-MEj;.

Agente oxidante: Acetato (25 mM).

Ensaios:

o Extratos aquoso, etanolico 12 % e etanol absoluto de caule e folha de Portulaca
oleracea L, sub-espécie sativa, proveniente de ensaio de necessidades de azoto da
beldroega cultivada em substrato com adubacao nitrogenada 60 kg/ha, realizados
na Herdade da Mitra, Universidade de Evora.

o Atividade biologica dos extratos foleares em S. cerevisiae UE-ME3 na auséncia e

na presenga de acetato (25 mM).

Parametros a analisar:

v" Nos diferentes extratos de Portulaca oleracea L., sub-espécie sativa:

Ascorbato

Fendis totais

Prolina

Capacidade antioxidante pelo método DPPH

Capacidade antioxidante pelo método FRAP
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v' Atividade biologica de diferentes extratos de Portulaca oleracea L., sub-espécie sativa
em Saccharomyces cerevisiae na auséncia e na presenca de acetato:

e Peso seco

e Viabilidade celular por cfu

e Fosfatase alcalina

e Superoxido dismutase

e Glicose-6-P desidrogenase

¢ Glutationo redutase

¢ Glutationo peroxidase

e GSH
e GSSG
e GSH/GSSG

e Total de tiois totais ndo proteicos
e C(Catalase CTTl1

e C(Catalase CTAI

e ROS

e MDA

Técnicas utilizadas:

Obtencao de extrato aquoso e etandlico

Cultura de microrganismos

Desintegragao celular, por homogeneizador com sonda de ultra-sons
Fracionamento celular, por centrifugacao diferencial
Potenciometria

Espetrometria de absor¢ao molecular

SRS ]S

Espetrometria de fluorescéncia

Analise estatistica dos resultados:

Procedeu-se a andlise estatistica dos resultados, pela andlise de variancia simples,
ANOVA 1 e teste de significancia de Duncan para os resultados obtidos em Portulaca
oleracea das diferentes amostras e culturas incluindo contetidos nutritivos e antioxidantes,
cfu, peso seco, capacidade antioxidante e atividades enzimaticas. Recorreu-se ao programa

SPSS para o Windows, versdo 19, licenciado para a Universidade de Evora.
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3.2 Procedimento experimental

3.2.1. Preparacio de extratos de Portulaca oleracea

Os ensaios foram realizados em ambiente protegido, numa estufa existente no terreno
da antiga Horta do Po6lo da Mitra, caracterizada por arma¢do em metal e revestimento em
plastico térmico. Os ensaios de producdo de beldroega foram efetuados em recipientes
preenchidos com 8 L de substrato obtido comercialmente composto por residuos florestais e
bagaco de uva compostados e turfa loura. As plantas foram mantidas sob as condi¢des
hidricas por rega localizada micro-aspersdo, num sistema fixo, difusores e controlador
automatico de rega acoplado a uma torneira. Nas adubacdes foi utilizado nitrato de amonio,
doseando 34,5 % de azoto, sendo 16,9 % na forma nitrica (NO3 ) e 17,6 % na forma
amoniacal (NH4"). Este ensaio teve como intuito analisar a influéncia do azoto na produgéo
comercial da beldroega, e de modo a aumentar a rentabilidade da area de cultivo disponivel, a
densidade de plantas foi de 2 200 plantas/m?, sendo testados os niveis de azoto de 0, 30, 60 e
90 kg/ha, com as aplicacdes de adubo semanal.

As plantas foram recolhidas na Herdade da Mitra, Universidade de Evora, e guardadas
no Laboratorio de Bioquimica Analitica, Fase III do Colégio Luis Anténio Verney,
Universidade de Evora a -80 °C. As plantas foram recolhidas em quatro repeti¢des de cada um
dos ensaios de niveis de adubacao nitrogenada.

A preparacao das amostras foi iniciada pela pesagem de 2 g de folhas e de 2 g de
caules de planta (Portulaca oleracea) do nivel de adubacdo azotada de 60 kg/ha, com quatro
repeti¢des, seguida de maceragdo da mesma em almofariz em presenga de nitrogénio liquido.
Os caules foram homogeneizados, em agua (p/v 1:7.,5) e etanol 12 % (p/v 1:7,5). Enquanto
que as folhas foram homogeneizadas em agua (p/v 1:7.5), etanol 12 % (p/v 1:7,5) ou etanol
absoluto (p/v 1:7,5). A extragdo decorreu a temperatura ambiente em agitador orbital durante
1h30min. Os extratos foram clarificados por filtragdo com papel de filtro Whatman® N°I e

armazenados em aliquotas a -20 °C para posterior utilizagao.

3.2.2. Caracterizacio quimica de extratos de Portulaca oleracea

3.2.2.1. Ascorbato
O doseamento do ascorbato foi realizado nos diferentes extratos de caule e folha de
beldroega de acordo com o método descrito por Cai (1999), recorrendo as propriedades

redutoras do ascorbato. A quantificagdo do ascorbato foi realizada pela preparacdo de uma
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mistura contendo TCA (5 %), H3PO4 em etanol (0,4 %), B-fenantrolina em etanol (0,5 %),
FeCl3 em etanol (0,03 %) e volume adequado de amostra ou padrdo. A mistura incubou a 30
°C durante 90 min, levando a formacao do complexo Fe (II) — B-fenantrolina. A concentragao
de ascorbato nas amostras foi determinada por leitura da absorvéncia a 534 nm e interpolagao

na curva padrdo de ascorbato construida no intervalo de concentragdo de 0-30 mg/mL (Fig.

Al

3.2.2.2. Fenois totais

O teor em fenois totais dos diferentes extratos de caule e folhas de beldroega foi
determinado como descrito por Singleton (1965) recorrendo ao reagente de Folin-Ciocalteau,
uma mistura de acido fosfotinguesténico e adcido fosfomolibdico que em condi¢des alcalinas e
ao oxidar os fendis ¢ reduzida a uma mistura de 6xidos azuis de tungsténio e de molibdénio.
A coloragdo azul produzida, com méaximo de absor¢ao a 760 nm, é proporcional ao teor em
compostos fenodlicos, expresso como equivalente de 4acido galico, numa curva padrio
construida entre valores de concentragao de 0-200 mg/L (Fig. A.2).

A mistura de reacdo continha reagente de Folin-Ciocalteau comercial diluido 10x,
carbonato de sddio (7,5 %) e volume adequado de amostra ou padrdo. A solucdo anterior foi
cuidadosamente agitada no vortex e incubada ao abrigo da luz a 25 °C durante 90 min, apds o

que foi lida a absorvéncia a 760 nm.

3.2.2.3. Prolina

O conteudo em prolina foi determinado nas amostras recorrendo a ninidrina acida e
segundo o método adaptado de Bates (1973). Em ebuli¢do, a prolina quando em contacto com
a ninidrina em meio acido origina uma formazona de cor vermelha, quantificavel a 546 nm.

A mistura de reacdo era composta pela amostra, dcido acético glacial e ninidrina acida
(acido acético glacial:dgua:acido orto-fosférico 85% na propor¢do 6:3:1), na propor¢do de
1:1:1. Apds agitagdo em vortex a mistura incubou em banho em ebulicdo durante 1 hora.
Apos arrefecer foi lida a absorvéncia a 546 nm.

A concentracdo em prolina nas amostras foi determinada por interpolagcdo na curva

padrdo de L-Prolina construida no intervalo de concentracdes de 0-20 mg/L (Fig. A.3).

3.2.2.4. Capacidade antioxidante pelo método do FRAP
O método FRAP, descrito por Benzie (1999) permite determinar, por espetrometria de
absor¢ao molecular, a capacidade antioxidante dependente do ido ferro presente na amostra,

dependente da capacidade redutora dos antioxidantes, na presenca do reagente de FRAP.
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O reagente de FRAP composto por cloreto de ferro (20 mM), TPTZ (10 mM) em HCI
(40 mM) e tampao acetato de sodio (300 mM) pH 3,6 na proporcao de 1:1:10 (v/v/v) foi
adicionado a uma aliquota de padrdo ou amostra e registada a variagdo de absorvéncia a 593
nm, durante 60 s a 37 °C.

A determinacdo da capacidade redutora do ferro presente nas amostras foi realizada
por interpolacdo gréfica, na curva de calibrag¢do, na qual foi usado Trolox como padrdo, no

intervalo de concentragao 0-16 mg/mL (Fig. A.4).

3.2.2.5. Capacidade antioxidante pelo método do DPPH

O método designado por DPPH mede a capacidade antioxidante das amostras para
capturar o radical organico estdvel DPPH" (2,2-difenil-1-picril-hidrazilo), um cromoforo de
cor purpura com um maximo de absor¢ao a 515nm. O antioxidante (AH) ao reduzir o radical
DPPH’ origina um produto estavel, o DPPH-H (difenil-picril-hidrazina) de cor amarela (Blois,
1958). Neste ensaio utilizou-se uma solucdo de DPPH’ (0,03g/L em metanol), a qual foi
preparada sempre que necessario € mantida ao abrigo da luz. Adicionou-se a células de
absor¢cdo molecular a referida solug¢ao de DPPH" e volume conhecido da amostra ou do
padrao. Acompanhou-se a variacdo de absorvéncia a 515nm, a 25°C durante 180s. Estimou-se
a capacidade antioxidante das amostras por interpolagdo grafica, na curva de calibragdo,
construida utilizando acido galico como padrdo, no intervalo de concentracao de 0-200mg/L

(Fig. A.5).

3.2.3. Atividade biologica em Sacharomyces cerevisiae

3.2.3.1. Cultura de microrganismos

A levedura vinica Saccharomyces cerevisiae UE-ME3, estirpe isolada em vinhos
regionais do Alentejo e depositada na cole¢do do laboratdrio de enologia da Universidade de
Evora, encontram-se armazenadas no nosso laboratério a -80 °C, em meio de cultura com
glicerol e foi utilizada neste trabalho para testar a atividade biologica dos extratos aquoso e
etanolico de folhas de Portulaca oleracea.

Na realizagdo deste trabalho foi utilizado meio YPD (1/3 de liquido para 2/3 de ar) de
acordo com a formulagao classica do mesmo descrito por Atlas (2006), constituido por extrato
de levedura (10 g/L) e peptona (20 g/L) dissolvidos em agua ultra-pura e esterilizado pelo
calor humido, ao qual posteriormente foi adicionada glicose (20 g/L) esterilizada por filtracao

(filtro 0,2 pm), bem como volume adequado de acetato e de extratos de beldroega. A
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preparacdo de meio YPD soélido incluiu a adicdo de agar (20 g/L) antes da esterilizagdo em
autoclave.

O meio YPD foi inoculado com S. cerevisiae UE-ME;3 preservada a -80 °C e incubado
durante 16 h em banho com agitacao (150 rpm), termostatizado a 28 °C. Com esta cultura
fresca inoculou-se 8 erlenmeyers contendo meio YPD, 1/3 de liquido para 2/3 de ar, e
acompanhou-se o crescimento da cultura lendo a turbidez a 640 nm. Quando a cultura atingiu
a fase exponencial média, Ae400,8-1,0 foi iniciada a exposicdo ao extrato de folha de
beldroega (2 %), acetato (25 mM) ou extrato de folha de beldroega (2 %) e acetato (25 mM),
como descrito no Quadro 3.1, de forma a iniciar o ensaio com culturas a 0,8 de turbidez. As
culturas incubaram, nas condi¢des anteriormente descritas, durante 200 min, correspondente

ao tempo de exposicao.

Quadro 3.1 — Descri¢do dos meios de cultura utilizados nos ensaios de exposicdo de S. cerevisiae UE-ME;3 a
extrato de folha de beldroega, a acetato ou a extrato de folha de beldroega e acetato.

Designacao Meio

Controlo YPD

Eaq YPD c/ Extrato aquoso de folha de P. oleracea (2%)

EetOH12% YPD c/ Extrato etanolico 12% de folha de P. oleracea (2%)

EetOH98% YPD c/ Extrato etanolico absoluto de folha de P. oleracea (2%)

Act YPD c/ Acetato (25 mM)

EaqtAct YPD ¢/ Extrato aquoso de folha de P. oleracea (2%) e Acetato (25 mM)
EetOH12%+Act | YPD c/ Extrato etandlico 12% de folha de P. oleracea (2%) e Acetato (25 mM)
EetOH98%+Act | YPD c/ Extrato etandlico absoluto de folha de P. oleracea (2%) e Acetato (25 mM)

3.2.3.2. Determinacio do peso seco
Amostras de células crescidas na auséncia ou na presenga de pro e antioxidantes foram
recolhidas apos 200 min. As amostras foram colocadas a secar em estufa a 80 °C, até

atingirem peso constante.

3.2.3.3. Viabilidade celular
A sobrevivéncia celular foi estimada pela determinacdo de unidades formadoras de
colonias (cfu) em placas contendo meio YPD, as quais foram incubadas a 28 °C em estufa até

ndo se observar o aparecimento de novas colonias.
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3.2.3.4. Preparaciao das fracoes pos-12000 g

A preparagao das fragdes celulares foi realizada seguindo o método proposto por Lake
(1987). No final do tempo de exposicdo (200 min), de acordo com o descrito na secg¢ao
3.2.3.1.,, as células foram recolhidas por centrifugacdo a 3000 g, durante 20 min a 4 °C,
lavadas em agua bi-destilada estéril, ressuspendidas em 10 mL de tampao fosfato (10 mM)
pH 7,0 e desintegradas a 4 °C, recorrendo a homogeneizador de ultra-sons (10 s 3 x 5 min; 0,1
kHz pulso).

Os lisados celulares foram submetidos a centrifugacao diferencial a 5000 g durante 10
min, recolheu-se o sobrenadante para nova centrifugacdo a 12000 g durante 30 min, a 4 °C,
recolhendo-se o sobrenadante p6s-12000 g e resuspendendo o sedimento em igual volume de
tampao fosfato (10 mM) pH 7,0. As fragdes celulares obtidas foram repartidas em aliquotas e
guardadas a -20 °C, para posterior determinacdo de contetidos celulares e atividades

enzimaticas.

3.2.3.5. Proteina

A concentragdo de proteina existente nas fracdes celulares em estudo foi determinada
de acordo com Lowry (1951), que se baseia na reacao entre o reagente de Folin-Ciocalteau
(acido fosfomolibdicofosfotingstico) e os residuos aromaticos tirosina e triptofano das
proteinas, utilizando a albumina de soro bovino (BSA) como padrao na constru¢ao da curva
de calibracdo. Dado que a reagdo ¢ catalisada pelo cobre em meio alcalino, forma-se um
complexo de heteromolibdémio de cor azul intensa em concentracdo proporcional a
concentracdo de proteina presente no meio. A mistura de reagdo foi obtida pela adicao de
volume adequado de amostra de sobrenadante ou sedimento p6s 12000 g diluida em NaOH
(0,5 M), 5,0 mL reagente de Lowry (sulfato de cobre 1%, tartarato de sodio e potassio 2% em
carbonato de sddio 2%). A mistura foi agitada no vortex e apos repousar 10 min, adicionou-se
0,5 mL de reagente de Folin Ciocalteau comercial, diluido na propor¢cdo 1:2 em agua
destilada, seguido de agitacdo em vortex. Aguardou-se 30 min e leu-se a absorvéncia a 720
nm. A metodologia descrita para as amostras foi repetida utilizando solucdes de BSA de
diferente concentragdo, entre 0 e 200 png/mL, de forma a permitir a constru¢do de uma curva
de calibragao (Fig. A.6), utilizada para obter, por interpolagdo grafica, a concentracao da
proteina presente nas amostras, posteriormente utilizada no calculo da atividade especifica das

determinagdes enzimaticas.
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3.2.4. Determinacio de atividade enzimatica

3.2.4.1. Fosfatase alcalina
A determinagdo espetrométrica da atividade ALP foi realizada na fra¢do pdés 12000 g
de acordo com o método proposto por Bretaudiere (1984) que permite quantificar a formagao
de p-nitrofenol (pNP), pelo aumento de absorvéncia a 405nm, resultante da hidrolise das
ligagdes monofosfoéster do p-nitrofenilfosfato (pNPP), o substrato cromogéneo sintético, de

acordo com a reagao:

ALP
p-nitrofenilfosfato + H,O €~ p-nitrofenol + Pi

A reacdo decorreu a 37 °C em células de absor¢dao molecular contendo a mistura
constituida por pNPP (6 mM) em tampao Tris-HCI (0,5M) pH 8,5 e amostras de sobrenadante
pos 12000 g (0,075 mg/mL).

A determinagdo do coeficiente angular das curvas de reacdo (0,9689570 < r <
0,9868303, Fig. A.7) tracadas durante 120 s e o coeficiente de absortividade molar de 0,01603

mM-!.cm™ para o pNPP permitiram determinar os valores da atividade fosfatase alcalina.

3.2.4.2. Superoxido dismutase

A determinagdo da atividade SOD1 realizou-se segundo o método descrito por Oberley
e Spitz (1984), que se baseia na quantificagdo do produto cromogéneo da redugdo do azul de
nitrotetrazolio (NBT) pelo radical anido superoxido proveniente da acdo da xantina oxidase.
Trata-se entdo de um método indireto, uma vez que na presenca do enzima SODI este
compete com o NBT na oxidagdo do radical anido superoxido.

A mistura de reagdo, em tampao fosfato (50 mM) pH 7,8 continha xantina (3 mM),
EDTA (3 mM), NBT (0,75 mM), BSA (15%, p/v), fracdo pds 12000 g (0,094 mg de
proteina/mL) e xantina oxidase (0,8 U/mg). A reagdo ocorreu a temperatura de 25 °C, tendo-
se registado a absorvéncia a 560 nm durante 180 s. Para determinar a atividade SODI
realizou-se um branco no qual ndo se adicionou a amostra, sendo o valor obtido determinante
para apurar a atividade SOD1, sabendo que 1 U corresponde a quantidade de enzima presente
na amostra que causa 50 % de inibicdo da taxa de reducdo do sal de tetrazdlio, utilizando o
coeficiente angular da curva de reacdo do branco e das amostras (0,9946628 <r <0,9982830,

Fig. A.8).
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3.2.4.3. Glicose-6-fosfato desidrogenase
A determinacao espetrométrica da atividade enzimatica G6PD foi realizada seguindo a
formacdo de NADPH pela leitura da absorvéncia a 340nm de acordo com a equagao (Postma,
1989; Bergmeyer, 1983):

G6PD
Glicose-6-fosfato + NADP* > 6-fosfogliconato-3-latona + NADPH + H*

As amostras incubaram no meio de reacdo constituido por Tris-HCl (I M) pH 8,
NADP" (dissédico) (40 mM), MgCl.6H>0 (500 mM), glicerol (25 %) e volume adequado de
fracao pos 12000 g (0,037 mg proteina/mL), em células de espetrometro de absor¢do
molecular. Iniciou-se a reagdo com a adi¢ao de G6P (100 mM) apds estabilizagdo a 30 °C
durante Imin. Acompanhou-se a formacdo de NADPH, lendo a absorvéncia a 340 nm,
durante 800 s, a 30 °C (Bergmeyer, 1983). Determinou-se a atividade enzimatica a partir do
valor de coeficiente angular das curvas de reagdo (0,9775553 < r <0,9968441; Fig. A.9)

obtidas e utilizando o coeficiente de absortividade molar para o NADPH de 6,22 mM.cm™.

3.2.4.4. Glutationo redutase
A determinagdo por espetrometria de absor¢do molecular da atividade enzimatica
glutationo redutase fundamenta-se na reagao:

GR
GSSG + NADPH + H" ——— 2GSH+ NADP*

Apesar de reversivel, a reacdo da-se em maior extensdo no sentido que conduz a
formacdo do glutationo. A atividade catalitica foi determinada de acordo com o método
proposto por Goldberg e Sponer (1986) no sobrenadante p6s 12000 g, acompanhando o
decréscimo de absorvéncia a 340 nm, devido a oxidagdo do NADPH. Incubaram-se aliquotas
de amostra (0,075 mg proteina/mL) em células de absor¢ao molecular que continham o meio
de reacdo em tampao fosfato (0,12 M) pH 7,2 contendo dissulfureto de glutationo (6,35 mM),
EDTA (0,15 mM) e NADPH (0,17 mM). Procedeu-se a pré-incubacdo do meio reacional a 37
°C durante 5 min, e iniciou-se a reacao pela adicdo de NADPH (9,6 mM). Registou-se a
variacdo de absorvéncia durante 180 s, nas mesmas condi¢des de temperatura. As leituras
foram efetuadas contra um branco previamente preparado no qual se substituiu a solugdo de

NADPH por igual volume de solucdo tampao. Determinou-se a atividade enzimatica, a partir
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do valor do coeficiente angular de curvas de reagdo (0,9203578 < r <0,9797561, Fig. A.10)
obtidas e utilizando o valor do coeficiente de absortividade molar para o NADPH de 6,22

mM'.cm™.

3.2.4.5. Glutationo peroxidase

O método descrito por Flhoé¢ (1984) permitiu a determinagdo indireta da atividade
enzimatica glutationo peroxidase. Este baseia-se em duas etapas: oxidagao do GSH a GSSG,
catalisada pela GPx e reducdo do GSSG a GSH em simultdneo com a oxidagdo de NADPH
catalisada pela glutationo redutase. A diminui¢do da absorvéncia a 340nm, durante a oxidagao
de NADPH a NAD" ¢ indicativa da atividade GPx, sendo que a atividade deste é factor
limitante das duas reagdes acopladas.

A mistura de reacdo constituida por tampao fosfato (0,12 M) pH 7,2, GSH (5 mM),
GR (0,24 U/mL) e volume adequado de sobrenadante pés 12000 g (0,5-0,2 mg/mL de
proteina), polpa em solucao tamponada, foi a incubar durante 5 min a 25 °C. Iniciou-se a
reacdo com t-BHP (1mM), registando-se a absorvéncia durante 180 s. Determinou-se a
atividade enzimatica a partir do valor de coeficiente angular das curvas de reagdo (0,4286662
<r <0,782108, Fig. A.11) obtidas e utilizando o coeficiente de absortividade molar para o

NADPH de 6,22 mM'.cm™.

3.2.4.6. Catalase

A atividade enzimatica das Catalase A e T foi determinada segundo o método descrito
por Beers (1952), na fragdo peroxisomal e citosélica respetivamente, em que ¢ acompanhado
o desaparecimento de peroxido de hidrogénio a 240 nm.

A reacdo decorreu a 25 °C, durante 120 s no meio de reagdo composto por tampao
fosfato (50 mM) pH 7,0 e H2O2 (30 mM) e sobrenadante pds 12000 g (CTT1) ou o sedimento
pos 12000 g (CTAT1) com concentragdo aproximada de proteinas de 0,015 mg proteina/mL e
0,004 mg proteina/mL, respetivamente. A atividade enzimatica foi determinada a partir do
valor do coeficiente angular das curvas de reac¢ao (0,9268417 <r <0,9940198 ¢ 0,9207921 <r
< 0,946769, Fig. A.13 e A.12, respetivamente), utilizando o coeficiente de absortividade
molar para o H2O de 0,0435 mM'.cm™.
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3.2.5. Determinacio de conteudos nas fracoes celulares

3.2.5.1. Glutationo e dissulfureto de Glutationo

A quantificagdo de GSH e GSSG foi realizada segundo o método descrito por Hissin
(1976), neste ¢ utilizado o o-fetaldeido (OPT) no desenvolvimento de um fluordforo
quantificavel por espectrometria de fluorescéncia e o N-etilmaleimida (NEM) para sequestrar
o GSH enddgeno presente na amostra.

Na quantificacdo de GSH, adicionou-se amostras de sobrenadante p6s 12000 g ao
tampao fosfato (0,1 M) pH 8,0 com EDTA 0,005 M e ao OPT (solucao comercial incompleta)
na proporg¢do de 1:30:2. Apos incubada durante 15 min a temperatura ambiente, com agitacao,
leu-se a poténcia de fluorescéncia da mistura reacional ao Aexcitagdo de 350 nm e Aemissao
de 420 nm.

A quantificagdo de GSSG, em sobrenadante pds 12000 g, foi realizada numa mistura
reacional constituida pela amostra em NEM (0,04 M), OPT e NaOH (0,1 M) na proporg¢do de
1:1:18, a qual incubou 15 min a temperatura ambiente. A fluorescéncia foi lida ao Aexcitagdo
de 350 nm e Aemissao de 420 nm.

Construiram-se curvas de calibracdo do GSH e GSSG, no intervalo entre 0 ¢ 50 uM de
GSH (Fig. A.14) e entre 0 e 80 uM de GSSG (Fig. A.15), respetivamente, utilizando o mesmo
procedimento adotado para as amostras. Estas serviram para determinar a concentracdo de

GSH e GSSG presente nas amostras, por interpolacao da poténcia de fluorescéncia.

3.2.5.2. ROS

O nivel de ROS na amostra foi determinado de acordo com o método fluorimétrico
proposto por LeBel (1992) que utiliza a 2°,7’- diclorofluoresceina diacetato (DCFH-DA) para
determinar os niveis de peroxido de hidrogénio. O DCFH-DA ¢ hidrolizado por esterases no
composto ndo fluorescente 2°,7’- diclorofluoresceina (DCFH), o qual na presenca de perdxido
de hidrogénio (H20O») ¢ rapidamente oxidado a 2°,7’- diclorofluoresceina (DCF) que apresenta
fluorescéncia elevada.

Na determinac¢do da quantidade de ROS presente na fragdo sobrenadante pdés 12000 g,
apos estabilizagdo do DCFH (25 M) em tampao Tris-HCI (40 mM) pH 7,4 a 37 °C, durante 5
min, iniciou-se a reagao pela adi¢do de uma aliquota de amostra, num volume final de 2 mL,
seguida de incubagdo durante 10 min a 37°C, apos o que se fez a leitura da poténcia de

fluorescéncia da mistura a Aexc de 488 nm € Aem de 525 nm.
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A solucdo DCFH (1 mM) foi previamente preparada em tampao fosfato (25 mM) pH
7,4 com NaOH (0,01 M). Calculou-se a quantidade de ROS nas amostras por interpolacao
grafica recorrendo a curva de calibragdo previamente preparada com perdxido de hidrogénio,

no intervalo de valores de 0,2-20 mM (Fig. A.16).

3.2.5.3. MDA
O malonodialdeido (MDA) ¢ um dos subprodutos formados por peroxidagao lipidica.
Assim, e segundo o método descrito por Ohkawa (1979) a pH acido e temperatura elevada, o
MDA reage com o TBA (4cido tiobarbiturico) por uma reacdo de adicdo nucledfila, dando
origem a um aduto fluorescente vermelho com elevada intensidade de fluorescéncia Aexe de

553 nm e Aem de 515 nm, sendo assim possivel a sua quantificagao.
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Calculou-se o teor em MDA das amostras por interpolagdo grafica, recorrendo a curva
de calibragdo previamente preparada tendo como padrao o MDA gerado a partir do 1,1,3,3-
tetrametoxipropano pela sua hidrélise em meio acido, no intervalo de valores de 2,5-100 uM

(Fig. A.17).
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3.4 Material

o Erlenmeyers

o Espatulas

o Filtros Millipore (0,2 p)
o Frascos de vidro

o Gobelés

o Magnetos

o Micropipetas: P2, P1o, P20, P10o, P100o, Psooo € respetivas pontas
o Microtubos

o Pipetas de Pasteur

o Pipetas graduadas

o Pompetes

o Seringas

o Suportes

o Tubos de centrifuga

o Tubos de ensaio

3.5 Equipamento

o Autoclave da marca Seleta, modelo microclave

o Balanca analitica da marca Mettler, modelo AE 200

o Balanca micro-analitica da marca Mettler Toledo, modelo AX 205

o Balanga técnica da marca Mettler, modelo PJ 3000

o Banho termostatizado com agitacdo da marca Memmert, modelo 3200 R

o Bidestilador da marca Aquatron, modelo A 4D

o Espetrometro de fluorescéncia de feixe simples da marca Shimadzu, modelo RF-
5001 PC

o Espetrometro de absor¢do molécular de feixe duplo da marca Hitachi, modelo
U2001, com banho termostatizado e sistema de circulagdo de agua da marca
Grant

o Espectrometo de absor¢do molecular de feixe simples da marca Genesys, modelo
10S

o Estufa de incubacao da marca Kowell, modelo D2-1

o Homogeneizador de sonda de ultra-sons da marca Branson Sonifier, modelo 450
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o Potencidmetro da marca Metrohm, modelo 691
o Supercentrifuga da marca Hermle, modelo Z323 K

o Vortex da marca Heidolph, modelo Reax 2000

3.6 Reagentes

o Albumina do soro bovino, pré-analise, Sigma, St. Louis

o Acetato de sédio trihidratado, 99, 0-101,0%, Panreac, Barcelona

o Ascorbato, pré-analise, 99%, Fluka, St. Louis

o Acido acético glacial, 99,5%, Pancreac, Espanha

o Acido cloridrico, pré-anélise (d = 1,19) 37%, Merck, Darmstadt

o Acido etilenodiaminotetracético, Sigma, St.Louis

o Acido gélico, pro-analise, Sigma, St Louis

o Acido orto-fosforico, 85%, Merck, Darmstadt

o Acido sulftrico, 95-97%, Fluka, Suica

o Acido triobarbittrico, pro-analise, 99%, Merck, Darmstadt

o Acido tricloroacético, pro-analise, 99,5%Merck Darmstadt

o Agar, 99,9%, Merck, Darmstadt

o Batofenantrolina, 99%, Sigma, St. Louis

o N-butanol, 99%, Sigma,

o Carbonato de sodio monohidratado, 13,8%, Sigma, St. Louis

o Cloreto de Ferro (IIT) hexahidratado, pro-analise, Merck, Darmstadt

o Cloreto de sodio, 99,5%, Panreac, Barcelona

o Cloreto de nitrotetrazolio (azul), sigma-aldrich, Suica

o 2,2-Difenil-1-picril-hidrazilo, Sigma, St. Louis

o Dihidrogenofosfato de potéssio, pré analise, 99,0%, Merck, Darmstadt

o Dinucledtido de nicotinamida e adenina oxidado, (sal de s6dio), pr6 andlise,
98,0%, Sigma St. Louis

o Duodecilssulfato de sodio, Sigma, St. Louis

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

o Etanol, pro-andlise, Panreac, Barcelona

o p-fenilenodiamina, Sigma, St. Louis

o Fenol, 90%, Riedel-de Haen, Alemanha

o Ferricianeto de potassio, pr6 analise, 99%, Merck, Darmstadt
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Fosfato de dinucleotido de nicotinamida e adenina oxidado, (sal de sodio), pro
analise, 98,0%, Sigma St. Louis

Fosfato de dinucleotido de nicotinamida e adenina reduzido, (sal de sédio), pro
analise, 98,0%, Sigma St. Louis

Glicose, 99,9%, Merck, Darmstadt

Glicose-6-fosfato desidrogenase, Sigma, St.Louis

Glutationo, pré analise, 98,0%, Sigma, St. Louis

Glutationo dissulfureto, pré analise, 98,0%, Sigma, St. Louis

Glutationo redutase, Sigma, St.Louis

Hidrogenofosfato dipotassio, 99%, Pronalab, Lisboa

Hidroxido de sédio anidro, pré analise, 99%, Merck, Darmstadt

L- Prolina, 99%, Sigma, St. Louis

Metanol, pr6 analise, Merck, Darmstadt

Peroxido de hidrogénio, pro analise, 30%, Riedel-de Haén, Alemanha
Pirocatecol, 99%, Sigma, St. Louis

Permanganato de potassio, 99%, Fluka, Suica

Reagente fendlico, segundo Folin-Ciocalteu, pré anélise, Sigma, St. Louis

Sulfato de cobre, pro analise, 99,5 -102,9%, Panreac, Barcelona

t-butil hidroperoxido, Sigma, St. Louis

Tartarato de sodio e potassio tetra-hidratado, pré analise, 99,9%, Merck,
Darmstadt

2, 4,6 -Tris (2-piridil)-s-triazina, 99%, Sigma, St. Louis

Trolox metil éter, 98%, Sigma, St. Louis

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

Xantina, 99%, Sigma, St. Louis

Xantina oxidase, Sigma, St. Louis
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4. Resultados e Discussao

O estudo descrito neste texto procurou determinar a capacidade antioxidante de
extratos aquoso e etanolicos de Portulaca oleracea L., sub-espécie sativa, bem como os seus
efeitos nos sistemas de resposta antioxidante do eucarionte unicelular nativo Saccharomyces

cerevisiae UE-ME3 isoladas de mostos de vinhos do Alentejo, Portugal.

4.1. Determinacao da capacidade antioxidante de extratos aquoso
e etanolicos de Portulaca oleracea L., sub-espécie sativa

A Fig. 4.1 representa o conteido em ascorbato de extratos de folhas e caules de
beldroega crescidas com adubacao de 60 kg/ha de nitrato de amonio, obtidos por diferentes
processos de extragdo. Os teores de ascorbato variaram entre 37,48 ng/g e 45,05 pg/g no
caule e 51,10 pg/g e 118,55 pg/g nas folhas, valores que sdo inferiores aos detetados na
bibliografia consultada (Uddin, 2012, Lim, 2007) (Quadro 4.1).

Os valores obtidos para o caule, utilizando como mistura de extragdo etanol a 12%
eram significativamente superiores aos determinados no extrato aquoso, embora
significativamente inferiores ou idénticos aos detetados nas folhas (p <0,05). Nestas, o extrato
que exibia maior quantidade de ascorbato foi obtido com etanol absoluto, sendo

significativamente superior ao teor do extrato aquoso ou de etanol a 12%.
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Figura 4.1 — Conteudo em ascorbato presente em diferentes extratos de caules e folhas de Portulaca oleracea L.
Os resultados representam a média aritmética de 5 experiéncias independentes + desvio padrao. As
barras assinaladas com letras diferentes sdo significativamente diferentes (p <0,05).
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Quadro 4.1 — Conteudo e capacidade antioxidante de espécies vegetais

Beldroega

Ascorbato 605 (Uddin, 2012)
(ng/g) 664 (Lim, 2007)
Fenois 3,48 (Uddin, 2012)
(mg/g) 1,27 (Lim, 2007)
Prolina 1,20 (Yazici, 2007)
(ng/g) 91 (Rahdari, 2012)
DPPH 3,19 (Uddin, 2012)
(mg/g) 1,10 (Lim, 2007)
FRAP 4,3 (Uddin, 2012)
(mg/g) 0,93 (Lim, 2007)

Espinafre

350 (W1)
190 (Yoon, 2017)

71,67 (Ismail, 2004)
28,11 (Melo, 2009)
12,2 (Tiveron, 2010)

7527 (Yoon, 2017)
3700 (Mielmann, 2017)

0,216 (Sreeramulu, 2013)
0,6 (Xu, 2015)
0,8506 (Apak, 2007)

13,806 (Sreeramulu, 2013)
2,667 (Apak, 2007)

Braécolo

410 (W2)

1240 (Zhang, 2004)
1112,42 (Kaur, 2007)
8000 (Cai, 2016)

38,67 (Melo, 2009)
0,4026 (Kaur, 2007)
0,345 (Zhang, 2004)
4 (Cai, 2016)

732 (Murcia, 2001)
270 (Arnéiz, 2012)

0,08145 (Heimler, 2006)
1,02072 (Apak, 2007)

0,029 (Parente, 2013)
3171,84 (Guo, 2011)
0,898688 (Kaur, 2007)
105728 (Nath, 2011)

A partir da Fig. 4.2 pode-se observar que o teor em fendis totais de extratos de caules

de beldroega crescidas com adubacao de 60 kg/ha de nitrato de amonio, era inferior ao

detetado nas folhas das referidas plantas, onde o contetido mais elevado foi observado quer no

extrato aquoso quer no extrato de etanol a 12%. Contudo, os valores determinados no caule

(0,24 - 0,28 mg/g) e nas folhas (0,49 - 0,72 mg/g) eram muito inferiores aos que se encontram

descritos pela bibliografia para outros vegetais como espinafre e broculos (Quadro 4.1)

(Uddin, 2012; Lim, 2007).
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Figura 4.2 — Conteudo em fenodis totais presentes em diferentes extratos de caules e folhas de Portulaca
oleracea L. Os resultados representam a média aritmética de 5 experiéncias independentes =+
desvio padrdo. As barras assinaladas com letras diferentes sdo significativamente diferentes (p

<0,05).
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A caraterizagdo quimica do teor em antioxidantes de beldroegas crescidas com
adubacdo de 60 kg/ha de nitrato de amoénio, prosseguiu com a quantificagdo da prolina. A Fig.
4.3 mostra que mais uma vez o caule possuia um menor conteido em prolina, nao tendo sido
detetadas diferencas significativas entre os extratos obtidos com agua ou etanol a 12%. O teor
em prolina das folhas foi sempre mais elevado do que o do caule, ndo se detetando diferencas
significativas entre os extratos aquoso e etandlico a 12% que exibiam niveis
significativamente inferiores aos do extrato obtido com etanol absoluto (p <0,05). Os teores
em prolina descritos na bibliografia localizam-se no intervalo que pode variar 1,20 - 91 ug/g,
pelo que admite-se que os valores obtidos neste estudo estdo localizados no intervalo de

valores publicados, ainda que mais proximos dos teores mais baixos.
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Figura 4.3 — Conteudo em prolina presente em diferentes extratos de caules e folhas de Portulaca oleracea L.
Os resultados representam a média aritmética de 5 experiéncias independentes + desvio padrao. As
barras assinaladas com letras diferentes sdo significativamente diferentes (p <0,05).

A Fig.4.4 permite observar que a capacidade antioxidante para reduzir o ferro dos
extratos, aquoso e etanolico a 12%, de caules de beldroega adubadas com 60 kg/ha, era
sempre inferior a capacidade antioxidante foliar, sendo o valor mais elevado detetado no
extrato aquoso das folhas (p <0,01). A capacidade antioxidante estimada pelo FRAP em
qualquer dos extratos etandlicos ndo apresentava diferencas com significado estatistico. O
nivel mais elevado da capacidade antioxidante detetada por este método dever-se-a,
provavelmente, ao elevado conteudo em prolina, ascorbato e fendis totais detetados nas
mesmas condigoes de ensaio. Embora o extrato etandlico a 12% exiba um conteudo em
prolina, ascorbato e fenois semelhante ao do extrato aquoso, a sua capacidade antioxidante
comparativamente com a deste mostrou-se significativamente inferior (p <0,01). Tal facto
poderéd ser devido ao tipo de fenois extraidos pela dgua que terdo conseguido exercer um
efeito redutor sobre o ido férrico mais eficaz do que alguns dos fenoéis extraidos pelo etanol na
presenga de agua. Algo semelhante podera ter ocorrido com a extracdo em etanol absoluto,

uma vez que o extrato obtido ¢ aquele que apresenta maior teor de prolina e de ascorbato, bem
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como um teor em fendis totais idéntico ao obtido com etanol a 12% (p <0,01). Embora a
capacidade antioxidante estimada pelo FRAP seja estatisticamente idéntica em ambos os
extratos etandlicos, ¢ muito inferior & que foi determinada no extrato aquoso (p <0,01). Um
perfil idéntico mas mais acentuado para o extrato obtido com etanol absoluto foi detetado com

o método do DPPH que seré discutido na Fig.4.5.
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Figura 4.4 — Capacidade antioxidante estimada pelo método do FRAP de extratos de caules e folhas de
Portulaca oleracea L. Os resultados representam a média aritmética de 5 experiéncias
independentes + desvio padrdo. As barras assinaladas com letras diferentes sdo
significativamente diferentes (p <0,05).

A capacidade antioxidante medida pelo FRAP (Fig.4.4) eram muito superiores aos
descritos pela bibliografia (Uddin, 2012; Lim, 2007) (Quadro 4.1), um bom indicador do
valor funcional destas plantas obtidas com adubagdo de nitrato de amonio 60 kg/ha, em
particular se a mistura de extracdo dos componentes antioxidantes incluir 4gua como solvente.

A capacidade para capturar espécies reativas de oxigénio, como o radical anido
superoxido, utilizando o radical estdvel DPPH’, encontra-se representado na Fig. 4.5. Mais
uma vez a capacidade antioxidante dos extratos aquoso e etandlico a 12% dos caules exibiam
valores significativamente inferiores aos descritos para as folhas. Uma excecdo intrigante
pode ser observada com o extrato obtido com etanol absoluto. Considerando que o teor em
prolina e ascorbato do extrato aquoso eram significativamente inferiores ao teor dos referidos
antioxidantes, no extrato obtido com etanol absoluto e que o contetido em fenois totais do
extrato aquoso era muito superior ao detetado em qualquer dos outros extratos foliares, uma
interpretacdao possivel para a baixa capacidade antioxidante detetada pelo método do DPPH
no extrato obtido com etanol absoluto, poderd depender do tipo de fenodis extraidos na
presenca ou na auséncia da agua que podera ser determinante para a referida propriedade, um

campo aliciante para explorar em estudos posteriores.
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Figura 4.5 — Capacidade antioxidante estimada pelo DPPH de diferentes extratos de caules e folhas de
Portulaca oleracea L. Os resultados representam a média aritmética de 5 experiéncias
independentes + desvio padrdo. As barras assinaladas com letras diferentes sdo
significativamente diferentes (p <0,05).

O conteudo e a capacidade antioxidante dos extratos analisados permitem considerar
que as folhas de beldroega possuiam maior valor funcional do que os caules, carateristica
indiciada pelos habitos populares que recomendam a utilizagdo maioritaria das folhas em
culindria. Um caldo aquoso de folhas de beldroega conterd certamente maior capacidade
antioxidante do que um extrato foliar obtido com etanol absoluto, propriedade que
provavelmente dependerd do tipo e da quantidade de fendis presentes na folha. Este facto

valoriza a utilizag@o culinaria desta planta que cresce espontaneamente no sul do pais.

4.2. Efeitos bioldgicos de extratos aquoso e etanolicos de Portulaca
oleracea L., sub-espécie sativa em Saccharomyces cerevisiae

UE-ME;

O crescimento celular pode ser determinado por varias aproximagdes experimentais,
nomeadamente pela quantificagdo da biomassa celular. A Fig.4.6 representa a variacdo de
peso seco de leveduras expostas aos extratos aquoso e etanolicos de levedura na auséncia ou
na presenga do acetato (25mM), um produto da fermentacdo alcodlica em leveduras,
conhecido como indutor de morte celular por apoptose (Ludovico, 2001; Perrone, 2008;
Ferreira, 2007). A referida figura revela que apenas ocorreu um decréscimo da biomassa
produzida em culturas expostas ao extrato obtido com etanol absoluto, quer na auséncia quer
na presenca de acetato (25mM) (p <0,01). A exposi¢do ao extrato de beldroega obtido com
etanol absoluto parece conter constituintes toxicos para S. cerevisiae, provavelmente algum

tipo de compostos fenolicos que inibem o crescimento da levedura.
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Figura 4.6 — Peso seco de células de S. cerevisiae UE-MEs3, crescidas em meio YPD na auséncia ¢ na presenga
de acetato (25 mM), assim como na presenga de acetato (25mM) e de diferentes extratos (2%) de
folhas de beldroega. Os resultados representam a média de cinco experiéncias independentes +
desvio-padrdo. As barras assinaladas com letras diferentes sdo significativamente diferentes (p
<0,01).

Embora os marcadores de crescimento possam ser utilizados como indicadores de
toxicidade o numero de células vidveis constitui um indicador mais fiel da sobrevivéncia
celular do que apenas a biomassa produzida. A viabilidade celular pode assim ser estimada
pelas unidades formadoras de colonias (cfu) geradas por aliquotas com dilui¢do infinita dos
meios de cultura em diferentes instantes do crescimento. A Fig. 4.7 representa as cfu contadas
no final da cultura. A partir da referida figura pode-se observar que a exposicdo aos
componentes do extrato aquoso provocou um decréscimo significativo da viabilidade celular,
um fendémeno inverso foi observado por células crescidas na presenca de extrato etanolico a
12% (p <0,01). Os componentes do extrato de etanol absoluto ndo produziram alteracdes
significativas na viabilidade celular (p <0,01). A presenga de acetato (25mM) no meio de
cultura provocou um decréscimo acentuado da viabilidade celular em todos os tratamentos
exceto naquele em que ocorreu a exposicdo conjunta com etanol a 12%, cujo nimero de
unidades formadoras de coldnias permaneceu idéntico ao de células controlo, prevenindo a

perda de viabilidade pelo contacto com o acetato (p <0,01).
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Figura 4.7 — Contagem de cfu de células de S. cerevisiae UE-ME3 no final da cultura, crescidas em meio YPD
na auséncia e na presenga de acetato (25mM), assim como na presenca de acetato (25mM) e
diferentes extratos (2%) de folhas de beldroega. Os resultados representam a média de cinco
experiéncias independentes + desvio-padrdo. As barras assinaladas com letras diferentes sdo
significativamente diferentes (p <0,01).

Por vezes, algumas atividades enzimaticas podem ser utilizadas como marcadores do
crescimento e/ou diferenciagdo celular, como acontece com o enzima fosfatase alcalina que
catalisa a hidrolise de monofosfoésteres, com libertacdo de fosfato inorganico e
disponibilizagdo do potencial quimico da ligacdo fosfato para assegurar os processos
bioldgicos ha pouco referidos. A partir da Fig. 4.8 pode-se observar que a presencga do extrato
aquoso ou de etanol absoluto no meio de cultura provocaram um decréscimo significativo
desta atividade catalitica ( p <0,01). Contudo, os constituintes do extrato etanolico a 12% ndo
afetaram significativamente este enzima. A presenga de acetato (25mM) no meio de cultura
provocou um decréscimo significativo da atividade catalitica ALP (p <0,01), mostrando que
este indutor de morte celular bloqueia a disponibiliza¢ao de potencial quimico indispensavel a
ocorréncia de processos vitais para a célula. A exposi¢ao conjunta ao acetato (25mM) e etanol
absoluto ndo afetou significativamente esta atividade catalitica (p <0,01). Contudo, a
exposicdo conjunta acetato (25mM)/extrato aquoso de P. oleracea ou acetato (25mM)/extrato
etanolico a 12% e P. oleracea conservaram os niveis desta atividade catalitica em valores
estatisticamente idénticos aos determinados para as células controlo (p <0,01), revertendo

deste modo, este indicador da morte celular induzida pelo acetato (25mM).
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Figura 4.8 — Atividade enzimatica ALP obtida de células de S. cerevisiae UE-ME3, crescidas em meio YPD na
auséncia e na presenga de acetato (25mM), assim como na presenga de acetato (25mM) e diferentes
extratos (2%) de folhas de beldroega. Os resultados representam a média de cinco experiéncias
independentes + desvio-padrdo. As barras assinaladas com letras diferentes sdo significativamente
diferentes (p <0,01).

A geracao de pequenos pulsos de espécies reativas de oxigénio pode ser considerada
como um fendmeno benéfico para a célula, uma vez que a literatura descreve que pequenos
niveis de stress oxidativo sdo indispensaveis para a ativacao de vias de sinalizagdo celular. No
entanto, a geracdo excessiva destas entidades quimicas e falhas compulsivas dos sistemas nao
enzimaticos e enzimaticos antioxidantes podem conduzir a célula a condigdes de stress
oxidativo crénico, situacdo que lhe ¢ deletéria. A avaliagdo da capacidade de resposta de
sistemas antioxidantes ao ROS constitui assim um alvo molecular para qualquer estudo que
envolva a exposicdo celular a compostos exdgenos. Deste modo, o enzima superoxido
dismutase constitui uma das primeiras linhas de defesa contra o stress oxidativo uma vez que
estd implicado no consumo do radical anido superoxido que se forma maioritariamente ao
nivel dos complexos I, I e IV da cadeia respiratoria e do ciclo dos acidos tricarboxilicos, com
respetiva conversao em peroxido de hidrogénio. Na Fig. 4.9 encontram-se representados os
valores da atividade SOD1 para cada um dos ensaios tracados para este estudo. Pela referida
figura pode observar-se que a presenga exclusiva de qualquer dos extratos de P. oleracea
aumentou significativamente esta atividade catalitica, embora esse valor tenha duplicado em
células expostas ao extrato etandlico a 12%, ndo se observando diferencgas significativas entre
células expostas ao extrato aquoso ou ao extrato de etanol absoluto (p <0,01). A presenga de
acetato (25mM) também provocou um aumento desta atividade catalitica, apenas ultrapassado

nesta segunda série pela exposi¢cdo conjunta de acetato com extrato de etanol absoluto de P.
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oleracea (p <0,01). Os valores mais baixos de SOD1 foram observados em células mantidas
em exposi¢cdo conjunta quer a acetato (25mM)/extrato aquoso quer a acetato (25mM)/extrato
etanolico a 12% (p <0,01). As alteracdes enzimaticas aqui descritas poderdo ser interpretadas
como um aumento da capacidade celular para capturar o radical anido superoxido,
eventualmente produzido em excesso por a célula se encontrar em stress oxidativo.
Admitindo que esta ¢ a interpretagdo correta, a manutencdo dos niveis de atividade SODI
mais proximo do controlo em células tratadas com acetato (25mM)/extrato aquoso e acetato
(25mM)/extrato etandlico 12%, sugere que a presenca destes extratos P. oleracea conseguem
prevenir a evolugdo para condi¢des de stress oxidativo mais extremas, induzida pela presenga

de acetato (25mM) no meio de cultura.
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Figura 4.9 — Atividade enzimatica SOD1 obtida de células de S. cerevisiae UE-ME3, crescidas em meio YPD na
auséncia e na presenga de acetato (25mM), assim como na presenga de acetato (25mM) e
diferentes extratos (2%) de folhas de beldroega. Os resultados representam a média de cinco
experiéncias independentes + desvio-padrdo. As barras assinaladas com letras diferentes sdo
significativamente diferentes (p <0,01).

A estabilizacdo do saudavel ambiente redutor intracelular ¢ uma condigao
indispensdvel para assegurar a sobrevivéncia celular. O enzima glicose-6-fosfato
desidrogenase catalisa o primeiro passo da via das pentoses fosfato, cujo papel metabolico ¢
extremamente diversificado. Embora constitua uma via degradativa da glicose que pode gerar
ATP que eventualmente assiste ao crescimento celular, s6 o faz se houver necessidade de
gerar equivalentes redutores sob a forma NADPH. Por outro lado, pode constituir uma fonte
indispensavel de ribose-5-fosfato, um precursor dos nucleétidos indispensavel a biossintese
de DNA, assistindo deste modo aos processos de proliferacdo celular. Os equivalentes

redutores sob a forma de NADPH gerados pela via PP podem seguir dois destinos
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metabolicos possiveis: assistir & biossintese endogena de lipidos e cooperar com o ciclo de
oxidacdo-redug¢do do glutationo, um mecanismo de prote¢do celular contra as ROS. A Fig.
4.10 revela que a exposicdo a qualquer dos extratos de P. oleracea, bem como ao acetato
(25mM) e acetato (25mM)/extrato etandlico absoluto provocou um decréscimo significativo
da atividade catalitica G6PD (p <0,01). Um aspeto interessante prende-se com os resultados
relativos a exposicao conjunta ao acetato (25mM)/extrato aquoso e acetato (25mM)/extrato
etanolico a 12%, que no primeiro caso, a perda de atividade catalitica foi significativamente
inferior a observada em qualquer das outras condigdes de cultura, sugerindo que a
manutencdo do ambiente redutor via G6PD foi conservada pelos componentes do extrato
aquoso ¢ em menor extensdo do extrato etandlico a 12%, tendo, eventualmente, como

objetivo prevenir a evolucao da célula para condigdes de stress oxidativo cronico.
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Figura 4.10 — Atividade enzimatica G6PD obtida de células de S. cerevisiae UE-MEj3, crescidas em meio YPD
na auséncia e na presenga de acetato (25mM), assim como na presenca de acetato (25mM) e
diferentes extratos de (2%) folhas de beldroega. Os resultados representam a média de cinco
experiéncias independentes + desvio-padrdo. As barras assinaladas com letras diferentes sao
significativamente diferentes (p <0,01).

A estabilizacdo do ambiente redutor celular ndo depende apenas dos niveis de
coenzimas adenilico-flavinicos reduzidos, mas também da razdo da concentragdo intracelular
do glutationo pelo dissulfureto de glutationo. Os niveis intracelulares adequados do tripéptido
e do seu derivado dimérico oxidado ¢ assegurado pelo ciclo de oxidagdo-reducdo do
glutationo e de forma indireta pela via PP atrds referida. A Fig. 4.11.A) mostra que a
exposicdo exclusiva de leveduras ao extrato aquoso e ao extrato de etanol absoluto, bem como
a exposicdo conjunta a acetato (25mM)/extrato etandlico absoluto, provocaram um

decréscimo significativo da atividade glutationo redutase, efeito que ndo foi estatisticamente
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detetado em células crescidas na presenga de etanol a 12% (p <0,01). A presenca de acetato
(25mM) no meio de cultura induziu um aumento desta atividade catalitica que foi potenciado
pela presenca conjunta de acetato (25mM) com extrato aquoso ou etandlico a 12% (p <0,01).
O aumento da atividade GR certamente contribuiu para regenerar o glutationo citoplasmatico.
A Fig. 4.11.B) representa a evolucdo da atividade glutationo peroxidase a cada um dos
estimulos testados neste estudo. Assim, pode observar-se um aumento da atividade GPx em
células crescidas em exclusivo na presenga de etanol a 12% ou de acetato (25mM) (p <0,01).
Todavia, ndo se detetaram diferencgas estatisticas entre células controlo e células expostas
conjuntamente ao extrato aquoso ou de etanol absoluto, nem entre células expostas ao acetato
(25mM) e a qualquer dos extratos de P. oleracea. O aumento da atividade GPx em células
crescidas na presenca de etanol a 12% e apenas na presenca de acetato (25mM) pode
constituir um mecanismo de resposta que envolve a redugdo do peroxido de hidrogénio
gerado pelo aumento da atividade SOD1, ou seja, uma tentativa para minimizar as condi¢des
de stress oxidativo. Todavia, a presenca dos extratos de P. oleracea parecem ter influenciado
a resposta antioxidante mediada pelo ciclo do glutationo, uma vez que, mantiveram a
atividade GPx e induziram um aumento da atividade GR correlaciondvel com a
disponibilidade de NADPH gerado pela via das pentoses fosfato. A eventual resposta
protetora parece depender maioritariamente da via SODI/GR assistida pelo fluxo de

equivalentes redutores assegurado pelo enzima G6PD.
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Figura 4.11 — Atividade enzimatica GR (A) e GPx (B) obtidas de células de S. cerevisiae UE-ME3, crescidas em
meio YPD na auséncia e na presenga de acetato (25mM), assim como na presenga de acetato
(25mM) e diferentes extratos (2%) de folhas de beldroega. Os resultados representam a média de
cinco experiéncias independentes + desvio-padrdo. As barras assinaladas com letras diferentes sao
significativamente diferentes (p <0,01).
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O ciclo de oxidacdo-reducdo do glutationo tem como principal papel estabilizar o
ambiente redutor celular, mantendo a razdo GSH/GSSG em niveis superiores a unidade em
geral proximo de 1,4 em Saccharomyces cerevisiae (Hissin, 1976). Embora o glutationo
cumpra este papel na estabilizacdo do ambiente redox da célula, desempenha ainda outras
funcdes, nomeadamente assistindo as vias de excre¢do de produtos exdgenos para o vacuolo.
A Fig. 4.12.A) mostra que S. cerevisiae crescidas na presenga exclusiva de extrato aquoso e
extrato etanolico a 12%, acetato (25mM)/extrato aquoso e acetato (25mM)/extrato etandlico a
12% exibiam niveis de glutationo inferiores ao de células controlo (p <0,01). Todavia a
presenga de extrato etandlico absoluto na auséncia ou na presenga de acetato (25mM)
mantiveram os niveis de glutationo estatisticamente idénticos ao controlo (p <0,01). A
presenca conjunta do extrato aquoso e acetato (25mM) evitou um decréscimo tdo acentuado
deste conteudo. Embora o GSH possa ter sido mobilizado na desintoxicacdo do perdxido de
hidrogénio ¢ um facto que o conteudo em tidis totais ndo proteicos (Fig.4.12.C)) segue o
mesmo perfil de resposta, pelo que o GSH podera ter sido consumido por outras vias,
nomeadamente de biotransformagdo uma vez que a sua regeneragdo pelos enzimas GR e
G6PD estava assegurada. O perfil de conteido em dissulfureto de glutationo como resposta
aos varios estimulos aqui descritos ndo era idéntico ao do GSH, ou seja, apenas as células
expostas conjuntamente ao acetato (25mM) e ao extrato de etanol absoluto exibiam niveis de
dissulfureto de glutationo superiores ao controlo (p <0,01). Embora tenha ocorrido um
decréscimo significativo do conteudo deste dimero ndo se detetaram diferencas significativas
entre qualquer dos restantes tratamentos exceto para as células expostas em conjunto ao
acetato e ao etanol 12% (p <0,01). A exposi¢do exclusiva de S. cerevisiae ao extrato etandlico
a 12% manteve-se idéntica ao controlo. A Fig.4.12.D) reflete em parte o que foi descrito para
as figuras 4.12.A) e 4.12.B) observando-se um perfil de resposta a presenga exclusiva de
extrato aquoso, de extrato etanolico a 12% e de extrato etandlico absoluto, idéntico ao que foi
observado para o GSH, sugerindo que os dois extratos em que esta presente a dgua foram
capazes de induzir stress oxidativo, situagdo que ndo parece acontecer com o extrato de etanol
absoluto. Uma resposta idéntica aconteceu em S. cerevisiae que cresceram na presenca de
acetato (25mM). Todavia, o decréscimo do potencial redox intracelular de células expostas
conjuntamente ao acetato (25mM) e extrato aquoso ou de etanol absoluto foi estatisticamente
inferior ao descrito anteriormente (p <0,01). Outro aspeto interessante prende-se com o facto
de S. cerevisiae expostas ao acetato (25 mM)/extrato de etanol 12%, apresentarem um valor
da razdo GSH/GSSG estatisticamente proximo do controlo (p <0,01), uma condigao

perseverante da viabilidade e do crescimento celular, uma vez que parece prevenir a
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ocorréncia de stress oxidativo crénico, despoletado pelo acetato (25mM). Esta resposta parece

ter sido assegurada pelo funcionamento eficiente dos enzimas SOD1, G6PD, GR e GPx.
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Figura 4.12 — Conteudo em GSH (A), GSSG (B), GSH+GSSG (C) e razdo GSH/GSSG (D) do sobrenadante pos

12000 g obtidos de células de S. cerevisiae UE-MEs3, crescidas em meio YPD na auséncia e na
presenca de acetato (25mM), assim como na presenca de acetato (25mM) e diferentes extratos
(2%) de folhas de beldroega. Os resultados representam a média de cinco experiéncias
independentes + desvio-padrdo. As barras assinaladas com letras diferentes sdo significativamente
diferentes (p <0,01).

Os enzimas catalase constituem uma segunda linha de defesa molecular contra o

excesso de peroxido de hidrogénio na célula, por vezes alternativo ao ciclo do glutationo. A

Fig.4.13.A) mostra que a exposi¢do exclusiva a qualquer dos extratos de P. oleracea e

conjunta ao acetato (25 mM)/referidos extratos, provocou um decréscimo da atividade CTT]1.

Todavia, a presenca de acetato (25mM) no meio de cultura despoletou um decréscimo
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significativo dessa atividade para niveis estatisticamente inferiores aos observados para
qualquer dos tratamentos com extratos (p <0,01). Esta via ndo parece ser a preferencial para a
desintoxicacdo de ROS nas condi¢des de ensaio descritas neste texto. Contudo, a atividade
CTAI nao foi afetada pela presenca exclusiva do extrato etanolico a 12% nem pela exposi¢ao
ao acetato (25mM), nem pela exposicdo conjunta ao acetato (25mM)/extrato aquoso e acetato
(25mM)/extrato etandlico 12%. Todavia, a exposi¢cdo ao extrato de etanol absoluto na
presenca ou na auséncia de acetato (25mM) levou a um decréscimo significativo desta
atividade catalitica (p <0,01). Por outo lado, a exposi¢do exclusiva ao extrato aquoso
provocou um aumento significativo da referida atividade enzimatica (p <0,01). Provavelmente
0 aumento ou a estabilizacao da atividade CTA1 dever-se-4 a provavel manutencdo da (-
oxidacdo de residuos acilo peroxissomal, indispensavel em S. cerevisiae, & manutengao da
viabilidade celular e ao crescimento, uma vez que a resposta a exposi¢do ao etanol absoluto

coincide com um decréscimo do crescimento celular descrito na Fig. 4.6.
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Figura 4.13 — Atividade enzimatica CTT1 (A) e CTAl (B) obtidas de células de S. cerevisiae UE-MEs,
crescidas em meio YPD na auséncia e na presenca de acetato (25mM), assim como na presenga
de acetato (25mM) e diferentes extratos de (2%) folhas de beldroega. Os resultados representam
a média de cinco experiéncias independentes + desvio-padrdo. As barras assinaladas com letras
diferentes sdo significativamente diferentes (p <0,01).

O contetdo em espécies reativas de oxigénio determinado em termos de perdxido de
hidrogénio intracelular encontra-se representado na Fig.4.14.A). A referida figura revela que
células crescidas na presenca de extratos aquoso ou etanolico a 12% de P. oleracea e acetato
(25mM) exibiam o nivel mais baixo do conteido em espécies reativas de oxigénio. A

presenga de extrato de etanol absoluto na auséncia ou na presenga de acetato (25mM) sdo os
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grupos que apresentam menor diminui¢ao desse conteudo, comparativamente com o controlo.
Embora as células crescidas na presenga de extrato aquoso e etandlico a 12% em conjunto
com acetato (25mM) exibam valores mais baixos de ROS do que o controlo, estes valores
encontram-se acima dos determinados em células crescidas na presenga de acetato.

Um dos produtos resultantes da peroxidagdo lipidica ¢ o malonodialdeido, um
marcador de danos celulares. A Fig.4.14.B) revela que apenas as células expostas ao etanol
absoluto quer na auséncia quer na presenca de acetato (25mM) exibiam o conteudo mais
elevado de MDA, ndao se tendo registado diferencas significativas entre os restantes
tratamentos e entre estes e o controlo. Deste modo, os componentes extraidos pelo etanol
absoluto parecem ser aqueles que exercem maior toxicidade para Saccharomyces cerevisiae
UE-ME; pelo superior indice de danos oxidativos, pela menor quantidade de biomassa

produzida e menor sobrevivéncia celular, bem como pelo menor valor de atividade ALP.
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Figura 4.14 — Conteudo em ROS (A) e MDA (B) do sobrenadante pés 12000g obtidos de células de S.
cerevisiae UE-ME;3, crescidas em meio YPD na auséncia e na presenga de acetato (25mM),
assim como na presenca de acetato (25mM) e diferentes extratos de (2%) folhas de beldroega.
Os resultados representam a média de cinco experi€ncias independentes + desvio-padrdo. As
barras assinaladas com letras diferentes sdo significativamente diferentes (p <0,01).
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5. Conclusoes

O interesse pela cultura da beldroega no Alentejo com objetivo comercial, tem
aumentado devido a sua importancia cultural e gastronémica, bem como a possibilidade de se
estabelecer condi¢cdes de cultura com otimos de produtividade no Alentejo, devido as
condigdes edafoclimaticas da regido. Este estudo procurou avaliar a capacidade antioxidante
de extratos aquoso e etanolicos de Portulaca oleracea L., da sub-espécie sativa, adubada com
nitrato de amonio (60 kg/ha), bem como a sua influéncia em sistemas de resposta antioxidante
do eucarionte GRAS, Saccharomyces cerevisiae UE-MEj3, isolado de mostos vinho da regido
Alentejo.

Os resultados obtidos mostram que o extrato aquoso foliar foi aquele que exibiu maior
teor em fenois e maior capacidade antioxidante estimada pelo DPPH e FRAP, propriedades
proximas das detetadas no extrato de etanol a 12%. Por outro lado, o extrato foliar de
beldroega, obtido com etanol absoluto foi aquele que apresentou maior teor em ascorbato e de
prolina.

A presenca de acetato (25mM) no meio de cultura contribuiu para diminuir a
viabilidade celular, a razdo GSH/GSSG e as atividades enzimaticas ALP e G6PD, provocando
ainda um aumento das atividades antioxidantes GR, GPx e SODI1, um perfil indicador de
stress oxidativo cuja ativacao de sistemas de resposta antioxidante tera contribuido para
manter o peso seco € os niveis de danos celulares e de atividade CTA1 idénticos aos de
células controlo.

A presenca de extrato foliar de etanol a 12% contribuiu para aumentar a viabilidade
celular e a atividade GPx. Apesar de este extrato contribuir para manter a biomassa produzida,
o nivel de danos celulares e as atividades enzimaticas ALP, GR e CTA1 préximas do controlo
induziu um decréscimo da razdo GSH/GSSG, bem como das atividades G6PD e CTTI,
contribuindo para despolotar condigdes de stress oxidativo.

Contudo, a exposi¢cdo conjunta de S. cerevisiae de acetato (25mM) e etanol a 12%
manteve os niveis de biomassa produzida, viabilidade celular, razdo GSH/GSSG, teor em
MDA e atividades cataliticas ALP, GPx ¢ CTAI1 idénticas as detetadas em células controlo,
induziu um aumento das atividades GR e SOD1 e, embora tenha ocorrido niveis de atividade
G6PD inferiores ao controlo, o decréscimo foi menor do que o detetado para qualquer dos
agentes de stress expostos em separado. Estes resultados sugerem que o extrato de etanol a

12% de P. oleracea conseguiu prevenir a indug¢do de morte celular pelo acetato (25mM).
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A exposi¢ao simultanea ao extrato de etanol absoluto e acetato (25mM) foi aquela que
se revelou mais toxica para S. cerevisiae UE-ME3, uma vez que, se detetou uma perda da
biomassa produzida, da viabilidade celular, da razao GSH/GSSG, das atividades ALP, G6PD,
GR, CTT1 e CTA1, bem como, um aumento do conteido em GSSG e de danos oxidativos,
apesar de a atividade SOD1 ter aumentado e ndo se terem detetado flutuagdes nos niveis de
atividade GPx, no teor em glutationo e tiois totais ndo proteicos. A falha nas atividades ALP e

catalases parecem ter sido as que mais contribuiram para as consequéncias observadas.
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Figura A.1 — Representagdo grafica da curva de calibracdo para quantificacdo de ascorbato, construida a partir
da leitura de solugdes padrdo de ascorbato (0-30 mg/L). Os pontos representam a média aritmética

de sete experiéncias independentes + desvio padrio.
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Figura A.2 — Representagdo grafica da curva de calibragdo para quantificagdo do teor de fenois totais, construida
a partir da leitura de solu¢des padrdo de 4acido galico (0-200 mg/L). Os pontos representam a

média aritmética de sete experiéncias independentes + desvio padrio.
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Figura A.3 — Representagdo grafica da curva de calibragdo para quantificacdo do teor de prolina, construida a
partir da leitura de solugdes padrdo de prolina (0-20 mg/L). Os pontos representam a média
aritmética de sete experiéncias independentes + desvio padréo.
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Figura A.4 — Representacdo grafica da curva de calibrag@o para quantificacdo do teor de FRAP, construida a
partir da leitura de solu¢des padrdo de Trolox (0-15 mg/mL). Os pontos representam a média
aritmética de cinco experiéncias independentes = desvio padrao.
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Figura A.5 — Representacéo grafica da curva de calibragdo para quantificagdo do teor de DPPH, construida a
partir da leitura de solugdes padrdo de acido galico (0-200 mg/L). Os pontos representam a média

aritmética de seis experiéncias independentes = desvio padrio.

06 L y =0,0026921x + 0,0374269
! r=0,9785476

0,0 &
0 50 100 150 200

[BSA] (ng/mL)

Figura A.6 — Representagdo grafica da curva de calibragdo para quantificagdo do teor de proteina, construida a
partir da leitura de solugdes padrdo de BSA (0-200 pg/mL). Os pontos representam a média

aritmética de sete experiéncias independentes + desvio padrao.
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Figura A.7 — Representacdo grafica de curvas de reacdo da atividade enzimatica ALP de células de S.cerevisiae
UE-ME3 crescidas em meio YPD na auséncia e na presenca de acetato (25mM), assim como na
presenca de acetato (25mM) e de diferentes extratos (2%) de folhas de beldroega.
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Figura A.8 — Representagdo grafica de curvas de reacdo da atividade enzimatica SOD de células de S.cerevisiae
UE-ME:; crescidas em meio YPD na auséncia e na presenga de acetato (25mM), assim como na
presenca de acetato (25mM) e de diferentes extratos (2%) de folhas de beldroega.

82



Efeitos de extratos aquoso e etandlico de Portulaca oleracea L., sub-espécie sativa em Saccharontyces cerevisiae
Sofia de Jesus

0,12
m= 0,0004429

010 | A 1=0,9968441

m =0,0000890
r=0,9775553

0,08

0,06 m = 0,0003466

r=0,9926854

A340nm

0,04

0,02

0,00 m = 0,0000929

r =0,9841406

-0,02
t(s)

@ Controlo @®Act A Eag+Act EetOH12%+Act :: EetOH98%+Act

Figura A.9 — Representacdo grafica de curvas de reagdo da atividade enzimatica G6PD de células de
S.cerevisiae UE-ME; crescidas em meio YPD na auséncia e na presenca de acetato (25mM), assim
como na presenca de acetato (25mM) e diferentes extratos (2%) de folhas de beldroega.
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Figura A.10 — Representagdo grafica de curvas de reacdo da atividade enzimatica GR de células de S.cerevisiae
UE-ME:; crescidas em meio YPD na auséncia e na presenga de acetato (25mM), assim como na
presenca de acetato (25mM) e diferentes extratos (2%) de folhas de beldroega.
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Figura A.11 — Representacdo grafica de curvas de reacdo da atividade enzimatica GPx de células de S.cerevisiae
UE-ME3 crescidas em meio YPD na auséncia e na presenga de acetato (25mM), assim como na
presenca de acetato (25mM) e diferentes extratos (2%) de folhas de beldroega.
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Figura A.12 — Representagdo grafica de curvas de reagdo da atividade enzimatica CTA1l de células de
S.cerevisiae UE-MEj3 crescidas em meio YPD na auséncia e na presenga de acetato (25mM),
assim como na presenca de acetato (25mM) e diferentes extratos (2%) de folhas de beldroega.
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Figura A.13 — Representagdo grafica de curvas de reacdo da atividade enzimatica CTT1 de células de
S.cerevisiae UE-ME; crescidas em meio YPD na auséncia e na presenga de acetato (25mM),
assim como na presenca de acetato (25mM) e diferentes extratos (2%) de folhas de beldroega.
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Figura A.14 — Representacdo grafica da curva de calibracdo para quantificacdo de GSH, construida a partir da
leitura de fluorescéncia de solugdes padrao (0-50 pM).

85



Efeitos de extratos aquoso e etandlico de Portulaca oleracea L., sub-espécie sativa em Saccharontyces cerevisiae
Sofia de Jesus

a0 |
y = 0,7621568x - 0,5681148
30 r = 0,9988721
20

10

0 10 20 30 40 50 60 70 80 920
GSSG (pM)

Figura A.15 — Representagdo grafica da curva de calibragdo para quantificacdo de GSSG, construida a partir da
leitura de fluorescéncia de solugdes padrao (0-80 pM).
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Figura A.16 — Representacdo grafica da curva de calibragdo para quantificacdo de ROS, construida a partir da
leitura de fluorescéncia de solugdes padrao (0,2-20 pM).
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Figura A.17 — Representagao grafica da curva de calibragdo para quantificagdo de MDA, construida a partir da
leitura de fluorescéncia de solugdes padrdo (2,5 -100 pM).
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Quadro A1l — Resultados da analise de variancia (modelo “ANOVA I”)

Doseamento de

conteudos/propriedades Graus de
antioxidantes Origem de variancia Soma de quadrados liberdade Variancia F Sig. (99%)

Fenodis Entre grupos ,867 4 217 28,173 ,000
No interior dos grupos ,154 20 ,008
Total 1,021 24

DPPH Entre grupos ,055 4 ,014 41,583 ,000
No interior dos grupos ,007 20 ,000
Total ,061 24

Ascorbato Entre grupos 21171,326 4 5292,831 406,819 ,000
No interior dos grupos 260,206 20 13,010
Total 21431,532 24

FRAP Entre grupos 42765,316 4 10691,329 52,497 ,000
No interior dos grupos 4073,083 20 203,654
Total 46838,399 24

Prolina Entre grupos 962,000 4 240,500 33,691 ,000
No interior dos grupos 142,767 20 7,138
Total 1104,767 24
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Quadro A2 — Resultados da analise de variancia (modelo “ANOVA I”)

Conteudos ou atividade Graus de
enzimatica Origem de variancia Soma de quadrados liberdade Variancia F Sig. (99%)

Peso seco Entre grupos 606,119 7 86,588 45,548 ,000
No interior dos grupos 60,833 32 1,901
Total 666,953 39

ALP Entre grupos 95,469 7 13,638 28,528 ,000
No interior dos grupos 15,298 32 478
Total 110,768 39

GR Entre grupos 11325742,503 7 1617963,215 91,718 ,000
No interior dos grupos 564497,906 32 17640,560
Total 11890240,409 39

GPx Entre grupos 64983785,979 7 9283397,997 12,309 ,000
No interior dos grupos 24134176,472 32 754193,015
Total 89117962,451 39

G6PD Entre grupos 67728301,467 7 9675471,638 87,678 ,000
No interior dos grupos 3531278,110 32 110352,441
Total 71259579,577 39

SOD Entre grupos 1758,803 7 251,258 77,200 ,000
No interior dos grupos 104,149 32 3,255
Total 1862,951 39

CTT1 Entre grupos 139,148 7 19,878 65,245 ,000
No interior dos grupos 9,750 32 ,305
Total 148,897 39

CTA 1 Entre grupos 6,716 7 ,959 21,648 ,000
No interior dos grupos 1,418 32 ,044
Total 8,134 39

GSH Entre grupos 13086,609 7 1869,516 43,392 ,000
No interior dos grupos 1378,692 32 43,084
Total 14465,301 39

GSSG Entre grupos 3757,400 7 536,771 28,277 ,000
No interior dos grupos 607,434 32 18,982
Total 4364,834 39

ROS Entre grupos 284,881 7 40,697 191,725 ,000
No interior dos grupos 6,793 32 212
Total 291,674 39

MDA Entre grupos 1,643 7 235 12,367 ,000
No interior dos grupos ,607 32 ,019
Total 2,250 39
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