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Resumo

Efeito Crabtree em Saccharomyces cerevisiae e sua modulacéo por nanoparticulas
de dioxido de titanio

O efeito Crabtree ou repressdo do metabolismo regépbd pela glicose,
detetado em diversas espécies de levedura, asseseehn glicOlise aerdbia de células
tumorais. Este estudo procurou confirmar a ocoraédessa alteracdo metabdlica em
Saccharomyces cerevisibdE-MEs, bem como testar a capacidade de nanoparticulas de
dioxido de titanio (TiG-NP), com diferente didmetro molecular, para madekse
fendmeno. Os resultados obtidos, confirmam quetigpesUE-ME: é uma levedura
Crabtree positiva, uma vez que a adicdo de gliacs&ulas respiratérias provocou um
aumento da taxa especifica de crescimento e \dat#i celular, bem como alteracdes
de atividades enziméaticas que evidenciam bloquaiabélico do ciclo do citrato e da
cadeia respiratoria, acompanhado pela atenuacéspasta antioxidante mediada pelo
tripéptido glutationo e atividades enzimaticas dejeates do glutationo. A exposicao
de S. cerevisiaea TiQ-NP com diametro molecular inferior a 100 nm, enoqtle
térmico 28/40 °C, durante 200 min evitou a trarsi@ metabolismo respiratério para
respiratorio-fermentativo, pela adicdo de glicasadenciado pela manutencédo da taxa
especifica de crescimento, atividades enzimatidds &ADH e niveis intracelulares de
MDA, proximos dos detetados em células respirap@asim como, pelo decréscimo
da viabilidade celular, das actividades HXK, PDG3PG e SOD1, aumento das
atividades SDH, MDH2, NDE1 e conteddo em ROS, niimes do metabolismo
respiratorio ativo. A adicdo de nanoparticulas dido de titanio, com diametro
molecular inferior a 25 nm, &. cerevisiaemantidas 100 min em condi¢cdes Crabtree,
despoletou a reversdo parcial do efeito, ocorradelméscimo das atividades PDC e
ADH, aumento das atividades CS, SDH e de niversdatulares de GSH, GSSG e
MDA.

Palavra chave:levedura; fermentacdo aerdbia; antioxidantes.
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Abstract

Crabtree effect in Saccharomyces cerevisiae and its modulation by titanium dioxide
nanoparticles

The Crabtree effect or catabolic repression ofira8py metabolism by glucose,
detected in several yeast species is similar t@énebic glycolysis of tumor cells. This
study sought to confirm the occurrence of this ielia change inSaccharomyces
cerevisiaeUE-MEsz, as well as test the ability of titanium dioxidenoparticles (Ti@
NP), with different molecular diameter, to moduldtes phenomenon. The results
confirm that the UE-ME strain is a Crabtree-positive yeast, since thetiaddof
glucose to respiratory cells caused an increaspegific growth rate and cell viability
as well as changes in enzyme activities that detradesa catabolic blockage of citrate
cycle and respiratory chain, followed by a slowdownthe antioxidant response
mediated by tripeptide glutathione and enzyme gt/ glutathione-dependent. The
exposure ofS. cerevisiado TiO>-NP with a molecular diameter less than 100 nm in
heat shock conditions 28/40 ° C, for 200 min hasded the transition from respiratory
to respiratory-fermentative metabolism, by the &ddiof glucose, as evidenced by
maintenance of specific growth rate, ALP and ADHane activities and MDA cell
levels near of detected in respiratory cells, ali a® by a decrease of cell viability,
HXK, PDC, G6PD and SOD1 enzyme activities and ansiase of SDH, MDH2, NDE1
enzyme activities and ROS content, markers of actespiratory metabolism. The
addition of titanium dioxide nanopatrticles with alecular diameter less than 25 nm to
S. cerevisiaemaintained at 100 min in Crabtree conditionggered a partial reversion
of this effect, occurring a decrease PDC and ADHvities, an increase in CS SDH
activities and cell levels of GSH, GSSG, and MDA.

Keyword: yeast; aerobic fermentation; antioxidants
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MDH3 Malato desidrogenase peroxissomal (EC 1.1)1.37
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1.1. Nota Prévia

A sobrevivéncia de qualquer organismo vivo depeesiencialmente da sua
capacidade para mobilizar o potencial quimico adadwnas ligacbes quimicas dos
nutrientes e assim assegurar o seu funcionamerdgosL e oceanos primitivos
constituiram locais de reserva de nutrientes que pameiros seres Vivos,
presumivelmente procariontes heterotroficos, mdizdmm com recurso a
mecanismos rudimentares como a fermentacdo, aiogaamplamente expressa em
diversos sistemas celulares (1) (2) (3).

O aparecimento dos primeiros organismos autotrgfidotados de capacidade
para produzir o seu préprio alimento via fotoss@teconstituiu um importante passo
evolutivo, ndo s6 por serem capazes de asseguesardente a sua sobrevivéncia mas
também por se terem tornado fonte nutricional rameldos seres heterotroficos (1).

A acumulacao do dioxigénio fPna atmosfera terrestre, como subproduto da
fotossintese, permitiu que alguns organismos pimtas passassem a utilizar o poder
oxidante dessa molécula em processos mais rentdeeisiobilizacdo do potencial
quimico dos nutrientes que posteriormente derageuwria respiracao celular (4). Esses
seres vivos passaram entdo a utilizar glicidogjoacgordos e aminoacidos como
substratos alimentares, tornando-se a glicose ostra preferencial quer no
metabolismo fermentativo quer no metabolismo ragfiio (5).

No final do século XIX, o quimico germéanico Buchnevelou pela primeira vez
que a conversao da glicose em piruvato, etanolaotatb, acoplada a formacao de
adenosina trifosfato (ATP), podia ser observadavitro. A continuidade desta
descoberta, um marco relevante do avanco do conbetd humano sobre o
metabolismo celular, foi assegurada pelos bioguisnEmbden, Meyerhof e Parnas que
contribuiram para o esclarecimento completo da gliaolitica ou de Embden-
Meyerhof-Parnas, desde o precursor glicose atétaomediario piruvato (6) (Figura
1.1). O descodificar do destino metabdlico do ptavpor diferentes vias, como a
fermentacao alcodlica onde é convertido em etadabdxddo de carbono, a fermentacao
acética onde é transformado em acetato ou a feag@Emtlactica com producdo de
lactato constitui outro marco importante dos prioei passos da descoberta do
metabolismo celular (3) (5) (7) (Figura 1.1).
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A maior parte das espécies de levedura sdo capazesnverter glicidos em
etanol e dioxido de carbono. Contudo, essa pragiechdo implica que exibam uma
boa taxa especifica de crescimento na ausénclalethoxigénio (8) (9) (10).

Embora o nivel de £ ambiental constitua um fator regulador-chave do
metabolismo da glicose em leveduras, uma vez qubé&m sdo capazes de converter
glucidos em dioxido de carbono e agua, pela vipinasria, a fermentacdo predomina
frequentemente sobre a respiracdo quando os rdeeggicose do meio sdo elevados,
mesmo em condi¢cdes aerbbias, permitindo deste neodepxidacdo dos equivalentes
redutores, sob a forma de NADH +*Hgerados pela glicélise (Figura 1.1) (11) (12)
(13).

Desta forma, as leveduras envolvidas no metaboldosoglicidos podem ser
classificadas como microrganismos: (i) aerObiostrites, quando apresentam
metabolismo exclusivamente respiratdrio, como panglo, a espéci®hodotorula
glutinis; (i) fermentativos facultativos, se apresentarterahdamente metabolismo
respiratorio ou fementativo, como as espé@ascharomyces cerevisiarl Pichia
jadinii; e (iii) fermentativos restritos, se adoptam melismo exclusivamente
fermentativo como a espécigandida slooffii(8) (14). A maior parte das leveduras
identificadas como fermentativas facultativas, modexibir metabolismo totalmente
respiratorio, totalmente fermentativo ou até mediabym respiratorio-fermentativo,
consoante o tipo e o nivel de concentracdo dedgi@aio meio e/ou a disponibilidade
em dioxigénio (15) (16).

Embora o tipo de glacidos que suportam o cresciondatleveduras difira de
espécie para espécie, a maior parte das estirpeasatilizam a glicose como principal
fonte de carbono. No entanto, nem todas transforresse substrato alimentar em
etanol (17).

As leveduras Crabtree-positivas, tais con®8aacharomyces cerevisjadilizam
preferencialmente a via fermentativa para oxidaggunvalentes redutores sob a forma
de NADH quando crescem em meios ricos em glicosesmm na presenca de
dioxigénio. Este fendmeno acontece devido a ingdivala via respiratoria pela glicose
e nao depende da disponibilidade de dioxigénio €io 1fi8).

Assim, as estirpes vinicas consomem preferencidérggitose por fermentacao
alcodlica (19) (20) (21). A converséao do piruvgiopduto da via glicolitica, em etanol

envolve um passo de descarboxilacdo a acetaldeddialjsado pelo enzima piruvato
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descarboxilase (PDC), seguido pela reducdo dolde&ta a etanol pelo enzima éalcool
desidrogenase (ADH) (Figura 1.1). O etanol, evdnteate apos o desvio diauxico, é
metabolizado pela via respiratoria, levando a fgdoaacoplada de ATP. A.
cerevisiagpode assim metabolizar uma ampla variedade dedat® carbono, incluindo
compostos nao fermentaveis tais como o etanol dicerg (22). O metabolismo
oxidativo desses compostos através do ciclo datcite da cadeia de transporte de
eletrdes mitocondrial € mais eficiente na produdg&& TP, embora o uso do dioxigénio
como aceitador final de eletres possa contribairapgerar espécies reativas de
oxigénio (ROS), tais como o radical anido supemxpmbtencialmente prejudiciais para
a célula (23) (Figura 1.1). As vias metabolicasessérias para a utilizacdo especifica
dessas fontes de carbono encontram-se bem caadtesizZ geram na sua grande
maioria piruvato (2) (5) (Figura 1.1).

O piruvato encontra-se localizado na intersecdoddas vias catabdlicas
essenciais a célula: glicdlise e ciclo do citréiste derivado metabdlico, produto final
da glicolise, é libertado no citoplasma e trangmwtpara a matriz mitocondrial onde
apos conversdo em acetil-CoA é metabolizado petto ailo citrato para gerar
equivalentes redutores utilizados pela cadeia naspia durante a fosforilacdo
oxidativa (Figura 1.1). Contudo, quando a célula secontra em modo
preferencialmente fermentativo, o piruvato permanew citoplasma onde é
subsequentemente reduzido, tendo em vista a re@iddo NADH citoplasmatico
indispensavel a glicolise (Figura 1.1). Em conds;figmentativas, a disponibilidade de
piruvato para o ciclo do citrato encontra-se foeata constrangida por baixos niveis de
expressdo do complexo piruvato desidrogenase (RIDH)anto a sua metabolizacdo
citoplasmatica torna-se significativamente ativaBen S. cerevisiaea reducdo do
piruvato citoplasmatico da-se via piruvato desceithse cujo produto, o acetaldeido,
pode ser posteriormente oxidado na matriz mitogahdmu reduzido a etanol pelo

enzima alcool desidrogenase, acoplado a reoxid#g®ADH (2) (24) (Figura 1.1).
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Figura 1.1 Representacdo esquematica da interacado metabdlmzalezacdo celular de algumas vias
implicadas no metabolismo energético e antioxidal®é. cerevisiae(adaptado de (25)

(26)).
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1.2. Efeitos Pasteur, Warburg e Crabtree

No século XIX, Louis Pasteur (1861) observou quederas fermentativas
facultativas como &. cerevisiaeconsumiam muito mais hexoses, como a glicose, na
auséncia de dioxigénio do que na sua presencardsgtasta metabdlica passou entao a
ser conhecida como efeito Pasteur. No entanto,edesda altura que tém surgido
publicagbes confusas sobre este assunto, comoaagetiue Szent-Gyorgyi em 1937
assumia que a supressao da oxidacao de hexosear@ocia de dioxigénio, dava lugar
a fermentacéo (27). Contudo, essa afirmacédo natédd verdadeira, uma vez que o
efeito Pasteur apenas se manifesta quaBdocerevisiaecresce em condi¢cdes
experimentais especiais, nomeadamente a taxa f&spedé crescimento lenta em
culturas continuas, com niveis restritivos de glosj ou em células em estado
estacionario, onde ocorre uma acentuada contribuigé&espiracdo para o catabolismo
glucidico, devido a perda da capacidade fermemt#élis) (28).

No seguimento das observagOes de Pasteur, os igatkses Meyerhof e
Warburg (1920) examinaram, as diferencas entre gradacdo de glucidos em
condicbes aerObias e anaerdbias por leveduragjotaouscular e outros tecidos
animais, tendo observado que o tecido musculare enttros, produzia lactato a partir
de glucidos, na auséncia de dioxigénio (27). Pdroolado, Warburg ao comparar a
taxa respiratéria de determinadas células cancexr$geom as de células saudaveis de
rato observou que as primeiras possuiam a mesmaltgagonsumo de dioxigénio que
as células saudaveis, mas uma taxa de formac&actiol muito superior, mesmo na
presenca de dioxigénio, fendbmeno descrito na titemacomo efeito Warburg (27) (29).
Essas alteracdes ao nivel do metabolismo energétcmite-lhes sobreviver em
condicbes adversas como a hipOxia, promovendo a psoliferacdo, progressao,
invasibilidade e subsequente metastizacdo em latisiantes do tumor inicial (28).
Estudos comparativos entre células cancerigenaglidas saudaveis, realizados
posteriormente, permitiram associar, 0 aumentaxia dle glicolise com a producédo de
lactato, bem como a perda de capacidade para oxidpiruvato, pelas células
cancerigenas, com o acréscimo da sua capacidaaengaortar glicose ((30), 2010).
Nesse tipo de células tem sido ainda detetado wnenrento da gliconeogénese, da
atividade glutaminolitica, da via das pentosesafiosfda sinteseée novode lipidos e do

turnoverdo glicerol, acompanhado por um decréscimo dasdé@asxidacdo de residuos

Joana Capela-Pires, Tese de Doutoramento



QERSI,

7/,
a0

U

P FUNDAMENTO TEORICO

-
“Eyot

acilo e de perturbacdes no metabolismo dos amidosicEssas alteracdes metabdlicas
tém vindo a ser utilizadas no prognéstico e natardirigida do cancro (31) (28) (32).

No metabolismo celular, a acumulacéo e a disporggiéo seletiva do potencial
quimico necessério aos processos bioquimicos eéaffiuewctal. A degradacdo de
nutrientes culmina em muitos casos na formacaccdil-&£0A, o qual ao ser oxidado
pelo ciclo do citrato liberta equivalentes redusogpie sdo posteriormente utilizados
pela cadeia respiratoria para gerar ATP. Por ex@nagjlicose resultante da degradacao
de glucidos mais complexos pode ser importada p&lla com recurso a
transportadores transmembranares especificos. @maovcitoplasma, a via de Ebden-
Meyerhof-Parnas metaboliza entédo a glicose condgé® de duas moléculas de NAD
a NADH + H" e formacao liquida de duas moléculas de piruvatoas de ATP (Figura
1.1). O piruvato pode entdo ser transferido parmitwcondrio onde o complexo
multienzimatico piruvato desidrogenase (PDH) o esterem acetil-CoA, intermediario
que reage com O oxaloacetato para dar citratojamdo o ciclo do citrato, outro
percurso metabdlico gerador de equivalentes regkigob a forma de NADH e FARH
gue ao serem oxidados pela cadeia respiratérianganP, contribuindo com cerca de
90% do potencial quimico necessario para o noramibnamento da célula eucarionte
(28) (31) (Figura 1.1).

Face ao exposto, pode assumir-se que 0 mitocom@dsempenha um papel
relevante no metabolismo energético, dado que genegganelo que é sintetizada a
maior parte do ATP celular via fosforilacdo oxiglati No entanto, algumas células
cancerigenas suprimem o metabolismo mitocondriainoc descrito pelo efeito
Warburg, alteracdo que as torna maioritariamentpentdentes do metabolismo
fermentativo para a producdo de ATP, exibindo assimfendtipo glicolitico aerdbio,
fendmeno que parece contribuir para aumentar a dexaroliferacdo celular. Essa
alteracdo metabdlica podera também diminuir a fomale ROS intracelular, evitando
que a célula defeituosa morra por apoptose (29Jurd autores descrevem ainda a
ocorréncia de uma correlacdo estreita entre o ifendjlicolitico e a invasividade
tumoral (33). Contudo, ndo se pode generalizar gs$arbacéo a todo o tipo de células
cancerigenas, uma vez que algumas delas conserwaitoanndrio funcional, obtendo
o ATP necessario a sua sobrevivéncia através darifagdo oxidativa (29). Além
disso, também ja foi demonstrado que algumas &kdacerigenas podem alternar

reversivelmente entre metabolismo fermentativo eidaivo, dependendo da
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disponibilidade de glicose e de outras condi¢cdesrdscimento (34) (35) (36). Alguns
estudos propdem um modelo que postula que as séglieoliticas” podem estabelecer
uma simbiose metabdlica com as "oxidativas". Esteanteoria torna de maxima
importancia o estudo do metabolismo energético deilas cancerigenas. Uma
carateristica deste tipo de células correspond®ensupressao induzida pela glicose da
respiracdo celular, reversivel e de curto praze, yezes designada por "efeito de
Crabtree" (37) (38).

O efeito de Crabtree foi descoberto em 1926 pobéterG. Crabtree quando
realizava estudos relativos a utilizacdo de glikigor células tumorais. Este autor
observou que a glicose comportava-se como inilddanetabolismo respiratorio nesse
tipo de células. O fenbmeno parece nao ser exdwkig células cancerigenas, uma vez
gue tem sido detetado em células normais, com dexdivisdo elevada, como as da
mucosa intestinal, embrionarias e do tecido reamalleveduras e em bactérias (28).

Alguns investigadores tém procurado explicar otefé&rabtree, postulando
hipéteses mecanisticas que interpretem o silena@mmmitocondrial detetado em
células cancerigenas, nomeadamem}ea ¢competicdo entre a glicélise e a fosforilagdo
oxidativa para o ADP e o fosfato inorganico (Pi}pa@rréncia de défice respiratorio
quando se aumenta a disponibilidade em glicagep @umento da producéo de acido
lactico, o consequente decréscimo do pH citoplasméaeguido pela inibicdo dos
enzimas oxidativosji{) a inducéo pela glicose da libertacdo de idesaélr [imen do
reticulo endoplasmatico para o citoplasma, assac@daumento dos niveis de calcio
mitocondrial implicado na associacao das subungladastituintes dos subcomplexos
F1 e FO do complexo multienzimatico ATP sintasei@ consequente inibicady) o
aumento da producao de ROS pelo metabolismo dasglicom aumento de danos na
membrana mitocondrial e consequente repressao dabatismo respiratorio;vf a
ocorréncia de mecanismos multifacetados que envolleracdes na razao ATP/ADP,
no contetado em Pi, na atividade enzimatica G6PD gHhcitoplasmatico, entre outros,
capazes de regular o referido efeito (39) (28) (4@).

Meyerhof observou que o consumo de dioxigénio peeduras da cerveja, que
cresciam apenas em meio tamponado ou enriquecidogtioose era semelhante (42)
(43). Essa constatacdo de Meyerhof que foi posteeinte detetada em diferentes

estirpes deSaccharomyces cerevisigede ser resumida do seguinte modo: em meios
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com niveis elevados de glicose o catabolismo gkwmié fermentativo, mesmo em
culturas gaseificadas, ndo ocorrendo o efeito Bagte) (44).

O efeito de Crabtree descreve assim um fendmerm guedl 0 crescimento
respiratorio de alguns tipos de leveduras con® aerevisiaeé inibido ou reprimido
pela presenca de hexoses, em particular a gli€psando os niveis de glicose sdo
elevados no meio de cultura a levedura consomeergrafialmente esse substrato
nutricional e sé comeca a utilizar outras fontesaono, como o etanol ou o glicerol
quando a glicose se esgota. Desta forma € usuanoéiservada uma alteracdo no
declive da fase exponencial da curva de crescimgasoleveduras Crabtree-positivas
devido a caréncia de glicose no meio, determinada geprogramacao da expressao
génica fermentativo-respiratéria, previamente deserreferenciada na literatura como
desvio diauxico (45) (46).

O efeito de Crabtree manifesta-se sempre §ueerevisaese encontra em
condicOes totalmente aerdbias e utiliza glicosecctonte de carbono. Este fendmeno
que depende da concentracdo de glicose no meialeac determina o tipo de vias
metabodlicas que a célula adota para obter o ATPsgg&enta o seu crescimento e
sobrevivéncia. Em geral ocorre uma predominanciaiddermentativa que inclui a
glicolise e a fermentacdo alcoolica/latica sobreiaarespiratéria, onde o piruvato €
descarboxilado a acetil-CoA que é oxidado peloaid citrato para gerar equivalentes
redutores sob a forma de NADH e FARHutilizaveis pela cadeia respiratoria para
fosforilar ADP em ATP (Figura 1.1). A extensdo eae ciclo do citrato e a cadeia
respiratoria se expressam, depende da espécieetbuta e do efeito de Crabtree. A
inibicdo do catabolismo glucidico pode ter origem tmansporte de um glucido
particular para o interior celular que causa aig¢aib de outro sistema de transporte de
outros glucidos (32). Alguns estudos sugerem qugécalise aerdbia pode ainda ser
acompanhada por um aumento da taxa de absorcdica®egom acidificacdo do meio
extracelular, uma resposta ja descrita anteriorema@mo vantajosa para 0 Seu
crescimento. A taxa global de producdo de ATP n&giacdo torna-se entao superior a
taxa produzida pela respiragcdo mitocondrial, comnores custos de producgéo
enzimatica ou de aumento das atividades enzimdgoaentativas (31) (47) (48).

No entanto, a taxa de proliferacdo celular ndo midpeapenas do suporte
energético adequado sob a forma de nucleodsidssfaifus, mas também do fluxo de
derivados de glicose ou de aminoacidos para asbiassintéticas que suportam a
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duplicacdo da biomassa ao longo do ciclo celularaRlém do consumo de energia e
de precursores de compostos de carbono, o credoiroelnlar requer diversas reacdes
anapleréticas que estabilizem os niveis de estathrienario dos intermediarios do
ciclo do citrato ou que participem na estabilizagd@oambiente redox mediado pelos
pares redox NADNADH e NADP/NADPH. Alguns autores admitem ainda que o
abrandamento da atividade mitocondrial e a consggugeracdo de ROS, poderdo
prevenir a morte celular por apoptose (49) (50).

Contudo, em células diferenciadas nao proliferativas vias biossintéticas
anaplergticas exibem niveis de expressao diminotosnexistentes, permitindo a
oxidacdo completa da glicose no sentido da obtemggéama de ATP (49).

A via das pentoses fosfato (PP), também conhecine alesvio metabdlico das
hexoses monofosfato ou via do fosfogluconato ramié partir do primeiro passo da
glicdlise, catalisado pela hexocinase e consonmesgi6-fosfato (G6P) como substrato
primario (Figura 1.1). Apesar de Otto Warburg tessabberto que este passo de
oxidacdo da glicose-6-fosfato requeria NADEBomo coenzima, foram Bernard
Horecker, Fritz Lipman e Efraim Racker que esclaramn completamente a via PP, nos
anos 50 do século XX (51) (52). Esses estudosaearal ainda que para além do papel
primario de gerar pentoses fosfato e ribonuclestidgovia PP constituia a principal
fonte de NADPH, desempenhando um papel essenciastadilizacdo do ambiente
redox da célula. A via das pentoses fosfato engttuli;m ramosi) oxidativo eii) nao-
oxidativo. O ramo oxidativo que gera NADPH e riboedtidos possui trés passos
irreversiveis. O primeiro passo, mediado pelo eaz(e6PD, envolve a conversao da
G6P em 6-fosfogluconolactona acoplada a reducadAd2P* em NADPH. Este passo
€ seguido pela hidrélise da 6-fosfogluconolactoma6efosfogluconato, mediada pelo
enzima fosfogluconolactonase (6PGL). O terceiro spageacional envolve a
descarboxilacdo oxidativa do 6-fosfogluconato dmaldse-5-fosfato (Ru5P), acoplada
a reducao de uma segunda molécula de NABfR NADPH que é catalisada pelo
enzima 6-fosfogluconato desidrogenase (6PGDH). AFRé entdo convertida em
ribose-5-fosfato (R5P) (Figura 1.1). O ramo naadakivo inclui uma série de reagdes
reversiveis que recrutam intermediarios glicol&iealicionais, como a frutose-6-fosfato
(F6P) e o gliceraldeido-3-fosfato (G3P) que podencenvertidos em pentoses fosfato
e vice-versa (51) (52) (53) (54) (Figura 1.1). Aumaza reversivel deste ramo, assim

como a regulacdo alostérea dos enzimas que partiaigsta via permite que a via das
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PP se adapte as necessidades metabdlicas da ofletando em diferentes modos.
Quando € mais importante para a célula manter sebstase redox do que sintetizar
DNA, a via PP adapta-se acelerando o seu ramo twada desviando o ramo nao
oxidativo no sentido da formacéo de F6P a parsrpkntoses fosfato que € convertida
em G6P que reabastece o ramo oxidativo. Contudwiar parte das pentoses fosfato
que sao incorporadas no DNA de células replicatiteas a sua origem na via PP (55).
Consequentemente, a via PP pode ser desviada tidosda gerar pentoses fosfato a
partir de G6P pelo ramo oxidativo ou F6P e G3P pareo n&o oxidativo (56) (57). O
modo em que opera a via PP pode assim influencirxo da glicose na glicolise e
vice-versa. A via das pentoses fosfato torna-séed®e®do essencial para as células
cancerigenas, porque ndo sO gera pentoses fosfass@rias a sua elevada taxa
especifica de crescimento, mas também porque gaizaéentes redutores sob a forma
de NADPH indispensaveis a biossintdsenovode residuos acilo e a sua sobrevivéncia
em condicOes detress Descobriu-se que as células cancerigenas saaesapie
modular direta ou indiretamente o fluxo da via R® sentido de esta via providenciar
0S precursores necessarios a biossintese de acidescos, bem como os equivalentes
redutores indispensaveis a biossintese de resatlose a sobrevivéncia celular que
asseguram a sua elevada capacidade proliferativativacao da via PP em células
cancerigenas permite-lhes assim gerar niveis edevde equivalentes redutores sob a
forma de NADPH que participam na reducdo de RO8) bemo niveis elevados de

nucleodtidos indispensaveis a sintese e reparacBiNao(58) (59).

1.3. Saccharomyces cerevisiae — aplicagdes a estudos bioquimicos

A Saccharomyces cerevisigeum organismo eucarionte GRAS, vulgarmente
utilizada h& milhares de anos na panificacdo eemadntacdo de bebidas alcodlicas
como a cerveja e o vinho. Atualmente assume airaticplar importancia para o
homem quando utilizada como organismo modelo endestde:i) caraterizacdo da
respostas astressoxidativo, osmaético ou alcodlico (60) (61)) genética molecular,
sendo 0 microrganismo eucarionte cujo genoma fangro sequenciado i)
comparacdo metabolica com células cancerigenasesé&pia forma ovoide com
aproximadamente 10m de comprimento e exibe carateristicas estruterdiscionais
basicas comuns as de células eucariontes maisi@as|uconservando, no entanto,

algumas carateristicas semelhantes as das bactémnas seja a capacidade para crescer
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em diversos meios nutritivos, liquidos ou sélidogea de replicacédo rapida quando
cresce sem restricdo de nutrientes. Essas progesgeermitem desenvolver estratégias
experimentais com elevado controlo das condicdesekcimento (62) (63) (64) (65).
A composicdo do meio de cultura constitui um dosiogafatores que se torna
necessario controlar quando se trabalha &ncerevisiacuma vez que a fonte de
carbono disponivel podera induzir alteracdes, nhdgfoas, bioquimicas e fisioldgicas
relevantes para a sua sobrevivéncia. Quando irmtecela meio de cultura que contenha
uma fonte de carbono fermentavel, como a glicosB, eerevisiaeapresenta quatro
fases distintas de crescimenfoFase lag, um periodo de adaptacdo ao novo nwio, C
taxa respiratéria lenta que termina quando asainiciam a fase seguinie), fase log

ou exponencial onde crescem rapidamente e a susaraasenta exponencialmente.
Nesta fase, onde a taxa de morte pode ser cordadesmstigial relativamente a
sobrevivéncia celular, as necessidades energéii@sascélulas sdo maioritariamente
supridas via metabolismo fermentativo, ocorrendewamulacao de etanol (Figura 1.2)
(45). No entanto, se a fonte de carbono no meiculeira for apenas glicerol ou
piruvato, as células deé. cerevisiaemanifestam mesmo em fase exponencial,
metabolismo respiratério (66) (11) (67) (68) (60X iii) A terceira fase do
crescimento, pos-diauxica, tem o seu inicio quasloélulas esgotam a maior parte da
fonte de carbono fermentével, observando-se entdiodgs alteracdes fisioldgicas e
morfoldgicas (Figura 1.2). Nesta fase a express&oedzimas fermentativos encontra-
se bloqueada e as células passam a utilizar aag&picomo principal via de sintese de
ATP, utilizando os produtos da fermentacdo, mandamente etanol e glicerol, como
fontes de carbonady) As células entram em fase estaciondria quandwtggntes se
esgotam, cessando a divisdo celular ocorrendo uanddmento do metabolismo. A
respiracao torna-se entdo vital para a sua solénesia.

As leveduras podem permanecer em fase estaciodarante semanas ou
meses, ocorrendo inducdo da sintese de glucidassdeva como o glicogénio e a
trealose e reestruturacdo da parede celular, eigiratn o declinio que culmina em
morte celular (32) (69) (71) (72) (70).

A populacédo de leveduras em fase estacionaria \@dbebe em dois tipos de
células:i) quiescentes, em fase 6ii) ndo-quiescentes que apenas se formam durante a
divisdo celular final que ocorre na fase pés-diéaixilo crescimento. Em geral, as
células ndo-quiescentes exibem niveis de ROS alsvadmaior predisposicdo para
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morrer por apoptose. As células quiescentes aalémm longo periodo de tempo de
incubacdo, também passam a expressar marcadorgsofdose e posteriormente de
necrose (73) (74) (75) (76) (77).
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Figura 1.2 Curva de crescimento d& cerevisiaeem presenca de glicose onde a densidade celular fo
estimada pela turbidez lida a 600 nm (adaptadd@&ig. (

A longevidade das leveduras pode ser determinadaactedo com dois
paradigmas distintos: o envelhecimento cronologipe corresponde a perda de
viabilidade celular durante o periodo estacionéoocrescimento e o envelhecimento
replicativo que corresponde ao numero de célulbaadiproduzidas por cada célula
individualmente (79). Marcadores carateristicoapeptose que ndo se expressam em
células em fase exponencial, tém sido detetadosc&mias deS. cerevisiaeem
envelhecimento cronolégico ou replicativo (75) (134) (64) (80). Apesar de serem

organismos unicelulares, as leveduras sdo por cegeEes de desenvolver estruturas
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de crescimento comunitarias em colonias ou em limefique possuem um elevado
nivel de complexidade e de organizacao interna(gl)

O crescimento biolégico € um evento quimico quedifiwe de qualquer reacao
guimica organica que ocorra em meio aquoso, exaedaxrto de ser extremamente
complexo, sendo impossivel expressar de forma gaexs reacbes que tém lugar no
interior celular nesse evento. E no entanto meiifisl @screver uma equacgédo para o
processo de crescimento em termos do estado idigialubstancias que facam parte da
composicao celular e que entrem na composicao élatag em formacdo e do seu
estado final, o qual engloba células e outros gosddo crescimento (82) (83).

O ambiente natural onde crescem 0s organismos évaguele em que uma
populacdo localizada aumenta exponencialmente xtéder a sua capacidade ou
encontrar fatores limitantes. A populacdo entdapsd com a maior parte das células
morrendo, revertendo a uma taxa metabolica muitcabau esporolando. O periodo de
tempo destes ciclos pode ser curto e medido enshboalas as células que crescem em
ambientes aquosos, devido a elevada capacidadedémassica da agua, resistem a
alteracdes rapidas da temperatura. Em estudos dar@moicos, pode-se garantir que a
temperatura de crescimento microbiano permanecstarmie durante um ciclo de
crescimento a presséo constante (83).

Um dos principais desafios enfrentados pelos osgaws unicelulares é o seu
ambiente externo ndo ser estavel, mas pelo camt@aseu ambiente interno garantir a
estabilidade necesséaria para salvaguardar um mresi 0 mais ordenado possivel.
Alteracdes drasticas nas condi¢cdes de crescimé&mio & capacidade de romper o
ambiente celular interno, afetando funcdes critdt@sélula e deste modo evitando o
crescimento normal (84).

A Saccharomyces cerevisi@eum organismo cujas respostas ao potencial de
destruicdo resultante de alteracbes ambientaisnieévatenuacdo ou inibicdo total do
crescimento, com perda de capacidade interna @eagin dos materiais celulares e de
retorno a condigbes de crescimento adequadas. Ry @ado, bloqueiam ainda a
traducéo de proteinas ribossomais, de enzimaswedesino metabolismo glucidico, de
desintoxicacdo de ROS, nfolding e degradacdo de proteinas que podem ser
interpretadas como uma resposta diretastess expressa em diminuicdo de taxa

especifica de crescimento (84).

17

Joana Capela-Pires, Tese de Doutoramento



ERSI,

7/,
a0

U

FUNDAMENTO TEORICO

S

-
“Eyot

A literatura revela que o nivel de ROS intracela@amenta com a temperatura,
podendo em situacdes de choque térmico ser intadareomo equivalente a condi¢cdes
de inducdo dstressoxidativo (85), onde a sobreposi¢cdo de choquei¢érocom outro
agente detresscomo metais de transi¢cdo pode despoletar respmstas antioxidantes
que contribuam para a morte celular ou alternaterdam para a termotolerancia (62).
Estes factos, foram confirmados em estudos ondebservou queS. cerevisiae
mutantes, privadas de enzimas antioxidantes cortadasas, superoxido dismutases
(SOD) e citocromo ¢ peroxidases, mostravam maiwibi#idade a temperatura (50 °C)
do que células onde ocorria a sobrexpressédo dasetae SOD as quais exibem maior
termoprotecéo (86) (87). Alguns autores descreviedaaliversos estudos que revelam
semelhancas entre o metabolismo energético de Us&drabtree positivas e o de
células tumorais, como a repressao do metabolisxdativo induzida pela glicose,
mesmo na presenca do,@enomeno vulgarmente designado por "glicolisedlaiar,
comum aos dois tipos de células (31). Deste mod&,erevisiagum microrganismo
Crabtree positivo (18) constitui um modelo metatmlie exceléncia para o rastreio de
drogas utilizadas em terapias anti-tumorais (38).(Bsta abordagem é possivel porque
se observou um aumento das atividades enzimatideslitgeas hexocinase,
fosfofrutocinase e piruvato cinase em leveduraseananetabolismo fermentativo foi
induzido pela adicédo de glicose (33) (88). O aumetd atividade fosfofrutocinase
parece dever-se apenas ao aumento da disponibiliciihcelular do seu ativador
alostéreo, frutose 2,6-difosfato, ndo sendo mendias alteracdes nos niveis de
expressdo. Outro factor que suporta a utilizagdoSdecerevisiaecomo modelo
biolégico, no rastreio de drogas antitumorais, geese com a semelhanca entre
leveduras fermentativas aerdbias e células tumaoraigue diz respeito a regulacdo dos
niveis de piruvato intracelular, uma vez que awilizacao pelo ciclo do citrato parece
ser limitada pelo abrandamento da sua oxidagdo élmlas com metabolismo
citoplasmatico fortemente ativo (89) (90) (91). mlélo exposto foi descoberto que os
genes que codificam os enzimas piruvato desidregert@nases e respetivas fosfatases
de mamiferos apresentam elevada homologia sequencia genes de leveduras. O
passo de fosforilagdo do piruvato desidrogenasartecplarmente importante uma vez
gue modula a sua atividade catalitica, tanto emderas como em mamiferos, sendo a
sua forma desfosforilada detetada em células onuwrao preferencialmente o
metabolismo oxidativo (92). Embora o destino douyato citoplasmético, em
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leveduras, ndo siga maioritariamente o destinotatiteem células tumorais, este
intermediario continua a fazer parte de uma enirada metabdlica relevante, uma vez
gue o desvio do fluxo de carbono para a via feraigat esta usualmente associado ao
bloqueio da disponibilidade de substrato para a oxalativa, traduzindo-se num
aumento preferencial da actividade piruvato descaldse (PDC) de leveduras
fermentativas ou da atividade lactato desidrogeri@s®) de células cancerigenas.
Assim, a reducdo do piruvato citoplasmatico a #beido mediada pelo enzima
piruvato descarboxilase, seguido pela formacdotdeok acoplada a reoxidacdo do
NADH citoplasmatico, via alcool desidrogenase (ADdonstitui emS. cerevisiaaim
ponto relevante de comparacdo metabdlica com eélulmorais que neste caso se
manifesta preferencialmente por um aumento da felagéo lactica via lactato
desidrogenase (33) (93) (94). Contudo, a reducapirdeato citoplasmatico a lactato,
via lactato desidrogenase também pode ocorres.ererevisiaeconstituindo um passo
enzimatico adicional que permite estabelecer olgl@mo metabdlico entre células
cancerigenas e células de levedura (95). Convéda agierir que a semelhanca do que
foi descrito para células tumorais, também se obseemsS. cerevisiadermentativas
aer0bias um abrandamento do ciclo do citrato, aeldas actividades cataliticas
aconitase, isocitrato desidrogenase e malato dggdase, bem como das actividades
sucinato desidrogenase e citocromo c oxidase dagplesos Il e IV da cadeia
respiratoria mitocondrial (96). Carateristicas rhéli@as adicionais exibidas por células
tumorais, como limitacées nos niveis intracelulatesADP e de Pi, decréscimo da
capacidade respiratoria induzida por i6es*Ga decréscimo da permeabilidade da
membrana externa mitocondrial, inibicdo da cadegpiratoria mediada pela frutose-
1,6-difosfato foram igualmente detetadas em levasitermentativas aerobias (97) (93).
Para além do que tem vindo a ser descrito, aag#éia dé&Saccharomyces cerevisiae
estudos de crescimento, senescéncia e morte ¢élalarcomo de resposta stoess ou
de caraterizacdo de falhas em vias de sinalizaghidar, associadas a doencas
degenerativas de eucariontes multicelulares e tvailnente distantes, tém sido
frequentemente descritas na literatura, onde es@omganismo € amplamente
recomendado como modelo biologico (98) (99) (1Q0L} (102) (103).

Os primeiros estudos de senescéncia celular em fapaen utilizadasS.
cerevisiae,ocorreram ha mais de 50 anos, e mostraram quevadul&s possuiam

capacidade replicativa finita (104). Estudos reegisugerem que podera existir relacao
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entre a apoptose e a senescéncia celular em Ilege(s). A literatura revela também
que diversos fendmenos que decorrem durante a ameoptle S. cerevisiag
nomeadamente mutacdes no gene cdc48 e sobrexpaEsgiEne bax, sdo comuns a
outros sistemas celulares que se encontram na mesiecdo. Ao nivel do
envelhecimento celular estress oxidativo, outros estudos revelaram que neste
organismo as ROS acumulam-se durante o desvio idax fase estacionaria do
crescimento destes microrganismos, quando alteraeu anetabolismo de respiratério-
fermentativo para respiratério (105) (106) (107).

Todavia, ndo se encontrou descrito na literaturalgmer estudo que
correlacione respostas do metabolismo energétam retabolismo antioxidante &
cerevisiaeao contacto com nanoparticulas de metais de ¢@mstom diferentes
dimensdes moleculares, em condi¢cbes de choquect&raspetos inovadores do estudo
aqui proposto.

A S. cerevisiadJE-MEs é uma estirpe vinica nativa do Alentejo, Portugad
possui propriedades fisiologicas especificas eadniie |he facilitam a sobrevivéncia
em ambientes extremos, como 0s dos mostos ondeeotaiveis elevados de glucidos
(140-160 g/L) e de alcool (superior a 15 % (v/phi, acido (3,0 - 3,5) e baixo teor em
nitrogénio, lipidos e vitaminas (108) (109). A gsti UE-ME € desde ha alguns anos
utilizada no Laboratério de Bioquimica Analiticadaiversidade de Evora, em estudos
bioguimicos de sobrevivéncia a fenilureias, triagie metais de transi¢cao (110) (111).

1.4. Metabolismo energético
1.4.1. Compartimentagao celular e metabolismo do N2H

Tal como em outras células eucariontes, 0 metabolide S. cerevisiaendo
pode ser compreendido sem ter em conta fenOmenosnagartimentacdo metabdlica.
Os microcorpos que incluem os peroxissomas e axigtiomas, desempenham um
papel importante durante o crescimentoSlecerevisiaeem fontes de carbono néo
fermentaveis (112). No entanto, neste contextarfeeaa preferencialmente no papel do
citoplasma e dos mitocondrios. A membrana interritbaondrial é virtualmente
impermeavel a coenzimas nucleotidopiridinicos. @guentemente o equilibrio redox
dita quais os coenzimas reduzidos que devem sgidegtds nos compartimentos onde
sao gerados. Contrastando cortuimoverdo NADPH, que ocorre predominantemente

no citoplasma (113) (114), turnover do NADH ocorre a taxas elevadas tanto no
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citoplasma como na matriz mitocondrial. Por exempllurante o crescimento
respiratorio em presenca de glucidos, o NADH édyerzo citoplasma pela glicolise,
assim como na matriz mitocondrial pelo ciclo doatd. O mecanismo que acopla a
oxidacdo do NADH nestes dois compartimentos cordaia respiratoria sera discutido
posteriormente. A taxa relativamente baixatdoover do NADH no citoplasma e
matriz mitocondrial depende fortemente da fonte adbono. Por exemplo, a
dissimilagéo do lactato peta cerevisiaginiciada pela oxidacao do lactato em piruvato,
via lactato desidrogenase, ndo gera NADH citopléism&95) (115). Contudo no
crescimento em presenca de etanol, a situacao @A S. cerevisiaeontém pelo
menos duas alcool desidrogenases citoplasmaticg®l@® menos um isoenzima
mitocondrial (116) (117). Embora se acredite quenap um dos enzimas alcool
desidrogenase citoplasmaticos, adph2p seja respngéala dissimilagdo do etanol
(117), foi observado que mutantes com delecéo fpédica, possuem atividade alcool
desidrogenase reduzida e exibem em etanol um maxiendaxa especifica de
crescimento especifica 30% inferior & corresporedestirpe nativa CEN.PK 113-7D.
Isto sugere que o crescimento em etanol pode emvalexidacédo do etanol em aldeido
em dois compartimentos diferentes. A assimilacaglo®se em biomassa envolve a
reducao liquida do NADem NADH. Esta producao assimilatéria de NADH esii@ita

a compartimentacdo metabdlica. Baseado na compodécioamassa d& cerevisiae
tem sido estimado que cerca de 60-80% do NADH fdonzela degradagéo da glicose
esta acoplado a reacdes biossintéticas de aminsadid3) (114). Embora a localizac&o
dos enzimas nao seja conhecida em todos os cadoslos grosseiros mostraram que
30-50% do NADH produzido na sintese de aminoacidbsgerada pela matriz
mitocondrial (113). Nissen e colaboradores readizauma analise de fluxo quantitativa
para o0 crescimento anaerobico e cerevisiaee demostraram que grande parte do
NADH mitocondrial derivava da sintese @eetoglutarato, o precursor do aminoacido
glutamato (118). A sintese de outros aminoacidpsrér do glutamato ou de outros
precursores contribuiam em menor extensdo paradugio de NADH mitocondrial,
engquanto que na sintese de DNA e RNA, apenas est@bvidos os coenzima NADH e
NADPH citoplasmaticos. Uma vez que 0s enzimas camricppam na formacdo de
glicerol sdo exclusivamente citoplasmaticos, a idEmpéo anaerdobia do NADH
mitocondrial requer um mecanismo de transporte eyporte equivalentes redutores

para o citoplasma (118).
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1.4.2. Cadeia respiratoria enSaccharomyces cerevisiae

No crescimento respiratério, tanto o NADH citoplasico como mitocondrial €
reoxidado pela cadeia respiratéria. O NADH geradamatriz mitocondrial pode ser
oxidado por uma NADH:ubiquinona oxidorredutase, i@m denominada por NADH
desidrogenase interna. Em contraste com o classaaplexo tipo | NADH
desidrogenase, a NADH desidrogenase internés.deerevisiaendo € inibida pela
rotenona nem esta acoplada a geracdo de forcanmowip (119). Este facto contribui
para a baixa estequiometria do ATP da fosforilag&iolativa emS. cerevisiaeTal
como 0s mitocondrios das plantas, mas diferententitmcondrios de mamiferos, os
mitocondrios de levedura oxidam o NADH citoplasmatidirectamente (120). O
enzima responsavel por esta reacdo ¢ uma NADH:uoiga oxidorredutase, referida
usualmente como NADH desidrogenase externa. Tab@uesidrogenase interna, esta
localizada na membrana interna mitocondrial, m&s oseu centro ativo virado para o
espaco intermembranar, é insensivel a rotenona oe bwdnbeia protbes (119).
Alternativamente, o NADH citoplasmatico pode serdado pela cadeia respiratéria
pelo mecanismo de transporte de glicerol-3-fosfai® consiste numa glicerol-3-fosfato
desidrogenase ligada ao NADH e uma glicero-3-fogfiiquinona oxidorredutase
ligada a membrana (121) (122). Todas as vias edépi;is de oxidacdo do NADH
convergem para pool de ubiquinona. A ubiquinona doa os seus electdeastocromo
c via complexddcl. A oxidacao terminal do citocromo c € catalispdb citocromo ¢
oxidase. A ocorréncia do transporte de NADH atrawis membrana interna
mitocondrial, bem como o eventual mecanismo queeHieja associado ainda nao se
encontra totalmente esclarecido &ncerevisiaeeste assunto voltara a ser discutido
neste texto (119).

A cadeia respiratéria d8. cerevisiaalifere da de outros fungos e plantas em
alguns aspetos. Embora pareca existir alguma dimerg quanto a oxidacdo do NADH
emsS. cerevisiagmao ser sensivel a rotenona, a nao funcionalidademmplexo | nesta
levedura constitui um facto comprovado uma vez qeegenes codificantes das
subunidades deste complexo multienzimatico ndo remnéram presentes no seu
genoma (123). Além disso, as plantas, os fungasnéhtosos, diversas leveduras e
alguns parasitas contém oxidases alternativas shasa ao cianeto que catalisam a
oxidacdo direta da ubiquinona pelo dioxigénio sesnag forca protomotriz (124).

Contudo, oxidases alternativas estdo ausentes.eperevisiaeuma vez que 0 seu
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genoma nao contém genes para esse tipo de oxidem®bém tém sido detetadas
diferencas metabolicas entre estirpesSdeerevisiago que diz respeito a importancia
de vias multiplas de oxidacdo do NADH para a tagaima da degradacao oxidativa da
glicose (125).

1.4.3. Fosfatase alcalina e biodisponibilizacéo desfato

O termo fosfatase alcalina designa uma ampla fandé isoenzimas cuja
expressdo depende da espécie e das condicOeddisad a que um determinado
individuo se encontra sujeito. Os enzimas ALP reeoeam como substratos moléculas
que possuem um grupo fosfato (Pi) em posicéo telmime € libertado para o meio de
reacao durante o percurso reacional, atuando cosiotfansferases a pH alcalino, de

acordo com a equacao:

ALP .
XPNP —— Xpn + Pi

Apesar de nédo ter sido ainda identificado um satwstnatural para estes
enzimas, a literatura atribui-lhes um papel relézara manutencdo da homeostase do
fosfato inorgéanico (Pi), na sintese e degradacdootifosfatos, surgindo muitas vezes
associado, a processos como proliferacdo, difeaefaj sinalizagdo, migracao e defesa
celular, meiose, mitose, apoptose ou ainda na ragdaldo metabolismo dos &cidos
nucleicos (126) (127) (128).

Este enzima dimérico possui no seu centro atives déés zinco que se
encontram envolvidos no processo de catalise, bemocum ido magnésio que
intervém na estabilizacdo estrutural do centrolitiata (129). Os catides metalicos
divalentes sdo necessarios para assegurar a davidafatase alcalina, enquanto que
agentes quelantes como o EDTA exercem um efeitotdnio (126) (130) (129). O
enzima possui dois centros cataliticos que funcibam alternancia. Outros elementos
de transicdo como o Mn, Co, Ni, Cu, Cd e Hg saazap de ligar-se ao apoenzima
estavel. Contudo, apenas o 2Coconsegue reativar a atividade catalitica apos
substituicdo do 71 (131).

Em S. cerevisiagos enzimas ALP sdo codificados por dois genesitasis:
pho8 e phol3, ambos localizados no cromossoma Igroduto PHO8 ALP é uma
proteina dimérica dependente de 2Mgn?*, idéntica a detetada em células de
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mamiferos (132) (133). Essa proteina encontra-salifada no vacuolo celular
exibindo baixa especificidade para o substrato.uAdgautores relatam ainda que a
actividade deste isoenzima pode ser bloqueada quandsel de Pi do meio é elevado,
funcionando este como inibidor competitivo. Contmaesmo nessas condigdes o nivel
de atividade catalitica residual permanece supeaoexpectavel. O produto do gene
phol3 € uma proteina monomérica com elevada empdaife para o p-
nitrofenilfosfato (p-NPP). Tal como o produto dowgeho8, a atividade catalitica desta
proteina é fortemente influenciada pelo catido ldive Mdg*. No entanto a sua

expressao nao é perturbada pela presenca de Raidq182) (134) (135).

1.4.4. Alguns enzimas envolvidos no efeito Crabtree

Hexocinase (HXK)
O enzima hexocinase, ATP-D-hexose-6-fosfotranségreatalisa o primeiro passo
regulador da via glicoliticdFigura 1.1)com transferéncia de um grupo fosfato do ATP

para hexoses como a D-glicose, a D-manose e at@séule acordo com:

Glicose /—-\ > Glicose-6-fosfato

ATP ADP + Pi

O fluxo de carbono apds este passo de investinegremeético, onde a glicose é
convertida em glicose-6-fosfato, pode seguir peéa glicolitica, com isomerizacao
deste intermediario em frutose-6-fosfato, mediaddo penzima glicose-6-fosfato
iIsomerase; ou derivar pela via das pentoses fodP&)y cujo primeiro passo, catalisado
pelo enzima glicose-6-fosfato desidrogenase, [@atica conversdo da glicose-6-
fosfato em 6-fosfogliconolactona com formacéo deivedentes redutores sob a forma
de NADPH, necessarios a biossintese de lipidos ms@osta antioxidante, ribose-5-
fosfato um precursor da biossintese de nucledtides) como ATP se acoplada a
producdo de equivalentes redutores (Figura 1.J§nfima hexocinase é uma proteina
alostérea de grande dimensdo que manifesta compmita cooperativo entre duas
subunidades assimetricamente unidas. Cada subenideica encontra-se organizada
em dois l6bulos separados por uma cavidade profuntieal de ligacdo ao glicido. O
ATP pode ligar-se de forma cooperativa entre as dugtades do dimero e proximo de
uma das moléculas glicidicas (136) (129) (137) 138 enzima hexocinase de
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localizacdo citoplasmatica, pode apresentar-se ems dsoformas quimicamente
distintas: HXKI e HXKIl. A forma HXKIl é ativada poniveis baixos de fosfato
inorganico, citrato, malato, gliceraldeido-3-fosf& ATP a pH inferior a 7,0, e inibida
por niveis baixos de ADP e GDP (0,2-0,5 mM) se odaHeacao for estabilizado por
solucbes tampéao sulfonadas. A literatura descrete isoforma como a principal

responsavel pela represséo pela glicos&aotharomyces cerevisifE39) (140).

Piruvato cinase (PYK)

O enzima piruvato cinase catalisa a conversao sfodaolpiruvato em piruvato
acoplada a fosforilacdo do ADP em ATP, outro passversivel da via glicolitica
(Figura 1.1):

PYK

Fosfoenolpiruvato / \ »  Piruvato

ADP + Pi ATP

Do ponto de vista estrutural € descrito como um dtetramero com
subunidades de 50-60 kDa organizadas em quatrondmsniN-terminal, A, B e C. O
centro ativo encontra-se localizado entre os dasiAi e B a cerca de 39 A do centro
de ligacdo ao efetor que se encontra localizadadaminio C. No tetramero, os
dominios C adjacentes formam uma interface C-dgdada por "pequena interface”,
enquanto que os dominios A estabelecem interfacds designadas por “grandes
interfaces”. O dominio B funciona como um obturaddivel que modula o acesso ao
centro ativo. Este dominio estabelece ainda ligaedeoxalato, ATP, Mg e K'. Como
enzima regulador dout flow da via glicolitica, sofre modulacéo alostérea gfetores
positivos como a frutose 1,6- difosfato e efetaregativos como o ATP, citrato, acetil-
CoA, &cidos gordos de cadeia longa e alanina (1442) (143). Os genes que
codificam o enzima piruvato cinase €® cerevisiag pykl e pyk2, expressam-se
constitutivamente como os de outros enzimas dlicof, sendo a sua expressao
modulada pela presenca de glicose no meio (144¢giéncia nucleotidica responsavel
pela repressdo da transcricdo do gene pyk quandéwdas de levedura séo cultivadas
em fontes de carbono nédo fermentaveis ja foi ileatia e uma delecdo nessa regiao do
gene pykl bloqueia o crescimento quando as levedutihizam glicose ou outros
glicidos fermentaveis como Unica fonte de carbohm entanto, quando é

25

Joana Capela-Pires, Tese de Doutoramento



QERSI,

7/,
a0

U

P FUNDAMENTO TEORICO

-
“Eyot

disponibilizado etanol ou lactato como fonte déboap exclusiva, as leveduras seguem
o seu perfil de crescimento. Tal facto sugere qustee uma via alternativa para a
sintese de piruvato que eventualmente envolveratmadlesidrogenase. O isoenzima
PYK1 encontra-se também envolvido no ciclo celud@ndo inibido pela temperatura
guando esta excede os 36 °C e ativado por glicbsose-1,6-difosfato (FBP) (90). O
isoenzima codificado pelo gene pyk2 responde @&sspo catabdlica pela glicose sendo
insensivel & presenca de FBP. Pode por esse npaivtanecer ativo quando 0s niveis
celulares de FBP sao insuficientes para ativamofonsia codificada pelo gene pykl
(145). Deste modo, a isoforma codificada pelo ganel pode ser considerada como o

principal piruvato cinase da via glicolitica (9Q}6).

Piruvato descarboxilase (PDC)
O enzima piruvato descarboxilagatalisa a descarboxilagdo oxidativa do

piruvato a acetaldeido utilizando magnésio comatoof de acordo com a equacéao:

PDC

Piruvato > Acetaldeido
Mg 2?\
CcO

2

Em S. cerevisiaep enzima de localizagéo citoplasmatica (Figura dptesenta-
se sob a forma de um homotetramero com subunidaesa dimens&do molecular de
62 kDa e manifesta cinética cooperativa para ovptny efeito acentuado pela presenca
de fosfato quando o seu nivel intracelular varieeeh e 15 mM. Todavia, o fosfato
inorganico pode comportar-se como inibidor competiguando o nivel de exposicao
do enzima € igual ou superior a 25 mM (146) (1448J.

O enzima piruvato descarboxilase pode ser codifiqgaut trés genes estruturais:
pdcl, pdc5 e pdc6. O gene pdcl foi isolado por ¢ementacdo de mutantes 8e
cerevisiaecom baixa atividade piruvato descarboxilase, alstigor tratamento com
etil-metil sulfonato. No entanto, mutantes onde eng pdcl foi silenciado
manifestavam niveis elevados desta atividade tiatalilal facto levou a descoberta do
gene homologo pdc5 e permitiu inferir que a ex@@ssos genes pdc esta sujeita a
autorregulacdo. Um terceiro gene pdc, o pdc6 faado por testes de hibridacdo de
uma biblioteca gendmica com uma sonda desenvopada o gene pdcl. Embora a
sequéncia do gene pdc6 possua elevada semelha@ugmsial com a dos genes pdcl e
pdc5, a sua rutura ndo provoca alteragOes sigiMasa na atividade piruvato
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descarboxilase. Estudos realizados c®nterevisiaesugerem que a atividade PDC é
modulada pelos niveis intracelulares de diversos/atibs metabolicos gerados pela
glicdlise. Deste modo, alterages na fonte de carlisponivel no meio de cultura
podem afetar bruscamente parametros como viabdidetular, pH ou a concentragéo
de dioxigénio (5) (149).

Alcool desidrogenase (ADH)
O termo élcool desidrogenase designa um grupo danes de ocorréncia
ubiqua que participam na interconversdo de aloemisaldeidos ou cetonas, processo

que se da acoplado a reducéo do dinucledétido derede nicotinamida:

ADH

Acetaldeido - ‘/—\ » Etanol

NAD(P)H+ H” NAD(P)"

Em leveduras, os enzimas alcool desidrogenasdjaaattis pelos genes adhl, 3,
4 e 5 desempenham um papel relevante na fermentagdoiruvato gerado pela
glicdlise, ap6s a sua conversdo pela PDC em aeédaldo substrato que reduzem a
etanol (Figura 1.1). Em termos metabdlicos, o smebbioldgico € por vezes entendido
como um processo de reciclagem do coenzima NAR fermentacdo alcodlica, um
processo explorado pelo homem para produzir beladaartir de frutos ou graos de
cereais e pao. Por vezes, o etanol é convertidacataldeido pela adh2, produto que
apos conversdao em acetato pelo enzima aldeido rogsithse segue 0 percurso
metabdlico que envolve o ciclo do citrato com liagéo de C®@como produto final da
reacdo (Figura 1.1). Os enzimas alcool desidroged@devedura possuem um tamanho
molecular superior ao dos enzimas humanos, encoldyse estruturalmente
organizados em quatro subunidades. O seu cenwro @itlui 0 metal de transicao
zinco. Um isoenzima ADH dé&. cerevisiaefoi purificado pela primeira vez por
Negelein em 1937 (150). De acordo com Pfam e a dasgados COG (151) (152)
(153), o genoma d8. cerevisiaecodifica cerca de doze isoenzimas ADH, nos quais
estdo incluidos ADH1, ADH2, ADH3, ADH5, ADH6, onaezinco se encontra ligado
aomotif GHEX2GX5(G,A)X2(l,V,A,C,S) (153).

A atividade ADH é finamente regulada pela dispdiniade de glicose no meio
de cultura. Assim quatro dos cinco isoenzimas ADdlonitariamente detetados e
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cerevisiag(ADH1, ADH3, ADH4 e ADH5) sao ativados por nivelkevados de glicose
no meio de cultura quando o fluxo de carbono ghoide encontra preferencialmente
deslocado para a via fermentativa, enquanto quermaf isoenzimatica ADH2 é
induzida por niveis baixos ou pela indisponibilidade glicose no meio de cultura,
associando-se a regeneracdo do piruvato, utilirashoa disponibilizacdo de energia
mais eficaz pela via respiratoria (117) (154). @eiima ADH1 funciona como
isoenzima fermentativo participando na oxidacdo MADH em presenca de
acetaldeido. Por sua vez, o isozima ADH2, reprinpiela glicose, tem como principal
funcdo a oxidacédo do etanol. A principal difereegére os dois isozimas parece estar
localizada na posicéao 294 da sequéncia peptidincke o residuo de metionina presente
na forma isoenziméatica ADH1 é substituido por ursideo de leucina no isozima
ADH2. O grupo metilo extra pode explicar a difer@idg especificidade para o etanol e
o diferente comportamento cinético. Existem ain@#srdois isoenzimas ndo essenciais,
ADH6 e ADH7, que também se expressam em levedumami alcool desidrogenases
(CAD) que participam na degradacdo da lenhina epoo& superiores, com
regeneracao de equivalentes redutores sob a famNADPH (151) (154).

Lactato desidrogenase (DLD)

A literatura descreve paraSaccharomyces cerevisiiés genes que codificam
lactato desidrogenases, dois que se expressam tooomdrio, DLD1 e DLD2, que
reconhecem exclusivamente o lactato como substraig papel biologico se

desconhece:

DLD1/DLD2

Lactato — \ » Piruvato

Cit b2 (ox) Cit b2 (red)

l

Cit ¢ =—p Cita+ a3=—> O,

e outra que se expressa no citoplasma (Figura DI)3, que reconhece o
piruvato como substrato:

DLD 3
Piruvato — > Lactato

"

NADH+H"* NAD"

28

Joana Capela-Pires, Tese de Doutoramento



FUNDAMENTO TEORICO

O enzima lactato desidrogenase localizado mai@iteante no espacgo
intermembranar mitocondrial (DLD1), encontra-se cfamente embebido na
membrana mitocondrial. Em levedura, este flavo-hemmma pode assumir também a
designacé&o de citocromo b2 (26) (155) (95) (156).

A producéo de lactato p&. cerevisia&inicas é muito baixa. Por esse motivo, a
restricdo catabolica do metabolismo respiratorigtaneespécie de levedura induz
preferencialmente um aumento da expresséo funcawsknzimas que participam na
fermentacdo alcodlica. (157) (5) (158).

Piruvato desidrogenase (PDH)
O complexo multienzimatico piruvato desidrogendde £ 8-9 x 16), pertence
a familia de complexos-oxoacidos desidrogenase que catalisam a deschagfxi

oxidativa den-oxoacidos utilizando a lipoamida como coenzima:

[

Piruvato > Acetil CoA
V"

NAD NADH+ H "

Este complexo exibe trés atividades cataliticarilbisdas por trés tipos de
subunidades independentaspyalmentalesignadas por El (piruvato desidrogenase), E2
(lipoato aciltransferase) e E3 (lipoamida desidnage).

Em S. cerevisiagas subunidades El e E2 sdo exclusivas do complexo 2
oxoglutarato desidrogenase enquanto que a subenke@d partilhada pelo complexo
a-cetoglutarato desidrogenase e complexo piruvatmdeenase. A atividade catalitica
E1 em microrganismosomoaS. cerevisiagé assegurada por duas subunidadeseE1l
E1B; o grupoa-hidroxilo do aldeido ativo ligado a subunidad@& oxidado e o grupo
acetilo resultante pode acoplar-se ao cofator fipda na subunidade E2, com a
subsequente ligacdo ao CoA. A conversdo do pirusat@cetil-CoA € pois catalisada
pela acao concertada das quatro subunidades (HigyraNo primeiro passo, o piruvato
liga-se covalentemente ao pirofosfato de tiamin@R)T o cofator da subunidade E1.
Esta reacdo gera ®hidroxietil-TPP, um aldeido ativo, cuja oxidacéatatisada pela
subunidade E3 da-se acoplada a reducdo da lipoatgdda a subunidade E2, a
dihidrolipoamida, que utiliza o coenzima NAPomo aceitador de eletrées. A atividade
do complexo piruvato desidrogenase é dificil dentjfiear em extratos celulares em
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bruto devido a degradacdo proteolitica e a interag@n outros enzimas como O
piruvato descarboxilase. Estudos realizados cogddsamitocondriais sugerem que o
complexo piruvato desidrogenase expressa-se tanteomdicbes anaerdbicas como
aerdbicas utilizando etanol como fonte de carbamo, indicio forte do papel do

complexo piruvato desidrogenase em processos é&sores mitocondriais que exigem
aldeidos ativos ou acetil-CoA (5) (159).

Citrato sintase (CS)
O enzima citrato sintase, catalisa a formacéao wate@ia partir de acetil-CoA e

oxaloacetato, o primeiro passo do ciclo do cit(atoA) (Figura 1.1):

Acetil-CoA + Oxaloacetato /,_\ » Citrato

H,O CoA-SH

Trata-se de uma transferase com localizagdo naznmaitocondrial, codificada
pelo DNA nuclear, traduzida no citoplasma e posterente transportada para a matriz
mitocondrial. Este enzima €& vulgarmente utilizadomo marcador quantitativo da
funcionalidade dos mitocondrios. O enzima cataifarmacéao de citrato, uma estrutura
com seis atomos de carbono a partir de dois pre®@s;so acetil-coA e o oxaloacetato
com dois e quatro atomos de carbono respetivam&macao constitui um dos passos
reguladores do ciclo do citrato. O enzima sofrebigdio alostérea por niveis
intracelulares elevados da razdo ATP/ADP e NADHMNAD™, resposta que revela o
papel relevante que desempenha na disponibilizég&@mergia para a célula. O enzima
pode ainda ser inibido pelo citrato e pelo succiulA, exemplos de inibigéo retroativa
pelo produto (160) (161).

Enquanto membro do ciclo do citrato, participa nwmagoxidativa terminal para
onde converge a quase totalidade das vias degraslake nutrientes, onde o acetil-CoA
é totalmente oxidado a G@ HO, ao longo de quatro etapas que levam a formagao d
3 moléculas de NADH + He 1 molécula de FADHpor cada volta do ciclo,
posteriormente oxidados pela cadeia respiratorim ¢ormacdo acoplada de ATP
(Figura 1.1). Ao nivel do passo reacional que ereval atividade enzimatica succinil-
CoA sintetase ocorre ainda a formacdo de GTP, tennediario que dispde de uma
ligacdo monofosfoéster com potencial quimico elevador fim, o oxaloacetato,
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intermediario aceitador de acetato, € regeneraddltmoo passo do ciclo (Figura 1.1)
(161).

Succinato desidrogenase (SDH)

O termo succinato desidrogenase ou complexo ligdasum enzima dimérico
com localizacdo na membrana interna mitocondrialigtervém no ciclo do citrato e na
cadeia respiratéria, catalisando a oxidacao doirsatcca fumarato, acoplada a reducéo
do coenzima FADa FADH, de acordo com a equacéo (162) (Figura 1.1):

Succinato /\ » Fumarato

FAD+ FADH,

Do ponto de vista estrutural possui duas subungjamten peso molecular 30 e
70 kDa. Como a subunidade maior contém um nuchedriico fortemente envolvido
no processo redox descrito anteriormente, 0 enzo@e ser descrito como uma
flavoproteina. Por outro lado, como ambas as sdbdes possuem centros de ferro e
enxofre, pode ainda ser incluido no grupo das feunifm-proteinas. Curiosamente, o
coenzima FADH gerado pela oxidagdo do succinato ndo se disdocenzima, como
acontece com o NADH gerado em outras reactes degio-reducdo. Tal facto leva a
gue 0 grupo prostético sO possa ser reoxidi@addu. Assim, a forma reduzida do grupo
prostético transfere os seus equivalentes reduparasa ubiquinona ou coenzima Q que
se reduz a ubiquinol (QH2). Este liberta-se entdenzima, difundindo pela bicamada
lipidica até alcancar o citocromo bcl ou complekool aceitador seguinte da cadeia
respiratoria que assegura mais uma etapa do flaxaladrbes até ao aceitador final, o
dioxigénio (Figura 1.1) (162).

O ciclo do citrato progride em simultaneo com ardtimcdo do fumarato a
malato, catalisada pelo enzima fumarase, seguida peidacdo do malato a

oxaloacetato, acoplada a reducdo do NAD NADH + H', pelo enzima malato
desidrogenase (MAE1, MDH1, MDH3) (Figura 1.1) (163)
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NADH (ubiquinona) desidrogenase | (NDHI)

O termo NADH (ubiquinona) desidrogenase, tambéreridd por coenzima Q
redutase, complexo | desidrogenase, ou NADH-Coamfmedutase designa, em geral,
um conjunto de enzimas que catalisam a reagaorédidy) (111):

Ubiquinona /\ »  Ubiquinol

NADH+H" NAD'

Contudo, emS. cerevisiaendo existe o complexo |, contrariamente ao que
acontece em mitocondrios de outros eucariontegessando-se em alternativa trés
enzimas NADH desidrogenases insensiveis a rotenbiidil, NDE1 e NDE2,
localizados na membrana interna mitocondrial que s comportam como
tranportadores transmembranares de iG€¥ H11) (164).

O NADH gerado na matriz mitocondrial, ao nivel @onplexo multienzimatico
piruvato desidrogenase e dos enzimas isocitratddrdgenase, a-cetoglutarato
desidrogenase e malato desidrogenase do ciclatrddocipode assim ser oxidado pelo
enzima NADH (ubiquinona) desidrogenase interno (lN@jue tem sido apontado como
um regulador importante do ambiente redutor mitddah criado pelo NADH
proveniente do ciclo do citrato e da oxidacdo danelt pelo desvio metabdlico
acetaldeido/etanol (93). Os mitocondrios das lersjutal como os mitocondrios das
células vegetais, oxidam diretamente o NADH citsplatico. As duas atividades
NADH desidrogenases externas (NDE1 e NDE2) encons@ localizadas na
membrana interna mitocondrial, mas com 0s seugose@tivos expostos ao espaco
intermembranar. Como a membrana externa € permeavblADH (164) (165) e a
membrana interna pelo contrario € impermeavel amzima reduzido, alguns autores
tem atribuido a estes enzimas o papel de oxidakldHNcitoplasmatico proveniente da
glicdlise, o qual pode também ser oxidado pelaiea@spiratéria, via glicerol-3-fostato
desidrogenase (38). Deste modo, os mitocondriodededuras, ao contrario dos
mitocondrios de mamiferos, sdo capazes de oxidatadiente o NADH citoplasmaético

sem se associarem ao transporte de protdes (Rig)rél64) (166) (167).
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Figura 1.3 Representacdo esquemética da cadeia respiratérid. aerevisiae A vermelho estao
assinalados locais de formagdo de ROS e a azubgdies metabdlicas com proteinas
antioxidativas; BC1, Cit C, COX, CTT 1, GDP, GPXRGUT2, NDE1, NDE2, NDI1,

PRX, Q, SDH, SOD (adaptado de (167)).
Como descrito anteriormente, 0 complexo succinagddogenase participa na

transferéncia de equivalentes redutores sob a falenBADH do succinato, gerado
pelo ciclo do citrato, para a ubiquinona ou coemzi na cadeia respiratoria. Deste
modo, a oxidacdo mitocondrial dos coenzimas NADHFADH: em S. cerevisiae
converge para a ubiquinona que transfere os eésctd citocromo c via complexo lll.
A oxidacdo do citocromo c¢ com transferéncia de \&jentes redutores para o
dioxigénio é posteriormente mediada pelo citocramoxidase, COX, ou complexo IV
(167) (Figura 1.3). Do ponto de vista estrutural,emzimas NADH desidrogenase de
leveduras sdo muito mais simples do que o comgleleomamiferos, constituidos por
46 subunidades, onde sete das quais sdo codifipetfaggenoma mitocondrial (168).
Por exemplo, o enzima NDE1 possui uma subunidaohplas de 53 kDa ligada
covalentemente ao dinucleétido FAD, codificada pgA nuclear. Essa subunidade é
sintetizada pelos ribossomas citoplasmaticos e ritaga para o mitocondrio. O ndcleo
flavinico e os centros de ferro e enxofre congtitues seus principais cofatores. Estas

desidrogenases diferem do complexo | de mamifgels, insensibilidade a rotenona e
pela auséncia de centros redox de ferro-enxofreaefierido anteriormente (167) (93)
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(169) (170). A presenca de NADH desidrogenasesrreedeem leveduras podera ser
correlacionada com a indetetibilidade do transplortanalato-aspartato especulada por
alguns investigadores, um dos mais importantes rdidgscondrios de mamiferos.
Contudo, existem sistemas alternativos detetado$S.eoerevisiaeccomo o glicerol-3-
fosfato desidrogenase e transportadores etanddald®3) (116) (164) (165).

Malato desidrogenase (MDH1, MDH2, MDH3 e MAE1)

O termo malato desidrogenase designa um conjuntoerdg@mas que se
encontram envolvidos em diferentes percursos miktakée ubiquamente distribuidos
por seres procariontes e eucariontes que catabsdescarboxilacdo oxidativa do L-
malato em oxaloacetato ou piruvato, GONAD(P)H, de acordo com a equacao (171)
(172) (173) (174):

v

Malato Piruvato + CO,

NADP* NADPH+H*

Oxaloacetato

v

Malato /—\

NAD" NADH+ H*

Em Saccharomyces cerevisiagistem diferentes compartimentos celulares onde
podem ser detetados isoenzimas distintos designgdosmalato desidrogenase
(MDH1,2,3, EC 1.1.1.37 e MAE1, EC 1.1.1.38) quealisam a interconvesao
dependente de NAD(P)H do malato em oxaloacetatenoyiruvato (Figura 1.1). Os
enzimas MDH1 e MAE1 mitocondriais que catalisanedf§so de reacdo ao nivel do
ciclo do citrato parecem ser vitais para assegu@escimento d&. cerevisiaguando
este metaboliza acetato como fonte de carbono (175), uma vez que leveduras que
nao dispdem de genes funcionais codificantes galatie MDH1, ndo crescem nessas
condi¢des de cultura (177). O piruvato gerado derarutilizagdo aerdbia da glicose é
oxidativamente descarboxilado para gerar acetil-Gpf é totalmente oxidado a
diéxido de carbono e agua pelo ciclo do citratomGalescrito anteriormente, este ciclo
também disponibiliza intermediarios para a biogsetde aminoacidos, residuos acilo,
hemo e glicose via gliconeogénese. O isoenzima Mi2id-ainda parte do mecanismo
de transporte de equivalentes redutores sob a folen&AIADH que regula a razao
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NAD*/NADH no citoplasma e no mitocondrio. A membrangina mitocondrial é
impermeavel ao NAD e NADH, mas alguns autores postulam que através do
transportador malato-aspartato, o MDH1 e o AAT2 vestem o0 malato em
oxaloacetato seguido da sua conversao em aspadaitaterior do mitocondrio com
reducdo do NAD a NADH. O aspartato pode entédo ser transportadd gaitoplasma
onde é reconvertido em oxaloacetato e posterioereamtmalato pelo AAT2 e MDHZ2,
regerando NAD a partir de NADH. O facto da sobrexpressdao donzioga MDH1
expandir a esperanca de vida replicativa, aliadev@€ncias genéticas, sugere que esta
via de transporte, cuja existéncia ainda gera agcontrovéersia, pode desempenhar um
papel relevante na extensdo da esperanca de vidadaepor restricdo caldrica.
Consistente com esta proposta sabe-se que a eédprdgsisoenzima MDH1 é sobre
regulada durante a restricdo calorica. O isoenNb&ll pode ser detetado na matriz
mitocondrial e associado a um complexo supra mt@eamitocondrial que inclui
NADH desidrogenases e outros enzimas do ciclo wataj organizacdo estrutural que
facilita a transferéncia de metabolitos entre eazsimOs isoenzimas MDH2
citoplasmaticos, sado gliconeogénicos indispensaasiscrescimento de leveduras
guando crescem em meio minimo utilizando etanalegll ou acetato como fonte de
carbono (178), a semelhanca do que acontece caysf@eholpiruvato carboxicinase
(PCK1) (179) e frutose-1,6-difosfatase (FBP1), asitmembros da via gliconeogénica
(180). A literatura descreve ainda que a expregéaira destes enzimas sofre repressao
catabdlica pela glicose. Como referido anteriormens niveis do isoenzima MDH2
podem ser modulados ao nivel da transcricdo pétasgl, ou degradados quando
glicose é adicionada ao meio de cultura de célgiss cresceram em caréncia deste
glicido. Este processo pode seguir duas vias: tegssomal que exerce a sua acao apos
pequenos periodos de crescimento na ausénciacseayke a vacuolar que ocorre apos
longos periodos de caréncia de glicose. O isoeniiiD&l3 peroxissomal, tem sido
proposto por diversos autores como aquele queisatalpasso do ciclo do glioxilato
que leva a formagdo de intermediarios metabdlioos 4 atomos de carbono a partir de
precursores com 2 atomos de carbono (181) (182)osemlispensavel ao crescimento
deS. cerevisiague metabolizam oleatos como fonte nutriciona3j1

Do ponto de vista estrutural, quase todos os iso&zMDH de levedura sao
homodimeros que possuem subunidades com massa utabledéntica, 33500
(MDH1), 40700 (MDH2) e 37200 (MDH3) exibindo sequinprimaria com niveis de
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identidade situados entre os 43 e os 50%. Relagimterao enzima MAEL a literatura
apenas lhe atribui 0 peso molecular de 74380, samdisa a sua organizacao
estrutural. Algumas diferengas detetadas na essitiestes isoenzimas incluem, uma
sequéncia de 17-residuos de aminoéacidos codificdamtéransferéncia do isoenzima
MDH1 para o mitocondrio, removida durante o procesds importacdo (175) ou uma
sequéncia de sinal que inclui o tripéptido Serlgsr na regido C-terminal,
imprescindivel a importacdo do isoenzima MDH3 pageroxissoma (183). Além do
gue ja foi referido, o isoenzima MDH2 possui umteagao peptidica de 12 residuos de
aminoacidos, na regiabl-terminal ndo detetada nos isoenzimas MDH1 e MDH3.
Embora a remocéo dessa extensdo gere um enzimadoudesignado paxnMDH2
ndo influencia a sua atividade catalitica e torna@gistente a inativacdo catabdlica
induzida pela glicose. Estirpes mutantes que egpmso isoenzimaAnMDH2,
manifestam adaptacéo lenta a utilizacdo da glicos® fonte de carbono (171) (184).
Estudosin vivo revelaram ainda que enzimamMDH2 cataliticamente ativos nao
funcionam adequadamente na gliconeogénese (17vViddas condi¢cdes de equilibrio
desfavoraveis para a formagdo de oxaloacetato ta par malato AGO = +29288
kJ/mol), tem sido proposto que interacdes fisicdieae enzima malato desidrogenase e
0 enzima que lhe sucede no mesmo percurso metalpdidem ser necessarias para
assegurar a transferéncia direta do oxaloacet8f),(Lm intermediario que existe em
niveis de concentracdo muito baixos na célulardgees entre enzimas do ciclo do
citrato, malato desidrogenase e citrato sintase, &@mo entre MDH2, PCK1 e FBP1
descritas em leveduras e outros organismos cogrstittm bom suporte experimental a
esse modelo (177). Como referido anteriormenteruvato, um intermediario chave na
assimilacdo de glucidos p@accharomyces cerevisige também um precursor da
sintese de aminoacidos como a alanina, leucinauisioa, e valina (5) (186). Em geral,
este intermediario pode ser disponibilizado pelional passo da via glicolitica, mediado
pelo enzima piruvato cinase quando a levedura erescpresenca de glucidos. No
entanto, a literatura descreve ainda que o enziragio cinase perde a funcédo que
desempenha na assimilacdo de glucidos qu&hdcerevisiaecresce na presenca de
acetato ou de alco6is como o etanol ou o glic&Zohtudo, a formagéo de piruvato
como precursor de aminoacidos continua a ser asskgyor duas vias alternativas:
aquela que envolve a descarboxilacdo oxidativa alatmem piruvato onde participa o

enzima malato desidrogenase (MDH2) e aquela quelhanw ciclo do glioxilato com
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formacdo de fosfoenolpiruvato a partir do acetifCe o enzima gliconeogénico
fosfoenolpiruvato carboxicinase que disponibilizesubstrato para o piruvato cinase
(174). Fiaux e colaboradores em 2003 revelaram que assimte fosfoenolpiruvato
(PEP) a partir de pentoses ndo era detetaveSemrerevisiaefacto que sustenta a
hipétese de o catabolismo da glicose decorrer gepadasivamente pela via glicolitica
(187). Apesar de néao ter sido detetado catabolidenglicose pela via das pentoses
fosfato (PP) (187) en®. cerevisiaede cultura descontinua, estudos com marcagao
fracionada e biossinteticamente dirigida de amiiteéccom®*C, seguida por analise
METAFoOR de espetros de RMN, permitiram quantificaetabolitos intracelulares
derivados de substratos especificos como a Hiegdenciam atividade anabdlica da
via PP, detetando fragmentos C5 de glicose intadgzool das pentoses (188) (189).
Estes resultados constituem evidéncias do fluxbd@ita significativo pela via PP com
formacéo do precursor de biomassa pentose-5-fofP&B), onde mais de 32% desse
intermediario se formou diretamente a partir daagle gracas a contribuicdo de
transcetolases associadas ao catabolismo da glipesdacilitam a transferéncia do
gliceraldeido-3-fosfato (G3P) da via glicoliticagaia PP ndo oxidativa (187).

O citrato, outro intermediario do ciclo também posder transferido do
mitocondrio para o citoplasma. O acetil-CoA, umcpreor para sintese dos acidos
gordos de cadeia longa e esterois, gerado no mitioco pelo complexo piruvato
desidrogenase ndo é facilmente transportado petabrae@a interna mitocondrial. O
passo que envolve a clivagem do citrato permitepdissar este problema. O citrato
gerado pelo enzima citrato sintetase do ciclo ttato, pode ser transportado atraves da
membrana mitocondrial interna pelo transportadoatboxilato. Este é entdo clivado
no citoplasma pelo enzima ATP citrato liase, tamli@signado por enzima envolvido
na clivagem do citrato, para formar acetil-CoA ealoacetato, reacdo que nao
corresponde a reversao da que é catalisada pealnag#rato sintetase, uma vez que
requer a hidrélise de ATP (Figura 1.1). O oxaloattepode entretanto ser rapidamente
reduzido a malato, que é posteriormente conveg&lo enzima malato desidrogenase
em piruvato e NADPH, uma fonte de equivalentestards indispensaveis a processos
biossintéticos que ocorrem no citoplasma, comaasimntese de acidos gordos (Figura
1.1).

O citrato desempenha assim um segundo papel nsirtiese dos acidos gordos

como ativador alostéreo do enzima acetil-CoA caftase que catalisa um eventual
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passo limitante da lipogénese. O citrato condupala o citoplasma ndo pode regressar
ao mitocondrio porque 0 seu transporte da-se a taxe insignificante através da
membrana interna mitocondrial. Contudo, a redugiox@loacetato a malato que pode
ser descarboxilado a piruvato, pelo enzima malagddogenase, permite ao piruvato
ser importado para o mitocondrio e seguir o seayoso metabadlico oxidativo habitual
(Figura 1.1).

A maior parte das células eucariontes, como asededura, outros fungos,
células vegetais (sementes) e células animaisdeittyg) acumulam lipidos. A extensao
em que o fazem varia fortemente de espécie pagxiesgxibindo cada caso diferente
capacidade lipogénica. Nenhuma hipotese foi aiadantada de forma a explicar esse
tipo de diferencas, apesar de diversos investigadamoporem como principal ponto de
controlo da taxa de sintese de lipidos o enzimél-&m®A carboxilase (ACC) (190)
(191) (192). Contudo, a disponibilizacdo do pro@eoetil-CoA como unidade de dois
carbonos utilizavel na biossintese de residuos,at#io constitui o passo limitante da
acumulacdo de lipidos. Em microrganismos oleagmasacetil-CoA € gerado via
acetil-CoA liase (ACL) (193), uma via comum a saoarfagdo em plantas (194) (193).
Contudo a atividade ACL nao tem sido correlacionaala a extensdo da acumulagéo
de lipidos em microrganismos oleaginosos. A pogsaoie de a atividade diacilglicerol:
acil transferase (DAGAT) poder constituir o passmalf da construgdo de
triacilglicerdis, poderéa conferir-lhe um papel gal@ma acumulagéo de lipidos (195). O
enzima malato desidrogenase (MDH2) parece deserapeamh papel importante na
disponibilizacdo de equivalentes redutores, solrend de NADPH utilizaveis na
biossintese de lipidda vivo, uma vez que nenhum outro enzima consegue duglicar
geracdo desses equivalentes redutores em respastianalos celulares. Por outro lado,
a perda da atividade malato desidrognase (MDH2geabloquear a acumulacao de
lipidos. Aparentemente, nenhuma outra atividadeingitica tem mostrado uma
correlacado tao forte com a extensdo da acumulagdipidos. Assim o factor crucial na
regulacdo da acumulacdo de lipidos parece dar-seivab da disponibilizacdo de
equivalentes redutores e ndo dos niveis de fontad®no, inferindo-se deste modo
um papel relevante e especifico do enzima malat@igenase no aprovisionamento
de NADPH para a sintese de lipidos. A existir untalm@oma lipogénico (160), do
qual fagam parte o enzima ATP citrato liase (AClo) @mplexo multienzimatico acido
gordo sintase (FAS), também deve incluir o enzinsdato desidrogenase (MDH2)
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(194) (196). A regulacdo do referido enzima pargoplicar mecanismos de pré-

traducéo, nomeadamente ao nivel do processameRdAq196).

Glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD)

O enzima glicose-6-fosfato desidrogenase é o encirage da via das pentoses
fosfato (PP), uma série de reacdes que tém lugaitoplasma cujo papel principal
consiste na geracao de equivalentes redutores folha de NADPH indispensaveis a
biossintes&le novode materiais celulares, como os constituintesdlitips, terpénicos e
esteroidicos da célula; a producéo de ATP a matglicose desde que se formem esses
equivalentes redutores, e ainda a formacdo de edbdesfato, um precursor de
nucledtidos (197) (198).

Glicose-6-fosfato /\ > 6-fosfogluconato

NADP” NADPH+H"

7

A desidrogenacdo da glicose-6-fosfato € maioriteeide controlada pelos
niveis intracelulares de NADPA presenca do grupo fosfato no NADPH permite
distingui-lo do NADH, facto que facilita a estabdicdo do ambiente redutor intracelular
por maximizacdo das razdes NADPH/NADR NADH/NAD®. Desta forma os
processos biossintéticos e a glicolise podem pezosarativos em simultaneo e a taxas
elevadas.

Os equivalentes redutores gerados por esta vianpege ainda utilizados na
resposta antioxidante mediada pelo ciclo de oxmlagducdo do glutationo como
descrito no ponto 1.5 (198) (199).
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1.5. Stress oxidativo e resposta antioxidante emSaccharomyces
cerevisiae

O oxigénio diatbmico pode ser considerado um dieddima vez que a sua
distribuicdo eletronica mais estavel, ou seja aguple estd presente no ar que
inspiramos, possui dois eletrbes desemparelhadosrigitais it antiligantes distintas,
com o mesmo estado de spin. O dioxigénio pode assmtonsiderado um agente
oxidante por ser capaz de oxidar diretamente @itnmo ou molécula ao aceitar um par
de eletrbes com o0 mesmo estado de spin e que ocogatais 1t parcialmente
preenchidas. No entanto, @ €5 pode aceitar um eletrdo de cada vez, uma \ezeu
acordo com principio de exclusdo de Pauli, qualgaerde eletrbes localizados numa
orbital atbmica ou molecular deve possuir estadesspin opostos. Esta restricao
quantica explica a baixa reatividade do dioxigésum nao-radicais. Contudo a adi¢cédo
sequencial de um ou mais electrbes agp@de gerar espécies reativas (RS), como o
radical aniao super6xidédy’), o peréxido de hidrogénio ¢B.) ou o radical hidroxilo
(OH) com elevada capacidade para danificar estmutdigidicas, proteicas e
nucleotidicas da célula (62). As referidas espéeativas de oxigénio (ROS) podem
formar-se naturalmente na sequéncia de estimulbgeatais ou por reacdes paralelas
do metabolismo energético aerdbio. A respiracdoocuitdrial que engloba a
fosforilacdo oxidativa, contribui com a maior par¢de ROS formada na célula
eucarionte (200) (201). Os locais onde ocorre tofacdo de ATP acoplada ao fluxo
de electrbes desde o NADH ou FADH2 até ap constituem pontos de fuga de
electrbes capazes de reduzir diretamente o dioxigénde gerar ROS ao nivel da
membrana interna mitocondrial de eucariontes conde 8. cerevisiagFigura 1.1 e
1.3). De forma semelhante, a utilizacdo do diox@omo aceitador de electrdes no
processo que assiste ao enrolamento/endobramerittatioa das proteinas de
membrana, leva a que o reticulo citoplasmaticogtaabém constituir fonte endégena
de ROS. AB-oxidacéo de residuos acilo que em levedura deoaareritariamente no
peroxissoma € igualmente considerada, por diveastsres, Como um processo de
geragcdo enddégena de ROS muito depende das condig@esscimento (200) (202). As
células de levedura podem ainda contactar com iesp&ativas de oxigénio de origem
exdégena como aquelas que sao induzidas por xemmsiotagentes cancerigenos e
radiacéo (203).
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Na década de 50 do século passado Denham Harm@dsprma teoria sobre o
envelhecimento celular assente nesses pressupsto®i posteriormente renomeada
como teoria dostress oxidativo. Atualmente admite-se que o desequdibnia
composicdo do meio intracelular entre espécies eprantioxidantes pode levar a
acumulacdo de danos oxidativos com perda progeessiviuncionalidade celular que
determina o envelhecimento e morte prematuros (204)

Apesar de muitos estudos deessutilizarem o peréxido de hidrogénio como
agente oxidante, devido a sua elevada solubiligadstabilidade quimica, assume-se
gue nenhum agente oxidante pode ser considerado icwhator preferencial dstress
oxidativo, uma vez que a maior parte das célulasegue responder a estimulos
despoletados pelas ROS ativando vias de respasaidantes especificas (205).

As espécies oxidantes podem ser agrupadas de acordoa sua natureza
quimica ou reatividade em) espécies radicalares que possuem um electrdo
desemparelhado na sua orbital externa como osaradi@droxilo (HO), 6xido nitrico
(NO’) e o radical anido superoxid®$) ou emii) espécies nado-radicalares de elevada
reatividade, como o peréxido de hidrogénie@t) e o acido hipocloroso (HOCI) (206).

O HO2 pode formar-se pela reducéo direta d@@omo produto da respiracao
aerdbia, por dismutacdo do radic@. Em geral, potencia a ocorréncia de danos
celulares em condi¢cbes de&essoxidativo, por ser lipossolavel e difundir facilnte
através da membrana celular. Contudo, esta molgmdie ainda ser utilizada em
pequena extensdo por vias de sinal, regulando stisgrrocessos bioldégicos como a
morte celular (205). A remocé&o do peroxido de tgéroo pode dar-se por reacdes de
Fenton e Haber-Weiss, mediadas por metais de ¢éamstom consequente formagéo do
radical hidroxilo {OH’), umoxidante potente, capaz de gerar radicais lipidipesem
presenca do radical anido superéxido podem comwsatem lipoperoxidos (207) (208)
(209) (210). A exposicao de leveduras a drogaspguiirbem o ciclo do glutationo
pode em muitos casos despoletar a geracao delrhaioaxilo (211). Quando a célula
se encontra enstress oxidativo pode:i) ativar adaptativamente vias de resposta
antioxidativas que anulem o excesso de RiQS3Jespoletar mecanismos de morte por
necrose onde ocorre perda da integridade membiamar libertacdo de conteudos
intracelulares; ouiii) despoletar morte por apoptose com formacao délolex
citoplasmaticos e condensacdo da cromatina, sede p#a integridade membranar
(212) (213) (214) (215).
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A primeira linha de defesa contra as ROS passayitar a sua formacéo. A
segunda linha de defesa envolve proteinas queras/een, bem como linhas de defesa
secundéria compostas por enzimas que removem eanegaodutos da oxidagédo de
materiais bioldgicos (216).

As defesas antioxidantes podem ser ndo enzimaieagimaticas. O tripéptido
v-glutamil-L-cistenilglicina vulgarmente designadormlutationo (GSH) desempenha
um papel de relevo nas linhas de defesa ndo enea®dO glutationo captura espécies
reativas através do seu grupo sulfidrilo transfordoase em dissulfureto de glutationo
(GSSG). Esta reacdo pode dar-se espontaneamengerocatalisada pelo enzima
glutationo peroxidase (GPx) que desempenha um papahl na resposta antioxidante,
reduzindo lipoperéxidos e/ou o peréxido de hidréagénalcodis ou agua, acoplada a
conversao de glutationo em dissulfureto de glutatiFigura 1.1). A reposicdo dos
niveis de GSH decorre sob acdo do enzima glutatiedatase (GR) que utiliza os
equivalentes redutores sob a forma de NADPH, geragela glicose-6-fosfato
desidrogenase (G6PD) um enzima chave da via dawmgssnfosfato, como ja foi
descrito anteriormente (Figura 1.1 e 1.3) (217)JZ289) (220).

NADP* NADPH+H*
GSH GSSG

H,0, H,O

O ciclo de oxidagcao-reducao em que participam asmes GR e GPx permite
manter a capacidade antioxidante nas células dedlea (Figura 1.1 e 1.3), por
estabilizacdo da razdo glutationo/dissulfureto ldéagono entre 1 e 4 (221) (222). A
literatura descreve diversos metais com capacigade inibir enzimas envolvidos no

metabolismo do glutationo, em particular o enzirhdagiono redutase, confirmando a
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importante interferéncia destes elementos no delmxidacao-reducdo do glutationo
(223) (224).

O gene gshl que codifica 0 enzimglutamilcisteina sintetase e o0 gene gsh2
gue codifica o enzima glutationo sintase encontsandiretamente envolvidos na
biossintese do GSH e cerevisiaeLeveduras mutantes nulas em gshl mostraram-se
totalmente dependentes de fontes externas de GStd pasegurar 0 seu
desenvolvimento, enquanto que mutantes nulas eghasiseguiram crescer em meios
nao suplementados. Além disso, mutantes deficiemtesgshl foram incapazes de
crescer em meios nao fermentativos como aqueleguenutilizam glicerol como fonte
de carbono (62).

A transferéncia de equivalentes redutores, solvragfale NADPH, para o ciclo
do glutationo é mediada pelo G6PD, um enzima cajmepfoi descrito anteriormente
com maior detalhe a propdsito da importancia da dés pentoses fosfato no
metabolismo energético, na disponibilizacdo de ypseEres metabdlicos que assistem
ao crescimento celular e na resposta antioxidaneudariontes (Figura 1.1) (225).

Para além dos enzimas do ciclo do glutationo, &dasepossuem uma linha
complementar de defesa enzimatica que esta enaohadremocédo das ROS ou na
reparacdo dos danos celulares por elas induzidesrtendo parcial ou totalmente as
condi¢cbes destressoxidativo. Os enzimas catalase que participam oreversdo do
peréxido de hidrogénio em dioxigénio e agua, saticoégarmente sensiveis a metais
devido a presenca do atomo de ferro do nucleo podicinico IX do grupo hemo. Em
S. cerevisia@xiste a catalase A com localizacdo peroxissomaA(C) e a catalase T

(CTT 1) com localizacéo citoplasmatica, ambas ataate acordo com a equacao:

H,0 » H,0+0,

A literatura revela que leveduras em fase estadrue ndo expressem 0S
genes ctalp, codificante de CTAl e cttlp codifiearde CTT1 exibem
hipersensibilidade a peroxidos, demonstrando aggapel relevante que estes enzimas

desempenham na resposta antioxidant®.derevisia€226).
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Os enzimas superéxido dismutase (SOD) que podemmasdocalizacao
citoplasmatica (Cu/ZnSOD, SOD1) e mitocondrial (MiE SOD2) catalisam a
conversao do radical anido superéxido em perdéxaedoidrogénio e agua:

20, ™

- \ > H,0,

2 o,

Os enzimas Cu/ZnSOD sao os principais respons@edésremocao do anido
superéxido do citoplasma e possivelmente dos p&somias. Os enzimas MnSOD
protegem maioritariamente o mitocondrio do radiaaldo superéxido gerado pelo
metabolismo respiratério (Figura 1.1). Estirpes tendo mutacbes no gene
mitocondrial do enzima MnSOD séo sensiveis a cdrexgho elevada de dioxigénio,
apesar do seu crescimento em niveis de dioxigémmsiérico ser aparentemente
normal. Em contraste, estirpes contendo mutacéegame Cu/Zn sod tornam-se
intolerantes a qualquer nivel de dioxigénio (227).

A célula pode entrar enstress oxidativo quando o fluxo de eletrdes no
mitocondrio por inibidores especificos ou conceg@tcalimitante de ADP ou ainda pela
presenca de xenobidticos que aceitem electrbesdizsiacrespiratéria e os transferem
para o dioxigénio. Em qualquer dos casos a formdeaadical anido superéxido e de
outras ROS é particularmente estimulada (213).

Os peroxissomas de levedura sao cruciais para aboistmo de substratos
especificos como residuos acilo, n-alcanos, D-aéeidos ou metanol. Estes substratos
comportam-se como indutores da biogénese de peomi&s, condicionando a
guantidade e a expresséo génica de enzimas penmessespecificos (228).

A geracao de ROS, maioritariamente(z pode ainda ocorrer, pela acado de
diversos enzimas peroxissomais, entre 0os quaiseseaam acil-CoA oxidases que
participam na degradacdo dos acidos gordospwaidacdo. Como consequéncia,
leveduras que crescam na presenca de residuos amiesentam niveis elevados de
catalases induzidos por quantidade elevada @ produzida nos peroxissomas (229).
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1.6. Influéncia da temperatura em sistemas biol6gis

A velocidade de qualquer reacdo quimica em meioogémeo depende da
frequéncia de colisbes entre reagentes, factor poe@e ser influenciado pela
concentracdo dos mesmos e pela energia cinéticéhguesta associada. Deste modo,
numa reagao entre um enzima E e um determinadtratabS, a frequéncia de colisdes
pode ser calculada pelo produto de uma constamtfEl{®]. Todavia, a frequéncia de
colisdes nao é proporcional a velocidade da reqgis,apenas uma pequena proporcao
dessas colisbes ocorre com energia suficiente, eagiande activacdo, Ea, para a
promover. A lei de Maxwell-Boltzman indica que agéio de moléculas de um dado
sistema que atinja esse minimo de energia a uma dathperatura, T, €
aproximadamente proporcional ao tereid*®T, onde R representa a constante dos

gases perfeitos. Deste modo, a frequéncia de eslisficazes é dada pela equacao:

Frequéncia de colisbes eficazes = v = constan{8]ETF*/RT (1)

a qual pode ser reescrita na forma: v = k[E#5]

onde, o coeficiente de velocidade, k, é igual aulpio de uma constante de tempo por

e Fa/RT "oy mais especificamente

k = pze—Ea/RT 3)

onde p representa a probabilidade de uma reacacepcmando os reagentes colidem
entre si e depende de varios fatores que incluerreatacdo das moléculas em colisao;
onde Z representa a frequéncia de colisdes, oy samero total de colisdes por
unidade de tempo, por unidade de concentracio URsaeacio bi-molecular; £4/RT
representa a fracdo total de moléculas reagentesecergia igual ou superior a de
activacao e k representa o coeficiente de veloeida@imo por exemplo.lpara a reagcéo
de formacdo do complexo enzima-substrato. O paran¥té um fator de energia
cinética que consequentemente varia com a tempardiu No entanto, pequenas
alteracOes desta, exercem um efeito relativamesgegno sobre Z (230) (231).

A relagcéo expressa na equacéao (3) foi descobemp@ieamente por Arrhenius
em 1889 (232), antes da teoria das colisdes des gas divulgada, sendo usualmente

representada pela equacéo
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k = Ae Ea/RT (g

Num sistema simples em equilibrionM/[E]t = kp, um coeficiente de velocidade
de ordem 1. Uma representagao grafica do loganiteperiano de Ma/[E]t em funcao
do inverso da temperatura, permite calcular a émeeyativacdo para o passo catalitico.
Na pratica, basta representar apenas o logaritrperia@o de ¥ax uma vez que a
velocidade maxima de uma determinada preparacaoporngional ao  tendo em
mente que a representacdo do lAém fungéo do inverso da temperatura 1/T € linear.
Como o Ky varia com a temperatura, ndo se pode assumir e determinada
concentracdo de substrato seja saturante em toxlasoradicbes de temperatura
estudadas. Para muitas reac¢des enzimaticaswxed¥pende de diversos coeficientes de
velocidade em que cada um deles pode ser afetadaligoacbes na temperatura.
Assim, a & calculada a partir da representacdo de Arrherétds sempre um valor
aparente ou "médio". A propria representacdo daekius pode ndo ser linear, se 0s
passos limitantes forem diferentes para as consliggetemperatura escolhidas. Em
alguns casos a representacdo grafica pode apresemtadeclive acentuado a
determinada temperatura, denominada de transicAde @s alteracbes damd
dependem do passo limitante. A temperatura dei¢@mpode ser correlacionada com a
composicao de residuos acilo da membrana celyegseimivelmente os resultados de
transicdo podem ser associados a alterac6es daZlda membrana. Uma queda brusca
na representacéao de Arrhenius sugere desnaturegigicp (233) (234). Para explicar a
necessidade de um minimo de energia para a espa#da de uma reacdo, Eyring
1935 (235) propbs a teoria do estado de transiE&ta teoria estabelece que as
moléculas reagentes devem ultrapassar uma badeieaergia e passar por um estado
de transicdo denominado complexo ativado antesadend produtos de reacdo. O
complexo activado é considerado instavel e trangitihde as ligagbes quimicas e a sua
orientacdo se encontram distorcidas. Quando ogméagatingem o estado de transi¢cao
estdo preparados para dar produto da reacdo aaxmantiependente da temperatura e
da natureza dos reagentes, isto €, transitam paur@lado da barreira de energia para
atingir o novo estado fundamental. Se assumirmdspétese do equilibrio entre
moléculas reagentes que atingem o topo da badeiemergia de ativacdo as diferencas
de energia podem ser descritas por funcées terd@mitias, K, AG*, AH*, AS’, assim

como pela Ee k, sendo o Kuma constante de equilibrio dindmica mais préxima d
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Km em vez de K Neste contexto o coeficiente de velocidade dgaegode ser

calculado de acordo com a equacao:

Os organismos vivos regulam as suas atividadesdellama as suas interacdes
com o ambiente para alcancarem a homeostase. ¢detaninimas nas condi¢bes de
crescimento nos limites de tolerancia dos sisten#slares sdo tamponadas pelos
componentes existentes. No entanto, em eventos asuteam alteracées ambientais
maioritariamente citotéxicas, como a subida da tFatpra, da concentracdo de acidos
ou solventes organicos ou da osmolaridade paradsniwaito elevados, ou ainda a
deplecao de nutrientes do seu ambiente naturali@ntg as suas aplicacdes industriais;
todos os tipos de células sdo capazes de distiagnatureza desse fator gieesse
ativar programas de resposta apropriados para aptamdm e sobreviverem. Esta
resposta multifacetada inclui remodelacdo metaddliparagem transitoria do
crescimento e alteracdes na transcricdo (236) (2333). A resposta celular dos
microrganismos ao choque térmico estresstérmico bem comeatressprovocado por
acidos ou solventes tem vindo a ser amplamentdatu(236) (200) (239) (240).

Na literatura encontra-se descrito que a elevacdoteidnperatura ou da
concentracdo de alcoois ou de acidos carboxiliodg provocar danos e desnaturacéo
de biomoléculas como proteinas, DNA e RNA. Alénsdjos sistemas membranares
podem ficar estruturalmente destabilizados e peritieados, gerando efeitos adversos
em processos associados as propriedades de men(@i3éha

A S. cerevisiagem sido considerada por diferentes autores comadaquado
sistema experimental para avaliar como as célulear®ntes reconhecem incrementos
graduais de temperatura, mecanismos sensoriaistraes térmico ou para testar
respostas moleculares ao choque térmico (237) (288. cerevisiaeapresenta um
otimo de crescimento entre os 25 e os 30 °C. Nanemtquando a temperatura atinge
0s 36-37 °C, ativa um programa de protecao tramenel, designado pdreat shock
respons€HSR) que provoca alteracdes fisiologicas ao rdaetomposicao lipidica das
membranas e do fluxo glucidico. Este microrganissnoutras leveduras mesdfilas
conseguem manter o crescimento a niveis de teraperstiperiores a 42 °C, embora

manifestem dificuldade em adaptar-se a exposicanica a niveis tdo elevados de
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temperatura, uma vez que os enzimas RNA polimdtasgcontram-se inativos (200)
(241). Como as leveduras suportam uma gama el@etiEamperatura durante um ciclo
diurno/noturno, os estudos por inducdo de choqueidé (HSR) (30-37 °C), tornaram-
se frequentes ao longo das ultimas trés décadasranh como alvo principal avaliar a
resposta metabolica condicionada pela reprogramatg@ioexpressdo geénica, em
particular ao nivel dos fatores proteicos regulesiala transcricao (200) (94). Embora a
subida de temperatura represente um estimulo ponpwachoque térmico com alteracao
repentina dessa condic¢do de crescimento, tem cammpal consequéncia secundéria a
geracado de quantidade excessiva de espécies sed#ivaxigenio (200) (203).

Estudos prévios desenvolvidos neste laboratéria pamliar a influéncia da
temperatura no crescimento & cerevisiaeUE-MEsz revelaram que o conteddo
proteico total e do sobrenadante pds 12@0diminuiu significativamente com a
temperatura entre 25 e 40 °C enquanto que o névetateinas do sedimento pés 12000
g aumentou no mesmo intervalo de temperatura (Relativamente a células expostas
a choque térmico 28/40 °C, o conteudo proteicd ®@o sobrenadante pds 12090
mostrou-se superior ao de células crescidas a 40CWhtudo, no sedimento,
enriguecido em mitocondrios e peroxissomas, margevieléntico ao determinado na
em células crescidas a 25 °C, mas inferior aosresmldeterminados nas leveduras
crescidas a 28 e a 40 °C. Estes resultados pemmitinferir que o aumento da
temperatura inibiu a producdo de biomassa ocerevisiadJE-MEs, resposta que
parece ter sido parcialmente revertida em levedugstas a choque térmico (242).

O mesmo estudo revelou que a razdo GSH/GSSG dersmtante pds 120@0
deS. cerevisiad)E-ME3 apresentou um minimo em células crescidas a ZB€@. No
entanto em células crescidas a 40 °C observou-saunmento altamente significativo
deste parametro relativamente a células sujeimsestantes tratamentos térmicos. Este
tipo de resposta ndo parece corresponder a ummieate da capacidade antioxidante
uma vez que o conteudo em tidis totais ndo prae(@sH + GSSG) atingiu o valor
mais baixo de qualquer dos ensaios de temperatpexisr a 25 °C. Provavelmente a
perda evidente de capacidade para estabilizar eeatelredutor intracelular a 40 °C
podera ser devida ao decréscimo altamente sigificala atividade G6PD com
indisponibilizacdo de equivalentes redutores stibraa de NADPH, indispensaveis ao
bom funcionamento do ciclo do glutationo (242). dad, o choque térmico 28/40 °C
reverteu o aumento da razdo GSH/GSSG e o decréstamactividade G6PD para
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valores proximos dos detetados em células cres@das°C. O estudo preliminar
revelou ainda que o maximo de actividade CTT1 e CTd observado em células
crescidas a 28 °C, ocorrendo um decréscimo sigtiific destes parametros em células
cujo crescimento foi mantido a temperatura supai@8°C. Os enzimas catalase em
choque térmico 28/40 retomaram 6timos de activigagigficativamente superiores aos
detetados a 28 °C (242).

Pelo exposto, pdde-se assumir que o 6timo de anestdS. cerevisiad)E-ME3
manifestou-se a 28 °C enquanto que o limiar infedi® sobrevivéncia foi detetado
quando as leveduras cresceram a 40 °C. Outro asget@ante prende-se com o facto
de as perturbacbes no crescimento e marcadoresidahtes, descritas previamente
para células crescidas a 40 °C, parecem ter sidotidas em condicdes de choque
térmico 28/40 °C (242).

1.7. Nanoparticulas de dioxido de titanio

A nanotecnologia € uma area em desenvolvimento nexmial que utiliza
nanomateriais, definidas na norma ISO/TR 27.628)2bmo particulas com um
didmetro nominal inferior a 100 nm (Figura 1.4)mcorigem em fontes primarias ou

naturais e em fontes secundarias ou artificiais.

coloides

nanopaticulas ar

——
Particulas

ultra-finas

A

Figura 1.4 Definicdo de diferentes classes de particulagppfada de (244)).

As nanoparticulas tém sido utilizadas na indusfpigmica, no diagndstico
clinico, na administracdo de medicamentos e naitegenica e do cancro (245) (246)
(247). Essas substancias podem ser mono ou mudtidimnais e apresentar estrutura
interna/externa organizada ao nivel da nanoescAt. nanoparticulas exibem
propriedades e carateristicas novas, comparatiangem as detetadas no mesmo tipo

de compostos com organizagdo macro ou micromole¢@ik8). Os nanomateriais
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incluem, por exemplo, metais ou O0xidos de metaasotubos de carbono, fulerenos,
silicatos, nanoparticulas organicas ou nanocongsgi248).

Algumas nanoparticulas tém sido utilizadas na neagdid de processos
bioguimicos, sendo promissora a sua aplicacdo @miajerapia do cancro. Estudos
realizados no dominio da nanotecnologia estabelapgmos nanomateriais possuem
trés propriedades peculiares que condicionam agi@ massa fixa, densidade unitaria
e biorreatividade superficial (249) (250).

Embora o termo nanoparticulas designe apenaswgasguto seu estado isolado e
0S seus agregados e aglomerados ndo sejam abmsapgidesta designacao, estes tém
sido, na maior parte dos casos, incluidos em estcmim nanomateriais, razéo pela qual
muitos autores utilizam atualmente o termo nanapdats de forma mais abrangente
(251).

Apesar de a dimensdo molecular das nanoparticudsis censiderada a
carateristica que melhor as define, a sua formangbém determinante do seu
comportamento reacional. Por exemplo, nanotubasad®ono, de fulerenos e de folhas
de grafeno exibem propriedades quimicas distidtigsn disso, a atividade catalitica de
nanoparticulas de 6xidos de metais pode ser fontmafluenciada pelo tamanho e
pela sua organizacdo espacial. A geracdo de rad@Hi pela dissociacdo do solvente
(agua) devido a interacbes de superficie podeendiar fortemente as propriedades de
nanoparticulas metalicas (252) (253) (254).

Apesar de recentemente ter aumentado a quantica@stddos que procuram
estabelecer uma relacdo coerente entre a atividadégica dos nanomateriais e
propriedades fisico-quimicas que lhe séo ineretes 0 tamanho, a organiza¢cdo no
espaco ou a fase em que se encontram, existe @mdiango caminho a percorrer para
detetar e caraterizar com certeza 0s seus potemfaios bioldgicos (245) (255) (256)
(250) (257) (256) (258). Por exemplo, estudos zadlbs por Warheit e colaboradores
em 2007, para avaliar a toxicidade de nanopartcdi dioxido de titanio de trés
tamanhos moleculares e duas fases cristalinastdstem pulméao de rato, revelaram
numa primeira aproximacao nao existir correlac&oeem toxicidade e o tamanho ou a
area superficial desses materiais. Todavia, undesnais aprofundado, realizado pelo
mesmo grupo de investigadores, onde foram avaliadosfeitos de trés amostras de

nanoparticulas de didxido de titanio, com fasealims e dimensdo molecular distintas,
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sobre fibroblastos e células epiteliais de pulmammdmo, detetou alteracbes
toxicoldgicas correlacionaveis com a area supetfdas nanoparticulas (256).

Aléem do que foi referido anteriormente, estudodizados por Oberddrster
(259) (250), para avaliar a toxicidade pulmonapddiculas de dioxido de titanio com
20 nm (80% anatase) e 250 nm (100% anatasio) em saperiram que a area
superficial poderia determinar a intensidade d@destinflamatério pulmonar. No
entanto, esses autores ndo conseguiram demonstiamaa inequivoca que o tamanho
e a fase cristalina dessas particulas influenciaaesua atividade biologica. Tal facto
podera ser devido a caraterizacao insuficienteatiasstras, em termos de dimenséao
molecular e fase cristalina (260).

O tithnio € um metal de transicdo relativamentéefa dutil, localizado no
quarto grupo da tabela periédica que apresentadsvpontos de fusdo (1668 °C) e de
ebulicdo (3287 °C), baixa massa especifica de ¢.64° e modulo de elasticidade
acima de 12,7 x TOMPa (261). A grande resisténcia e relativameniealdensidade do
tithnio estdo relacionados com a distribuicdo @héta desse elemento que permite o
estabelecimento de ligacdes fortes e longas estaoonos do metal (262).

As propriedades benéficas dos Oxidos de titani@a jpar seres vivos, como a
biocompatibilidade, baseiam-se na sua organizagdoca&madas que se estabelece
naturalmente em ambientes oxigenados (262).

Cerca de 90% dos minerais de titanio da crostaedwe sao utilizados na
producdo do dioxido de titanio. A opacidade, alyussisténcia ao ataque quimico,
poder de cobertura e baixa toxicidade do dioxidditdaio (TiQ), faz com que seja
amplamente utilizado no fabrico de tintas, pap#stico, borracha, fibras, vernizes,
préteses (263).

Uma consequéncia inevitavel do rapido crescimergondnotecnologia diz
respeito a exposicao dos seres vivos, em particulaomem, a nanoparticulas e sua
toxicidade (264) (244) (248) (265). As nanopartisulle TiQ (TiO2>-NP)utilizadas nos
protetores solares possuem elevado nivel de peéefrdacto que facilita a sua
absorcao pelo sistema linfatico, ao passo quecp&si com mais de 1 mm de didmetro
nao o conseguem. Estudasvivo revelaram que a exposicado de animais de labavatori
a TiO>-NP desencadeia inflamagédo pulmonar causando danogogigen levar a morte
celular (266) (250) (267).
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A superficie das nanoparticulas de didxido de ibt@apresenta uma camada de
atomos de oxigénio e outra de atomos de titaniscediveis a alteracdes de carga
superficial que varia de acordo com o pH do meitdeass nanoparticulas se encontram
inseridas. Desta forma meios com pH a variar eptfeconferem as nanoparticulas
carga nula; pH >7, carga negativa e pH < 5, caggitipa. Quando o pH se encontra
localizado entre 5-7, as nanoparticulas formam nagtados, devido ao potencial
eletroestatico de superficie nulo, devido a fakarepulsdes, diminuindo a sua area
superficial devido a aglomeracao. (268).

Além disso, a carga constitui um factor muito impote ndo sO nha
determinacdo da estabilidade de complexos, masémamia extensdo das interacoes
NP- membrana celular (269). A membrana celular epouso exibe um potencial de
membrana de aproximadamente -70 mV. Este é assleguar dois fatores: a
permeabilidade da membrana plasmatica a diferéige<se a diferenca de concentracéo
ionica entre os fluidos intra e extracelulares. f@@aa carga interna e externa da
membrana difere entre si, diz-se que a membranansentra polarizada. Do lado
interno da membrana, moléculas como proteinas,eétidbs, e grupos fosfato de
diversos intermediarios encontram-se carregadosatinagiente (anides). Devido as
interacOes electroestaticas que estabelecem caminfanca atraem outras moléculas
de carga positiva para o lado externo da membi2r@).(Fatores como a variacdo da
temperatura ou de pH do meio provocam a despot@iaczdocal da membrana e
consequente abertura de canais de sodio dependent@erenca de potencial. Quando
os ides carregados positivamente entram na c@utetencial de membrana torna-se
menos negativo, cessando ou diminuindo a importdedmargas positivas (270).

O processo de internalizacdo de nanoparticulaséértas de levedura encontra-
se ainda parcamente descrito, contudo, alguns esutiirmam queSaccharomyces
cerevisiaeapresenta maior resisténcia a internalizacdo depaaticulas de titanio do
gue bactérias Gram (+) ou células animais, umaquez a rigidez estrutural da sua
parede celular parece minimizar a absorcdo diretaahoparticulas (271). Contudo,
interacdes nanoparticulas-célula podem induzir rendgdode novo de poros com
dimensao superior a habitual e assim fomentar andemalizacdo através da parede
celular (272). Quando as nanoparticulas atingenembrana celular, podem interagir
com esta de forma especifica, por interagcdo do liggmndo-recetor ou de forma

inespecifica, despoletando a formacdo de invéluanesmbranares que envolvem as
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nanoparticulas e as transportam para o interialare(273). Assim, as nanoparticulas
podem atravessar a membrana utilizando proteinasadsporte ou canais ionicos da
membrana ou por endocitose. Quando o processoadsptirte de nanoparticulas

envolve proteinas ou canais ionicos, estas podesrcexefeitos prejudiciais diretos

sobre a membrana, modificando a sua composicadidipie fluidez, através de um

mecanismo adaptativo que provavelmente envolvgw@aedo de atividades insaturases
especificas. (274).

No interior celular, as NP podem invadir vérios arglos como o reticulo
endoplasmatico ou complexo de Golgi, interferindis processos metabdlicos que
neles ocorrem com eventual geracdo de ROS (274).(27 bibliografia revela que
danos no DNA mediados por agentes oxidantes coestitum fator chave na morte
celular por apoptose. Alguns autores descrevem i@-NP como indutoras de
apoptose em diversos tipos de células, embora @ansemos de sinalizacdo que
conduzem a morte celular permanecam, na maior gageasos, por esclarecer (276)
(277) (266). Contudo, alguns estudos sugerem @p®ptose induzida por TENP em
linfécitos humanos ocorre por ativacao de casp@es (276).

Estudos prévios realizados no nosso laboratérice el testaram diferentes
niveis de concentracdo de nanoparticulas de di@editanio (0,1-5 pug/mL) revelaram
gue culturas deS. cerevisiaecrescidas a 28 °C, utilizando glicose como forge d
carbono e expostas a BHIP (5ug/mL) exibiram um minimo de biomassa celular
produzida, um decréscimo da razdo GSH/GSSG, umatharrclestressoxidativo, bem
como um decréscimo das atividades enzimaticas GPkAel. Apesar de também ter
ocorrido um aumento das atividades GR e CTT 1, nesepca de TiONP, essa
eventual resposta antioxidante foi insuficiente apastabilizar o ambiente redox
intracelular e consequentemente prevenir a moitdacalespoletada pela presenca de
nanoparticulas no meio de cultura (278).

A continuacéo dos referidos estudos prévios reddizano nosso laboratério
revelou ainda que a exposicaoSlecerevisiadJE-MEz acima dos 28 °C induzia morte
celular, ocorrendo menor sobrevivéncia a 40 °Gtaeépie foi revertido na presenca de
TiO2-NP na concentragdo de 1pg/mL, refletido pelo adonelo conteudo total de
proteinas, tidis ndo-proteicos e atividades enzoastALP, G6PD, CTT e CTA. O
nivel de ROS intracelular apresentou um maximo €éfulas crescidas a 28 °C na
auséncia de Ti@NP com aumento significativo desse valor em célafascidas na sua
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presenca, em qualquer das temperaturas testadapi@a 40 °C onde assumiu valores
residuais. No entanto, o nivel de ROS determinadocélulas submetidas a choque
térmico 28/40 °C, apresentaram surpreendentementealor menor, ainda que um
pouco superior ao determinado em células cultivadé°C.

Todavia,S. cerevisiadJE-MEs, proliferativas, sujeitas a choque térmico 28/40
°C, durante 200 min, responderam a exposi¢do aN®(1pug/mL) com aumento da
morte celular expressa no decréscimo do conteudpretainas total do sobrenadante e
do sedimento p6s 120@0 peso seco, tidis ndo-proteicos, ou das atividadesnaticas
ALP, G6PD e CTA 1. Células em choque térmico 28/1@0exibiram também um
minimo de concentracdo de MDA comparativamente asnaalores determinados em
qualquer dos ensaios de variagdo de temperatupaesanca de Ti&ONP (1pug/mL).
Esta resposta pode dever-se aos niveis elevadé3 d e moderados de CTA 1 que

parecem compensar eventuais efeitos oxidantesgef@eratura e nanoparticulas.
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A Saccharomyces cerevisi@eum organismo cujas respostas ao potencial de
destruicao resultante de alteragces ambientaisluzem a atenuacéo ou inibicao total
do crescimento, pela inducdo de genes que codifpraieinas envolvidas na reparacao
de danos intracelulares, com perda de capacidademande reparacdo dos materiais
celulares e de retorno a condi¢cdes de crescimeleiguadas. Por outro lado, bloqueiam
ainda a traducdo de proteinas ribossomais, de aszenvolvidos no metabolismo
glucidico, de desintoxicacdo de ROS,faldling e degradacéo de proteinas, que podem
ser interpretadas como uma resposta directstrassexpressa em diminuicdo de taxa
especifica de crescimento (84).

Na literatura encontra-se descrito que os niveiR@S intracelular aumentam
com a temperatura, podendo situacdes de choqueceérser interpretadas como
equivalentes a condi¢cdes de inducacsttessoxidativo (85), onde a sobreposicao de
choque térmico com outro agente steesscomo metais de transicdo pode despoletar
respostas pré e antioxidantes que contribuam panmmode celular ou para a
termotolerancia (62).

As semelhancas entre a repressdo do metabolisrdatioxi deSaccharomyces
cerevisiae Crabtree-positiva, na presenca de fontes de warbéo-fermentativas e a
glicOlise aerObia detetada em células tumoraiprga a sua importancia como
modelo para rastreio da resposta a agentes tei@®ainti-tumorais. O facto de as
propriedades fisico-quimicas de nanoparticulas e®imde transicdo dependerem da
sua dimensdo molecular, dota-as de reatividadeedifeal sobre os seres vivos,
tornando-as candidatas a agentes anti-tumorais.

Assim, procurar-se-a avaliar como a exposicaonaperticulas de didxido de
tithnio (TiO:-NP) com diferente area superficial modula o efelitabtree emsS.
cerevisiaeenvolvendo a execucao das tarefas:

i) avaliacdo da viabilidade e danos celularesSroerevisiaeexpostas a Ti&

NP, em choque térmico.

i) caracterizagdo do catabolismo oxidativo e fertaBvo da glicose ens.
cerevisiaeexpostas a Ti®NP, em choque térmico;

iii) caracterizacdo da resposta antioxidante edalga ao choque térmico psr

cerevisiaeexpostas a TieNP.
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3.1. Estratégia

A concretizagdo dos objetivos tracados para edtegl@sobedeceu ao plano

estratégico que se passa a descrever:

Local de realizacdo: Laboratério de Bioguimica A, Departamento de Quimica;

laboratorios do Instituto de Ciéncias Agrarias ebdentais Mediterranicas, Escola de

Ciéncias e Tecnologia, Universidade de Evora, Evora

Financiamento: Fundos FEDER através do Programara®peal Fatores de
Competitividade — COMPETE e por Fundos Naciona®svats da FCT — Fundagéo para
a Ciéncia e a Tecnologia, no ambito dos Projectostrategicos PEst-
C/AGR/UI0115/2011 e PEst-OE/AGR/UI0115/2014

Modelo bioldgico:Saccharomyces cerevisastirpe UE-ME

Fornecedor: colecéo do laboratorio de Enologia diadysidade de Evora

Composto em estudo: TINP (5ug/mL) com diferentel molecular (<25 ou <100 nm)

Outros agentes daress fonte de carbono (glicerol e/ou glicose);
choqueméo 28/40 °C (HS)

Tratamentos:

Ensaio 0 duas condi¢cdes experimentais, na prinasi@lulas foram mantidas em meio
YPG ao longo de todo o ensaio, na segunda condigaerimental apos as culturas em
YPG atingirem a fase exponencial média foi induzidefeito de Crabtree pela adi¢cdo
de glicose (2 %), meio YPGD durante 200 min.

Ensaio A adicdo de T&ENP (5pug/mL) comO molecular <25 ou <100nm, 100 min
apos a inducéo do efeito Crabtree (YPGD), com auld8.

Ensaio B adicao simultanea de glicose (YPGD) e-N® (5ug/mL) comO molecular
<25 ou <100 nm com ou sem HS.
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Fracdes celulares:

» Sedimento pds-1209Cm Tampao Tris-sacarose (Tris-acetato (0,01 M)
pH 7,5; sacarose (0,25 M)) (sedimentoTris-sacarose)

* Sobrenadante po6s-12@P0em Tampdo fosfato (10mM) pH 7,0
(sobrenadanteTP);

 Sedimento p6s-12000 em Tampao fosfato (10mM) pH 7,0
(sedimentoTP).

Parametros analisados:

Crescimento e viabilidade celular, CFU e ALP

Marcadores enzimaticos do metabolismo energétictK,H°YK, PDC, ADH, DLD,
CS, SDH, NDE1, MAE1, MDH1, MDH3, MDH2 e G6PD

Marcadores enzimaticos antioxidantes: GR, GPx, SGOD2, CTT1 e CTAl

Marcadores ndo enzimaticos antioxidantes: GSH eG5SS

Marcadores detressoxidativo e danos celulares: ROS e MDA

Técnicas utilizadas: Potenciometria; dispersdo d&enais por ultra-sons; gravimetria,;

esterilizacédo pelo calor seco/himido; cultura deronganismos; desintegracéo celular
por ultra-sons; centrifugacdo diferencial; espettia de absor¢cdo molecular;

espetrometria de fluorescéncia

Andlise estatistica dos resultados: Analise dédaara simples, vulgarmente conhecida

por ANOVA |, teste de significancia de Duncan.

Desenvolvimento do trabalho: decorreu como se dr&@umarizado no diagrama do

trabalho apresentado na seccéao 3.2 seguindo-sacedimento experimental e analise

estatistica dos resultados descrito na sec¢ao 3.3.
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3.2. Diagrama do trabalho

Preparaciode TiO,-NP &1
dispersdo por ultrasons ——
(Federici, 2007; Lovern e Klaper, 2006)

28°C; 150 rpm
| Turbidezgsop.., ~0,8

! | }

ENSAIO 0 ENSAIO A ENSAIOB

0 min 200 min 0 min 100 min 200 min |/ ' 0 min 200 min
L 1 L 1 1 } 1
! Ll . x L Glicose L
Glicose NP< 25am ou -
/ 0 min 200min [l 0 min 100 min 200 min / olni- zool-i-
L
4 i + t ] t i

YPGD) NP<100am
Glicose HS (YPGD)

(YPGD) HS

Glicose
(YPGD)

0 min 100 min 200 min o= 200wl
L L 1 T :
¥ 1 Glicose
Glicose NP< 25am ou (YPGD)
(YPGD) NP< 100n0m NP< 250m ou
I HS NP< 100nm
HS

Taxa de crescimento Viabilidade celular

(Turbidezggpm to € o) (cfu ty e tzoo) "
Pesoseco Lise celular
em meio MTE p-:-—‘! em tampao fosfato
Centrifugacao 2 Centrifugacao
12000g; 30min F112000g; 20min
Sedmenopos 2o0gem i i 200
TampaoTris-sacarose 10 mMpH 7,5 D Bl Sedimento p6s-12000g em
Je Tampao fosfato 10mMpH 7,0
(@ N
Ativ. Enzim. Contetidos AL
Ativ. Enzim. Contetdos L€ )
Protei -ALP Bretaudiere,1984)  -GSH (Hissin, 1976) Ativ. Enzim. Contetidos
-NADH]1Herrero, 2008) rorema GSSG -Proteina
_SDH (Singer, 1974) Fommy 250 HE Bugge 1089 (S 205 -MAE1 (Wynn, 1999) (Lowry, 1951)
£ i -M ra, 197
CS (Kim, 1986) PK (Maitra, 1970) L (Oblaaws, 19790 -SOD2 (Oberley e Spitz, 1984)
= > Durfinova, 2007)
-PDC Bergmeyer, 1983) -CTA1 (Beers,1952)\
-ROS (LeBel, 1990)
-ADH (Postma, 1989)
-Proteina (Lowry, 1951)
-LDH (Bergmeyer, 1983)
-MDH2 (Wynn, 1999)
-G6PD (Postma, 1989)
5 Atividades enzimaticas e contetidos
-GR (Goldberg e Sponer, 1987) determinados por espetrometria de
GP . fluorescéncia ou espetrometria de
~ULX(Flohé1984) absorcio molecular
-SOD1 (Oberley e Spitz, 1984)
-CTT1 (Beers,1952)
N J

- Y

Analise estatistica por SPSS utilizando ANOVA e teste de Duncan.
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3.3. Procedimento experimental
3.3.1. Cultura de microrganismos e delineamento dansaios

Neste estudo foi utilizado como modelo biol6giceuxarionteSaccharomyces
cerevisiae UE-ME3, estirpeisolada de mostos de vinhos regionais do Alentejo,
depositada na colecéo do laboratério de Enologidrdeersidade de Evora e utilizada
no nosso laboratério, desde ha alguns anos, emosstigstresse regulacdo metabolica
em presenca de fenilureias, triazinas, organocbsradmetais de transicéo (110) (111).

Coldnias isoladas de levedura, armazenadas no tedss@torio a -80 °C, em
meio de cultura e glicerol (30 %), permitiram obtattura fresca d&. cerevisiadJE-
MEs em meio liquido YPG (extrato de levedura (1 %ptpea (2 %) e glicerol (3 %))
mediante crescimentavernightcom agitacdo constante (180 rpm) a temperatu28de
°C. Estas leveduras foram utilizadas para inieiar,meio YPG (1/3 de liquido para 2/3
de ar) com agitacdo constante (150 rpm) a temparate 28 °C, as culturas que

constituiram os ensaios designados por Ensaio $hi&m e_Ensaio B (Figura 3.1).

Estes ensaios foram delineados de forma a perputimpreender a influéncia das
condicdes de cultura na taxa especifica de crestimea viabilidade e disponibilidade
de fosfato inorganico, no metabolismo energétiataecapacidade antioxidante 8e
cerevisiag decorreram do moment, tcorrespondente a fase exponencial média
(turbidezsonnd 0,8) a0 momentado, apos 200 min de crescimento.

O Ensaio 0 foi constituido por duas condicbes empmtais, na primeira as
células foram mantidas em meio YPG ao longo de todasaio, isto €, de & bog, Na
segunda condicdo experimental apds as culturas @G afingirem a fase exponencial
média (t) foi induzido o efeito de Crabtree e® cerevisiadJE-MEs pela adicdo de
glicose (2 %), meio YPGD durante 200 mindjt(Figura 3.1).

O Ensaio A foi estabelecido com o objetivo de arade a adicdo de TiNP
com diferente dimens@o molecular (NP <25 ou NP <1, 100 min apds a inducao
do efeito Crabtree (YPGD), sujeitas ou ndo a chdgumico (HS), exibia capacidade
para reverter o referido efeito. Neste ensaio forewnstituidas cinco condicdes
experimentais pela exposicao a P (5 upg/mL) de diferente dimensao molecular
(NP <25 ou NP <100 nm) ou pela introducdo de H8rahdo a temperatura de 28 para
40 °C, na auséncia ou na presenca de-lN 100 min (foo) apos a adi¢éo de glicose

(YPGD em ¢) perdurando o crescimento até (Figura 3.1).
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O Ensaio B foi estabelecido com o objetivo de avadie a adicdo inicialofte
simultdnea de glicose (YPGD) e BOP (5 pg/mL) sujeitas ou ndo a HS, exibia
capacidade para evitar a evolucdo para fermentex@bia, determinada pela presenca
da glicose. Neste ensaio foram também constititdas condi¢cdes experimentais pela
exposicdo a TidNP (5ug/mL) de diferente dimensdo (NP <25 ou NP <100 om)
pela introducdo de HS na auséncia ou na presenG&deNP em simultaneo com a

adicdo de glicose (YPGD) em) permanecendo crescimento atéd (Figura 3.1).

Ensaio 0 Ensaio A Ensaio B

0 min 200 min 0 min 100 min 200 min 0 min 200 min

1 1 1 . 1
__: : LLLEL | 1 1 I 1
NP< 25n0m ou

NP<100nm

NP<25nm ou
NP<100nm

0 min 200 min 0 min 100 min 200 min 0 min 200 min

0 min 100 min 200 min 0 min 200 min
i 1 4 PTTIT) |
T T 1 I 1
NP< 25nm ou
NP<100nm
HS NP< 25nm ou
NP< 100nm
HS

Figura 3.1 Diagrama representativo do delineamento das coesligéxperimentais nos ensaios
estabelecidos para o estudo da influéncia das deslide cultura na taxa especifica de
crescimento, na viabilidade e disponibilidade dsfdtw inorganico, no metabolismo
energético e na capacidade antioxidant8aecharomyces cerevisibdE-MEs.

3.3.2. Procedimentos preambulares

Neste capitulo foram descritas algumas execucdesdiriais que antecederam
0 ensaio de exposicado das leveduras a glicosen@padiculas e/ou choque térmico,
destacando-se a preparacdo de suspensdes de tiaotgzarAlém disso a descricao de
métodos utilizados na determinacdo de conteudasacet e atividades enzimaticas,
como a determinacdo do peso seco, a obtencao @edraelulares e a quantificacao

proteica também foi abordada nesta seccéao.

3.3.2.1 Preparacao de nanoparticulas

Atualmente observa-se um incremento dos estudospp@iram estabelecer
uma relacdo entre a atividade biolégica dos narenmét e as propriedades fisico-
quimicas que lhe sdo inerentes, tais como a dirnemsdecular, contudo, existe ainda

um longo caminho a percorrer para detetar e caatars seus efeitos bioldgicos (245).
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A opacidade, alvura, resisténcia ao ataque quinpoaler de cobertura e baixa
toxicidade do dioxido de titanio (T¥D faz com que seja amplamente utilizado no
fabrico de tintas, papel, plastico, borracha, Bbraernizes, proteses, bem como na
forma de nanoparticulas de TiOhomeadamente em protetores solares (262).
Consequéncia inevitavel do rapido crescimento deteanologia é a exposicdo dos
seres vivos, em particular o homem, a nanopartiaila ampliagdo do campo das suas
aplicacdes (244) (264) (265).

Assim, neste trabalho nanoparticulas de diéxidotithmio, com diferente
dimensao molecular, foram utilizadas com o objetlecampliar o conhecimento sobre
a sua influéncia na taxa especifica de crescimaatwjabilidade e disponibilidade de
fosfato inorganico, no metabolismo energético ecapacidade antioxidante d&
cerevisiae Neste projeto de doutoramento foram utilizadassdureparacdes de THO
NP, uma de dimenséo inferior a 100 nm, area swpmrfi14.0 nf/g e grau de pureza
superior a 97 % e uma outra de dimensao infer®% am, area superficial 45-554y e
grau de pureza superior a 99,7 % na forma anaadegs adquiridas a Sigma-Aldrich.
O processo de preparacdo da suspensdo deNRCG<100 e Ti@-NP <25 foi anélogo
nas duas situacdes e iniciou-se pela preparacdospensao de TENP (50 pug/mL)
em agua ultrapura estéril a qual foi homogeneizawia banho de ultra-sons com
frequéncia de 35 kHz durante 40-60 min, tendo-sempanhado a formacdo da
suspensao tracando o espectro de absorcdo moleottar250 e 700 nm, o qual, no
final da preparacéo, apresentava um maximo de g@sar 329 nm (Figura 3.2) (279)
(280).

05
04
03 |

< 02

0,1

0 1 1 1 1 1 1 1 1 J
250 300 350 400 450 500 550 600 650 700

A (nm)

Figura 3.2Espectro de absor¢do molecular de NP
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3.3.2.2. Determinacgao do peso seco

A guantidade total de biomassa formada nas difesezindi¢cdes experimentais
foi estimada pela determinacdo do peso seco nb dmansaio ¢bo). Assim, foram
recolhidas aliquotas nas cinco experiéncias indbgeas de todas as situacdes testadas
e levadas a secura em estufa a 80 °C até se obpesmconstante, pela pesagem em
balanca microanalitica. Os valores de peso seamfantilizados para expressar o
conteudo especifico em GSH, GSSG, ROS e MDA.

3.3.2.3. Fracionamento celular

Decorridos os ensaios, com duracao de 200 mirglakas foram recolhidas por
centrifugacdo a 5000 durante 15 min a 4 °C, lavadas trés vezes em ldigeatilada
estéril e recolhidas por centrifugacdo diferenai&D00g durante 15 min a 4 °C, apdés a
qual o sedimento foi ressuspendido em tampéo fogl@s mM) pH 7,0 e as células
lisadas recorrendo a homogeneizador de ultra-gurso( de 0,1 kHz de 10 em 10 s
durante 3x5 min). O homogeneizado celular obtidio sidometido a centrifugacéo
diferencial a 500@ durante 15 min a 4 °C, ap6s a qual o sobrenada@int®vamente
centrifugado a 1200@ durante 30 min a 4 °C. O sobrenadante foi entéolmelo
(sobrenadanteTP) e o sedimento foi ressuspendiddrainde tampéao fosfato (10 mM)
pH 7,0 (sedimentoTP) (281) (282). Na preparacao frdgdo celular rica em
mitocondrios no final dos ensaiosgof as células foram recolhidas por centrifugacao a
50009 durante 15 min a 4 °C, lavadas trés vezes emlidastilada estéril e recolhidas
por centrifugacéo diferencial a 50§Gurante 15 min a 4 °C, ap0s a qual o sedimento
foi ressuspendido em tampao TEM (Tris-acetato (@)0pH 7,5; EDTA (1mM) e
manitol (0,25 M)) e lisado, recorrendo a homogesdiz de ultra-sons (pulso de 0,1
kHz durante 10 s durante 3x5 min). O homogeneizadglar obtido foi submetido a
centrifugacao diferencial a 50@0durante 15 min a 4 °C, ap0s a qual o sobrenafiainte
novamente centrifugado a 120§@urante 30 min a 4 °C e o sedimento pos 1200
ressuspendido em tampao Tris-sacarose (Tris-ac#d M) pH 7,5; sacarose (0,25
M)) para posterior utilizagdo como sedimentoTrisasase (283).

As fracOes celulares correspondentes ao sobremddntsedimentoTP e
sedimentoTris-sacarose foram repartidas em aliguetaguardadas a -20 °C para
posterior determinacdo de conteudos celularesveladies enzimaticas de acordo com
0s procedimentos descritos nas secc¢oes 3.3.3: 3.3.
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3.3.2.4. Quantificacdo de proteinas

A determinacdo da concentracdo de proteina taéabpte nas diferentes fracdes
celulares anteriormente preparadas tornou-se rég@gsara o calculo da atividade
enzimatica especifica. Para esse efeito, utilizoa-sétodo descrito por Lowry (284), o
qual recorre a reacao entre a ligacéo peptidic@-{NEl-) e o sulfato de cobre em meio
alcalino para gerar um complexo de cor azul. AGeamntre os residuos de aminoacidos
aromaticos (tirosina e triptofano) e o reagent&alan-Ciocalteau (molibdato, tungstato
e acido fosfdrico), catalisada por ides’Gwa pH alcalino gera como produto final um
complexo de heteromolibdénio que apresenta cor gmel melhora a sensibilidade do
método. Estes cromodforos podem ser doseados petr@sietria de absorcdo molecular
ao comprimento de onda maximo de 720 nm.

A execucdo do método consistiu na preparacao dgeméa de Lowry, pela
diluicdo de sulfato de cobre (1 %) e tartarato@dcse potassio (2 %) em carbonato de
sédio (2 %) (1:1:98), seguida da diluicdo da saucdmercial de reagente de Folin-
Ciocalteau em agua destilada, na proporcdo de rh:JAgua ultrapura. A curva de
calibracdo foi preparada no intervalo de 25 a 2§nL recorrendo a uma solucéao de
albumina de soro bovino (BSA) como padrdo. A qidi@atdo do teor proteico nas
diferentes fracbes celulares exigiu a sua diluipéévia com NaOH (0,5 M) na
propor¢cado mais conveniente. A formacéo dos croméféwi conseguida pela adicdo de
5 mL de reagente de Lowry a 1 mL de solucdo padedBSA ou de amostra, seguida
pela agitacdo em voértex e de 10 min de incubacatendperatura ambiente.
Posteriormente adicionou-se a mistura de reacdonf,5de reagente de Folin-
Ciocalteau, seguido de agitacdo no vortex e de BOd®a incubacdo a temperatura
ambiente. ApGs o tempo de repouso, leu-se a absnavé 720 nm, sendo determinada
a concentracdo de proteina nas diferentes fragdelmmes por interpolacdo grafica na

curva de calibracdo gerada com as solucdes padrB8A.
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3.3.3. Influéncia das condi¢cfes de cultura na tax@specifica de crescimento,
viabilidade e disponibilidade de fosfato inorganicemsS. cerevisiae

Em meio adequado, os microrganismos encontram-se mstado de
crescimento equilibrado, periodo durante o qualodecduplicacdo da biomassa,
acompanhada da duplicacdo de outras propriedadgsoaacéo celular como o
contetdo em proteinas, DNA, RNA e &gua, mantenda gonstituicdo quimica
constante (285). Uma cultura microbiana em cresdinequilibrado mimetiza uma
reacdo autocatalitica de primeira ordem, na quaklacidade de crescimento dos
microrganismos num dado tempo é proporcional a andssmicrorganismos presentes
nesse instante. A constante de proporcionalidade um indice da velocidade de
crescimento denominado constante de velocidadeegeimento (83). Métodos como a
determinacao do peso seco, da turbidez, bem cawali@cdo da viabilidade celular de
leveduras pela determinacdo do numero de unidadesdoras de colonias (CFU) déao
informacdo sobre o crescimento microbiano assoceddivisdo celular. Contudo,
raramente o0 crescimento celular se mantem a veldeidonstante durante um espaco
de tempo alargado, encontrando-se esta restridaciamada com a limitacdo de
nutrientes disponiveis ou pela acumulacdo de posdwbxicos ao metabolismo,
conduzindo ao abrandamento do crescimento (83psfatase alcalina é crucial para o
metabolismo do fosfato e a sua especificidade vedatle é decisiva nos processos
bioldgicos, uma vez que participa na rutura decfiga com potencial quimico elevado,
com libertacdo de fosfato inorganico. O potenciahyco disponibilizado podera entéao
ser utilizado pela célula na manutencdo da homsmsta fosfato inorganico (Pi), na
sintese e degradacdo de polifosfatos, surgindoamuwiezes associado, a processos
como proliferacdo, diferenciacdo, sinalizacdo, aggo e defesa celular, meiose,
mitose, apoptose ou ainda na modulacdo do metaimldos acidos nucleicos (126)
(127) (128).

3.3.3.1. Calculo da taxa especifica de crescimento

A utilizacdo da espetrometria de absorcdo molecuokardeterminacdo da
turbidez de uma cultura microbiana € um dos pounésodos disponiveis para
monitorizar o crescimento celular. Assim, de forampermitir a determinacao da taxa
especifica de crescimento (u) foram retiradas deissrde cultura aliquotas aos tempos
to e boo para leitura da turbidez a 640 nm. Os valoresulkidezsonm permitiram
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determinar o parametro pfhpara as diferentes condicGes de ensaio de acordca

expressao matematica (83).

_In(Ge) —In (GY) Gc- Turbidezaonmto
B (t — t0)

Gt- Turbidezsonmtzoo
t- Tempo final (h)

t0- Tempo inicial (h)

3.3.3.2. Determinacéo da viabilidade celular

A contagem de células em placas de agar é o méegousado para medir a
viabilidade de uma populacdo celular, consideragqu® uma célula é viavel quando
mostra capacidade de reprodugdo formando uma eol8si amostras foram retiradas
em condicdes de assépsia aos tempesio, adequadamente diluidas e posteriormente
inoculadas em placa contendo meio YPD solido eadieix crescer a 28°C até ndo se
observar o aparecimento de novas colonias. Apasagdo procedeu-se a contagem
das unidades formadoras de colénias (CFU), a qerahipu determinar a viabilidade

celular (%) de acordo com a expressao matematiga(¢Zg6):

Nc—Nt
Nc

viabilidade (%) = 100 —

) * 100 Nc- culturas controlo logt

Nt- culturas teste logd

3.3.3.3. Fosfatase alcalina

A atividade fosfatase alcalina foi determinada n@brenadanteTP
acompanhando a hidrélise das ligagfes fosfoéstsubstrato cromogéneo sintético p-
nitrofenilfosfato (pNPP), pela leitura do incremea absorvéncia a 405 nm devido a
formacao de p-nitrofenol (pNP), um dos produtosededo (287). Assim, aliquotas da
referida fracdo na diluicAo adequada de protei®8 {1g/mL) foram incubadas em
células de absor¢do molecular contendo a misturaatgio constituida por pNPP (1,2
mM) em tampédo Tris-HC{0,05 M) pH 8,5. O branco utilizado para esta dtde
consistiu na mesma mistura de reacdo a excecadicioada amostra, sendo o seu
volume compensado pela adicdo de tampao. O valatiddade ALP foi calculado a
partir do coeficiente angular das curvas de reéigaares tragadas ao longo de 180 s a
37 °C e utilizando o coeficiente de absortividadgamde 16,03 Mcm! para o pNPP.
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3.3.4. Influéncia das condi¢Ges de cultura no metalismo energético deS.
cerevisiae

O efeito Crabtree descreve um fenomeno alusivaescitnento respiratorio de
alguns tipos de leveduras comoSa cerevisiaeo qual € inibido ou reprimido pela
presenca de hexoses, em particular da glicoseyenchr uma sobreposicdo da via
fermentativa que inclui a glicdlise e a fermentagloodlica/lactica sobre a via
respiratoria. Em termos genéricos este efeito vmigate conhecido como efeito
Crabtree e designado por alguns autores como efeif@asteur negativo € em muitos
aspetos semelhante ao efeito Warburg descrito myeMof e Warburg no inicio do
século XX em células cancerigenas (48) (288) (33).

3.3.4.1. Hexocinase

Hexocinase € um enzima de baixa especificidadecgiadisa a transferéncia de
um grupo fosfato do ATP para hexoses tais comoiddsg, D-manose e D-frutose,
atuando nomeadamente como o primeiro enzima daligiécao catalisar a converséo de
glicose em glicose-6-fosfato (139).

A atividade HXK foi determinada de acordo com aadetogia descrita por
Bergmeyer, 1983 (289) a qual permitiu quantificataeatividade de forma indireta
recorrendo a duas reacdes enzimaticas acopladasn,Agela acdo da HXK ocorre
consumo de uma mol de moléculas de ATP e a gliéosenvertida em glicose-6-
fosfato a qual numa segunda reacdo catalisadagpetse-6-fosfato desidrogenase é
convertida em gluconato-6-fosfato, acoplada a pradude NADPH o qual pode ser
quantificado por espetrometria de absor¢cdo molecula

Neste ensaio as reacdes decorreram em tampaoatetana (50 mM) pH 7,6
contendo glicose (5 mM); ATP (1 mM); NADRO,05 mM); G6PD (0,3 U) e um
volume adequado de sobrenadanteTP, na diluicAaiadagle proteina (80 pg/mL). O
branco foi determinado utilizando a mesma mist@aesdc¢ao substituindo o volume de
amostra por igual volume de tampao trietanolamina.

O valor da atividade HXK foi calculado a partir doeficiente angular das
curvas de reacao lineares tracadas pelo increntien&dosorvéncia a 340 nm, ao longo
de 600 s, a 30 °C e utilizando o valor do coefiei@le absortividade molar de 6,22 mM
emt para o NADPH.
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3.3.4.2. Piruvato cinase

O enzima piruvato cinase desempenha um papel tn@ieonsumo de glicose
nos organismos respiratérios facultativos. EsténeszZ um dos principais responsaveis
pelo seu crescimento na auséncia de oxigénio awmitpen geracdo de ATP pela
formacéo de piruvato, utilizando o fosfoenolpirmvabmo substrato, conferindo assim
autonomia de oxi-reducao a glicolise (141). A atde PYK foi determinada de acordo
com a metodologia descrita por Maitra, 1971 (29Bgsymeyer, 1983 (289), de acordo
com a qual a atividade piruvato cinase foi acopladaenzima lactato desidrogenase,
permitindo desta forma que apos a conversao dednsipiruvato em piruvato este
possa ser convertido em lactato pela acédo de dadéstidrogenase, utilizando o NADH
como cofator.

Assim, a atividade PYK foi determinada na mistueaedsaio em tampao Tris-
HCI (100 mM) pH 8,0 contendo fosfoenolpiruvato (Mjn ADP (1 mM); frutose 1,6-
difosfato (ImM); NADH (0,03 mM); lactato desidrogee (0,3 U) e um volume
adequado de sobrenadanteTP na diluicdo adequapi@tééna (50 pug/mL). O branco
utilizado para a determinacdo desta atividade sbasna mesma mistura de reacéo
substituindo a amostra por igual volume de agueal@r da atividade PK foi calculado
a partir do coeficiente angular das curvas de cediggares, tracadas pela leitura do
decréscimo da absorvéncia a 340 nm, ao longo de,6037 °C e utilizando o valor do

coeficiente de absortividade molar de 6,22 hel! para o NADH.

3.3.4.3. Piruvato descarboxilase

O enzima piruvato descarboxilase, localizado nmptisma, promove a
descarboxilacdo oxidativa do piruvato a acetaldei@presenta-se sob a forma de um
homotetramero com subunidades de 62 KDa de dimeneBezular.

A determinagdo da atividade enzimatica PDC foiizadh de acordo com o
meétodo descrito por Bergmeyer, 1983 (289), dedmcoom o qual o piruvato por acao
do PDC foi convertido em diéxido de carbono e ddetdo. A presenca de alcool
desidrogenase no meio de reacdo permitiu a comvelsd acetaldeido a etanol
acompanhada da oxidacao de NADH.

Assim, a mistura de reacdo em tampao MES (0,5 My @Hoi constituida por
piruvato (30 mM); NADH (10mg/mL); ADH (10 U/mL) igiando-se a reacdo pela

adicdo de um volume adequado de sobrenadanteTRg(BtL de proteina). O branco
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foi determinado utilizando a mesma mistura de ensaiauséncia de amostra e repondo
0 seu volume por tampao MES.

O valor da atividade PDC foi calculado a partircdeficiente angular das curvas
de reacgédo lineares, tracadas pela leitura do d@er@sda absorvéncia a 340 nm, ao
longo de 600 s, a 30 °C e utilizando o valor ddiceate de absortividade molar de
6,22 mM*cm? para o NADH.

3.3.4.4. Alcool desidrogenase

Alcool desidrogenase designa um grupo de enzimasoderéncia ubiqua
pertencentes a classe das oxi-redutases, as @utisgam na interconversao de alcoois
em aldeidos ou cetonas, processo que ocorre acopladducdo de dinucledtido de
adenina e nicotinamida (291) (292).

A determinagdo da atividade ADH foi realizada derde com o método
descrito por Postma, 1989 (293). A mistura de @a&gpa tampéao Tris-HCI (0,5 M) pH
9,0 continha NAD (40 mM) e um volume adequado de sobrenadanteTPU@bnL de
proteina) e a reacdo enzimatica foi iniciada pdigéd® de etanol (1M). O branco foi
determinado pela substituicAo da amostra por tarmp&eHCI. O valor da atividade
ADH foi calculado a partir do coeficiente angulasasdcurvas de reacao lineares,
tracadas pela leitura do incremento da absorvén8®#0 nm, ao longo de 600 s, a 37 °C
e utilizando o valor do coeficiente de absortivieladolar de 6,22 mNcm? para o
NADH.

3.3.4.5. Lactato desidrogenase

O enzimdactato desidrogenase citoplasmatico, DLD3 endogexth cerevisiae
reconhece o piruvato como substrato, sendo a furassao reprimida pela presenca de
glicose no meio de cultura, refletindo na baixadpg@o de lactato nessas condicdes
experimentais (95).

Esta atividade enzimatica foi determinada recowena aliquotas do
sobrenadanteTP (concentracdo proteina 100 pg/maaelo com o método proposto
por Bergmeyer, 1983 (289) utilizando como meioakgéo, tampéo fosfato (0,1M) pH
7,0 contendo piruvato (0,05 mg/mL) e NADH (0,1 mpJmO branco foi constituido
pela mesma mistura de ensaio substituindo o voldenamostra por tampao fosfato
(0,1M) pH 7,0. O valor da atividade DLD foi calcdtaa partir do coeficiente angular
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das curvas de reacao lineares, tracadas pelaaleitudecréscimo de absorvéncia a 340
nm, ao longo de 180 s, a 25 °C e utilizando o vdtrcoeficiente de absortividade
molar de 6,22 mMcm® para o NADH.

3.3.4.6. Citrato sintase

Citrato sintase € um dos enzimas reguladores ¢ aiccitrato que participa na
condensagado do oxaloacetato com o acetil-CoA prenen da descarboxilagao
oxidativa do piruvato, mediada pelo complexo mualtienatico piruvato desidrogenase,
em leveduras crescidas na presenca de glicose.

A atividade CS foi determinada em tampao Tris-HO00 mM) pH 8,0
contendo; acetil-CoA (0,1 mM); oxaloacetato (0,2 )n¥m volume adequado de fragcéo
rica em mitocondrios correspondente ao sedimergesbtaroséconcentracao proteina
50 pg/mL) e acido 5;4litiodi-2-nitrobenzoico (reagente @dlman) (0,25 mM) (294).

O branco foi determinado utilizando a mesma mistigr@&nsaio substituindo o volume
de amostra por tampéo (100 mM) pH 8,0. A dependédai reacdo do oxaloacetato
também foi confirmada.

O valor da atividade CS foi calculado a partir defciente angular das curvas
de reacao lineares, tracadas pela leitura do aonagenabsorvéncia a 412 nm ao longo
de 300 s, a 25 °C e utilizando o valor do coefieiete absortividade molar de 14,14

mM-tcm! para o 2-nitro-5-tiobenzoato (TNB

3.3.4.7. Succinato desidrogenase

O enzima succinato desidrogenase intervém no dolccitrato e na cadeia
respiratoria, catalisando a oxidacdo do succinafon@arato, acoplada a reducao do
coenzima FAD a FADE(162).

A atividade especifica succinato desidrogenase {[SDbl sedimentoTris-
sacarose foi medida indiretamente através do awnsgtabsor¢cdo do citocromo ¢
reduzido. As amostras (proteina 20 pg/mL) foramulbaclas em tampéao fosfato (50
mM) pH 7,4 contendo citocromo ¢ (100 mM); cianetopdtassio (1 mM); sucinato (2,5
mM) (295). O branco foi determinado utilizando a sme mistura de ensaio
substituindo a amostra por igual volume de tamp&éafto. O valor da atividade SDH

foi calculado a partir do coeficiente angular dasvas de reacéo lineares, tracadas pela

74

Joana Capela-Pires, Tese de Doutoramento



METODOLOGIA 5 =

leitura do incremento da absorvéncia a 550 nm agolae 600 s a 25 °C e utilizando o
valor do coeficiente de absortividade molar de 19)0cn?.
3.3.4.8. NADH ubiquinona desidrogenase |

S.cerevisiagmao apresenta complexo | na cadeia respirat@la,que dispde de
3 NADH desidrogenases localizadas na membrananataritocondrial. Assim, 0s
equivalentes redutores sob a forma de NADH geradodtoplasma sao oxidados pela
NADH ubiquinona oxidorredutases também denominabl#$OH desidrogenases
externas (NDE1).

A atividade NADH ubiquinona desidrogenase foi deieada no
sedimentoTris-sacarose em tampao fosfato (10 mMY pHontendo KCN (100M);
citocromo c¢ (22,5uM) e um volume adequado de fracdo rica em mitocosdi80
png/mL de proteina) a 30 °C na presenca de NADHR{/H, de acordo com Tzagoloff,
1971 (283) e Ludovico, 2002 (296). O branco foied@inado utilizando a mesma
mistura de ensaio substituindo a amostra por igoleime de tampéao fosfato. O valor
da atividade NDEL1 foi calculado a partir do coefite angular das curvas de reacao
lineares, tracadas pela leitura do incremento darabncia a 550 nm, ao longo de 180
s, a 30 °C e utilizando o valor do coeficiente dsoatividade molar de 21 micnit

para a forma ferrosa do citocromo c.

3.3.4.9. Malato desidrogenase

Os enzimas MAEl1 e MDH1, mitocondriais e MDH3, pessamal, que
catalisam a interconvesao dependente de NAD(P)rhalato em oxaloacetato ou em
piruvato ao nivel do ciclo do citrato parecem s&i¥ para assegurar o crescimento de
S. cerevisiaequando esta metaboliza acetato como fonte de marfbr5)(176). O
isoenzima MDH1 faz parte do mecanismo de transgt@tequivalentes redutores sob a
forma de NADH que regula a razdo NANADH no citoplasma e no mitocondrio
(175). No citoplasma podemos encontrar os isoerzMi@H2 que fazem a conversao
do oxaloacetato em piruvato com formacao de NADIddo na biossintese de lipidos
(171) (88) (174).

A determinacéo da atividade do enzima malato deg@frase (MDH1, MDHS3,
MAEZ1) decorreu em tampao Tris—HCI (0,1 M) pH 7 esdo MgC# (1 mM), NHs (1
mM), KCI (1 mM), acido malico (10 mM) e sedimento{30 pug/mL de proteina)a
diluicdo adequada, sendo a reacdo iniciada pelgd@adie NAD (1,35 mM). A
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determinacdo da atividade do enzima malato desdase citoplasmatico (MDH2)
presente no citoplasma foi realizada na fracaoesalglante nTP (150 pug/mL de
proteina) iniciando-se a reacao pela adicdo de NADRM) (196).

O valor da atividade malato desidrogenase foi ¢adizua partir do coeficiente
angular das curvas de reacao lineares, tracadas IpgUra do incremento da
absorvéncia a 340 nm, a 30 °C, ao longo de 30atiizando o valor do coeficiente de
absortividade molar de 6,22 midm,

3.3.4.10. Glicose-6-fosfato desidrogenase

A via das pentoses fosfato constitui uma das pasi fontes de NADPH
utilizado na neutralizacdo de ROS, em reacdesihtésisas redutoras e na produgéo de
intermediarios metabdlicos. Desta forma, o enzirieoge-6-fosfato desidrogenase,
enzima regulador da via das pentoses fosfato, € proteina filogeneticamente
conservada que catalisa a oxidagao da glicosefétéosm 6-fosfogluconolactona, uma
reacao modulada retroativamente pela razdo NADRXDRN (297).

Esta atividade enzimatica foi determinada recowena aliquotas do
sobrenadante pés 120QQconcentacao proteina 150 ug/mL) de acordo congétodn
proposto por (293) e (289) utilizando como meiore@cao solugcdo tampao Tris-HCI
(50 mM) pH 8,0 contendo NADRO,4 uM), MgC# (5 mM). A reacéo foi iniciada pela
adicao de glicose-6-fosfato (5 mM), apos estalgfipaa 37 °C durante 60 s. Os valores
de absorvéncia foram registados contra um branestiteido pela mistura de reacéo e
substituindo a amostra por igual volume de tamp&HCI (50 mM) pH 7,0.

O valor da atividade G6PD foi calculado a partir aeeficiente angular das
curvas de reacéo lineares, tragadas pela leitunacdemento da absorvéncia a 340 nm,
ao longo de 180 s e utilizando o valor do coefidete absortividade molar de 6,22
mM-tcm! para o NADPH.

3.3.5. Influéncia das condi¢Oes de cultura na capdade antioxidante deS.
cerevisiae
A producdo de espécies reativas de oxigénio erg@getr intimamente
relacionada com o metabolismo aerdbio e como targasnismos vivos desenvolveram
mecanismos antioxidantes associados a esse pramgsszes de neutralizar os efeitos

deletérios das ROS. A resposta enzimatica constita linha de defesa primaria que
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atua sobre as ROS promovendo, por exemplo, a dag@tlo radical anido superoxido
em peroxido de hidrogénio, o qual pode ser reduaidgua pelos enzimas catalase e
glutationo peroxidase. O glutationo é capaz deutaptROS pela conversado do seu
grupo sulfidrilo em dissulfureto de glutationo, eegpenhando assim um papel de
relevo nas linhas de defesa ndo enzimaticas. Alagem deste tripéptido € garantida
pelo ciclo do glutationo que envolve os enzimadagiono peroxidase e glutationo

redutase, auxiliado pelo enzima glicose-6-fosfagsidtogenase que disponibiliza

equivalentes redutores para o funcionamento do.cicl

3.3.5.1. Glutationo redutase

Glutationo redutase encontra-se diretamente erdmlab ciclo do glutationo,
reduzindo o dissulfureto de glutationo (GSSG) afsuaa tidlica (GSH), na presenca
de NADPH (298).

A sua atividade especifica foi determinada no swmante TPseguindo o
método descrito por Goldberg (299). Neste métoduistura de reacdo era constituida
por tampéao fosfato (0,12 M) pH 7,2, EDTA (0,5 mMSSG (2 mM) e amostra
(concentacao proteina 150 pg/mL), incubada duamén a 37 °C. A reacéo foi entdo
iniciada com adicdo de NADPH (0,15 mM), lendo-sabaorvéncia contra o branco,
onde a amostra foi substituida por tampéo fostat2(M) pH 7,0.

O valor da atividade GR foi calculado a partir @eftciente angular das curvas
de reacao lineares, tracadas pela leitura do daerésda absorvéncia a 340 nm, ao
longo de 300 s, a 37 °C e utilizando o valor ddiciemte de absortividade molar de
6,22 mM*cm! para o NADPH.

3.3.5.2. Glutationo peroxidase

O enzima GPx, outro membro do ciclo do glutatiodesempenha um papel
crucial na resposta antioxidante, pela capacidagetem para reduzir lipoperéxidos
e/ou o peréxido de hidrogénio a alcodis ou aguaplada a conversao de glutationo em
dissulfureto de glutationo.

A atividade glutationo peroxidase foi determinaci&oacordo com o protocolo
proposto por (300). A mistura de reacdo constityidatampéao fosfato (70 mM) pH
7,2, GSH (500 pM), GR (12 mU), NADPH (160 mM) e wolke adequado de
sobrenadanteTP (concentacdo proteina 150 pg/muglafaj incubada durante 10 min
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a 37 °C. A reacédo foi iniciada pela adicdo tdebutilhidroperéxido (100 puM) e
monitorizada pela leitura, em continuo, da absarnaéa 340 nm contra um branco com
composicao semelhante, onde o volume de amostsulisitituido por tampéao fosfato
(70 mM) pH 7,0.

O valor da atividade GPx foi calculado a partircdeficiente angular das curvas
de reacdo lineares tracadas pela leitura do detr@sda absorvéncia a 340 nm, ao
longo de 180 s, a 37 °C e utilizando o valor ddiceate de absortividade molar de
6,22 mM*cm?! para o NADPH.

3.3.5.3. Superoxido dismutase

Os enzimas superdxido dismutase catalisam a cd@weds radical anido
superoxido (02) em peréxido de hidrogénio e dioxigénio. Os enzsif@a/ZnSOD sao
0S principais responsaveis pela remocdo do anigeréxido do citoplasma e
possivelmente dos peroxissomas. Por outro ladoermmas MnSOD protegem
maioritariamente o mitocondrio do radical superéxiderado pelo metabolismo
respiratorio.

A determinacdo desta atividade enzimatica foi zedlh de acordo com o
método descrito por Oberley, 1984 (301) recorreamlgistema xantina/NBT no qual o
radical anido superéxido foi gerado pela converdé@oxantina em &cido Urico e
peroxido de hidrogénio, na presenca de dioxigéniodee xantina-oxidase. A
quantificacdo do produto cromogéneo NBT-diformazessultante da reducdo do sal
azul de tetrazolio (NBT), pelo radical anido sup&to, proveniente da acdo da xantina
oxidase, permitiu de forma indireta, a determinagdaatividade enzimética uma vez
gue o enzima SOD, presente na amostra, competeoddBil na oxidacao do radical
anido superoxido, diminuindo a taxa de formacaordmoforo.

Assim, a determinacdo da atividade SOD foi realizadma mistura de reacao
em tampao fosfato (35 mM) pH 7,8 contendo EDTA (@/¥), NBT (30 uM); BSA
(0,5 %); xantina (0,1 mM); xantina oxidase (0,1 miUj e amostra (sobrenadanteTP ou
sedimentoTP, 200 ou 150 pug/mL de proteina respeéuge). O branco foi determinado
utilizando a mesma mistura de ensaio substituingmastra por tampao fosfato.

A atividade SOD presente na amostra foi calculada percentagem de inibicao
da taxa de formacao de NBT-diformazano a particakficiente angular das curvas de

reacao lineares, tracadas pela leitura do decrésdarabsorvéncia a 560 nm, ao longo
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de 300 s, a 25 °C, considerando que 1U corresppgdantidade de enzima presente na
amostra que causou 50% de inibicdo da taxa ded@edia;sal azul de tetrazodlio.
3.3.5.4. Catalase

Os enzimas catalase pertencentes a subclasse idasredutases apresentam
distribuicdo ubiqua pelos seres vivos e possuenoqgarmcipal funcdo decompor o
peroxido de hidrogénio em &gua e dioxigénio. Encerevisiagpodem ser detetadas
duas isoformas, a CTT1 de localizacdo citoplasmadca CTA1l de localizacéo
peroxissomal.

A determinagéo desta atividade catalitica fez-gars#o o método desenvolvido
por Beers, 1952 (302), acompanhando-se a degradacigD. pelos enzimas CTAL e
CTT1, pelo registo da variacao de absorvéncia anpd0a 25 °C durante 120 s, contra
um branco constituido pelo meio de reacdo ondsubstituido o volume de amostra
por igual volume de tampao fosfato (10 mM) pH 7AQilizou-se em cada caso
aliquotas de sobrenadanteTP (CTT1) ou sedimentddPAX) com concentracdo
aproximada de proteinas de 150 mg/ml70 mg/mL, respetivamente, em meio de
reacdo composto por tampao fosfato (50 mM) pH He (30 mM).

O valor da atividade catalase foi calculado a paidi coeficiente angular das
curvas de reacéo lineares utilizando o coeficidrtabsortividade molar de 0,0435 mM

Lenitpara o HO..

3.3.5.5. Glutationo e dissulfureto de glutationo

O tripéptido y-glutamil-I-cisteinilglicina (GSH) €& composto, coma sua
designacéo sugere, pelos residuos de aminoacidtsmgito, glicina e cisteina, onde
este possui um grupo sulfidrilo que se comportaaomcledfilo e redutor. Nesse
contexto cumpre um papel fundamental ao nivel ddssds antioxidantes celulares,
encontrando-se presente na célula em niveis deectacao citoplasmatica, nuclear e
mitocondrial elevada, prevenindo a ocorréncia deodgacausados pelas ROS. O
glutationo enquanto doador de eletrdes convertersedissulfureto de glutationo
guando manifesta a sua agdo como antioxidante. Clesarito anteriormente, o GSH
pode ser regenerado a partir do GSSG pelo enzumatigho redutase que catalisa uma
reacao dependente do NADPH gerado pela via dasgsntosfato.

Desta forma aazdo GSH/GSSG e o conteudo em tibis totais n&eipos (GSH
+ GSSG) sao considerados por diversos autores bom® parametros de avaliagdo do
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estado redox da célula, nomeadamente quando contata agentes detress Desta
forma, uma relacdo GSH/GSSG elevada,Z em leveduras), favorece um ambiente
redox celular adequado (303).

O método utilizado na determinacdo do GSH foi dspor Hissin, 1976 (304)
recorrendo ao OPT para desenvolver um fluoréforntificavel por espetrometria de
fluorescéncia. Para tal, foi preparada uma misteareacdo com aliquotas de
sobrenadanteTP, na diluicdo adequada a qual seraalicpadrdo (GSH) ou tampéao
fosfato (10 mM) pH 7,0, no caso do branco, tamp&tato (0,1 M) pH 8,0 com EDTA
(0,005 M) e OPT na proporcao de 1:30:2. A mistoiaafjitada e incubada durante 15
min a temperatura ambiente, procedendo-se a pmstetura de fluorescéncia Xaxc
350 nm e a@em420 nm.

A concentracdo em GSH, por grama de peso secoplm@rsadanteTP das
amostras, foi determinada por interpolacdo grafezrrendo a curva de calibracdo
previamente construida com padrdes de GSH, pantervalo de concentracdo 0-100
HM.

Na quantificacdo do GSSG foi utilizado o método @arru, 2003 (305),
utilizando aliquotas de sobrenadanteTP, na dilumdequada, que foram incubadas
durante 30 min com NEM (20 uM) para sequestrar bl @8ddgeno. Fez-se reagir esta
mistura com OPT comercial e NaOH (0,1 M) na pro@ord:1:18, a temperatura
ambiente, durante 15 min. A poténcia de fluoreseélida alexc 350 nm e &.em 420
nm foi utilizada para calcular a concentracdo ensGSpor g de peso seco, na fracao
sobrenadante pos 12060por interpolacdo gréfica em curva de calibrag&vipmente
construida utilizando padrées de GSSG no inte@looncentracao 0-80 uM.

3.3.5.6. Espécies reativas de oxigénio

As espécies reativas de oxigénio sdo subprodutosia® do metabolismo
celular, nomeadamente ao nivel da cadeia respaatdrocondrial. Contudo, quando os
seus niveis se sobrepdem aos niveis dos sistentiesged®, podem levar a formacao de
danos ao nivel de acidos nucleicos, proteinasio§pe outros componentes celulares,
podendo em casos extremos levar a morte da c8Qd. (

O conteudo em ROS na amostra foi determinado ded@otom o método
fluorimétrico proposto por LeBel, 1992 (307) qudizd o 2,7- diclorofluoresceina
(DCFH) que na presenca de peroxido de hidrogémapiélamente oxidada a DCF que
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apresenta fluorescéncia elevada, permitindo assiimar os niveis de peroxido de
hidrogénio. Fez-se reagir aliquotas do sobrena@Bntem 2 mL de solu¢cdo DCFH (25
UM) preparada em tampéo fosfato (1 mM) pH 7, 4wt Tris-HCI (40 mM) pH 7,4
na propor¢cdo 1:40, durante 10 min, a 37 °C, apdgu® se leu a poténcia de
fluorescéncia da misturajax488nm e aerb25nm. Preparou-se ainda uma curva de
calibracdo com peroxido de hidrogénio no intenagdd-400 pM que permitiu calcular

por interpolagdo grafica a quantidade de ROS ptesers amostras.

3.3.5.7. Peroxidacao lipidica

A interaccdo das espécies reativas de oxigénio xa@lula pode despoletar a
peroxidacao lipidica, provocando a deterioracéetaida membrana celular, devido a
rutura oxidativa da cadeia carbonada dos residcits @olinsaturados da membrana,
culminando na formacgédo de aldeidos como o maloftddéMDA), um produto
extremamente reativo. Assim, o conteudo intracelde MDA é frequentemente
utilizado como marcador de danos oxidativos nal@¢B08).

Na determinacdo do conteudo em MDA utilizou-se aoeh@ descrito por
Ohkawa, 1979 (309) . Este método baseia-se naaesc#MDA, presente na amostra,
com o &cido tiobarbitarico (TBA). O produto destagdo emite fluorescéncia podendo
desta forma detetar-se o teor de MDA por espetmsrdt fluorescéncia.

Utilizando volume adequado de amostra, sobrenatiBnpeeparou-se um meio
de reacdo com SDS (8,1%), TBA (0,4%) em tampéaoatr€i0%) pH 3,5 (1:2:30).
Esta mistura foi deixada a incubar durante 60 nmmb@anho a 95°C com agitacdo
constante, seguindo-se um periodo de 15 min dé&eaimento em gelo que conduziu a
paragem da reacdo. Apés arrefecimento foi adicomnadbutanol (1:1) seguido de
agitacao em vortex. Aguardou-se a separacao de ¢asé¢rifugando a mistura a 1690
durante 10 min, ap6s 60 min de repouso. Procedeaadha da fase organica que foi
posteriormente utilizada na determinacdo da paédei fluorescéncia Bxb15nm e
Lemb53nm. O branco foi preparado com mesma misturaededo substituindo a
amostra por tampéao fosfato (10 mM) pH 7. A conag@o de MDA na amostra foi
determinada por interpolagédo em curva de calibrggiada com solugbes padréo de
MDA (2,5 a 100 uM), obtido por hidrélise de 1,1;8eBametoxipropano em meio

acido, sujeitas as mesmas condicdes de ensaia (308)
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3.3.6. Analise estatistica dos resultados

Os resultados experimentais em bioquimica podessaptar dispersao elevada
devido a grande variabilidade dos modelos biol&gicd credibilazacdo desses
resultados exige sempre a aplicacdo de métodos@lsen estatistica adequados aos
ensaios executados. A sua escolha depende da donéasamostran), uma vez que a
incerteza dos resultados € inversamente propoicérsa dimensdo e depende da
quantidade de ensaios controlo e de tratamenttiza@as. Neste estudo, optou-se por
realizar cinco experiéncias independentes para @aataolo ou tratamento realizado (
= 5), previamente descritos no ponto 3.3.1, prawlmese minimizar o nimero de
fatores de variabilidade associado a cada ensaio.

Em geral, os resultados obtidos com modelos biot&gseguem, na maior parte
dos casos, uma distribuicdo de probabilidade ganssjue corresponde a uma curva
continua, simétrica em forma de sino, caracterizamtadois parametros: a abcissa do
maximo dessa curva, designada por média aritmétiree a distancia da média ao
ponto de inflexdo dessa curva que se designa goradeadraod).

Embora o namero de réplicas (5) seja inferior aalichddmitido pela estatistica
dos grandes numeros, cujo volume de trabalho eogusperacionais seriam
incomportaveis em Bioquimica, a validade estatigliz analise aqui efetuada socorreu-
se do corolario do teorema do limite central que ds médias das amostras de uma
populacdo com distribuicdo gaussiana terdo tambéma distribuicdo gaussiana,
qualquer que seja a dimensa da amostra. O referido teorema postula aindaague
medida que a dimensdo aumenta, as suas medidagnarose estreitamente da
distribuicdo gaussiana independentemente da digtéib da populacdo, ou seja, mesmo
quando a distribuicdo dos dados individuais ndausgjana. (310) (311) (312).

A analise de variancia desenvolvida por Fischer ¢cemo principal alvo testar
se a média estatistica de duas ou mais amostreénprde populacdes com a mesma
meédia paramétrica. Embora a determinacdo de dgasesignificativas entre duas
amostras, possa ser realizada com recurso ao tiestenesma abordagem para um
namero elevado de amostras exige que seja efetaraélése de variancia simples
ANOVA |, um teste estatistico mais adequado (33QBJ) (312).
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Em qualquer analise de variancia, compara-se sesrgureostras ou grupos de
replicados, podendo sempre obter-se estimativasaancia da populacdo a partir da

soma dos quadrados de cada grupo utilizando assgoe

1 n
s? = n-1) Z(xlj — %1)?
=1

Contudo pode-se realizar uma melhor estatisticaadg@ncia, recorrendo ao
calculo da média pesada da variancia, vulgarmesgiglada por variancia no interior
dos grupos, utilizando a expressdo geral em quaridncia de cada amostrg &

afetada pelos graus de liberdade df1:

i=a j=n

a(n;—l)z Z(xij - %)?

i=1j=1

Este termo estima a dispersdo em cada grupo indivitente, sendo assumido
que todos os grupos se comportam como igualmeni@ves e engloba a variagdo em
todos eles (310) (313) (312).

Uma segunda estimativa da populacdo pode igualmsenizalculada eliminando
as préprias fronteiras entre os grupos, vulgarmelgsignada por variancia entre
grupos, tratando as médiasdos a grupos, como se fosseanobservacdes de uma
amostra. Esta segunda estatistica ndo esta téionarde valor tomado com verdadeiro,
como a estatistica anterior baseada na varianamédiéa dentro dos grupos, sendo um
estimador independente da varidncia paraméwufcaA varidncia entre grupos que
estima essencialmente a dispersdo das médiasosngreipos pode entdo ser calculada
paraa-1 graus de liberdade por (310) (313) (312):

i=a
1 > =\2
— > @-D
i=1

O conhecimento destes dois estimadores indepersdéateariancia permite-nos
testar se, de facto, estimam o mesmo parametrcdouRara esse efeito utiliza-se a

funcdo de distribuicdo F. Ao efectuar-se uma aragstn onde se registamy
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replicados da amostra 1 e se calcula a sua vaigyTfcin replicados da amostra 2 e se
calcula a sua variancig,?, mesmo quando a dimensdo da amostra 1 é difedente

dimensédo da amostra 2, o quociente:

devera ser proximo de 1, se as variancias estagstistimarem o mesmo parametro. A
funcdo de distribuicdo F € uma curva de proballideeorica onde o quociente das
variancias das amostrag’/s,? constituem estimadores estatisticos que poden@ou n
seguir uma distribuicdo F. Quando o n° de graudiltlrdade € muito baixo a
distribuicdo assume a forma de L, mas a medidaegse valor aumenta a distribuicdo
passa a descrever uma curva com um maximo desl@zadoa direita. As tabelas da
distribuicdo F, apresentam assim a funcao de liis¢do cumulativa para varios valores
de probabilidade selecionados (310) (312) (313).

Ao testar-se a hipdtese nulep:Hu= p2 = pa...... = Mn, determinou-se por
interpolacao, o valor critico da tabela correspotel@o nimero de graus de liberdade
respetivo, para o nivel de confianca de 99%, namymrte das situacdes e 95% em
alguns casos. Calculou-se entdo o valor de F &fstatfjue nesta situacao correspondeu
ao guociente da variancia entre grupos pela vaaamxinterior dos grupos. Quando o
valor de F estatistico era superior ao valor aritla tabela, rejeitou-se a hipotese nula
de as médias dos grupos estimarem populacfesaa&ntoncluindo-se que existiam
diferencas entre eles. Caso contrario as diferemdrervadas ndo puderam ser
consideradas estatisticamente significativas g@ese a hipdtese nula. Sempre que o
teste F permitiu detetar diferencas significatijaassou-se a uma segunda fase da
analise de variancia onde se procurou discrimisagrapos que diferem entre si. Caso
contrario, ndo se prosseguiu com a andlise estatistima vez que nao se detetaram
diferencas entre os diferentes grupos da populag@osegundo estagio, a média
estatistica de cada grupo foi comparada com a nestatistica dos outros grupos
utilizando o teste de Duncan, derivado do testesdua aplicacao fez sentido porque se
procurou avaliar se os tratamentos fixos efectuadwdribuiram para as diferencas
observadas entre os grupos (310) (313) (312).

Existem muitos processos alternativos de compasagi@ias de tratamentos
testados numa experiéncia, vulgarmente descritas comparacdo de pares ou

comparacao de grupos. Quando o numero total dentesttos € elevado, como foi este
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caso, € recomendada a aplicacdo do teste de Dwwao mais adequada. O
procedimento envolveu o calculo de fronteiras nuraérou intervalos de confianca que
permitem considerar como significativas ou ndo #srehcas observadas entre
quaisquer médias de tratamentos (313). A concrggtivado processo passou pela
ordenacédo das médias estatisticas de todos anératias por ordem decrescente do seu

valor e pelo calculo do desvio padrdo da mégiatilizando a equagéo:

Posteriormente, calcularam-gel() intervalos de confianca Rp pela expressao:

_ )G
R, = 7

Parap=2,3....a

onde a representa 0 numero total de tratamensgsp desvio padrdo da média das
médias ja calculados e rp diz respeito ao valczléaly dos intervalos de confianca da
distribuicao t-student, dependentes da posicaadadnaca@ de cada média estatistica
e de anf-1) graus de liberdade. Uma vez calculados os eslde Rp, calculou-se a
diferenca entre a média estatistica mais elevazlaador de Rp, ou seja o valor de Rp
comp =t que foi comparado com os valores de outrasasébtatisticas. Quando as
médias estatisticas eram inferiores a essa dif@raopsiderou-se significativamente
diferentes da média estatistica mais elevada (SEgjuidamente repetiram-se 0s passos
anteriores, calculando-se uma nova diferenca comalmses de Rp e das médias dos
tratamentos remanescentes e procedeu-se comamantarie. O processo repetiu-se até
comparar todos os pares de grupos em estudo (313).

Neste trabalho, os resultados para cada tratans@ut@apresentados de forma
grafica, para facilitar a sua leitura. As represedés adotadas correspondem a linhas
em escala aritmética ou barras. Relativamente &@d&@s de barras, a sua espessura €
arbitraria, mas o seu comprimento € proporcionalvaor absoluto da variavel que
representa como recomendado por Sokal e Rohlf (8i0glementos presentes em cada
grafico sé@o o titulo, a legenda explicativa da reta e origem dos resultados. Como
estatistica de localizagdo utilizou-se a médiangtica e como medida de dispersdo de
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resultados utilizou-se o desvio padrdo da médiav{Sgor ser encarado como um
indicador de viabilidade expectavel da média dassttas. Em acréscimo, o desvio
padrdo da média, resultou do quociente entre dalpsdrdo e/n, sendo por isso uma
medida do afastamento das médias dos valores dastramrelativamente a média da
populacdo que nunca ultrapassa o desvio padrad (S12).

Os célculos e representacdes graficas foram rdakzatilizando os programas
Excel 2010 e SPSS 22 para o Windows, licenciadiasNerosoft para a Universidade

de Evora.

3.4. Equipamento

Autoclave da marca Uniclave, modelo 5S

Balancga analitica da marca Mettler, modelo AE 200

Balanca micro-analitica da marca Mettler Toledodeto AX 205

Banho de ultra-sons Sonorex RK100

Banho termostatizado com agitacdo marca Memmedehn@200 R

Camara de ultra congelacao da marca New Brunswiektsfic, modelo U6785
Centrifuga da marca Hermle, modelo 2323 K

Equipamento para obtencédo de agua ultra pura deanBarnstead, modelo easy pure
UV/UF

Espetrometro de absor¢éo molecular da marca Th8aienticfic, modelo Genesys 10
Espetrémetro de absor¢cdo molecular de feixe duplmadrca Hitachi, modelo U2001,
com banho de circulacdo de agua da Grant.

Espetrometro de fluorescéncia de feixe simples decanShimadzu, modelo RF-5001
PC

Estufa WTC binder

Estufa incubadora marca Memert

Homogeneizador de sonda de ultra-sons da marca@radonifier, modelo 450

Placa de agitacado da marca Labinco, modelo L34

Potenciometro da marca Metrohm, modelo 691

Vortex da marca Wisemix, modelo VN10
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3.5. Reagentes

1,1,3,3-tetrametoxipropano,99%, Sigma, St. Louis
1-cloro-2,4-dinitrobenzen;99%, Sigma, St. Louis

Acetil-CoA, Sigma, St. Louis

Acido acético (10%), MERCK, Darmstadt

Acido cloridrico, pro-analise (d = 1,19) 37%, MEROBarmstadt
Acido etilenodiaminotetracético (EDTA) (sal disstm)i, 99% Sigma, St. Louis
Acido gélico,>98% MERCK, Darmstadt

Acido linoleico,>99% Sigma, St. Louis

Acido malico, 99% Sigma, St. Louis

Acido triobarbitarico, pré-anélise, 99%, MERCK, Destadt
Adenosina difosfato (ADP}%95%, Sigma, St. Louis

Adenosina trifosfato (ATP(99%, Sigma, St. Louis

Albumina de soro bovino (BSAX95%, Sigma, St. Louis

Alcool desidrogenase (ADH300 units/mg protein, Sigma, St. Louis
Carbonato de sédio anidro, pro-analise, 99,5%, MERZarmstadt
Cianeto de potassie97%, Sigma, St. Louis

Citocromo ¢>95%, Sigma, St. Louis

Cloreto de magnésio, 99%, Sigma, St. Louis

Cloreto de magnésio hexahidratado, 99%, Sigma,oBis

Cloreto de potéassio (KC»99%, Sigma, St. Louis
Dihidrogenofosfato de potassio, pré-analise, 99 BBRCK, Darmstadt
Dihidrogenofosfato de sodio, pré-analise, 99,0% RIK, Darmstadt
Dissulfureto de glutationo, pré-analise, 98,0% n&ig St. Louis
Duodecilssulfato de sddio, 99,0%, Sigma, St. Louis

Etanol, pré-analise (d = 0,79) 99,8%, MERCK, Daadst

Extrato de levedura, residuos <15%, Sigma, St.d.oui
Fosfoenolpiruvato, 99,0%, Sigma, St. Louis

Frutose 1,6-difosfat®;98% Sigma, St. Louis

Glicerol,>99%, MERCK, Darmstadt

Glicilglicina, 98,0%, MERCK, Darmstadt

Glicose-6-fosfato desidrogenas®5%, Sigma, St. Louis

Glicose, 99,5 %, Sigma, St. Louis
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Glutationo redutase, 99,9 %, Sigma, St. Louis

Glutationo reduzido, 98 %, Sigma, St. Louis

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

Hidrogenofosfato de sddio anidro, pro-analise, 99BRCK, Darmstadt
Hidrogenofosfato de dipotassio, pré-andlise, 99 BBHRCK, Darmstadt
Hidréxido de sddio, pré-analise, 99,0%, MERCK, Dsiawlt

Lactato desidrogenase, 95%, Sigma, St. Louis

Nanoparticulas de diéxido de titdnio <100 nm, 99.%%ma, St. Louis
Nanoparticulas de diéxido de titanio <25 r89,7%, Sigma, St. Louis
n-butanol, 99%, Sigma, St. Louis

N-etilmaleimida, 97,0%, Sigma, St. Louis

Nicotinamida adenina dinucleotido, pro-analiseQ98,Sigma, St. Louis
Nicotinamida adenina dinucleotido, pro-analiseQ 98, Sigma, St. Louis
Nicotinamida adenina dinucleotido fosfato, pro-&s®l198,0%, Sigma, St. Louis
o-ftaldeido, 99%, St. Louis

Oxaloacetato, 97,0 %, Sigma, St. Louis

Peptona, impurezal5%, Sigma, St. Louis

Perdxido de hidrogénio, pré-analise, 30%, Sigmal, &tis

Piruvato, 99%, Sigma, St. Louis

p-nitrofenilfosfato, Sigma, St. Louis

Reagente fendlico, segundo Folin-Ciocalteau, pdlise, Sigma, St. Louis
Succinato, 98 %, Sigma, St. Louis

Sulfato de cobre, pro-analise, 99,5 %, MERCK, Daawits

Tartarato de sodio e potassio tetrahidratado, pélise, 99,9%, MERCK, Darmstadt
t-butilidroperdxido, Sigma, St. Louis

Tris-(hidroximetil)-aminometano, pro-analise, 99,9%ERCK, Darmstadt
Tween 20, pro-analise, MERCK, Darmstadt

Xantina oxidase, 10-25% proteina, Sigma, St. Louis

Xantina,>99%, Sigma, St. Louis
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A competicdo entre a glicolise e a fosforilacdodakiva para o ADP e Pi com
ocorréncia de défice respiratorio, acidificacd@mhsmatica seguido pela inibicdo de
enzimas oxidativos constituem algumas das altesagfie metabolismo celular de
leveduras, moduladas pela glicose, cdmaerevisiagclassificada Crabtree positiva.
Em termos genéricos este efeito vulgarmente codbecomo efeito Crabtree é
designado por alguns autores como efeito de Pastgativo e € em muitos aspetos
semelhante ao efeito Warburg descrito por Meyeehdfarburg no inicio do século XX
em células cancerigenas (48) (288). As referidevagibes metabdlicas facilitam a
sobrevivéncia das células cancerigenas em condigbagpoxia e por esse motivo tém
sido frequentemente utilizadas no prognosticoaptardirigida do cancro (37)

Neste estudo procurou-se induzir o efeito de CeabémS. cerevisiadJE-MEs
crescidas em meio YPG pela adi¢éo de glicose (2%ip YPGD, de forma a permitir
avaliar um eventual efeito modulador por FHOP neste desvio metabdlico. Nesta
aproximagéo experimental foram utilizadas FXIP com diferente dimensao molecular
(<25 e <100nm), apensadas a cultur&deerevisiad 00 min apos a adi¢ao de glicose
ou em simultdneo com o acréscimo deste glucidorgendo as condi¢des de agitacédo
(180 rpm) e temperatura (28 °C) ou ainda aplicaimue térmico (HS) pela elevacao
da temperatura da cultura para os 40 °C (Figuja 3.1

A leitura e discusséo dos resultados decorrerarfi eramentos onde se avaliou
a influéncia das condi¢cbes de cultura na (p)taxa especifica de crescimento,
viabilidade e disponibilidade de fosfato inorganigp metabolismo energético i)
capacidade antioxidante 8e cerevisiae.

Em cada momento procurou-se avaliar se a adi¢caglidese (YPGD) foi
suficiente para induzir a fermentacdo aerobia calescrito no efeito de Crabtree.
Ultrapassado este primeiro passo do estudo proag@valiar numa primeira fase se a
adicdo de Ti@NP de diferente dimensdo molecular, 100 min apdsiacdo do efeito
Crabtree (ensaio A), sujeitas ou ndo a HS tiverapacidade para reverter esse efeito.
Numa segunda fase avaliou-se ainda se a adicadt@n®a de glicose e TENP de
diferentes tamanhos (ensaio B), em condi¢cdes deotHBao, conseguiram evitar a
evolucdo para fermentacdo aerdbia determinadappet®enca da glicose no meio de

cultura.
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4.1. Influéncia das condicbes de cultura na taxa mscifica de
crescimento, viabilidade e disponibilidade de fosfa inorganico
em Saccharomyces cerevisiae

A Figura 4.1 revela qu8.cerevisiadJE-MEs crescidas em meio YPG exibiam
taxa especifica de crescimento (4) aproximadamanial a 0,25 H, um valor
caracteristico d&.cerevisiagespiratérias, enquanto que as célglascidas em meio
YPGD apresentavam [10,40 h', valor descrito para células respiratério-fermeveaa,
comum a situagoes onde foi induzido o efeito ddtea (314) (67).

A referida Figura mostra também que células crascidurante 200 min na
presenca de glicose e expostas nos ultimos 10@ mi@,-NP (ensaio A), sem ou com
choque térmico apresentavam [ idénticos aos vatdngdos para células respiratorio-
fermentativas. Os valores de u obtidos, neste @npara células expostas a choque
térmico, na auséncia ou na presenca de-INB, ndo diferiam significativamente entre
si (p <0,01).

No ensaio B podemos observar que células cresddeante 200 min na
presenca de glicose e NP <25 nm, na auséncia ou na presenca de chauuied¢
apresentavam valores de | estatisticamente idéntdos de células respiratérias.
Resposta idéntica foi também observada para ca@ufasstas durante o mesmo periodo
de tempo a Ti&NP <100 nm e choque térmico. O choque térmico exposicao a
TiO2-NP <100 nm sem choque térmico ndo induziram dif@e significativas (p
<0,01) no parametro [, relativamente as célulasregério-fermentativas.

Estes resultados sugerem que no ensaio B, a peedentiQ-NP de qualquer
dimensdo e o choque térmico modificaram a taxacésme de crescimento dS.
cerevisiaeUE-MEsz de respiratério-fermentativas para respiratérias.abséncia de HS
apenas as Ti#&NP de menor dimensédo (<25 nm) exerceram efeitalaimEsta
primeira aproximacao permite inferir que as nant@aas de menor dimensguer si
exerceram uma ac¢do moduladora negativa, podendar evimanifestacdo do efeito
Crabtree quando o tempo de exposicao é de 200emirsimultaneo com a adigcédo de

glicose.
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Figura 4.1 Taxa especifica de crescimentoSlecerevisiadE-ME; em meio YPC | |, YPG ,YPGD
na auséncia de TiOIP [l e na presenca de FiP <25 nnll ou TieNP <100 nnlll , em
condicdes de choque térmico (HS) ou ndo, durarligdflsaio A) ou 200 min (ensaio B). Os
resultados representasn médiade cinco experiéncias independentes + desvio-padsdo
barras assinaladas com letras diferentes saois@givmente diferentes (p <0,01).

A Figura 4.2 representa a viabilidade celular endacaim dos ensaios
desenvolvidos neste estudo. A presenca de glicosmeio de cultura induziu um
aumento significativo (p <0,01) da viabilidade d¢atycompativel com o descrito na
literatura para células respiratorio-fermentati{ais).

A partir da mesma Figura pode observar-se queaslkiescidas durante 200
min na presenca de glicose e expostas nos ulti@@snin a TiQ-NP <25 nm (ensaio
A), sem choque térmico apresentavam viabilidadelaekstatisticamente semelhante
(p <0,01) a de células crescidas em meio YPGD. Nan¢o, a aplicacdo do mesmo
tratamento a TiIONP <100 nm, induziu um decréscimo da viabilidagtlar para
valores idénticos aos das células crescidas em W@ Uma resposta idéntica pode
ser observada em células sujeitas a choque téreniti>-NP <25. A aplicacdo do
choque térmico a células expostas nos ultimos 1@0da cultura a TINP <100
provocou um decréscimo significativo (p <0,01) degiarametro relativamente a
gualquer dos controlos.

O perfil de resposta obtido coBicerevisiadratadas durante 200 min (ensaio B)
mostra um decréscimo de viabilidade celular emlaglcultivadas na presenca de FiO

NP <25 e <100 nm para valores idénticos aos ddasétaspiratérias, no caso de HO
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NP de maior dimensao, e para niveis inferiores Tda-NP <25. No que diz respeito
ao choque térmico observou-se em qualquer dag&siltum decréscimo da viabilidade
celular para niveis estatisticamente inferiores (p01) a qualquer dos controlos sendo
o valor menor detetado ef. cerevisiaecultivadas na presenca de HOP <100 e
choque térmico. Estes resultados parecem confiomgue vem descrito na literatura
(315) (316), bem como alguns aspetos especulagiwesliscutimos na Figura anterior,
nomeadamente a perda de viabilidade quando assdéb cultivadas na presenca de
TiO2-NP e/ou choque térmico, resposta que parecedst@arordo com uma modulacao

negativa do efeito Crabtree.

Ensaio 0 Ensaio A Ensaio B
! H s/HS c¢/HS I s/HS ¢/HS !
| | | | |
120,00 L
a i ac ac a a
als € d d d
100,00 | f
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YPG YPGD

Figura 4.2 Viabilidade celular dé&. cerevisiad)E-ME; em meio YPC , YPGI , YPGD na auséncia
de TiO:NP [ e na presenca de TP <25 nmill e TigNP <100 nrill , em condicbes
de choque térmico (HS) ou nédo, durante 100 (esatu 200 min (ensaio B). Os resultados
representam a média de cinco experiéncias indeptaslet desvio-padrdo. As barras
assinaladas com letras diferentes sdo significativeie diferentes (p <0,01).

A fosfatase alcalina € um enzima que participauhara de ligacdes fosfato com
potencial quimico elevado e consequente libertagafosfato inorganico. O potencial
quimico disponibilizado podera entdo ser utilizagela célula para assistir ao

crescimento, ou nos organismos multicelularesfexaticiacdo celular. Neste contexto

a Figura 4.3 revela que a transicdo do meio resgirfara 0 meio respiravel-
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fermentativo induziu um aumento significativo davidade enzimatica ALP. A referida
Figura mostra ainda que células crescidas nosastib®0 min da cultura na presenca
de TiQ-NP (ensaio A) de qualquer dimensdo molecular, msérecia de choque
térmico, ndo exerceram efeito com significado &dted quando comparadas com
células crescidas em meio YPGD. Células cultivaatasmeio YPGD e expostas nos
altimos 100 min a choque térmico na auséncia eresepca de TiONP de qualquer
das dimensdes moleculares (Figura 4.3) exibirameigivde atividade ALP
significativamente inferiores aos determinados efulas respiratorio-fermentativas,
mas estatisticamente idénticos aos detetados etasééspiratérias (p <0,01).

O mesmo perfil de resposta pode ser observado &rasé&o ensaio B, em
choque térmico e sem choque térmico quando expasta®-NP < 100nm.

Esta alteracdo na disponibilizacdo do potenciahgqui, conservado nas ligagdes

fosfato, pode justificar em parte a perda da \iddaile celular referida anteriormente.

Ensaio 0 Ensaio A Ensaio B
l I l ¢/HS l ' s/HS ¢/HS I
30
1 | | | |
25
&
£ 20
§ ade
=15
=
=10
—
<
0
YPG YPGD

Figura 4.3 Atividade enzimatica ALP d&. cerevisiadJE-MEz em meio YPC ,YPG YPGD na
auséncia de TiIENPM e na presenca de BiRP<25 nmill e TigNP <100 nn. ,
condicdes de choque térmico (HS) ou ndo, durarigdflsaio A) ou 200 min (ensaio B). Os
resultados representasn médiade cinco experiéncias independentes + desvio-pads&o
barras assinaladas com letras diferentes saois@givmente diferentes (p <0,01).
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4.2. Influéncia das condicbes de cultura no metabsino energético de
Saccharomyces cerevisiae

A producdo de glicose-6-fosfato, mediada pela hesse, faz parte de uma
encruzilhada metabdlica que envolve duas vias deadacédo oxidativa da glicose, a
glicOlise e a via das pentoses fosfato (PP) (Figuiad A Figura 4.4A mostra que as
células crescidas em meio YPGD apresentavam nédeibexocinase superiores as
crescidas em meio YPG (p <0,05). Esta alteracA@resugue a adicdo de glicose
provocou um aumento da atividade hexocinase, nprid@avelmente para facilitar a
producdo de ATP pela fermentacdo aerébia, bem gmiaovia PP, através da qual se
puderam gerar equivalentes redutores necessdaniossintesele novade lipidos e para
assegurar respostas antioxidantes que garantissanomento da viabilidade celular
comentado anteriormente (317) (318).

No que diz respeito ao ensaio A, a adicdo de natioplas de qualquer dos
tamanhos analisados reforcou o aumento desta adeidcatalitica para niveis
significativamente superiores aos detetados emnlaséhespiratorias. A adicdo destes
agentes destressparece assim ter potenciado a producdo de ATP eqdiralentes
redutores. No entanto o choque térmico e a expomsicaliQ-NP com diametro
molecular <25 ou <100 nm em culturas sujeitas @jebdérmico, reverteu os niveis de
atividade hexocinase para valores significativaménferiores aos detetados em células
respiratorias e respiratério-fermentativas (p <p,Neste caso, o efeito do choque
térmico parece ter-se sobreposto ao efeito daspaaticulas, minimizando o fluxo de
carbono pelas vias glicolitica e PP.

No ensaio B a exposi¢cdo a nanoparticulas com déwed@5 nm mantém os
niveis de hexocinase estatisticamente idénticos @@s leveduras respiratorio-
fermentativas. Contudo, células crescidas em mdrRGY e TiQ-NP <100 nm,
apresentam niveis de hexocinase idénticos aosldeséespiratorias (p <0,01). Um
decréscimo ainda mais acentuado desta atividade ped observado para células
expostas a HS na auséncia ou presenca deNFOdas duas dimensdes moleculares
estudadas. Neste caso, parece ter ocorrido uno efigiergistico entre a presenca de
nanoparticulas e o choque térmico, que contribana peverter a atividade hexocinase
para niveis inferiores aos determinados em cétakgsratorias.

O piruvato faz parte de outra encruzilhada metahdtjue corresponde a

intercecao de pelo menos duas vias essenciaiguka:célglicolise e o ciclo do citrato
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(Figura 1.1). A sua libertagdo no citoplasma celélaatalisada por um dos enzimas
reguladores da via glicolitica e transportado parenatriz mitocondrial onde apos
conversao em acetil-CoA é metabolizado pelo cidaitfato para gerar equivalentes
redutores sob a forma de NADH utilizaveis pela @despiratoria. Se o ciclo do citrato
for interrompido e a célula permanecer em modo datativo, 0 piruvato permanecera
no citoplasma onde sera consequentemente reduzidio em vista a reoxidacdo do
NADH citoplasmatico indispensavel a glicolise (5).

A Figura 4.4B mostra que ocorreu um aumento sigatito (p <0,01) da
atividade piruvato cinase apds a adicdo de glicase meio de cultura. Este
comportamento podera ter levado a um eventual aomdos niveis de estado
estacionario de piruvato citoplasmatico que podEnaresponsavel pela inducdo de
enzimas fermentativos que participam na regulagéstadencruzilhada metabdlica
(144). A referida Figura permite ainda observar guaicao de Ti&@NP no ensaio A
provocou um decréscimo desta atividade catalitiema pvalores proximos dos
encontrados em células respiratérias, com validatiistica para as leveduras expostas
a TiOx-NP <25 (p < 0,05) e Ti®NP <100 nm (p < 0,01). A sujeicao das leveduras a
choque térmico apos crescimento durante 100 mirprsenca de glicose exerceu o
mesmo efeito (p <0,01). Todavia, a exposicdo séneth a TIQNP de qualquer das
dimensdes analisadas e HS provocou um decréscigmificativo desta atividade
catalitica (p <0,01), acentuando a reversdo dal ggsfco de atividade respiratorio-
fermentativo pela associacdo de HS e INP. No que diz respeito ao ensaio B, a
exposicdo dé&. cerevisiaa TiO-NP <25 sem choque térmico, manteve esta atividade
catalitica em niveis proximos & cerevisiagespiratorio-fermentativos, diminuindo a
atividade piruvato cinase de células crescidas reaepca de Ti&NP <100 nm (p
<0,01) para niveis préximos dos de células repiao Uma resposta semelhante foi
obtida com leveduras submetidas a choque térmiegpestas a Ti&NP <25 nm.
Curiosamente, o efeito das nanoparticulas com didmer100 e choque térmico foi
oposto ao observado com qualquer das nanopartiamaksadas em condi¢cdes de
choque térmico, mantendo niveis proximos dos di#st@om leveduras respiratorio-
fermentativas. Face ao exposto, a adicdo de-WNi® em choque térmico parece ter
revertido o metabolismo respiratério-fementativoSdeerevisiadE-MEz ao nivel dos
referidos enzimas reguladores da glicélise. Pagen alisso a adicdo de TiDIP de
maior dimens&o em simultaneo com a adicdo de glidzsm como a presenca de FiO
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NP <25 nm e choque térmico parece evitar o estab&@to do metabolismo

respiratorio-fermentativo.
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Figura 4.4 Atividades enzimaticas hexocinase (A) e piruvattase (B) deS. cerevisiad)JE-ME; em
meio YPG , YPGI |, YPGD na auséncia de;N@ ]l e na presenca de TP <25
nm e TiGNP <100 nnfl] , em condi¢Ges de choque térmi®) @4 ndo, durante 100
(ensaio A) ou 200 min (ensaio B). Os resultadosesgmtanma médiade cinco experiéncias
independentes + desvio-padrdo. As barras assirmlagan letras diferentes sao
significativamente diferentes (p <0,01- linha simep <0,05- linha inferior).
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A reducdo do piruvato citoplasmatico €n cerevisiagpode ser mediada pelo
enzima piruvato descarboxilase ocorrendo a formdedacetaldeido que pode entdo ser
reduzido a etanol pelo enzima alcool desidrogempse em geral estd acoplada a
reoxidacdo do coenzima NADH que assiste a via lifica (Figura 1.1). Um aumento
desta atividade catalitica € considerado por dgeasitores como um bom marcador do
efeito de Crabtree (319) (293) (48). Pela FigusA4pode observar-se que a atividade
piruvato descarboxilase aumentou significativamefe<0,01) apdés a adicdo de
glicose. Como referido anteriormente este efeitadlepd estar relacionado com o
aumento da atividade piruvato cinase detetada eetleas respiratorio-fermentativas
(Figura 4.4). No ensaio A, células crescidas naqgmea de TiINP <100 exibiam
niveis de atividade PDC da mesma ordem de grandagadetetadas em células
respiratorio-fermentativas parecendo que nestacgitueste tipo de nanoparticulas néo
terd revertido a tendéncia para &scerevisiaese manterem fermentativas aerobias,
situacdo contraria a observada com NP <25, cuja atividade PDC diminuiu para
niveis idénticos aos de células respiratérias (POKO0 O choque térmico e
nanoparticulas de qualquer das dimensfes estudadesram efeito estatisticamente
idéntico ao das Ti®NP <25 sem choque térmico, revertendo o metabolism
respiratorio-fermentativo para respiratorio.

Relativamente ao ensaio B, a presenca de-Wi®de menor dimensao evitou a
transicdo do metabolismo respiratorio para respimfermentativo, no entanto as
células expostas a T¥NP de maior dimensdo apresentavam valores de PDC
intermédios entre os obtidos com células respiesd respiratorio-fermentativos, nao
diferindo estatisticamente de qualquer dos tratémseNo que diz respeito ao estimulo
pelo choque térmico apenas as FNP de menor dimensdo exerceram um efeito
estimulante sobre a atividade PDC com significastatistico (p <0,01). Pode assim
inferir-se que a presenca de nanoparticulas deiddidde titanio <25 nmper si
parecem ter a capacidade de evitar a transicdo el@abolismo respiratério para
respiratorio-fermentativo.

No seguimento da via que pode conduzir a fermeotalg@dlica (Figura 1.1), a
Figura 4.5B revela que a adicédo de glicose ao oheicultura induziu, tal como descrito
na literatura, um acréscimo significativo (p <0,@B atividade alcool desidrogenase
(297) (293). Pela mesma Figura, pode observar-g Sgucerevisiaecrescidas na
presenca de nanoparticulas de qualquer das dinsersdalisadas, ndo induziu
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alteracdes com significado estatistico da ativid#d@H comparativamente com

leveduras em modo respiratorio-fermentativo.
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Figura 4.5 Atividades enzimaticas piruvato descarboxilase @A)alcool desidrogenase (B) d&
cerevisiaeUE-MEz em meio YPG , YPGI} , YPGD na auséncidi@.NPJl e na
presenca de TiENP <25 nmill e TieNP <100 nnll , em condicdes de choque térmico
(HS) ou néo, durante 100 (ensaio A) ou 200 mingenB). Os resultados representam
médiade cinco experiéncias independentes + desvio-padisibarras assinaladas com letras
diferentes sao significativamente diferentes (D),
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No entanto observa-se uma linha de tendéncia dést®mo uma vez que 0S
valores obtidos na presenca de nanoparticulas tamBé diferem do determinado em
leveduras em modo respiratério. O choque térmiaoaf significativamente esta
atividade catalitica, incluindo quando nanopartisulde qualquer das dimensdes
estudadas estavam presentes no meio de culturée Begundo caso, os valores da
ADH obtidos ficaram estatisticamente idénticos (p,08) aos determinados em
leveduras em modo respiratorio, permitindo infegine o efeito combinado de
nanoparticulas com choque térmico poderd ter caugad reversdo do metabolismo
fermentativo aerobio para respiratério. Os resokadbtidos no ensaio B exibem um
perfil de resposta estatisticamente idéntico asemiados no ensaio A, pelo que se
pode inferir um bloqueio da progressédo do metammolisnergético d&. cerevisiadJE-
MEs, para o modo respiratorio-fermentativo se a ex@asiao choque térmico e as
TiO2>-NP de qualquer dimensao ocorrer com a adicaoickesgl

Embora S. cerevisiae possua lactato desidrogenases endogenos, duas
mitocondriais DLD1 e DLD2 que reconhecem exclusigata o lactato como substrato,
e uma citoplasmatica DLD3 cujo papel biol6gico ssatbnhece, a literatura refere que a
expressdo da DLD3 (95) é reprimida pela presenggictese no meio de cultura, e que
a producao de lactato nessas condi¢cdes experimentauito baixa. Por esse motivo a
competicdo entre 0 metabolismo respiratorio e fataio da-se pelo aumento da
expressdo funcional dos enzimas reguladores ewdsivha fermentacdo alcodlica.
Apesar disso, procurou-se avaliar de que formaatstadade catalitica er8. cerevisiae
expostas a glicose, responde as condi¢cdes expdaialelineadas para este estudo
(157) (5) (158).

A representacgdo grafica da Figura 4.6 mostra-nesacatividade citoplasmatica
DLD de células respiratérias é significativamentpesior (p <0,01) a determinada em
células fermentativo-respiratorias, ocorrendo umebga de aproximadamente 40
pontos percentuais, efeito que confirma a represk®ba atividade catalitica pela
glicose descrita na literatura (37).

No ensaio A, a adicdo de nanoparticulas de qualdaerdimensdes estudadas
nao afetou significativamente esta atividade enzoma&omparativamente com células
respiratorio-fermentativas. O choque térmico e posicao a TiQNP <100 nm em
choque térmico também manteve os niveis destadatigi catalitica estatisticamente

idénticos (p <0,01) aos detetados $nrerevisiagespiratério-fermentativas. Porém, o
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efeito combinado da exposi¢do a HIP <25 nm em HS provocou um aumento da
DLD para niveis estatisticamente semelhantes (p1¥0aos de células respiratérias,
parecendo neste caso particular ocorrer uma reveis&feito inibitério induzido pela
glicose em células respiratorio-fermentativas.

O perfil de resposta as nanoparticulas, no ensaidoB estatisticamente
semelhante (p <0,01) ao observado em células atdpa-fermentativas. Contudo a
exposicdo a TiIONP <100 e choque térmico em simultdneo com a adigaglicose,
parece potenciar o efeito inibitério pela glicosibre este enzima, enquanto que a
exposicdo a TiIONP <25 nm e HS anula o efeito inibitério da presede glicose,

mostrando um valor idéntico (p <0,01) ao obsenaaélulas respiratorias.
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1 J I s/HS c¢/HS I s/HS c¢/HS I
| 1 | || | | ]
10 a
€ 8 r.k
b
= 6 b ) . b
g o b
o) 4 b.e b.c
5 ' I '
2 c
O LI |
YPG YPGD

Figura 4.6 Atividade enzimatica lactato desidrogenaseSdecerevisiadJE-ME; em meio YPG ,
YPGD , YPGD na auséncia de T7i9P [l e na presenca de TiOP <25 nm[ill e Ti©
NP <100 nm[l , em condicées de choque térnti®) bu nao, durante 100 (ensaio A) ou
200 min (ensaio B). Os resultados represergamédiade cinco experiéncias independentes
+ desvio-padréo. As barras assinaladas com leifi@®dtes sdo significativamente diferentes
(p <0,01).

Paralelamente com o aumento da atividade glicaliéidermentacdo alcodlica
observada na glicélise em aerobiose, ocorre umublogda atividade respiratoria ao

nivel do ciclo do citrato na matriz mitocondriakadeia de transporte de eletrdes da

membrana interna mitocondrial (37) (38).
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O enzima sucinato desidrogenase (SDH ou complex@ Hesponsavel pela
transferéncia de eletrbes desde o sucinato, gemadaiclo do citrato, via FADHKHaté a
ubiquinona ou coenzima Q da cadeia respiratorgu(gil.l) (322).

Pela Figura 4.7 pode observar-se um decréscimdfisaivo (p <0,01) das
atividades citrato sintase, um dos enzimas reguaddo ciclo do citrato que participa
na condensacdo do oxaloacetato com o acetil-CoAeprente da descarboxilacéo
oxidativa do piruvato mediada pela piruvato degidrase e da succinato desidrogenase
em leveduras crescidas apos a adicdo de glico3e(33@) (Figura 4.7A e B). Estes
resultados permitem inferir o bloqueio do metalmotisrespiratério induzido pela
glicolise em condi¢cdes aerdbias. Para além dissimjb&cdo da atividade sucinato
desidrogenase indicia um bloqueio na transferédeiaequivalentes redutores sob a
forma de FADH para a cadeia respiratoria (38) (37) (321).

Os resultados obtidos no ensaio A para ambos osnaszrevelam que a
exposicdo de leveduras respiratorio-fermentativasli@-NP <25 nm reverteu
parcialmente a inibicdo induzida pela presencalidesg em concentracéo elevada no
meio de cultura. Contudo, para nanoparticulas comiomdimensao molecular
observou-se um efeito inverso, ocorrendo um deienéssignificativo (p <0,01) das
atividades citrato sintase e sucinato desidrogeraasmtuando o bloqueio respiratorio
induzido pela glicose.

O choque térmico diminuiu estas duas atividadeslitieds para niveis
vestigiais (p <0,01). No entanto, a exposicdo aparticulas em choque térmico parece
ter evitado o efeito do choque térmico mantendaigsis de citrato sintase e sucinato
desidrogenase mais proximos dos determinados emasdlespiratorio-fermentativas
ainda que estatisticamente inferiores (p <0,01)casn da exposicdo a THBIP <25
nm, e estatisticamente superiores (p <0.01) no dasiQ-NP <100 nm (Figura 4.7 A
e B).

Curiosamente, no ensaio B, a exposicédo a nanoglagide qualquer dimenséo
nao alterou estatisticamente a atividade citrattase (Figura 4.7A) que permaneceu
idéntica a detetada e® cerevisiagespiratorio-fermentativa. Relativamente a atidigla
sucinato desidrogenase (Figura 4.7B), a exposica®OaNP <100 nm induziu um
decréscimo significativo (p <0,01) da atividade Sbémparativamente com células
respiratorio-fementativas, uma resposta semelhantegistada no ensaio A para as

mesmas condi¢cbes experimentais.
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O choque térmico no ensaio B exerceu um efeito kemie ao determinado no

ensaio A, com decréscimo das atividades CS e Sadrpeeis vestigiais.
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Figura 4.7 Atividades enzimaticas citrato sintase (A) e sugitirdesidrogenase (B) & cerevisiadJE-
MEs em meio YPC | |, YPGI , YPGD na ausénciTide- NPl e na presenca de FiO
NP<25 nmill e TioNP <100 nm[ll , em condicdes de choque térmi®) @i ndo, durante
100 (ensaio A) ou 200 min (ensaio B). Os resultademesentama médiade cinco
experiéncias independentes *+ desvio-padréo. Aabassinaladas com letras diferentes séo

significativamente diferentes (p <0,01).
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Todavia, no ensaio B a adicdo de FdP de qualquer dimensé&o estudada neste
trabalho, ndo perturbou significativamente os mivde atividade enzimética CS,
mantendo-os idénticos aos determinados Snterevisiaerespiratorio-fermentativos.
Surpreendentemente, em leveduras expostas aNFO<25 e <100 nm e choque
térmico os niveis da atividade SDH sao signifi@atiente superiores (p <0,01) aos
determinados em células respiratorias, impedindecducao desta actividade catalitica
para niveis proximos dos determinados em célutmsregério-fermentativas.

Deste modo, pode inferir-se que a exposicéo a ratioplas e choque térmico
em simultaneo com a adi¢do de glicose ao meio Haraucontribuiu para evitar o
bloqueio respiratorio induzido pela glicélise aovatida succinato desidrogenase,
facilitando o fluxo de eletrdes para a cadeia ragmiia.

A levedura S.cerevisiaeao contrario das células animais ndo apresenta o
complexo I, mas dispde de 3 NADH desidrogenasensgigeis a rotenona e localizadas
na membrana interna mitocondrial. Os equivalentéesitores sob a forma de NADH
gerados na matriz mitocondrial sdo oxidados peldDNAubiquinona oxirredutase
também denominada NADH desidrogenase interna (N{Pigura 1.1).

Alguns autores sugerem que este enzima desempemhzapel relevante na
regulacdo do equilibrio redox, ao nivel do NADHoaudandrial produzido pelo ciclo do
citrato, sendo também capaz de oxidar o NADH prioitupela oxidac&do do etanol via
transportador acetaldeido/etanol. Tal como os miitdGos das plantas, os mitocondrios
da levedura séo capazes de oxidar diretamente d-NZkiDsAGlico.

Dois enzimas NADH desidrogenases externos (NDE1 RBE2Y estédo
localizados na membrana interna mitocondrial conseags centros ativos expostos ao
espaco intermembranar. Devido & membrana intert@camdrial ser impermeavel ao
NADH, a literatura admite que estes enzimas saazempde oxidar NADH produzido
pela glicdlise, embora apenas alguns autores sugjtee também estdo primariamente
envolvidos na respiracao durante o crescimentolenoi& como o etanol ou o glicerol.
O NDE1p e NDEZ2p assim como a NADH desidrogenaserriat sdo insensiveis a
rotenona e nao participam no bombeamento de pr{i6d$ (165) (168).

Alternativamente o NADH gerado no citosol duranteglecdlise pode ser
oxidado pela cadeia respiratoria utilizando o toangdor glicerol-3-fosfato
desidrogenase, uma glicerol-3-fosfato desidrogeligada ao NADH citoplasmaético e
uma glicerol-3-fosfato: ubiquinona oxidoredutagadia & membrana (164) (165).
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Todas as vias de oxidagao respiratoria dos coeszidH ou FADH de S.
cerevisiaeconvergem para pool de ubiquinona. A cadeia de transporte de eletrbes
prossegue, apos tranferéncia dos eletrbes da uobitipara o citocromo c, via
complexo citocromo bcl ou complexo lll. A oxidag@mcitocromo ¢ pelo dioxigénio &
entdo catalisada pelo citocromo ¢ oxidase (COXavaoptexo V) (167).

Neste estudo, optou-se por avaliar como as difesenbndicbes de ensaio
influenciavam as NADH desidrogenases externasgar&i4.8 mostra-nos que a adicao
de glicose ao meio de cultura provocou um decrésdignificativo (p <0,01) da
atividade NADH ubiquinona desidrogenase para valale aproximadamente 1/3 da
que foi determinada em células crescendo apenkmantio glicerol como fonte de
carbono.

Este resultado esta de acordo com o que foi oldenmva Figura 4.7 compativel
com uma repressao do metabolismo respiratorio-txapela glicose (320) (37) (293).
A Figura 4.8 revela ainda que no ensaio A, o chaguemico e a exposicao de.
cerevisiae a nanoparticulas com diametro <25 nm e <100 nm eorsem HS
mantiveram os niveis de atividade NADH desidrogendénticos aos determinados em
S. cerevisiagespiratorio-fermentativas.

No ensaio B pode observar-se pela Figura 4.8 queasicdo a nanoparticulas
de qualquer das dimensfGes moleculares estudadasclsmue térmico, manteve 0s
niveis de atividade NADH desidrogenase estatisticaen proximos dos valores
determinados em células respiratério-fermentativas.

Embora o choque térmico tenha inibido acentuadasresta atividade catalitica,
quando aplicado no instante em que foi adicionaddicmse, o efeito conjunto da
exposicdo a Ti&ONP <100 nm com HS manteve o0s niveis de atividadém
desidrogenase idénticos (p <0,01) aos detetadazekias respiratorias. A manutencao
desta atividade enzimatica parece estar ao setaigxidacdo do NADH citoplasmatico

formado pela via glicolitica.
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Figura 4.8 Atividade enzimatica NADH desidrogenase externa $.ccerevisiad)E-ME; em meio YPG
YPGD , YPGD na auséncia de TXP [ e na presenca de 1i0P<25 nnilll e Ti®
NP <100 nnfll, em condi¢ées de choque térmico (HS)do, durante 100 (ensaio A) ou 200
min (ensaio B). Os resultados representamédiade cinco experiéncias independentes *
desvio-padréo. As barras assinaladas com letrasedies séo significativamente diferentes
(p <0,01).

O enzima malato desidrogenase catalisa a deschrtéxi oxidativa do L-
malato em piruvato e CQacoplada a reducdo dos nucleétidos piridinicos NaD
NADP*. No metabolismo glucidico fermentativo de levedura piruvato, um
importante substrato que participa em encruzilhag@sabolicas que envolvem a
metabolizacdo de glucidos é posteriormente desxitallo a acetaldeido pela PDC e
subsequentemente reduzido pela ADH. Os enzimas tonalasidrogenase (EC
1.1.1.37/38) exibem em geral um elevado grau deolmgia, mas a sua localizacao
intracelular é diferente, podendo expressar-seia do citoplasma e do mitocondrio.
Diferem ainda no que diz respeito a afinidade es@fpidade para o substrato (L-
malato e/ou oxaloacetato), na especificidade pa@faior e no grau de reversibilidade
da reacdo de descarboxilagdo. Os produtos finass rdacbes do enzima malato
desidrogenase, isto é, o piruvato, LONAD(P)H, sao utilizados por diversas vias
metabolicas que podem ser grosseiramente agrupaoias: i) vias onde enzimas
malato desidrogenase NADRiependentes estdo envolvidos em processos metzholi
ouii) vias onde os enzimas NADEependentes desempenham um papel nos processos

biossintéticos redutores. De acordo com este pdatwista, 0s isoenzimas malato
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desidrogenase dependentes de NABsempenham um papel importante na geracéo de
ATP através da producdo de NADH e piruvato. Cotdresto com o0 que foi exposto, a
reacao reversa que envolve enzimas malato desithsgalependentes do NAD&hde
ocorre a carboxilacdo do piruvato em malato, desaimum um papel importante
constitutivo nas reagfes anapleroticas no cicloidato, em procariontes e eucariontes
(171) (322) (174).

As isoformas NADP dependentes do enzima malato desidrogenase dhitage
assistem maioritariamente a reac¢des biossintétarasparticular as que envolvem a
biossintese e insaturacdo de lipidos. Quando arllsfidade de ATP é elevada, o
acetil-CoA pode ser deslocado para a sintese wi®sipcontribuindo para aumentar as
reservas energeéticas. No entanto, o acetil-CoA awiitdrial, deve ser convertido em
citrato atraves do sistema de transporte de ts#gios para participar na sintese de
residuos acilo no citoplasma. O enzima citratcasmtanteriormente descrito, condensa
o acetil-CoA com o oxaloacetato para produzir mirasendo este transportado do
mitocondrio para o citoplasma. No citoplasma, matit é reconvertido em oxaloacetato
pelo enzima citrato liase e posteriormente reduaidealato pela malato desidrogenase,
sendo o malato oxidado a piruvato pelo enzima mad@sidrogenase com geracao
acoplada de NADPH utilizavel na biossintese deldipi(Figura 1.1). O piruvato pode
também ser reimportado pelo mitocondrio, assim comwlato, se houver necessidade
de gerar NADH, via malato desidrogenase mitocoh(ltiéo) .

A literatura descreve que& cerevisia@penas utiliza o L-malato na presenca
de uma ou mais fontes de carbono fermentaveis.mén® a utilizacdo de L-malato
por S. cerevisiagé mais fraca do que a manifestada por outras leaedcomo &5.
pombeque parece ter otimizado evolutivamente a degésdalp L-malato (174). O
enzima malato desidrogenase citoplasmatico (MDH#teqe ndo ser essencial para
sobrevivéncia deS. cerevisiag uma vez que delecbes no gene codificante nao
influenciam a sua viabilidade. Contudo alguns a#oatribuem ao enzima malato
desidrogenase mitocondrial (MAE1, MDH1, MDH3) um pph relevante no
metabolismo de&. cerevisiaeA localizagcdo mitocondrial do enzima (MAE1, MDH1,
MDH3) de S. cerevisiagode determinar a fraca degradacédo do malatogpiopes de
S. cerevisiaeultivadas em condi¢cdes fermentativas. A expreggdgene mael €, em
geral baixa, mas constitutiva em leveduras culagacbm diferentes fontes de carbono,
como por exemplo glicose, etanol e acetato. Oultrgsstigadores sugerem um papel
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fisiol6gico complementar ao descrito aqui para @irea malato desidrogenase
mitocondrial (MAE1l) deS. cerevisiae admitindo a sua participacdo em vias
metabolicas auxiliares que regenerem o princip&dtop biossintético NADPH (322).
Em condi¢bes respiratorio-fermentativas, o fluxo cbono deS. cerevisiaeé
deslocado da biossintese para a producdo de epagoem condi¢bes anaerdbias, quer
aerdbias. Todavia, em condicfes fermentativas {®enassencial alguma atividade
biossintética que garanta a sobrevivéncia celltasa atividade leva ao consumo
liguido de NADPH e a producéao liquida de NADH (5).

Como a fermentagéo alcodlica € um processo redottene formacéo de etanol
nao contribui para a reoxidacdo do NADH assimilatOA S. cerevisiaee outras
leveduras resolveram este dilema redox, reduzindpicase a glicerol, acoplada a
reoxidacdo de NADH. De acordo com este modelo,zinenmalato desidrogenase, 0
piruvato carboxilase, o enzima malato desidrogelis#H2 dependente de NADP
atuam como transportadores transhidrogenase-adcligee convertem o NADH gerado
no metabolismo biossintético em NADPH e assim siste as necessidades
biossintéticas das células de levedura. A locdli@aapitocondrial do enzima malato
desidrogenase d®&. cerevisiagsugere que este enzima se encontra submetideitm e
regulador do metabolismo fermentativo da glicosssirm como a deterioracao
mitocondrial, um fendmeno bem documentado em leasdCrabtree positivas, as
quais acentuam a fraca metabolizagdo do malat8 pmrevisiae.

O enzima glicose-6-fosfato desidrogenase catalipameiro passo da via das
pentoses fosfato, um percurso metabdlico para@dagio da glicose que para além de
gerar ATP tem como principal missdo biologica pmdequivalentes redutores sob a
forma de NADPH e precursores da biossintese dedtichbs sob a forma de ribose-5-
fosfato. Embora o balango energético em termosedacgo de ATP seja elevado, a
célula s6 a utiliza com essa funcao desde que teetessidade de gerar NADPH e/ou
ribose-5-fosfato que assistem atividades anabolcaso a biossintese de novo de
residuos acilo e de DNA. Um papel complementaradeist € participar na capacidade
de resposta antioxidativa da célula, uma vez quegas/alentes redutores sob a forma
de NADPH podem ainda ser utilizados pelo ciclo dereducdo do glutationo
envolvido na estabilizacdo do saudavel ambientatoedia célula. Assim, a semelhanca
do enzima MDH2 esta via metabdlica € particulareémiportante na estabilizagdo do
ambiente redutor mediado pelos coenzimas flavirgécpslo tripéptido glutationo (197)
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(198). As Figuras 4.9 e 4.10 representam os valdeaestividade do enzima malato
desidrogenase mitocondrial (MAE1, MDH1, MDH3) eogpiasmatico (MDH2) e

glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) o enzimaecta via das pentoses fosfato.
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Figura 4.9 Actividade enzimatica enzima malato desidrogenagecontrial (A) e enzima malato
desidrogenase citoplasmatico (B) 8e cerevisiadJE-ME; em meio YPC , YPGI ,

YPGD na auséncia de Ti®P B e na presenca de TP <25 nmill e TIONP <100 nm

M em condices de choque térmico (HS) ou n&o, tairEHdO (ensaio A) ou 200 min (ensaio
B). Os resultados representanmédiade cinco experiéncias independentes + desvio-padrao
As barras assinaladas com letras diferentes séicigivamente diferentes (p <0,01).
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A partir da Figura 4.9A pode observar-se que adadde glicose ao meio de
cultura provocou um decréscimo significativo (pG40,da atividade enzimatica malato
desidrogenase mitocondrial. Resposta compativel eonmducdo da fermentacao
aerbbia, cuja ocorréncia é justificada na litematyelo decréscimo da atividade
respiratoria mitocondrial na qual se inclui esteima (5) (116). O papel do malato
desidrogenase mitocondrial nestas condicbes mestrdiminuido provavelmente
porque as necessidades em coenzima NADH oxidaedss gadeia respiratéria, para
producdo de ATP, encontram-se diminuidos, devidol@gueio do ciclo do citrato e da
cadeia respirartéria (Figura 1.1), como descrittitaeatura (157) (5) (320).

No que diz respeito ao ensaio A, a adicdo de>-NBP <25 nm sem choque
térmico, ndo reverteu os niveis desta atividada palores proximos dos registados em
células respiratérias, tendo-se observado semelbaestatisticas (p <0,01) com os
niveis de atividade de células respiratério-ferrativais (Figura 4.9A). Por outro lado a
adicdo de Ti@NP <100 sem HS e células expostas a choque térmacpresenca ou
na auséncia de TENP <25 ou <100 nm, exibiam um decréscimo sigrificadesta
atividade catalitica mitocondrial para niveis ifdegs aos detetados em células
respiratorio-fermentativas (Figura 4.9A).

Relativamente ao ensaio B, apenas a adicao de NlRKD2100 nm, sem choque
térmico manteve a atividade malato desidrogenasecamdrial em niveis semelhantes
(p <0,01) aos de células respiratorias, enquartdacglulas expostas a THDIP <25 nm
permaneceram com niveis de atividade estatisticemie@nticos (p <0,01) aos de
células respiratorio-fermentativos (Figura 4.9A¢lWlas expostas a choque térmico sem
ou com exposicao a TENP mantiveram os niveis desta atividade enzimad@aticos
aos observados no ensaio A para as mesmas conéigdesmentais. Nos casos em
qgue o decréscimo desta atividade catalitica fontaeelo pelos tratamentos, pode
inferir-se que a disponibilidade de acetil-CoA plesmatico, resultante da rutura do
citrato, transferido do mitocondrio para o citophasfoi seriamente diminuida.

No que diz respeito a atividade do enzima malagiddegenase citoplasmético
(MDHZ2) a Figura 4.9B mostra que néo existiam difees significativas desta atividade
entre células respiratorias e respiratorio-fermerats. Relativamente ao ensaio A a
adicdo de nanoparticulas sem choque térmico, nduriun alteracbes significativas.
Contudo, a exposicdo ao HS induziu um decréscirgoifgativo (p <0,01) desta
atividade catalitica para niveis vestigiais, apedar surpreendentemente, o efeito
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conjunto da adicdo de nanoparticulas de qualquerdoaensdes estudadas e choque
térmico, ter induzido um aumento da atividade dorea MDH2 para niveis superiores
aos detetados em qualquer dos controlos, emborasggmficado estatistico apenas
para TiQ-NP < 100 com HS (p <0,01).

O ensaio B mostrou uma resposta ao contacto com-NR) sem choque
térmico, idéntica a observada no ensaio A (FiguBBA}¥ Neste ensaio o perfil de
resposta ao choque térmico na auséncia e na paedenganoparticulas, foi também
idéntico ao detetado no ensaio A.

De acordo com os comentarios descritos anterioenemtexposicdo dé&.
cerevisiaeUE-MEz a TiO-NP e choque térmico, especialmente no ensaiorribaiu
para aumentar a disponibilidade de nucleotidosirflaws fosforilados no citoplasma,
provavelmente para suportar a resposta antioxidaetdiada pelo enzima glutationo
redutase do ciclo de oxi-reducédo do glutationo cdad® na Figura 4.11A (ponto 4.3).

A Figura 4.10 representa os niveis de atividade OG@Rra cada situacao
experimental abordada neste estudo. A referidar&igarmite observar que as células
respiratorio-fermentativas exibiam valores dest&idstde catalitica superiores aos
determinados em células respiratérias, com sigmlficestatistico para 95%. Células do
ensaio A, expostas a T#DP <100 nm, sem choque térmico, mostram um deanésc
desta atividade catalitica para niveis semelhgpte®,01) aos observados em células
respiratorias e diferenciados dos observados regeragrio-fermentativas. Por outro
lado, leveduras expostas a choque térmico na aasén@ presenca de TiOIP com
dimensédo <25 ou <100 nm apresentavam niveis dieladiy G6PD significativamente
inferiores (p <0,01) aos detetados quer em céludapiratorias, quer em células
respiratorio-fermentativas (Figura 4.10). Esta dungdo da atividade catalitica podera
ter fragilizado as defesas antioxidantes da célata, particular a capacidade de
regenerar glutationo via glutationo redutase (3E8)ura 4.11A), bem como fragilizado
a capacidade anabolica de biossintese de novo siduos acilo necessarios a
construcdo de membranas que assiste a proliferagélar e justificar parcialmente a
perda de viabilidade celular descrita para levesiesgostas Ti@NP <100 e choque
térmico (Figura 4.2A).

No que diz respeito ao ensaio B observa-se qu@@sgéao a nanoparticulas de
qualquer das dimensfes estudadas neste trabalhtivenam os niveis de atividade
G6PD idénticos aos de células respiratorias e radpio-fermentativas (Figura 4.10).
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Neste ensaio, leveduras submetidas a choque témtdboque térmico e TKENP <25
nm apresentavam niveis de atividade G6PD idénfjges,01) aos apresentados para
0S mesmos tratamentos no ensaio A. Todavia, a ig&oosle células respiratorio-
fermentativas a Ti@NP <100 nm e HS estabilizou a atividade G6PD emeisi
semelhantes (p <0,01) ao de células respiratiimpedindo a evolucdo do

metabolismo energético para respiratério-fermerdati
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Figura 4.10 Actividade enzimatica glicose-6-fosfato desidrogendeS. cerevisiadJE-ME3s em meio
YPG. , YPGD , YPGD na auséncia de ;NP [l e na presenca de TP <25 nm
M TioNP <100 nmill , em condicbes de choque térmi@®) @t ndo, durante 100 (ensaio
A) ou 200 min (ensaio B). Os resultados represenrtiammédiade cinco experiéncias
independentes * desvio-padrdo. As barras assirmlagan letras diferentes séo
significativamente diferentes (p <0,01- linha sigrep <0,05- linha inferior).
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4.3. Influéncia das condicdes de cultura na capa@de antioxidante de
Saccharomyces cerevisiae

A S. cerevisiagesponde aetressoxidativo utilizando diversos mecanismos que
asseguram a sua sobrevivéncia ap0s exposicdo #esgeiidantes. Estas respostas
incluem sistemas que capturam espécies reativaxigénio, reduzem a sua taxa de
producao e reparacédo de danos por elas infligilasaior parte dessas respostas sao
especificas para espécies reativas de oxigénio,coragituem respostas genéricas ao
stressque sdo despoletadas em diversas condicfes. Asadefintioxidantes incluem
enzimas protetores localizados em diferentes caimpartos celulares e que podem ver
alterada a sua expressédo como resposta as ROSZ32})

Os mecanismos de defesa ndo enzimaticos consistemodéculas de pequena
dimensdo com capacidade para capturar espéciesaseadmo o tripéptide- glutamil-
citeinil-glicina, vulgarmente designado por glutat. Assim, a oxidacdo de grupos
sulfidrilo € um dos primeiros eventos observavaispeocessos mediados por ROS que
causam danos celulares. Este facto real¢ca a inmp@atélo glutationo, a mais abundante
fonte de tidis ndo proteicos na maior parte dogarggnos. A literatura propde para o
GSH uma enorme variedade de processos celulares i@ transporte de
aminoacidos, sintese de acidos nucleicos e preteimodulacdo de atividades
enziméaticas e metabolizagcédo de xenobidticos e ROF) (218).

O glutationo é um metabolito essencial em levedusaado utilizado como
agente redutor nas condicdes de crescimento nor@aisgentes indutores daess
oxidativo convertem o glutationo em dissulfuretoglatationo. Todavia, o glutationo
encontra-se maioritariamente na forma de GSH eradleas e outros eucariontes
devido ao papel do enzima de expressao constitugiuéationo redutase, uma
oxidoredutase dependente de NADPH que converte 835&8m GSH utilizando os
equivalentes redutores gerados pela via das penfiosi@ato, cujo enzima regulador é o
G6PD (Figura 1.1) como foi discutido no ponto £28§) (219).

A relevancia do GSH vem do seu papel como cofatoernzimas antioxidantes
como os glutationo peroxidases. A deplecdo do GBHeeeduras tem sido também
associada ao bloqueio da fase G1 do ciclo celularperda de atividade nucledtido
redutase, que pode perturbar a fase S do cicléaceRara além disso, as necessidades
das células eucariontes em GSH podem também eslmrionadas com a sua

participacdo na biossintese dos centros de 4Fes$8n@ais para assegurar a
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viabilidade celular. Os enzimas glutationo perogelae eucariontes, providenciam a
principal resposta enzimatica contratoessoxidativo despoletado por lipoperéxidos e
pelo peroxido de hidrogénio. As leveduras ndo conBPx classicas, mas expressam
trés formas isomorficas de fosfo-glutationo-perasies (PhGPx), que reconhecem
como substratos lipoperéxidos, derivados ou nadfodfolipidos e que exercem um
efeito protetor sobre os lipidos de membrana coptoeessos peroxidativos (218)
(220).

A Figura 4.11 representa as atividades enzimatreslvidas no cliclo do
glutationo, GR e GPx. Na Figura 4.11A pode obseseaum nivel mais elevado da
atividade GR em células respiratorio-fermentativasiparativamente ao detetado em
células respiratorias, um resultado pouco espdctéma vez que células que perderam
fungBes mitocondriais especificas como o bloquaocitlo do citrato e a cadeia
respiratoria, deveriam exibir deficiéncia nas resp® antioxidantes enzimaticas, a
semelhanca do que foi descrito por Jamieson, 1828 (mas parés.cerevisiaeem
estado estacionario. O aumento da atividade GRé&utas respiratorio-fermentativas
sugere que para além do papel antioxidante, a eeggio do GSH poderd estar
associada a outras funcdes biolégicas, nomeadarassittindo a proliferacao celular,
tal como indiciado pelo aumento da atividade G6Rbutido na Figura 4.10.

Na Figura 4.11A pode ainda observar-se que no@wskiveduras crescidas na
presenca de Ti&NP <25 sem choque térmico ndo apresentavam difesen
significativas na atividade GR detetada em céltdapiratorio-fermentativas. Contudo,
células expostas a T¥NP <100 sem HS, apresentavam niveis de atividaBe G
estatisticamente idénticos (p <0,01) aos deternomadra células crescidas em glicerol.
Um resultado semelhante foi obtido para levedushsngetidas ao choque térmico, na
presenca ou na auséncia de ;FNPP de qualquer das dimensdes analisadas nest estu
nos ultimos 100 min da cultura. A presenca de>N® <100 sem choque térmico ou
de TiG:-NP <100 e <25 nm com HS (ensaio A) parece serzcdpaeverter os valores
de atividade GR para niveis idénticos aos obsessadocélulas respiratorias.

Quando a exposicdo as nanoparticulas de qualqoegndéo estudada sem
choque térmico, choque térmico e HROP <25 em HS aconteceu em simultaneo com a
adicdo de glicose (ensaio B), a atividade GR peetgun em niveis estatisticamente
idénticos (p <0,01) aos determinados em célulapiredérias. Surpreendentemente,

observou-se um aumento desta atividade catalitmaSe cerevisiaecrescidas na
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presenca de Ti#&INP <100 nm e choque térmico para valores superiaos registados

em células respiratorio-fermentativas (p < 0,01).
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Figura 4.11 Atividade enziméatica glutationo redutase (A), etafiono peroxidase (B) d8. cerevisiae

11¢

UE-ME; em meio YPC , YPGI |, YPGD na auséncia d2 NP [l e na presenca de
Tio.NP <25 nmill e TieNP <100 nnll |, em condi¢Bes de choque térmico @S)ao,
durante 100 (ensaio A) ou 200 min (ensaio B). @sltados representaanmédiade cinco
experiéncias independentes = desvio-padrdo. Aabassinaladas com letras diferentes séo

significativamente diferentes (p <0,01).
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A Figura 4.11B, revela que a atividade GPx de eéluéspiratorio-fermentativas
era estatisticamente inferior (p <0,01) a ativid&d®x de células respiratorias, resposta
compativel com a repressao catabdlica do ciclo ittat@ e da cadeia respiratoria
descrita no ponto 4.2. A exposicdo a nanoparticuées choque térmico ou a
nanoparticulas e choque térmico, nos ultimos 1@0daicultura (ensaio A), ou quando
foi adicionada a glicose (ensaio B), provocou eralguer dos casos um decréscimo
significativo (p <0,01) da atividade GPx. O decnésr desta atividade antioxidante
mediada pelo ciclo do glutationo e em particulatopenzima GPx podera ter
contribuido para perda da viabilidade celular, dlislo anteriormente na Figura 4.2.

A dismutacédo do radical anido superoxido que sedomaioritariamente no
mitocondrio ao nivel da cadeia respiratoria (NADe&kidrogenases e complexo IlI),
ciclo do citrato ¢-cetoglutarato desidrogenase) e do citoplasma (NADldases) é
assegurada pelos enzimas superoxido dismutase. (BBSpduras respiratérias e
respiratorio-fermentativas exibem valores estafistiente semelhantes (p <0,01) da
atividade SOD1 (Figura 4.12A). A exposicao a ZFNIP <25 nm na auséncia de choque
térmico, nos ultimos 100 min do ensaio (ensaio gkpvocou um decréscimo com
significado estatistico (p <0,01) desta atividadldtica, efeito que néo foi observado
para as mesmas condicbes experimentais em cukumsstas a Ti@NP <100. O
choque térmico induziu um aumento significativo alavidade SOD1 para niveis
superiores aos de células respiratérias e respodgymentativas. Todavia a exposi¢ao
simultdnea ao choque térmico e HOP <25 ou <100 nm reverteram esse efeito para
valores de atividade SODL1 idénticos aos detetanhdS. e&erevisia@xpostas a Ti©NP
<25 (Figura 4.12A).

Um perfil de resposta idéntico foi observado emedleras sujeitas aos
tratamentos do ensaio B, apesarSlecerevisiaesujeitas apenas ao choque térmico,
durante 200 min, ainda ndo apresentarem diferesigagicativas (p <0.01) de células
respiratorias ou respiratorio-fermentativas (Figdrd2A). Os resultados permitem
inferir um forte efeito modulador das nanopartisulie didxido de titanio de qualquer
dimensdo e para qualquer tempo de exposicdo sedelmoneste estudo, destaca-se
ainda a forte capacidade destes materiais pareac@nto efeito do choque térmico em
SOD1 deS. cerevisiae
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Figura 4.12 Atividade enzimatica superoxido dismutase 1 (Axuperoxido dismutase 2 (B) &
cerevisiaeUE-ME; em meio YPC | , YPGOM , YPGD na auséncidi@ NPl e na
presenca de TiENP <25 nmjl] e TieNP <100 nnj], em condi¢cdes de choque térmico
(HS) ou néo, durante 100 (ensaio A) ou 200 mingenB). Os resultados representam
média de cinco experiéncias independentes * desvio-padkdobarras assinaladas com
letras diferentes sao significativamente difererfpes0,01- linha superior; p <0,05- linha
inferior).

S. cerevisiae UE-MEz respiratorias e respiratério-fermentativas também
apresentavam niveis de atividade SOD2 semelhgmte3,05). A exposicdo a TENP
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<25 e <100 nm nos ultimos 100 min de cultura (ensqindo perturbou esta atividade
catalitica (Figura 4.12B). A referida Figura revaiada que o choque térmico provocou
um aumento altamente significativo da atividade 0B exposicdo a Ti©ONP em
choque térmico reverteu esta resposta para nivéisnpos dos controlos (Ti&ENP
<25) ou inferior em células respiratério-fermentasi (TiG-NP <100) (p <0,01). A
atividade SOD2 de células sujeitas ao ensaio Bostap a TIQNP <25 apresentavam
niveis de atividade significativamente superiores ale ceélulas respiratorias e
respiratorio-fermentativas (p <0,05). O choque téone a exposicao conjugada choque
térmico/TiQ-NP durante 200 min provocou um aumento significatila atividade
SOD2 para valores muito superiores aos detetadersequ células respiratdrias quer em
células respiratorio-fermentativas.

A presenca de TiONP no meio de cultura parece modular a resposta
antioxidante das atividades cataliticas SOD 1 e SD[Figura 4.12) em choque
térmico, mais evidente quando o tempo de exposiggorta aos ultimos 100 min de
cultura. Esta resposta dever-se-a eventualmerge@ripacao na expressao de proteinas
de resposta astressque interfiram na transcricdo/traducao de supdobdismutases.

A reducdo do peréxido de hidrogénio gerado pelogineas superoxido
dismutase e outros processos celulares pode sbétamediada pelos hemoenzimas
catalasesS. cerevisiadJE-ME;z respiratorias exibiam niveis de atividade CTThiFa
4.13A) significativamente superiores (p <0,01) ads leveduras respiratorio-
fermentativas. Leveduras sem choque térmico, naepga de nanoparticulas de
qualquer dimenséo ou expostas a choque térmicaapasiculas, nos ultimos 100 min
de cultura (ensaio A), ndo apresentavam atividabElGom diferencas estatisticas da
determinada em células respiratorio-fermentativasda que significativamente
inferiores (p <0,01) a atividade de células respiras. No ensaio B, apenas as células
expostas ao choque térmico exibiam valores dedatied CTT1 significativamente
diferentes dos registados em células respiraténméntativas sem diferenca estatistica
(p <0,01) de células respiratérias. A presenca i@-NP no meio de cultura parece
deste modo né&o perturbar a atividade catalasetoplasma que apenas aumentou em
resposta ao maior tempo de exposicao em choqueterm

Na Figura 4.13B ndo se observam diferencas conifisapo estatistico (p
<0,01) entreS. cerevisiagespiratorias e respiratorio-fermentativas. A engs de TiQ
NP no meio sem HS, nos ultimos 100 min de cultwasdio A), ndo provocou

11¢€

Joana Capela-Pires, Tese de Doutoramento



(ERSIy

U
v,
gad

RESULTADOS E DISCUSSAO

O ¥
“EvoY

alteracdes significativap 0,01)desta atividade enzimatica. Todavia, o choque t&rmi
na auséncia e na presenca de;INP <25 e <100 nm provocou um aumento altamente
significativo desta atividade catalitica @ncerevisiaeelativamente ao ensaio 0.
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Figura 4.13 Atividade enzimatica catalase citoplasmatica (A)caalase peroxissomal (B) d&
cerevisiaeUE-MEz em meio YPGC ,YPGIl | YPGD na auséneidiD2NPIll e na
presenca de TiNP <25 nm [l e TieNP <100 nmill , em condi¢des de choque térmico
ou nao, durante 100 (ensaio A) ou 200 min (ensai@Bresultados representanmédiade
cinco experiéncias independentes + desvio-padré®. bArras assinaladas com letras
diferentes sao significativamente diferentes (D),
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O ensaio B revelou que a presenca de nanopartinolaseio de cultura na
auséncia ou na presenca de choque térmico naozmodiferencas com significado
estatistico (p <0,01) dos valores detetadosSererevisiagespiratorias e respiratorio-
fermentativas. Apenas células sujeitas a choqueidérdurante 200 min apresentavam
valores préximos dos registados no ensaio A em wghdgrmico na presenca e na
auséncia de Ti®NP <25 nm. Apesar da expressdo funcional da at\dcatalase
peroxissomal ser perturbada pelo choque térmicenap as TIONP <25 nm
corroboram o efeito do choque térmico para o mésmpo de exposicdo (100 min)
(Figura 4.13B).

O conteudo em glutationo (Figura 4.14A) de céluéspiratério-fermentativas €
significativamente inferior (p <0,01) ao detetado &lulas respiratérias como esperado
de acordo com a literatura (326). O contacto co®»-NP <25 nm nos ultimos 100 min
de crescimento (ensaio A) repde os niveis do tligggpara valores estatisticamente
semelhantes (p <0,01) ao de células respirattregposta que nao foi observada em
células crescidas na presenca de>MNP® <100 nm. O choque térmico provocou um
forte decréscimo do contetdo intra-celular destigoddante, no ensaio A e B. A
exposicdo simultdnea ao choque térmico e nanopkagiodo reverteu estatisticamente
a queda abrupta de glutationo apesar de se obsmsatendéncia em ceélulas cultivadas
na presenca de T¥ENP <25 e <100 nm em qualquer dos ensaios. Podersscentar
ainda que no ensaio B, a exposicdo a»IN® de qualquer das dimensdes estudadas,
nao altera o perfil do contetdo em glutationo pexeis diferentes dos detetados em
células respiratorio-fermentativas. A resposta pcada por TiQNP <25 em 100 min
de exposicdo permite inferir uma reversdo de mésabo respiratorio-fermentativo
para respiratorio, em termos do nivel absoluto 8el.G

De acordo com o que foi referido anteriormentefeit@ antioxidante mediado
pelo tripéptido y-glutamil-cisteinil-glicina passa pela formacédo desulfureto de
glutationo. A Figura 4.14B exibe um perfil de calde em GSSG de células
respiratorias e respiratério-fermentativas idéntiwodo glutationo descrito na Figura
4.14A. O perfil de resposta observado nos grupds. derevisia€lo ensaio A, expostas
a TiO>-NP nas dimensodes escolhidas para este estuditasue ndo a choque térmico
também se mostra idéntica ao descrito na FiguexiantO contacto com Ti#¥aNP <25
nm nos ultimos 100 min de crescimento (ensaio Apeeos niveis do GSSG para
valores estatisticamente semelhantes (p <0,01)eacétlilas respiratérias e apenas
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nestas condicdes, tal como observado para o GdréF4.14A). Apesar do perfil de
resposta a TiI®NP sujeitas ou ndo a HS do ensaio B também saticdéao descrito

para o glutationo (Figura 4.14A), a presenc¢a de-N® aumenta o nivel de GSSG para

valores proximos dos detetados em células respaatd
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Figura 4.14 Contetdo em glutationo (A), e dissulfureto de aiono (B) deS. cerevisiadJE-ME; em
meio YPG~ , YPGI® |, YPGD na auséncia de;NOJll e na presenca de TP <25
nm Il e TIQNP <100 nnfll , em condicdes de choque térmicd @d$ao, com exposicéo
a estas variaveis durante 100 (ensaio A) ou 200(emsaio B). Os resultados represengam
médiade cinco experiéncias independentes + desvio-padk8obarras assinaladas com

letras diferentes séo significativamente diferefpes0,01).
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O conteudo em tidis totais ndo proteicos (GSH+GS&{gura 4.15A) segue um
perfil de resposta sobreponivel ao discutido preeiste para o conteido em glutationo
(Figura 4.14A). Assim, pode observar-se um aumdatdisponibilidade em tiois totais
ndo protéicos ens. cerevisiaexpostas a TIONP <25 nm nos dltimos 100 min de
ensaio (ensaio A), valor idéntico (p <0,01) ao difiando em células exclusivamente
respiratorias. Este efeito pode ser devido, enepad aumento da capacidade da célula
para regenerar GSH a partir do GSSG via GR e aemtondo conteldo em GSSG nas
mesmas condi¢bes experimentais. No entanto a ioliggdo da atividade catalitica
GPx, eventualmente devido a interacdo entre aspaaticulas de menor dimenséo e o
centro ativo do metalo-enzima nao explicam o aumeigste conteddo. Condi¢cOes
favoraveis a conversdo de GSH em GSSG por eqoiltrimico, poderdo constituir
uma justificagéo alternativa para o caso.

A capacidade antioxidante mediada pelo glutatioysepser estimada pela razéo
GSH/GSSG. A Figura 4.15B revela que este paransgterminado em leveduras
respiratorias e respiratério-fermentativas nao sgra diferencas com significado
estatistico (p <0,01). Células expostas a>MN® de qualquer das dimensfes estudadas
no ensaio A, apresentavam valores de razdo GSH/G&S3tHcos aos descritos para
células respiratorio-fermentativas. Contudo, esséarpetro diminuiu significativamente
em células crescidas em condicbes de choque témai@uséncia ou na presenca de
TiO>-NP de qualquer das dimensfes estudadas. A razBdGSSG observada e
cerevisiaede qualquer dos tratamentos realizados no ensai@@apresenta diferencas
entre si, embora sejam inferiores aos de célutgsregorias e respiratorio-fermentativas
(Figura 4.15B).

A maior parte dos grupos de células respiratonovmtativas sujeitas aos
tratamentos dos ensaios A e B nao exibem diferenigasficativas em termos de
conteudo em espécies reativas de oxigénio. Conemid;. cerevisiaecultivadas em
choque térmico na auséncia de FNIP ou na presenca de BHP <100 durante 200
min (ensaio B), detetou-se o valor mais baixo eatorvmais elevado para este
parametro, respetivamente (Figura 4.16A).
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Figura 4.15Contetdo em GSH + 2GSSG (A), e GSH/GSSG (B} deerevisiadJE-ME; em meio YPG
, YPGOM , YPGD na auséncia de NPl e na presenca de FilP <25 nmjjj e

TiO2.NP <100 nnjil], em condi¢Bes de choque térmico @d)do, com exposicao a estas
variaveis durante 100 (ensaio A) ou 200 min (enBaidls resultados representanmédia

de cinco experiéncias independentes * desvio-padk8obarras assinaladas com letras

diferentes sao significativamente diferentes (D),

Os niveis de ROS elevados que foram detetadosSewerevisiaeexpostas

simultaneamente ao choque térmico e ao nivel de-NlEDcom dimensédo mais elevada
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poderdo estar associados aos valores de razdo GSK/Gbaixos que foram

comentados na Figura 4.15B, bem como com a perd@abdididade celular comentada

na Figura 4.1.
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Figura 4.16- Contelildo em espécies reativas de oxigénio (A)alemaldeido (B) dé&. cerevisiadJE-

MEs em meio YPG | , YPGI , YPGD na auséncidide-NPB e na presenca de 3iO

NP <25 nmill e T|§J\1P <100 nm. , em condi¢gdes de choque térmic®) @l néo,

durante 100 (ensaio A) ou 200 min (ensaio B). Qsltados representasnmédiade cinco

experiéncias independentes = desvio-padrdo. Aabassinaladas com letras diferentes séo

significativamente diferentes (p <0,01).
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O conteado em malonaldeido intracelular € frequeetge descrito na literatura
como um marcador de peroxidacao lipidica e consggoeente de danos celulares
(327). A partir da Figura 4.16B conseguimos obseque o nivel de MDA presente em
células respiratérias é significativamente supe(or<0,01) ao detetado em células
respiratorio-fermentativas como seria espectaveliddea repressdo catabdlica do
metabolismo respiratério (37) (158. cerevisiaerescidas na presenca de FNIP de
qualquer das dimensdes estudadas exibiam nivéitDdeestatisticamente idénticos (p
<0,01) aos de células respiratérias. O choque ¢érouer no ensaio A quer no ensaio B
induziu uma queda com significado estatistico (¥PDdeste conteudo intracelular. No
entanto, células crescidas em choque térmico neepca de TiIQNP manifestaram
uma tendéncia contraria que assumiu significadatisito nas leveduras do ensaio B,
ou seja, aquelas que estiveram mais tempo em chégueo e em contacto com as
NPs metalicas. Estes resultados sugerem que o rdeeMDA assumem valores
proximos dos detetados no metabolismo respiratfuendo as células sdo sujeitas a
choque térmico e presenca de FNP de qualquer das dimensdes, efeito que é
potenciado se os fatores steessestiverem presentes no meio de cultura desdeio ini
do ensaio ao longo de 200 min, fator que constitma prova complementar da
reversao/prevencao do metabolismo respiratoriodatativo para respiratorio induzido

por nanoparticulas de didéxido de titanio e choguamico.
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A exposicao a TiINP <25 nm e <100 nm (5 pg/mL), acoplada ao choque
térmico 28/40 bem como a presenca de>N® de menor dimensdo sem choque
térmico, permite a manutencéo da taxa especificaeseimento 0,25} carateristica
de S. cerevisiaerespiratorias contraria ao valor de 0,48, tomum a leveduras
respiratorio-fermentativas. Assim, a exposicaoiahi€200 min) deS. cerevisiadJE-
MEs a TiG-NP (5 pg/mL) de menor dimensdo sem e com HS eailer imensao com
HS previne a manifestacéo do efeito Crabtree.

A presenca de glicose no meio de cultura induzivaumento significativo da
viabilidade celular, compativel com o descrito meardtura para células respiratorio-
fermentativas.

S. cerevisiadUE-MEs que contactaram nos ultimos 100 min do ensaio com
TiO2-NP <25 nm e <100 nm (5 pg/mL) em choque térmic@nifestaram um
decréscimo significativo da viabilidade celulargaalores idénticos ou inferiores aos
determinados er8. cerevisiagespiratoriasS. cerevisiaeom exposicao inicial a T©
NP <25 e <100 nm (5 pg/mL), na auséncia ou na pcasele HS (ensaio B)
apresentaram niveis de viabilidade celular infesoou idénticos aos registados em
células respiratorias. As leveduras crescidas eaepca de NP <100 com choque
térmico, exibiam o menor valor de viabilidade catulA perda de viabilidade celular
aqui descrita sugere que as F-IOP poderao reverter e /ou prevenir o efeito Cesbtr

Os niveis de atividade ALP d®. cerevisiaecultivadas em meio YPGD e
expostas inicialmente ou nos ultimos 100 min a gkotgrmico, na auséncia e na
presenca de TiENP (<25 nm, <100 nm) foram idénticos aos detetagloscélulas
respiratorias (p <0,01). A presenca de 2FNP (5 pg/mL) e choque térmico no meio de
cultura reverteram ou preveniram o perfil de dispitimacdo do potencial quimico, via
ALP das ligacOes fosfato, carateristico de céluapiratorio-fermentativas, facto que
justifica em parte a perda de viabilidade celul@viamente descrita.

A presenca de glicose no meio de cultura induziuawmento da atividade
hexocinase (p <0,05), contribuindo para um aumeatdaxa de fermentacdo aerdbia,
bem como da producdo de equivalentes redutoresvigetias pentoses fosfato, Uteis a
biossintesede novode lipidos e a resposta antioxidante que supordéaimento da
viabilidade celular comentado anteriormente.

A adicdo de Ti@NP (5 pg/ mL; <25 nm, <100 nm) induziu aumento da

atividade HXK para niveis superiores aos detetados células respiratérias e
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respiratorio-fermentativas. O choque térmico e/@x@osicao inicial e nos ultimos 100
min do ensaio a Ti®NP (<25 nm, <100 nm), diminuiram o0s niveis destaidade
catalitica para valores inferiores aos determinatogeélulas respiratérias, observando-
se um efeito conjugado que minimiza o fluxo de cadbe de equivalentes redutores
pelas vias glicolitica e PP.

A presenca de glicose no meio de cultura levou aaumento da atividade
piruvato cinase resposta expectavel em levedurasti€e positivas.

O choque térmico e a adicao de FHOP (<25 ou <100 nm) com ou sem choque
térmico, nos ultimos 100 min do ensaio, revertemaperfil de resposta da atividade
PYK para valores proximos dos encontrados em cefelspiratorias (p <0,01).

Apesar de a exposicao inicial @& cerevisiaea TiO-NP <25, sem choque
térmico, ter aumentado a atividade PYK para nipeésximos dos deS. cerevisiae
respiratorio-fermentativas, a presenca de>MN® <100 nm ou de Ti&ENP <25 em
choque térmico, previnem o efeito da transicdo detabolismo respiratorio para
respiratorio-fermentativo induzido pela glicose.ri@samente, a exposicdo a BiNP
<100 e choque térmico contrariou o perfil de respaescrito para as duas situagdes
anteriores, elevando os niveis de atividade PYK patores proximos dos detetados
em leveduras respiratorio-fermentativas.

A adicdo de glicose provocou um aumento da atigdaDC, um dos enzimas
reguladores da fermentagéo alcodlica, confirmandwaifestacdo do efeito Crabetree
nesta estirpe d8. cerevisiae

A exposicao a TINP <100, nos ultimos 100 min de cultura ndo pbdura
atividade PDC de células respiratorio-fermentativaisio revertendo assim o
metabolismo fermentativo aerdbio induzido pelaage; resposta contraria a observada
com TiG-NP <25, sem choque térmico e BilP < 25 e <100 (5 ug/mL), em choque
térmico, cuja atividade PDC correspondia aos valdetetados em células respiratorias.
No ensaio B o perfil de resposta a exposicao ineidiO-NP com e sem choque
térmico foi idéntico ao descrito para o ensaio Rceto a resposta celular devido a
exposicdo a TiIONP <25, em choque térmico que nao evita a transigdmetabolismo
respiratorio para respiratério-fermentativo.

A adicao de glicose ao meio de cultura induziu gnéscimo da atividade alcool

desidrogenase efeito que permite inferir um deswietabolico para fermentacao

13C

Joana Capela-Pires, Tese de Doutoramento



CONCLUSOES

alcodlica induzido pela nova fonte de carbono, as&pque confirma de novo o efeito
Crabtree.

S. cerevisiadJE-MEz com exposicao inicial ou nos ultimos 100 min a >iNP
<25 nm ou <100 nm, sem choque térmico ndo mamnfastalteracdes com significado
estatistico ao metabolismo respiratorio-fermentatNo entanto, o choque térmico na
presenca de Ti&NP <25 nm ou <100 nm revertem ou previnem o ef@gdCrabtree
emsS. cerevisiae

A atividade lactato desidrogenase DLD3 mostrou-sés relevada em células
respiratorias, confirmando-se a repressao desidade catalitica pela glicose.

A adicdo de Ti@NP <25 ou <100 manteve a atividade DLD3 em niveis
idénticos aos de células respiratério-fermentativagnesmo ocorrendo em células
sujeitas a choque térmico na auséncia ou na presentiQ-NP <100 nm nos ultimos
100 min de cultura. Contudo, a exposi¢cdo a>INP <25 nm, em choque térmico
provocou um aumento da DLD3 para niveis idéntiassde células respiratorias, facto
que sugere uma reversdo do efeito inibitério indmzpela glicose em células
respiratorio-fermentativas.

O perfil de resposta do enzima DLD3 a FH@P em choque térmico, durante
200 min foi idéntico ao descrito para 0 ensaio dmexcecao das leveduras sujeitas ao
choque térmico na presenca de NP <100 nm durante o mesmo periodo de tempo,
cujo efeito inibitério exercido pela glicose pare sido potenciado pelo efeito
conjugado das Ti&NP e choque térmico.

S. cerevisa@JE-MEs crescidas na presenca de glicose e glicerol apsasen
niveis de atividade CS e SDH inferiores aos det@ados em leveduras que apenas
utilizaram glicerol como fonte de carbono. Estgpossa permite inferir um bloqueio
pela glicose do ciclo do citrato, com perturbac&o thinsferéncia de equivalentes
redutores sob a forma de FARIdara a cadeia respiratoria e consequente inildedo
respiracao celular em condi¢des aerdbias.

A exposicdo dé&. cerevisiagespiratorio-fermentativas a TiDIP <25 nm, nos
altimos 100 min do ensaio, reverteu parcialmenteitacdo das atividades CS e SDH
induzida pela presenca de glicose no meio. Confai@, TiQ-NP <100 nm observou-
se o efeito inverso, ocorrendo um decréscimo diesidas atividades enzimaticas,

acentuando-se o bloqueio catabdlico induzido petase.
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Curiosamente, o choque térmico aplicado duranten2i®ou nos ultimos 100
min do ensaio provocou um decréscimo das ativid@@ee SDH para niveis vestigiais.
Todavia, a exposicdo d8. cerevisadJE-MEs a TiG-NP, em choque térmico nos
altimos 100 min do ensaio, reverteu esse efeitetéieb, conservando os niveis de
atividade proximos dos valores determinados emlaglrespiratorio-fermentativas,
ainda que estatisticamente inferiores para NP f25enestatisticamente superiores para
NP <100 nm.

O perfil de resposta da atividade SDHSlecerevisiadJE-MEz a TiO-NP <25
ou <100, sem choque térmico, durante 200 min,d@ntico ao descrito anteriormente
para os ultimos 100 min de exposi¢cdo, com prevemgésua inibicdo pela glicose.
Contudo, os niveis de atividade CS para o mesnianiento permaneceram idénticos
aos de células respiratério-fermentativas. SurplesiementeS. cerevisiadJE-MEs
sujeitas a choque térmico na presenca de>-WNP <25 e <100 exibiam niveis de
atividade SDH superiores aos determinados quer @uolas respiratorias quer em
células respiratorio-fermentativas. A exposicaoSdecerevisiaea TiO-NP e choque
térmico poderd ter contribuido para evitar o blaguespiratorio induzido pela glicose
ao nivel da CS e SDH, facilitando o fluxo de elesrpara a cadeia respiratoria.

A adicéo de glicose ao meio de cultura despoletowdacréscimo da atividade
NDE1 comparativamente com aquela que foi determairexd células que utilizaram
apenas glicerol como fonte de carbono. O resuléadompativel com a repressao pela
glicose do metabolismo respiratério-oxidativoSleerevisiae

A exposicao des. cerevisiaa TiO-NP <25 e < 100, nos ultimos 100 min do
ensaio, reverteu parcialmente os niveis de atieddlDE1 para valores superiores aos
detetados em células respiratério-fermentativas.

O choque térmico e a exposicao a FNP <25 e <100, conservou 0s niveis de
atividade NDEL1 idénticos aos detetados em célelgsnatorio-fermentativas.

S. cerevisiaeexpostas a Ti®NP <25 e <100 durante 200 min, sem choque
térmico, conservaram os niveis de atividade NDE&ntidos aos determinados em
células respiratorio-fermentativas. Embora o chotgrenico tenha diminuido esta
atividade catalitica para niveis quase vestigaisya aplicacdo simultanea com FO
TiO2-NP <100 nm reverteu a repressdo catabdlica exeqida glicose, alcangando
valores proximos dos determinados em células @spias, confirmando assim, a
tendéncia detetada em culturas com2INP < 25 em choque térmico.
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A adicdo de glicose ao meio de cultura afetou mmaente a atividade
enzimatica malato desidrogenase mitocondrial (MA®EDH1, MDH3), sem contudo
perturbar o nivel de atividade malato desidrogeg#deplasmatica (MDH2). De acordo
com a literatura, o efeito observado sobre os emzimnitocondriais reflete um
decréscimo das necessidades em coenzima NADH @igd&@o nivel da cadeia
respiratoria para gerar ATP, devido ao bloquei@idtn do citrato e da propria cadeia
respiratoria.

A adi¢do de nanoparticulas <100 nm, durante 20Q s@m choque térmico,
reverteu os niveis de atividade malato desidrogemaisocondrial (MAE1, MDH1,
MDH3) para valores proximos dos registados em asglutespiratorias, devido
provavelmente a biossintede novade residuos acilo que podem ter contribuido para o
aumento da taxa especifica de crescimento L.

A adicdo de nanoparticulas <100 nm, nos ultimos 200 do ensaio, com
choque térmico, elevou a atividade malato desidrage citoplasméatica (MDH2) para
niveis superiores aos registados quer em célulapiragdrias, quer em células
respiratorio-fermentativas, efeito justificavel pehumento da taxa de oxidagdo de
equivalentes redutores, sob a forma de NAD(P)Hlisatla pelos enzimas GR ou
NDEL1.

A presenca de glicose no meio de cultura levouuseeato da atividade G6PD
efeito compativel com a inibicdo do fluxo de carbowia ciclo do citrato, ja referido
anteriormente, associado a um aumento do fluxajdev&entes redutores pela via das
pentoses fosfato.

A exposicdo a TiIiNP <100 nm, sem choque térmico (ensaio A) provagou
decréscimo da atividade enzimatica G6PD para nidéisticos aos observados em
células respiratorias.

O choque térmico nos ultimos 100 min da culturaauséncia e na presenca de
TiO2>-NP <25 nm ou <100 provocou um decréscimo da atledG6PD para niveis
inferiores aos encontrados quer em células respmat quer em células respiratério-
fermentativas, alteragcdo metabdlica fragilizantes diefesas antioxidantes e da
capacidade anabolica implicada na biossintesesiéus acilo po6. cerevisiadJE-
MEs que pode justificar parcialmente a perda de viddule celular descrita

anteriormente.
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S. cerevisiadJE-MEs, expostas durante 200 min a FHRP <100 e choque
térmico estabilizaram a atividade G6PD em nivasitidos aos de células respiratorias,
prevenindo a sua evolucao para metabolismo re§podermentativo.

S. cerevisiadJE-MEsz respiratorio-fermentativas exibiam niveis de dide GR
superiores aos de células respiratorias, condigdmm a marcadores de proliferacao
celular, como a taxa especifica de crescimentdilidade celular e atividade ALP e
G6PD, previamente descritos.

Leveduras expostas a TOIP <25 nm nos ultimos 100 min de ensaio, sem
choque térmico, apresentavam valores de atividdfles&@nelhantes, aos de leveduras
células respiratorio-fermentativas.

Os niveis de atividade GR & cerevisiaeexpostas nos ultimos 100 min de
ensaio a TI@NP <100 nm, sem choque térmico ouSlecerevisiassujeitas a choque
térmico, na presenca ou na auséncia de-NBP <25 nm e <100 nm retomaram 0s
niveis observados em células respiratorias.

A exposic¢ao durantes 200 min a HRP <25 nm e <100 nm, com e sem choque
térmico, manteve a atividade GR em niveis estegistente idénticos aos determinados
em células respiratorias, exceto em leveduras ideessoa presenca de NP <100 nm e
choque térmico cuja atividade aumentou para nisapgeriores aos registados em
células respiratorio-fermentativas, resposta conwom alteracbes nas atividades
MDH2 e NDE1 que pode ter contribuido para o flux® eljuivalentes redutores
envolvidos na prevencéo da repressao catabolicaidagela glicose.

S. cerevisiaerespiratorio-fermentativas mostravam niveis deiddade GPx
inferiores aos detetados em células respirat@iagcado expetavel pelo abrandamento
metabdlico do ciclo do citrato e da cadeia respiiat fontes maioritarias de ROS.

A exposicdo a TiNP, ao choque térmico ou a BHOIP e choque térmico nos
altimos 100 min ou durante os 200 min da cultunvpcou um decréscimo da
atividade antioxidante GPx que eventualmente dmuntripara a perda de viabilidade
celular, previamente discutido para estas condigéesnsaio.

S. cerevisiadJE-MEs respiratérias e respiratorio-fermentativas exibizatores
da atividade SOD1, citoplasmaticas, semelhantesexposicdo deS. cerevisae
respiratorio-fermentativas a choque térmico 28&0duer nos ultimos 100 min quer
durante os 200 min do ensaio, n&do alterou a atieiddOD1. Embora a exposi¢ao a
TiO2-NP <100 nm na auséncia de choque térmico nao feattarbado esta atividade
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catalitica, o contacto com TiINP <25 nm, neste tempo de exposi¢cao ou com-NP
<25 nm e <100 nm durante 200 min, ou ainda com-NB de qualquer das dimensdes
aqui consideradas, em choque térmico, provocou eonédcimo da atividade SOD1
para niveis inferiores aos detetados em célulgéraddrias e respiratorio-fermentativas,
um forte efeito modulador de Ti#INP < 25 nm ou < 100 nm sobre a atividade SOD1 de
S.cerevisiadJE-MEs, para qualquer tempo de exposi¢céo selecionade essido que
contraria o efeito activador provocado pelo chomueico.

A atividade SOD2 deS. cerevisiaedUE-ME3 respiratorias era idéntica a de
células respiratorio-fermentativas. O choque téon2i@8/40°C aplicado nos ultimos 100
min (Ensaio A), ou durante 200 min (Ensaio B), nséacia ou na presenca de FIP
<25 e <100, induziu um aumento da atividade SOD& palores superiores aos
detetados quer em células respiratorias quer emlasékespiratério-fermentativas,
alteracdo que no caso particular 8e cerevisiaetratadas com Ti@NP <100, em
choque térmico coincide por um aumento da actiddzataliticas SDH, dos niveis de
ROS e de MDA, bem como, um decréscimo das ativel&i2C e ADH, compativeis
com a manuten¢do do metabolismo respiratorio, dtaras onde a presenca de glicose
como fonte de carbono deveria exercer a sua ré&mess

S. cerevisiaeUE-ME3z respiratorio-fermentativas exibiam niveis de dtde
CTT1 inferiores aos de leveduras respiratériasxposicdo a TiNP na auséncia ou
na presenca de choque térmico, ndo perturbouidadiy catalase citoplasmatica.

Os niveis de atividade CTAl d8. cerevisiaerespiratdrias e respiratorio-
fermentativas ndo exibiam diferencas com significadtatistico. Quando o choque
térmico foi aplicado nos dltimos 100 min ou duramge200 min de ensaio, bem como a
exposicdo a TiIONP < 25 e < 100 nos, ultimos 100 min de ensaigreaauma inducao
da actividade CTAL para niveis superiores aos atkstquer em ceélulas respiratorias,
quer em células respiratorio-fermentativas. Apesaexpressao funcional da atividade
catalase peroxissomal ser perturbada pelo chogorcté apenas as TEONP <25 no
menor tempo de exposi¢cdo (100min) permitem a magéatedesse efeito.

A presenca de glicose no meio de cultura ndo pmvoalteracdes com
significado estatistico no ambiente redox modulaelo glutationo (razdo GSH/GSSG)
deS. cerevisiadJE-MEz.

Células expostas nos udltimos 100 min de culturaTi@>-NP <25 nm,
apresentavam valores de razdo GSH/GSSG idéntices dascritos para células
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respiratorio, contudo, este parametro diminuiu ificativamente em células crescidas
em condi¢cdes de choque térmico na auséncia owesarga de TiENP.

S. cerevisia@xpostas a choque térmico (28/40°C) ou a&-N® <25 nm e <100
nm, sem e com choque térmico, ao longo de 200 mdio,exibiam entre si, diferente
capacidade antioxidante mediada pelo glutationcgesamtando valores inferiores aos
detetados quer em células respiratérias, quer éumasé&espiratorio-fermentativas. A
transicdo redutor-oxidante do ambiente celular goabou de ser descrita, sugere
inducdo destressoxidativo, pelo choque térmico e ou pelas ;iNP, suficiente para
justificar a perda de viabilidade celular previateegssinalada.

S. cerevisiadJE-MEs submetidas a choque térmico na presenca de-NFO
<100 nm, durante 200 min exibiam o conteudo maévaelo de ROS de todos os
tratamentos realizados, facto que estara implicedperda de capacidade antioxidante
mediada pelo glutationo que eventualmente condician perda da viabilidade celular
assinalada na parte inicial deste ponto.

S. cerevisiagespiratorio-fermentativas possuiam niveis de Mbi&riores aos
de células respiratérias, uma alteracdo expectdadto ao provavel decréscimo de
danos oxidativos, como consequéncia de repress&oedabolismo respiratorio pela
glicose.

A exposicéo a TiINP <25 nm e <100 nm, nos ultimos 100 min do engaio
disparar o contetdo em MDA para niveis idénticos a@etetados em células
respiratorias.

O choque térmico aplicado nos ultimos 100 ou deras 200 min de ensaio,
provocaram um decréscimo do conteudo celular em Mi28posta justificavel pela
pequena quantidade de material celular disponiestd a perda de viabilidade celular
detetada nessas condi¢des culturais.

S. cerevisiagrescidas em choque térmico na presenca deNK®O<25 nm e
<100 nm, durante 200 min, assumiram valores de MbSiatisticamente idénticos aos
de células respiratorias. Esta resposta permigiirgue o efeito combinado: choque
térmico e exposicdo a THNP <100 nm manteve os niveis de danos celulaezadgs

pela peroxidacéo lipidica, préximos dos que foratetddos em leveduras respiratorias.
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Os resultados obtidos neste estudo confirmam gestige vinica nativa UE-
MEs de S. cerevisiaccomportou-se como uma levedura Crabtree posi8i8)( uma
vez que a presenca de glicose no meio de culturduzau a um aumento da taxa
especifica de crescimento e da viabilidade cel@aentualmente sustentado peilp:
aumento da disponibilizagdo do potencial quimicoligacdes fosfato, via fosfatase
alcalina;ii) ativacéo da via glicolitica, inferida pelo aunwedas atividades enzimaticas
hexocinase e piruvato cinaséi) aumento da taxa de regeneracdo de NAD
evidenciado pelo aumento das atividades cataliptasato descarboxilase e alcool
desidrogenaseiv) decréscimo das atividades enziméticas citratbasé sucinato
desidrogenase e malato desidrogenase, do cicldrdtotcadeia respiratoria e atividade
NADH desidrogenase externa da cadeia respiratgreymento da atividade glicose-6-
fosfato desidrogenase, fonte robusta de equivaartiutores que assiste a biossintese
de novode lipidos e consequentemente a proliferacdoareit) atenuacdo de sistemas
de resposta antioxidantes que envolvem enzimastiginb peroxidase e catalase
citoplasmatica, bem como as propriedades redutdeagripéptido glutationo;vii)
decréscimo da ocorréncia de danos oxidativos, adtmpelos niveis intracelulares de
malonaldeido, sinais que evidenciam o bloqueiobdditzo do ciclo do citrato e da
cadeia respiratoria, com deslocamento do fluxoalbano e de equivalentes redutores
para a fermentacao alcodlica.

A exposicao dé&. cerevisia®lE-MEz a nanoparticulas de dioxido de titanio com
didmetro molecular inferior a 100 nm, em choqueién, durante 200 min, parece ter
evitado a evolugcdo do metabolismo respiratorio, idante quando o glicerol constitui
fonte exclusiva de carbono, para respiratorio-ferate/o que tipicamente se manifesta
guando também esta presente glicose no meio dera&ulds fenomenos fisioldgicos
referidos na afirmacao anterior sdo evidenciadts genservacao da taxa especifica de
crescimento, das atividades enzimaticas fosfatasére e alcool desidrogenase e dos
niveis de danos oxidativos estimados pelo conte@rdomalonaldeido de leveduras
sujeitas ao referido tratamento, em valores prégindms detetados em células
respiratorias, bem como, pelo decréscimo da viddde celular, das atividades
cataliticas hexocinase, marcadora da via glicalitmruvato desidrogenase, regulador
do fluxo de carbonwia pela fermentacdo alcodlica, glicose-6-fosfato dtegjenase,
enzima chave da via das pentoses fosfato que easset anabdlicas, superdxido
dismutase, antioxidante citoplasmatico, e ainda peimento das atividades sucinato
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desidrogenase, malato desidrogenase, marcadorfisxdode carbono pelo ciclo do
citrato/cadeia respiratéria, NADH desidrogenasercador do fluxo de equivalentes
redutores pela cadeia respiratdria e pelo aumemtoodtelldo em espécies reativas de
oxigénio e dos danos celulares, bons indicadoresatieacdo do metabolismo
respiratorio. Provavelmente o comportamento newtonde nanoparticulas de dioxido
de titdnio com dimenséo molecular inferior a 100 endrea superficiauperiora 14,0
m?/g, ndo dispensa a disponibilizacdo de energiaasdtrma de calor, até valores
proximos do limite da sobrevivéncia celular desttrge de leveduras, para exercer a
sua acao preventiva da transicdo metabolica detadaipela glicose, com consequente
aumento da sua capacidade replicativa, susteneddapP gerado por vias alternativas
ao metabolismo respiratério como a fermentagdooOltEy ou a via das pentoses
fosfato, disturbio metabdlico frequentemente de&scem células cancerigenas e
referenciada como efeito Warburg (328) (29).

Além disso, foi demonstrado por Andrew E. Pellingcelaboradores, a
ocorréncia de um movimento oscilatério nanomecameo parede de leveduras,
crescidas em meio YPD até ao final da fase expdgeque se manifesta de forma
sistematica e que aumenta significativamente comengperatura, através de uma
variacdo da frequéncia desde 0,9 kH a 22°C atékH,Ga 30 °C (329). A forte
dependéncia da frequéncia de oscilagdo com a tatopere o estado metabdlico levou
esses autores a sugerirem que 0 movimento nanoimecda parede € conduzido
biologicamente e necessita de ATP. Tal facto pamegdicar que forcas de elevada
dimenséo, podem ser geradas em células de levpdlaaacdo de diversas proteinas
gue atuam de forma concertada e cooperativa. Acidelde deste movimento, a sua
resposta a inibidores metabdlicos e a dependéadandperatura segundo o modelo de
Arrhenius sdo completamente consistentes com aéma de processos metabdlicos
ativos que controlam o movimento nanomecéanico. festémeno pode corresponder a
vias de comunicacdo celular ou a mecanismos de émmdnto idnico, através dos
quais as células de levedura complementam a difps&giva de nutrientes e/ou
controlam o transporte de materiais através dadpatelular (320). A dimenséo das
nanoparticulas de oxido de titanio <100 nm, perregpecular que o choque térmico
podera ter alterado o movimento nanomecanico dadpade forma a facilitar a
passagem das nanoparticulas através da paredar o8l cerevisiagao facilitar o seu

contacto com a membrana celular.
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Por outro lado, nanoparticulas de maior dimensd@0& nm) e consequente
menor area superficial necessitam do efeito detgmepelo choque térmico para
promover um maior deslocamento de cargas quetéailinteracdo com a membrana e
consequentemente a sua internalizagdo/retencacavetmente, o choque térmico tera
contribuido para ampliar a hidrofobicidade das panticulas menores que 100 nm,
facilitando o seu alinhamento na proximidade da brama e o estabelecimento de
interacbes ndo especificas que promovem a suanatiExcao por endocitose (300)
(321).

A adicdo de nanoparticulas de didxido de titdnion adimensdo molecular
inferior a 25 nm &. cerevisiadJE-MEz, mantidas 100 min em condi¢cdes Crabtree,
despoletou a reversdo parcial do referido efeito.trAnsicdo do metabolismo
respiratorio-fermentativo para maioritariamente piegorio pode ser observada
nomeadamente pelo decréscimo da atividade pirwdegoarboxilase, enzima chave da
fermentacdo alcodlica e da atividade alcool degillase, bem como um aumento
significativo das atividades citrato sintase e isait desidrogenase, envolvidas no ciclo
do citrato/cadeia respiratoria, NADH desidrogenasierna 1 pertencente a cadeia de
transporte de electrées mitocondrial, bem comordesis intracelulares do tripéptido
glutationo, do seu derivado dissulfureto de glotaii e de danos celulares estimados
pelo contendo em malonaldeido.

Surpreendentemente, a adicdo de nanoparticulasiés@a de titdnio com
didmetro molecular inferior a 25 nm, em choque téomprovocou um decréscimo da
viabilidade celular, bem como das atividades enzoas fosfatase alcalina, hexocinase,
piruvato cinase, piruvato descarboxilase, glutatioedutase e um aumento das
atividades cataliticas lactato desidrogenase elasataperoxissomal, sem contudo
perturbar as atividades enzimaticas mitocondriaigplicadas no metabolismo
respiratorio como citrato sintase, sucinato degenase, do ciclo do citrato e NADH
desidrogenase, da cadeia respiratoria. Como a sé@veparcial do metabolismo
fermentativo, ndo foi acompanhada pela reposicdofldeo de carbono e de
equivalentes redutores sob a forma de NADH pelas wespiratérias, pode levar a
supor que a energia cinética devido ao choque ¢érmas TiG-NP <25 nm, foi capaz
de romper 0 seu mecanismo de ac¢ao.

Assim, este estudo revelou que sob o ponto de desteeversdo do efeito de
Crabtree, a exposicdo a nanoparticulas de digedaahio <25 nm, de comportamento
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regido pela mecanica quantica, foi mais eficaz w qualquer um dos restantes ensaios
uma vez que ocorreu decréscimo da taxa especificarescimento e dos enzimas
envolvidos na fermentacdo alcodlica, resposta quadompanhada pelo aumento de
algumas actividades enzimaticas reguladoras do dulcitrato/cadeia respiratoria, vias
geradoras de radical anido superoxido, uma fontstmss oxidativo, parcialmente
compensado pelo aumento dos niveis intracelulares tripéptido glutationo,
insuficiente, no entanto, para evitar a ocorrémiga danos oxidativos, tipicos do
metabolismo respiratorio (276). Considerando guecal primario de interacdo das
nanoparticulas com as leveduras é a parede cetupue a sua semi-permebilidade é
determinada pela dimensao de poros cujo diametiecumar varia entre 5 e 20 nm,
pode admitir-se que este peneiro molecular poderécantribuido para facilitar a
internalizacdo da Ti®NP de menor dimenséo justificando em parte asostap
diferenciadas previamente descritas para estesoer(3a) (330) (331). Por outro lado,
a literatura descreve ainda que nanoparticulasdi@metro molecular inferior a 50 nm
(332) ou em alguns casos inferior a 25 nm s&o nfadmente/rapidamente
internalizadas em células animais, devido ao aumndat permeabilidade e retencao
celular, designado por efeito EPR, facto que pojlestificar a atuacdo mais rapida das
nanoparticulas com esta dimensdao molecular (268g f#po de resposta parece ser
devido ao facto de a superficie das FNP apresentar uma camada de atomos de
oxigénio e outra de atomos de titanio que poderaralta sua carga superficial
consoante o pH do meio, exibindo no nosso casonf@ror a 5 e carga positiva (270).
A polarizacdo da membrana celular devido a difexethe cargas entre o interior e 0
exterior celular determina que o seu potencialegmuso seja aproximadamente -70
mV. Em geral, proteinas, grupos fosfato e nuclegtidocalizados no interior celular,
exibem carga negativa e consequentemente atraeamapface externa da membrana
citoplasmatica materiais, como as HOP, com carga positiva (270) (272). A natureza
catibnica das nanoparticulas de dioxido de titdresta situacdo que facilita a sua
adsorcédo a membrana celular, podera também teroprdma sua internalizacdo. Neste
processo, as TiO2-NP podem eventualmente ter cpadus na membrana celular que
facilitaram a sua internalizacdo, destruindo o ocaelo equilibrio idnico
transmembranar, afetando o modo de operar de pasted outras macromoléculas
protetoras da integridade e funcionamento celulAiternativamente, alguns
investigadores tém revelado que nanoparticulagditexiapatite, silica ou de oxido de

ferro, com potencial zeta positivo, exibem capatedalevada para atravessar a

142

Joana Capela-Pires, Tese de Doutoramento



LERSI,,
g <
= )

CONSIDERAGOES FINAIS

®) ol
¢rEyot

membrana celular devido a interacdes electroeatatjoe estabelecem com esta que se
encontra carregada negativamente. Segundo a tderiBerjaguin-Landau-Verwey-
Overbeek, a estabilidade determinada pelo balanite teracbes de van der Waals e
repulsdes electroestéticas determina que quandotexacdes repulsivas superam as
interaces de van der Walls, as nanoparticulas sed@gregam, difundindo mais
facilmente através da membrana celular, fendmeec@ubém pode ter ocorrido com
as TiQ-NP <25nm (333). A literatura descreve também gaemento da temperatura
promove a agregacdo de nanoparticulas de ouro e @$4). Embora o choque
térmico possa ter aumentado a fluidez membranaaumento da capacidade de
agregacado das nanoparticulas <25 nm podera tatbeodd para obstruir a sua difuséo
transmembranar, motivo que justifica a menor co@éisesa dos resultados obtidos com
nanoparticulas de dioxido de titanio <25 nm sugeit@hoque térmico, ainda que grande
parte das alteracGes observadas constituam boitadiodes de reverséo do efeito de
Crabtree.

Os resultados aqui descritos encorajam 0 prossegtimdeste estudo no
sentido de testar a viabilidade da aplicacdo @imle nanoparticulas de dioxido de

titdnio no controlo e prevencéo da proliferacaaleelem animais.
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Quadro A1 Resultados da andlise de variancia (modelo “ANOVA dos parametros
analisados de células & cerevisiadJE-ME; em meio YPG, YPGD, YPGD
na auséncia de TKDP e na presenca de GNP <25 nm ou Ti@NP <100
nm, em condi¢des de choque térmico ou ndo, dut@@teu 200 min.

Conc. ou Somados Graus de

activ. enzimatica Origem de varincia  quadrados liberdade Variéncia F Sig.

viabilidade Entre grupos 1395,296 11 126,845 70,305 ,000
No interior dos grupos 86,602 48 1,804
Total 1481,898 59

taxa especifica de Entre grupos ,166 11 ,015 10,305 ,000

crescimento No interior dos grupos ,070 48 ,001
Total ,236 59

ALP Entre grupos 2109,331 11 191,757 12,955 ,000
No interior dos grupos 710,476 48 14,802
Total 2819,807 59

HXK Entre grupos 1098,510 11 99,865 22,353 ,000
No interior dos grupos 214,444 48 4,468
Total 1312,954 59

PYK Entre grupos 126,812 11 11,528 17,177 ,000
No interior dos grupos 32,214 48 671
Total 159,026 59

PDC Entre grupos 1078,769 11 98,070 9,533 ,000
No interior dos grupos 493,783 48 10,287
Total 1572,552 59

ADH Entre grupos 4013,313 11 364,847 17,921 ,000
No interior dos grupos 977,198 48 20,358
Total 4990,511 59

DLD Entre grupos 280,646 11 25,513 17,919 ,000
No interior dos grupos 68,342 48 1,424
Total 348,989 59

CS Entre grupos 221953,93C 11 20177,630 540,926 ,000
No interior dos grupos 1790,497 48 37,302
Total 223744,427 59

SDH Entre grupos 39136,679 11 3557,880 277,125 ,000
No interior dos grupos 616,249 48 12,839
Total 39752,928 59

NDE1 Entre grupos 9604,924 11 873,175 6,645 ,000
No interior dos grupos 6307,034 48 131,397
Total 15911,958 59

ME1 Entre grupos 659829,40¢ 11 59984,492 42,055 ,000
No interior dos grupos 68464,477 48 1426,343
Total 728293,88¢ 59

MDH2 Entre grupos 12161,303 11 1105,573 20,006 ,000
No interior dos grupos 2652,575 48 55,262
Total 14813,878 59

G6PD Entre grupos 44417,277 11 4037,934 10,917 ,000
No interior dos grupos 17754,206 48 369,879
Total 62171,482 59

Continua...
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Quadro Al. Continuacao.
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Conc. ou Somados Graus de

activ. enzimatica Origem de varidncia  quadrados liberdade Variancia F Sig.

GR Entre grupos 24866,666 11 2260,606 36,329 ,000
No interior dos grupos 2986,869 48 62,226
Total 27853,534 59

GPx Entre grupos 41032,533 11 3730,230 24,434 ,000
No interior dos grupos 7327,988 48 152,666
Total 48360,520 59

SOD1 Entre grupos 1989,300 11 180,845 16,013 ,000
No interior dos grupos 542,098 48 11,294
Total 2531,398 59

SOD2 Entre grupos 23631,098 11 2148,282 31,351 ,000
No interior dos grupos 3289,150 48 68,524
Total 26920,248 59

CTT1 Entre grupos 381,246 11 34,659 9,150 ,000
No interior dos grupos 181,811 48 3,788
Total 563,056 59

CTA1 Entre grupos 752,710 11 68,428 39,518 ,000
No interior dos grupos 83,115 48 1,732
Total 835,826 59

GSH Entre grupos 63195,644 11 5745,059 15,023 ,000
No interior dos grupos 18356,461 48 382,426
Total 81552,105 59

GSSG Entre grupos 6644,791 11 604,072 4,611 ,000
No interior dos grupos 6287,828 48 130,996
Total 12932,619 59

GSH+2GSSG Entre grupos 135418,12¢ 11 12310,739 7,960 ,000
No interior dos grupos 74237,567 48 1546,616
Total 209655,69¢ 59

GSH/IGSSG Entre grupos 30,151 11 2,741 13,465 ,000
No interior dos grupos 9,771 48 ,204
Total 39,923 59

ROS Entre grupos 472,189 11 42,926 5,743 ,000
No interior dos grupos 358,805 48 7,475
Total 830,994 59

MDA Entre grupos 27,015 11 2,456 6,745 ,000
No interior dos grupos 17,478 48 ,364
Total 44,493 59
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