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Resumo

Sara Isabel Santos Goncalves (208esspor metais — Pentdxido de vanadio como
pré-oxidante em Saccharomyces cerevisiddE-ME ;. Tese de Mestrado (R. Ferreira e |.
Alves-Pereira, Orientadores) Escola de Ciénciasandlogia. Universidade de Evora, Evora,
Portugal.

O principal objectivo deste trabalho foi avaliar efgitos dopentoxido de vanadio (2
mM), na presenca e na auséncia de ascorbatGamtharomyces cerevisiddE-ME;. Os
resultados obtidos mostram que o composto de varaitiiu o crescimento da levedura,
observando-se decréscimo significativo da biompassduzida e de células viaveis, no final
do ensaio, 72 h, bem como, das actividades ALP, JATCAT A e GPx, da razdo
GSH/GSSG e da capacidade antioxidante medida pRl&ad0e DPPH, acompanhado por
aumento significativo das actividades GR e G6PD, gdantidade de ROS e MDA
citoplasmaticos, respostas indiciadoras do pape&lopidante do vanadio. A presenca do
antioxidante ascorbato (0,025 mM) no meio de calaumentou a quantidade de biomassa, a
viabilidade celular, as actividades enzimaticas ACRT A e GPx e diminuiu os niveis de
MDA citoplasmético. Contudo a acgdo do ascorbato réverteu totalmente os efeitos

deletérios exercidos pelo vanadio.
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Stressby metals - Vanadium pentoxide as a pro-oxidant iraccharomyces

cerevisiadUE-ME ;.

Abstract

Sara Isabel Santos Goncgalves (20Bl)essby metals - Vanadium pentoxide as a
pro-oxidant in Saccharomyces cerevisidéE-ME 3. Master’s thesis (R. Ferreira e I. Alves-

Pereira, Advisers) Science and Technology Schally&fsity of Evora, Evora, Portugal.

The main objective of this study was to evaluate éffects of vanadium pentoxide (2
mM), in the presence and absence of ascorbateaccharomyces cerevisida#E-ME;z. The
results show that vanadium compound inhibited thasy growth, occurring a significant
decrease in biomass production and viable cell®at of culture, as well as ALP, CAT T,
CAT A and GPx activities, GSH/GSSG ratio and antlart capacity measured by ORAC
and DPPH, accompanied by a significant increas€fand G6PD activities, cytoplasmic
ROS and MDA level; responses indicative of pro-axidrole of vanadium. The presence of
the antioxidant ascorbate (0.025 mM) in the cultaeslium increased the amount of biomass,
cell viability, ALP, CAT A and GPx activities and decrease of cytoplasmic MDA levels.
However the action of ascorbate did not reverseptetely the deleterious effects exerted by

vanadium.

Sava Gongalves | xvii






AN
/Q\
73

Stress por metais — Pentoxido de vanddio como pré-oxidante em Saccharomyces cerevisiae UE-ME;

1. Funhdamento teodrico

1.1.Vanadio

Em menos de 100 anos, o vanadio passou de um ragia¢ obscuro, a metal de grande
importancia militar bem como, um pilar da tecnadogioderna (Nriagu, 1998pD vanadio foi
descoberto em 1801, na cidade do México, pelo goirei mineralogista espanhol Don
Andrés Manuel del Rio (1764-1849), no mineral vamgal Inicialmente, Don Andrés deu ao
vanadio o nome de pancrénem alusdo a variedade de codes seus saisapa, em seguida,
denomina-lo de eritronio devido a coloracédo vermealbs saiformados quando tratado com
acidos (Chasteen, 1983; Morinville, 1998; Nriagd98; Guerra, 2007). Infelizmente, o quimico
francés Hippolyte Victor Collect-Descotils, declarancorrectamente que o novo elemento
descoberto por Del Rio ndo era mais do que cromjuro. Del Rio julgou ele proprio estar
enganado e aceitou o julgamento feito pelo quirfremcés Este elemento foi redescoberto em
1830 pelo quimico sueco Nils Gabriel Sefstrom (1¥845), que descobriu que certos
minérios de ferro, apds fundidos, tornavam-se nmiais maleaveis, e que, por isso, deviam
conter um elemento adicional que posteriormentatifiisou e ao qual atribuiw nome de
“vanadirf, em honra da deusa nérdiv¥@anadis deusa da beleza, juventude e amor, devido aos
belos compostos multicolores que produz quando @ocd@ (Chasteen, 1983; Tsiani, 1997,
Nriagu, 1998; Gandara, 2003; Guerra, 2007).

Curiosamente, bem antes de Sefstrom, F. Wohlgangi@ou a vanadinita estudada por
Del Rio e verificou que de facto Andrés havia dbscm o vanadio. No entanto, o vanadio sé
foi isolado pela primeira vez em 1867 pelo quimicglés Henry Enfield Roscoe (1833-
1915), através da reducdo do Y@om hidrogénio. Mais tarde, em 1925, os quimicos
americanos John Wesley Marden e Malcolm N. Richivetam vanadio bastante puro
(99,7%) pela reducéo do pentoxido de vanadi®)sVcom o célcio Chasteen, 1983; Nriagu,
1998).

O vanadio é o décimo nono elemento mais abundamterosta terrestre, com uma

concentracédo de 136 ppm, 0 quinto entre 0s metaisadsicdo, apresentanda sua forma

natural uma mistura de dois isétops&t (0,24 %) e51V (99,76 %). Este metal de transicdo esta
distribuido no meio ambiente de forma ndo uniforsendo possivel encontra-lo em rochas,
solos, plantas, animais e em menor extensao na agdea os niveis raramente excedem 0,1 ppb
(Chasteen, 1983; Nriagu, 1998; Conte, 2009). Noiamé¥ ndo se encontra na sua forma
elementar mas como parte integrante de minerais, glmis se destacam a vanadinita
PbCL3Py(VO,), e a patronita, ¥ (Greenwood,1997; Metzler, 2000; Pryia, 2006).
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A maioria dos paises obtem o vanadio a partir debestiveis fosseis como o crude (4%),
ou 0 carvdo, nos quais, este elemento esta preseiteitariamente na forma de porfirinas de
vanadilo, existentes também em sistemas vivos.sEsteplexos sdo depois convertidos em

pentoxido de vanadio, XD, constituindo o principal componente quimico parraducdo dos

restantes compostos de vanadio. Durante o processangrande quantidade deste composto é

libertada para a atmosfera, podendo causar probjeaisa como, a conversao de & SQ, que

produz chuvas acidas (Etcheverry, 1998; Repinc4 2Z0tacey, 2007).

Entre os recursos mundiais de vanadio, cerca de d&%o presentes no magma,
localizados no complexo dBushvelg na Africa do Sul, que possui as maiores reservas
mundiais de ferro/vanadio, seguida pela Russia2afo, os Estados Unidos com 14,7% e a
China com 11,0%. A produgdo mundial de minério eoatrado em vanadio, como co-
produto ou subproduto de outros minerais, atingm, 2004, um total de 44,2 milhdes de
toneladasEstima-se que eventualmente o consumo de vanadergeir a ser aumentado pelo
uso de baterias redox de vanadio (VRB) que muitomptem e que seriam responsaveis pelo
consumo adicional de ~ dez mil t de vanadio por(&msley, 1998; Guerra, 2007).

Grande parte do vanadio mundial € consumida nasiridido acgo, onde é utilizado na
preparacdo da liga ferro-vanadio usada principaienea producdo de aco. O aco contendo
vanadio é especialmente forte e duro possuindomeibor resisténcia ao choque e a corroséo,
caracteristicas que permitem a sua utilizagdo coamponente em moldes de a¢o que sao,
posteriormente, utilizados em processos quimicdengperatura elevada; na constituicdo de
rotores de turbinas; em maquinas e equipamentofomd@a; em pontes e plataformas de
perfuracdo; estruturas de asa e motores de a\ddimddstria aeroespacial, no endurecimento de
ligas de titdnio e em componentes automobilist{dstzler, 2000; Huang, 2001; Priya, 2006;
Tracey, 2007; Wang, 2007; Chary, 2008; Rowe, 2808V, 2008).

Para além da sua aplica¢do na industria do acan@dio é também largamente utilizado na
industria quimica, especialmente na sintese g®Ofl polimeros e compostos organicos; é
também usado na industria metalirgica na producéo lighs metalicas; na industria
electroguimica como componente de baterias, nawdignia para a elaboracéo de fitofarmacos e
herbicidas, bem como, na medicina e industria faoiica na elaboracdo de farmacos (Nriagu,
1998; Shechter, 2003; Priya, 2006).

O vanadio € um metal de transicdo que apreseradosstie oxidacado que podem variar
entre -1 e +5, sendo os mais comuns e biologicaraativos o +3, +4 e 0 +5, no entanto, o
estado de oxidacdo mais estavel € o V(+4) (Cra@@3;1Goc, 2006; Tracey, 2007). O iao
vanadato V@ é a forma de V(+5) predominante em solucdo b&sma solucées diluidas a
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pH 7. Contudo, em concentracdo na ordem dos m#imoutras formas polinucleares, como
V305 e V4015 sdo predominantes (Metzler, 2000; Crans, 2004€¥a2007).

O mecanismo de transporte dos ides de vanadioéatrdas membranas ndo € ainda
conhecido. Estudos realizados indicam que os i@sadilo penetram na membrana dos
eritrécitos por difusdo passiva. Os compostos dadato penetram nas células através de canais
anioénicos, onde sao reduzidos a vanadilo. Em cdedifisioldgicas os estados V(+4) e V(+5) sédo
predominantes. ApOs a sua entrada na célula, asvieadilo sofrem processos de oxidagao
podendo interconverterem-se um no outro por acgdand conjunto de elementos biolégicos
redutores como o catecol, o ascorbato, a cisteiggutationo, NADPH e o NADHhasteen,
1983;Domingo, 1993Barceloux, 1999; Crans, 2004; Goc, 2006; Trace§/7R0

O estado no qual o vanadio se encontra dentro ldta afepende da raz&o entre espécies
redutoras e oxidantes, assim como da sua propnieeatracdo no meio intracelular, também a
coordenacdo e geometria dos compostos e mineraiardalio estdo dependentes do estado de
oxidacao e tipo de ligando coordenado (Greenwo8871Goc, 2006; Tracey, 2007; Ferrer,
2007).

A quimica do V(+4) é essencialmente centrada nex@vanadio ou vanadilo, VO A
ligacdo V=0 ¢é bastante forte, com um comprimentdigégio de cerca de 1,6 A, um valor
semelhante ao encontrado no oxido de V(+5) (Maw83; Tracey, 2007). O ido vanadilo,
VO?*, mostra elevada reactividade vitro, s6 ocorrendo por isso na forma livre até a
concentracéo de T0mol/dn?, reagindo com os ligandos e formando complexos@eentes
se a concentragdo for elevada. Em geral o V(+4hdocomplexos com proteinas e outros
ligandos mais pequenos como o citrato, ATP, ADReamdaminas, aminoacidos livres
(principalmente cisteina e glutamina), acidos raokee lipidos reduzindo a possibilidade do
vanadiloexistir na forma livre em sistemas biologicescepto talvez, em vacuolos acidos
como os lisossomg€hasteen, 1983; Barceloux, 1999; Goc, 2006Y/(+5) é o estado redox

deste metal que apresenta maior estabilidade éamsis aquosos. A pH acido existe na forma de
(:atiélocis-VOz+ que complexa com agentes quelantes, como o EDTan§C11998), enquanto a

valores de pH fisioldgico ou superiores surgem asadatos, que sd0 anidnicos e nos quais o
metal esta tetraedricamente coordenado (Chast@88; Pyrzyinsk, 2004). As solu¢des aquosas
de vanadato consistem numa mistura de formas oéigoas (Chasteen, 1983; Correi®94;
Lobert, 1994) com diferentes estados de protonagdmrmas que dependem do pH, da
concentracdo total de vanadato e da forca ionieegB1976; Chasteen, 1983; Amado, 1993;
Crans, 1998).

Em condicbes neutras e ao longo da gama de coacées entreuM e mM,

. . . . 3-
frequentemente usadas em estudos bioquimicos, vai@adato existe sob a forma de VO
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V2074_ e V4Olz4_ (Crans, 1994; Goc, 2007). O4‘é a espécie predominante em solucbes de

vanadato mais concentradas, sendo referida coetavanadatoA sua proporcao depende do pH
no ambiente intracelular. A pH neutro, ocorre adagolimerizacdo de mondémeros a hexameros.

A pH entre 2 e 6 ocorre a formacdo do polianidcadegico, correntemente designado por

6-
VlOO28 (Crans, 1994; Pyrzyinska, 2004; Goc, 2007), sgmddominante quando a concentragao

de vanadato é superior a 1@d (Stankiewicz, 1995; Plass, 1999; Tracey, 2007).

A importancia biolégica do vanadio esta associaa@eande parte ao mondémero vanadato,
devido a sua semelhanca quer estrutural quer @hécar com o ido fosfato que lhe confere o
estatuto de analogo estrutural desse anido, podeutotitui-lo no centro activo de diversos
enzimas para que outros ésteres de fosfato poggansé, levando a sua activacdo ou inactivagao
(Plass, 1999; Goc, 2007).

Com base no que ja foi referido anteriormente, o, V@em a capacidade de inibir as

fosfatases devido & semelhanca estrutural tetcaéda ido fosfato. No entanto, em muitos casos,
a constante de dissociagcdo enzima-inibidor é muoiferior & do fosfato. Estas caracteristicas
permitem a este ido adoptar uma coordenacdo ttiguramidal, proposta para simular a
conformacdo do grupo fosfato no estado de trangigéwisto para a transferéncia de grupo
fosforilo. Como seria de esperar, a semelhancaitestt com o fosfato torna o vanadato um
potente inibidor de varios enzimas envolvidos aagferéncia do grupo fosforilo, como acontece
com a fosfatase alcalina, hidrolase e marcadorrdiégracéo celular em estudo neste trabalho
(Krauss, 1991; Deng, 2002; Davies, 2004).

As diferentes espécies de vanadato que se formasokeigéio podem apresentar diferentes
alvos e tipos de modulagcédo enzimética devido praloiente ao tipo de estrutura que se forma
(Plass, 1999).

A analogia estrutural entre a espécie diméricaast@dato e o pirofosfato, sugerem ainda

4-
gue o \/ZO7 pode interactuar com locais de ligacéo a cofactwwesd NAD, NADP, FAD e CoA.

- 4 . . ~
Outros estudos indicam que (304 inibe competitivamente a interaccdo de NADP e NAD©

enzima glucose-6-fosfato desidrogenase (Crans,)1@9@ue, actua como inibidor competitivo
de fructose-1,6-bifosfato aldolase e ndo competitide glicerol-3-fosfato desidrogenase
(Stankiewicz, 1995; Goc, 2006).

. - 4 .
As espécies tetrameéricas de vanadatgogy), nao apresentam analogia estrutural com

4-
nenhum cofactor ou substrato. No entantpl\{ inibe o enzima 6-fosfogluconato desidrogenase
de forma competitiva em relagéo ao substrato @dea ndo competitiva em relagdo ao cofactor

6-
(Stankiewicz, 1995). O decavanadatolc)@;8 ) € um bom inibidor ndo-competitivo potente da
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hexocinase e da fosfofrutocinase (Stankiewicz, L9%ste polivanadato inibe a cinase
dependente de cAMP de forma n&o-competitiva relatente ao ATP e de forma competitiva
relativamente ao substratdlém da propriedade inibitéria que é atribuida amadato, este
também exerce efeitos estimulatérios na actividdelealguns enzimas, como a adenilato
ciclases, a glucose 6-fosfato desidrogenase, adisfrato mutase e a fosfoglicerato
fosfatase (Crans, 1994).

O estado de oxidacdo do vanadio € o factor querndieiz a extensdo dos efeitos
biolégicos, manifestando-se ndo s6 na regulacd@atiidade de muitos enzimas, mas
também nos processos envolvendo radicais livres m® @enecanismos de
fosforilacdo/desfosforilacdo de proteinas. Hoje,seses processos sao investigados
intensivamente, especialmente devido ao seu papatiat quer na proliferacdo e
diferenciagao celular, quer na regulacado do metaholcelular (Tracey, 2007).

Em condicdes fisioldgicas, o estado de oxidacad)étirge com maior predominancia
na forma anidnica, estruturalmente semelhante fagtfato e designada por metavanadato ou
ortovanadato (kWO,). Quando se encontra no estado de oxidagédo Vé+rdanadio surge
incorporado na forma catidénica assemelhando-seaasametria a que conhecemos para o
ido Mg™*. Embora o vanadato ou vanadio (+5) seja a formi mstavel do vanadio na
presenca de dioxigénio a pH neutro € também a tiiisa, ambientes redutores convertem-
no facilmente em vanadio (+4), menos toxico (Crd@90; Brichard, 1995; Baran, 2003;
Ribeiro, 2004).

A literatura descreve o vanadio como um oligoeleémela dieta de muitos animais, uma
vez que, em quantidade vestigial, favorece o aremuio celular actuando como factor
promotor de crescimento, mas também por actuar cobador da sintesele novodo
colesterol quando est& presente em niveis intiacetuda ordem dos ugle como indutor
da oxidacdo de residuos acilo quando em niveiadeltilares mais elevados, myg(Crans,
1990; Rowe, 2008). Participa também na fixacdo wenatacdo de azoto em plantas, no
entanto, concentracdes elevadas de vanadio nasglaaduzem a sua produtividade (Priya,
2006). O interesse de bidlogos e bioquimicos ne#osf do vanadio sobre os seres vivos
aumentou quando estudos demonstraram que estenébeera capaz de inibir importantes
funcbes celulares, como a actividade enzimatica KaATPase (Galli, 1991; Tsiani, 1997;
Goldwaser, 2000; Rowe, 2008). ApoOs esta observagdms estudos sugerem que para além
da actividade enzimatica da & -ATPase, os derivados de vanadio conseguem também
inibir a actividade da G&ATPase (Metzler, 2000; Tracey, 2007).
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Os tunicatos sdo capazes de acumular vanadio ma f@duzida, V(+3), em concentragdes

2- -
que chegam a atingir 1 M. Capturam-no nas forma®Hu HVO, presentes na agua do mar,

e incorporam-no em vacuolos, vanadoéforos, de Elsémguineas especializadas, vanadocitos

3+ 2+
onde sédo reduzidos a \& VO pelo pigmento tunicromo, ao qual os catides se rpoagsociar

(Crans, 1989; Cram, 1990; Brichard, 1995; Tsia®97t Kanamari, 1999; Frank, 2007).

Também a levedur&accharomyces cerevisjaetilizada no fabrico de cerveja e vinho,
manifesta capacidade para acumular vanadio (+&raem dos milimolar, em compartimentos
especificos (Bode, 1990; Patel, 1990; Galli, 1991).

Em estudos realizados com ratos, observou-se guependentemente do estado de
oxidacdo administrado por via venosa, a maior mhrteanadio adopta o estado de oxidacao (+4)
que é posteriormente complexado pela proteinapoateglora de ferro, transferrina (Chasteen,
1981). Apesar de uma pequena parte do vanadiloggidjeoxidado a vanadato, a complexacao
da espécie reduzida impede a acumulacéo de vaf¥dgiompedindo as acgdes inibitérias deste
elemento (Etcheverry, 1998).

A compreensdo da acc¢éo dos ibes vanadio na gallagdgpécies reactivas de oxigénio por
reaccOes dé&entone Haber-Weissajudou a compreender fendmenos como a peroxiddgsio
lipidos das membranas biologicas, a activacdo aeepsos mutagénicos no DNA e a inducdo de
apoptose. A inducéo ou inibicdo do crescimento s, a estimulacdo da apoptose ou accao
anti-apoptotica, a activacdo ou inibicdo dos geagsladores do ciclo celular ou transformacgdes
metabdlicas, estdo todos relacionados com procedsstsforilacdo/desfosforilagdo das proteinas
cinase e fosfatase, que por sua vez sao regulatiagao dos ides de vanadio. A sua influéncia
sobre estes enzimas resulta da capacidade dosecarsple vanadio para imitar um analogo do
estado de transicdo, que pode ser reversivel, s @@ vanadato, ou irreversivel, no caso dos
complexos peroxovanadicos com residuos de cistiirimosina fosfatase (Willsky, 1985; Stohs,
1994; Galaris, 2001; Tracey, 2007).

1.2. As leveduras como modelo biolégico

Os microrganismos, sao utilizados ha miléniosaralucao de processos com interesse
comercial e estdo na base da industria biotecrz@6gi diversidade metabdlica e nutricional
destes seres vivos, aliada a capacidade de sedvepem rapida e incansavelmente,
produzindo compostos de grande utilidade e valonfere-lhes um lugar privilegiado na
biotecnologia moderna. A maior razdo area/volume apresentam permitem uma absorcéo
rapida de nutrientes e uma taxa de metabolismmnelgvvada, o que torna 0s processos mais
econdémicos. Sdo muito versateis, com capacidade g@amverter compostos de natureza

diversa e de producdo de uma grande variedade thbaothitos finais. A possibilidade de
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alterar as caracteristicas naturais do microrganisatravés de engenharia genética, abriu
novos horizontes e ampliou as aplicagbes em amtasionadas com a saude, agricultura,
energia ou ambiente (Lima, 2003; Madigan, 2004).

Os registos historicos das sociedades humanasnev@ie a utilizacdo e o estudo dos
fungos, pertencentes ao reiRangi, tém sido particularmente importantes para o Homem
pelos beneficios socio-econdémicos que lhe trazempca producdo de alimentos e bebidas,
mas também por serem responsaveis por diversasgiatoclinicas. Por outro lado, fungos,
bactérias e alguns organismos heterotroficos actsamo decompositores de matéria
organica disponibilizando carbono, azoto, fésforoutros constituintes essenciais a vida
(Azevedo, 1999; Madigan, 2004; Griffiths, 2006).

As leveduras constituem na actualidade o grupo ideorganismos mais importantes a
ser explorado comercialmente e a ser consumido hhetaanidade. Na verdade, tanto do
ponto de vista fisiologico como genético, a levedé@ro organismo celular favorito para
estudos de biologia molecular e o mais utilizadoimeestigagado destressoxidativo. As
leveduras ndo constituem, no entanto, uma entidagendmica pois compreendem 39
géneros e cerca de 400 espécies (Lima, 2003; Lakh@®04; Butylina, 2006; Griffiths,
2006). Crescem em habitats onde existe abundaaaiididos, como frutos, flores e cascas
de arvores. Algumas espécies vivem simbioticamente animais, em especial insectos,
sendo espécies patogénicas para outros animaigsaeopaseres humanos. As principais
leveduras com importancia socio-econdémica corredg@on ao géeneroSaccharomyces.
Embora oshabitats naturais dessas leveduras sejam os frutos, asluesge comerciais
actualmente utilizadas sao relativamente diferedees linhagens nativas, visto que foram
selectivamente aperfeicoadas em laboratério aoolalgs anos (Ostergaard, 2000; Saito,
2003; Madigan, 2004).

A levedura Saccharomyces cerevisia® um fungo unicelular pertencente a classe
Ascomicota. Apresenta forma ovéide com aproximacden@éOum de comprimento. Esta
espécie € utilizada desde os tempos pré-histérpara fins comuns, nomeadamente
confeccdo de pdo, cerveja e fermentacdo alcodtiadauna producgéo de vinho. Apesar de se
tratar de um organismo eucariota que apresentarasteristicas celulares basicas das células
eucariotas mais evoluidas, quer a nivel estrutgeedr a nivel funcional, este microrganismo
também possui algumas caracteristicas semelhastesicérias, como o facto de crescer
rapidamente em qualquer tipo de meio nutritivayitig ou sdélido, e de, quando em presenca
de nutrientes suficientes conseguir duplicar apaulacdo em menos de duas horas. Uma

das suas caracteristicas mais aliciantes residaato de possuir um genoma de pequenas
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dimensdes com cerca de 13500 kb, tendo sido o jpoeganismo eucariota a ter o seu
genoma completamente sequenciado. Assim, as célefBaccharomyces cerevisigdo um
bom sistema experimental para modelar células ietaarsuperiores. O seu metabolismo é
semelhante ao de eucariotas superiores, com meuanigroprios de activacdo metabolica
(citocromo P450) e de desintoxicacdo, que nao gstlentes em bactérias. As célulasde
cerevisiae podem ser facilmente manipuladas geneticamentayést da construcdo de
mutantes, a qual é extremamente Util para a cagéo da funcdo de diversas proteinas,
bem como das respectivas vias metabdlicas em ¢ée eseridas (Gralla, 1997; Jamieson,
1998; Verdoucq, 1999; Grzelak, 2005; Soares, 2B0§jlina, 2006; Marinho, 2006).

O crescimento das leveduras, como organismos heticos que sdo, depende de uma
variedade de compostos organicos e de alguns migieninerais. Estes compostos sao
degradados por um conjunto de reaccdes quimicasocueem no interior da célula — o
metabolismo. Durante o crescimento, as célulagatil substratos alimentares que satisfazem
requisitos como: formacéo de compostos com ligagéegotencial quimico elevado, como o
ATP, ou portadores de elevado poder redutor, comdedtidos de piridina e NADPH
utilizados na sintes#e novode materiais celulares. Em aerobiose, o podetaederado sob a
forma de NADH, na via glicolitica, na descarboxdlacdo piruvato e no ciclo dos acidos
tricarboxilicos é convertido em ATP, pela fosfagdia oxidativa que ocorre nos mitocéndrios.
As leveduras sdo seres aerébios facultativos, dgeoconseguem crescer na presencga ou
auséncia de dioxigénio (Barlas, 1978; Hansen, 1883, 2003; Krantz, 2004; Schacherer,
2007; Rak, 2008).

O meio de cultura é um dos varios factores que aessario controlar quando se
trabalha comS. cerevisiaeuma vez que a fonte de carbono presente no neeicultdura
podera induzir alteracdes morfologicas, bioquimieadisiolégicas. Quando no meio de
cultura temos uma fonte de carbono fermentavel,ocpar exemplo a glucose, as células de
S. cerevisiaeapresentam trés fases distintas de cresciment@s Am pequeno periodo de
adaptacdo ao meio (fadag) as células crescem rapidamente e a sua massantaume
exponencialmente entrando-se na fase de crescimexponencial (figura 1.1.). As
necessidades energéticas das células sédo prineip@mnsatisfeitas através do metabolismo
fermentativo — glicolise, observando-se a acumuolaf@ etanol. No entanto, se a fonte de
carbono no meio de cultura for o glicerol ou pitiavas células d8. cerevisiagnanifestam
mesmo em fase exponencial, metabolismo respirat§vierner-Washburne, 1993; Longo,
1996; Werner-Washburne, 1996; Rettori, 1999). Ausdg fase de crescimento inicia-se

guando as células esgotam a maior parte da fontam®no fermentavel, observando-se
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entdo grandes alteracOes fisioldgicas e morfol§gibam como uma diminuicdo da taxa de
crescimento. A transicdo entre estas duas fasemdrminada por mudanca diauxica (figura
1.1). Nesta fase de crescimento — fase de crescinpéstalialixica os enzimas fermentativos
séo inactivados e as células utilizam a respiragaw principal via de sintese de ATP, sendo
os produtos da fermentacdo, principalmente o etamadua fonte de carbono (Werner-
Washburne, 1996; Rettori, 1999; King, 2003; Kra@t)4; Schacherer, 2007).

Y O

Fase estacionaria

Fase de declinio
‘Fase pos-dialxica

/

Mudanga Diauxica

Densidade celular relativa

% Fase exponencial

Tempo de cultura

Figura 1.1. Diagrama tipico de uma curva de cresciment@®deerevisiaeem meio rico contendo
glucose. A densidade celular pode ser determinaefdinglo a absorvéncia a 600 nm
(adaptado de Werner-Washburne, 1996).

Na auséncia de nutrientes, as células entram eenestsicionaria, onde ndo ocorre
qgualquer divisado celular, a taxa metabolica deeres@ respiracdo € necessaria. A grande
maioria dos mRNAs, que se encontram em abundamciase exponencial, é dificilmente
detectada ap0s a mudanca diauxica. Embora normi@mé&n ocorra crescimento nesta fase,
muitas fungbes celulares podem ainda estar activelsisive 0 metabolismo energético e
alguns processos biossintéticos. Quando uma pduktinge a fase estacionaria permanece
nas mesmas condi¢cdes de incubacdo podendo assggdutaanecer vivas ou morrerem. Se
estas morrerem, podemos dizer que atingiram adi@seorte ou declinio. Em alguns casos, a
morte é acompanhada por lise celular. A morte pgadéém ocorrer na fase exponencial;
embora na maioria dos casos a taxa de morte cskjmuito inferior a taxa de crescimento
exponencial (Werner-Washburne, 1993; Werner-Wastgyul996; Rettori, 1999; Gray,
2004; Madigan, 2004; Marinho, 2006).

Os limites de longevidade em leveduras tém siddiaaes segundo dois paradigmas
experimentais distintos: o envelhecimento cronaldgpela perda de viabilidade celular
durante o periodo estacionario do crescimento eneelleecimento replicativo que
corresponde ao numero de filhas produzidas por céldéa individualmente (Adams, 1984).

O envelhecimento cronolégico é definido como o #re@mento das células pds-mitéticas,

Sara Gongalves |9



R\
/Q\
73

Stress por metais — Pentoxido de vanddio como pré-oxidante em Saccharomyces cerevisiae UE-ME;

sendo um processo simples de deterioracdo e perdaadilidade de células individuais
durante a fase estacionari@. envelhecimento replicativo corresponde ao enecetiento
especifico das células mae baseado na quantidao®lds que uma mae consegue produzir
individualmente No envelhecimento cronoldgico e replicativo de thuas a apoptose pode
ser detectada por marcadores caracteristicos quesa@ observados em células em fase
exponencial (Jakubowski, 1999; Costa, 2001; Grz&l@k1; Sinclair, 2002; Fabrizio, 2003;
Jazwinski, 2004; Grzelak, 2005; Frohlich, 2006; m,a2006; Fabrizio, 2007; Hamann, 2008).
Em culturas de espécies transgénicas de leveduas apresentam maior taxa de
sobrevivéncia na fase estacionaria do que as séhaltivas e, onde ocorre sobrexpressao da
proteina YAP-1, um regulador chave da toleranciastess oxidativo, observa-se um
decréscimo do envolvimento/participacdo da apoptosenvelhecimento celular cronoldgico
(Jakubowski, 1999; Laun, 2006; Hamann, 2008). Qoawculturas de levedura entram em
fase estacionéria, a divisdo celular para e o roksabo celular abranda. As células séo
capazes de sobreviver nesta fase durante semamasses ocorrendo a inducdo da sintese de
glucidos de reserva como o glicogénio e a triatmsa reestruturacdo da parede celular sem
suplementos nutritivos. A populacdo de leveduragada estacionaria pode ser subdividida
em dois tipos de células: As células verdadeiramnepiiescentes, em fase & as nao-
quiescentes que se formam apenas durante a dogdlar final, na fase diduxica da curva de
crescimento. As células nédo-quiescentes apreseetamados niveis de ROS e maior
predisposicao para morrer por apoptose. As céelplasscentes apdés um longo periodo de
tempo de incubacédo, também comecam por exibir marea de apoptose e posteriormente
de necrose (Sinclair, 2002; Fabrizio, 2004; Jazwjra004; Madeo, 2004; Frohlich, 2006;
Laun, 2006).

1.3. Espécies reactivas de oxigénistressoxidativo e danos celulares

A evolucao de seres procariotas com capacidadssiotética foi um marco evolutivo
gue possibilitou o aproveitamento do dioxigéniostite na atmosfera e permitiu o
aparecimento de formas de vida aerdbias, comospastifungos, plantas e seres superiores.
O estado fundamental do dioxigénio, @ utilizado tanto na producéo de energia atrdeés
cadeia respiratoria dos eucariotas, como na memabcalular de muitas bactérias, e em
inimeras vias metabolicas fundamentais (Halliwed89; Arouma, 1994; Halliwell, 1994;
Ferreira, 1997; Cerqueira, 2006).

No metabolismo celular ocorre a formacao de ingelidrios denominados de espécies
reactivas de oxigénio (ROS). Este termo colectivatiézado para a inclusdo, ndo s6 dos

radicais de oxigénio como: radical hidréxilo (QHanido radical superdxido §0), éxido
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nitrico (NO") e radical peréxilo (ROO"), como tambélerivados reactivos de oxigénio nao
radicalares, como o peréxido de hidrogénie@}), o oxigénio singuleto’Q,) e o &cido
hipocloroso (HOCI), os quais podem induzir reacg@eBcalares no organismo (Halliwell,
1989; Sies, 1991; Gilgun-Sherki, 2002; Vieira, 2006

Estas espécies sdo produzidas pelas células: gapmacdndrios, em consequéncia da
respiracdo aerobica normal que consome dioxigéeiduzindo-o por uma sequéncia de
etapas a agua, conforme mostrado na Figura 1.2ndb)células fagocitarias como os
linfocitos onde as ROS sé&o produzidas e desempemhportante funcéo bioldgica, através
do reconhecimento das células do proprio organigom® se tornaram tumorais ou foram
infectadas por parasitas, fungos, bactérias ows véas destroem pelo processo de oxidacao
através de NO',©, H,O, e "OCI. (c) peroxissomas, organelos responsaveisdegjeadacao
de acidos gordos e outras moléculas e que prodez€m (d) enzimas do citocromo P450
gue constituem um sistema de defesa primario cautibatancias quimicas toxicas para o
organismo (Arnes, 199Ferreira, 1997; Soares, 2002; Doudican, 2005; @&ara, 2006).

Figura 1.2. Reducdao tetravalente do dioxigénio,J@o mitocdndrio até a formacdo de aguaQH

Varias espécies reactivas desado formadas no processo. Adaptado de Cohen (1989)

Cerca de 95 a 98 % do dioxigénio absorvido pelgarismos aerdbios € reduzido, e
convertido em agua pela cadeia respiratoria (figuga) (Cohen, 1989; Halliwell, 1994;
Winston, 1997; Kuss, 2005).

O peroxido de hidrogénio, B, intermediario formado pela reac¢cédo de dismutagio
O, catalisada pelo enzima SOD e pela reducéo tetrateatio @ a HO, ndo é um radical
livre, mas um agente oxidante. Na presenca do asu@eroxido e de ibes metalicos de
transicéo, o KD, pode gerar OHpela reaccdo deenton(figura 1.3). O OH formado por
esta reac¢do e pela reducgédo tetravalente,dé @ltamente reactivo, causando danos no DNA
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el/ou iniciando a peroxidacdao lipidica. No entantéi,O, ndo € apenas um metabolito celular
toxico para a célula, a sua geracdo aumenta astespwarios factores déressimplicando-o
como factor chave na tolerdncia a estes agentee, @pds a exposi¢cao inicial, as células
ganham resisténcias ao agei@égun-Sherki, 2002).

O H,O, é continuamente gerado durante o metabolismoaretoirmal. O aumento dos
niveis de HO, desencadeia uma resposta celular, que incluieg@oenzimatica, indugédo da
expressdo genética, danos celulares, morte cgltdgramada (PCD) ou morte por necrose
(Neill, 2002).

Algumas das principais defesas enzimaticas conittg0p sao o ciclo oxidagao-reducao
do glutationo, presente no citoplasma e no mitog6relas catalases presentes no citoplasma
e peroxissomadavies, 1994; Tanaka, 1999; Costa, 2001; Fang,;200ss, 2005).

O radical hidréxilo, OH é a espécie radicalar mais reactiva e a queagseempo de
meia-vida mais curto, actuando praticamente ndaml de formacao. Este radical forma-se
principalmente segundo a reacc¢do Fenton, por clivagem homolitica do peréxido de
hidrogénio ou pela radidlise da molécula de 4gueage com uma série de endobidticos,
glucidos, acidos nucléicos, proteinas e lipidossaanodificacdo no DNA, ao nivel das suas
bases azotadas e quebra de ligacbes, danos namasoe inactivacdo enzimatidaopen,
1989; Junior, 1998; Vannucchi, 1998; Kuss, 200%inrd] 2006; Bonatto, 2007; Letelier,
2007).

O papel dos metais de transigéaformacédo de ROS pode ser explicado pelas reaccoe
de Fenton e Haber-Weiss(figura 1.4.). O ferro € o metal pesado mais abhatel no
organismo e estd biologicamente mais capacitad® ¢atelisar as reaccdes de oxidacdo de
biomoléculas, embora o cobre possa também catalissaccdo delaber-WeisgHalliwell,
1984, Stohs, 1994; Ferreira, 1997).

Fe" + 0, —— Fe™ + Oy

Fe** + H,0, ——— Fe™ +OH +OH"’

Figura 1.3.Reaccédo déenton

Fe'" + 0, «— , Fe™ +0,
Fe™ +H,0; ——— Fe™ +OH +OH°

0," +H,0, —  , 0, +OH +OH"*

Figura 1.4.Reaccé&o délaber-Weiss
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A producéo de ROS € uma consequéncia normal desarede reac¢des bioquimicas
essenciais ao organismo e resulta em danos biokgigenas quando essa producgdo se torna
anormalmente elevada e/ou quamdodefesas antioxidantes estdo diminuidas. Essagdes
envolvem quatro vias importantes coneatalise por oxido-redutases, autoxidacdo das
biomoléculas, accdo das peroxidases, accdo cadalidi ibes metalicos, como as reaccoes de
Fentone Haber-WeisgGutteridge, 1993; Halliwell, 1994).

Estas espécies para além de serem geradas conttadesdo simples metabolismo
celular aerébio podem também resultar de agressdesnas ao organismo como radiacao
UV, raios-X, contaminacdo radioactiva, fitofarmaceslventes industriais, poluicdo, entre
outros, que levam a formacdo dos radicais livre®genos Kumpulainen, 1996;
Gliszczynska-Swiglo, 2005).

Como ja foi referido, os organismos expostos axigémio, como as leveduras,
produzem espécies reactivas de oxigénio (ROS)enanetabolismo basal e como resposta a
agentes dstress,(Sies, 1997; Santos-Ocana, 19%ara neutralizar o efeito oxidante destas
espécies, 0S organismos, no seu processo evoldégenvolveram sistemas de defesa
antioxidante que conseguem controlar e restabeteaguilibrio, como proteccdo contra a
toxicidade do dioxigénio e espécies reactivas ddas. O stress oxidativo pode ser
compreendido como a condicdo na qual a producdR@$8 esta aumentada, as defesas
antioxidantes normais estdo diminuidas ou ambogntto a um desequilibrio entre a
proporcdo de espécies oxidantes e redutoras no imteamelular, com predominéncia das
primeiras (Sies, 1997; Frei, 1999; Gheldof, 200&reita, 2002Regoli, 2002;Azzi, 2003;
Lushchark, 2004; Butylina, 2007; Herrero, 2007;,L2@07; Rui-Yan, 2007).

As consequéncias diressoxidativo podem ser variadas, de acordo com odgholar
e com a intensidade com que ocorre. Segundo Héllev&utteridge (2007), os principais

efeitos sdo. proliferacdo celular, onde algumaslaglpodem responder atressoxidativo

através do aumento da taxa de divisao celularitag@p, com aumento das defesas celulares,
como a catalase, superoxido dismutase e glutatialeixando a célula totalmente,
parcialmente ou superprotegida, onde o0s alvos deosdaoxidativos podem ser

redireccionados, ou, a producédo basal de ROS didanulanos celulares em um ou mais

tipos de biomoléculas, como lipidos, proteinas ®lADsenescéncia, com sobrevivéncia da
célula, mas com o sistema de divisdo celular cometiolo; morte celular, onde apds o dano
a célula desencadeia o processo de morte celuta,vez que danos oxidativos no DNA,
mitocondrio, ou outros alvos celulares, podem causarte celular por apoptose ou por

necrose.
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Em sistemas biolégicos, a membrana celular constitudos focos de actuacdo das
ROS e de outras espécies reactivas. Todos os cemjesrcelulares sdo susceptiveis a acgéo
das ROS, porém a membrana € um dos mais atingitosleeorréncia da peroxidacéo
lipidica, que acarreta alteracdes na estrutura penaeabilidade das membranas celulares
(Gonzalez, 1992; Arouma, 1994; Ferreira, 1997).

A peroxidacéo lipidica € o processo através do gadROS exercem accao deletéria
sobre os residuos acilo polinsaturados dos fosflolspde membrana, através de um conjunto
de reaccdes quimicas que envolvem a sua detemocagdativa. As fosfolipases, activadas
pelas ROS rompem os fosfolipidos, libertando rexdacilo insaturados, provocando efeitos
adversos como a ruptura da membrana celular e qoestees falhas nas bombas Na/K e
Ca/Mg, mutacbes do DNA xalacdo de lipidos insaturados; formacao de residwdmicos
como o malonaldeido e comprometimento funcionat@®ponentes da matriz extracelular
como os proteoglicanos, o colagénio e a elagti@dliwell, 1989; Costa, 2001; Lima, 2001;
Kuss, 2005).

A peroxidacdo lipidica € uma reaccdo em cadeiaactanzada pelas etapas de
iniciacdo, propagacao e terminacdo. Estas etap@s e=presentadas na figura 1.5., onde L
representa o lipido. A iniciacdo ocorre quando weng oxidante da origem a um radical
perdxilo iniciador (LOO) através de uma reaccdo com o lipido (L) ou comlipaperéxido
pré-existente (LOOH). A propagacdo corresponde cdogide remocdo de &tomos de
hidrogénio de &cidos gordos polinsaturados por Lfa€x gerar novos LO®(apds adicdo de
0,), 0 que resulta numa rede de conversao de lipidd30OHs que gera produtos secundarios
tais como o malonaldeido. A etapa de terminaca&maksie com a neutralizacdo dos radicais
formados por accéo de antioxidantes lipossolugeisdo potentes inibidores da peroxidacao
lipidica, ou pela reaccdo de dois radicais lipisidormando produtos nao radicalares
(Gonzalez, 1992; Arouma, 1994; Ferreira, 1997; aurii998; Costa, 2001; Lima, 2001;
Pereira, 2002).

LH + OH (oul0) — > L +H,0ou(LOH) INICIACAO

L + O, — L0O PROPACACAO
LH +LOO’ —— > L +LOOH PROPACACAO
LOO +L — > LOOH TERMINACAO
LOO" +LOO — LOOL+0, TERMINACAO

Figura 1.5. Etapas da peroxidacdo lipidica.
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O malonaldeido (MDA) é um dialdeido de cadeia cugtee pode ser quantificado por
reaccdo com o acido tiobarbitarico (TBA). A formac@dle malonaldeido ocorre pela
decomposicao dos lipoperoxidos particularmente dpiama presenca do grupo hemo e/ou
glutationo e a sua concentracdo tem sido utilizaotao marcador para estimar a intensidade
da peroxidacdo lipidica em sistemas biolégicos. Nistemas biolégicos, a peroxidacao
lipidica pode ocorrer por via enzimatica, mediadagicloxigenases e peroxidases, e por via
ndo-enzimatica, via mecanismos de auto-oxidagdoequelvem gparticipacdo de espécies
reactivas de oxigénio, metais e outros radicaresi{Vasconcelos 2001; Kuss, 2005; Cipak,
2007; Martinez, 2007

A peroxidacéo lipidica desempenha também, um papéto importante na proliferacédo
celular, especialmente de células tumorais. Haresitguesugerem que os produtos da
peroxidacao lipidica estdo envolvidos no contra@add/isdo celular (Gonzalez, 1992; Pereira,
2002; Cipak, 2007).

Para garantir o correcto funcionamento celulared®swver uma compensagéo entre a
formacdo de ROS e os niveis de defesas antioxi&laqmie mantém a célula num estado geral
reduzido. Se as defesas antioxidantes se tornarfidientes frente a excessiva producao de
ROS, ocorre o ja referidetressoxidativo Halliwell, 1989; Halliwell, 1995; Sies, 1997;
Arnao, 2000; Junior, 2001; Gheldof, 2002; Schenei@804; Palozza, 2007Assim, 0S
antioxidantes podem ser compreendidos, do pontasti bioldgico, como substancias que,
guando presentes em baixa concentracdo relativa @wndsubstrato oxidavel, retardam ou
inibem significativamente a oxidacdo desse sulmst@addendo, teoricamente, prolongar a
fase de iniciagao ou inibir a fase de propagacao, podendo, contudo, evitar totalmente a
oxidacdo. Isto implica que os diferentes antioxidanpodem actuar em niveis e com
mecanismos de accao distintdsalliwell, 1989; Halliwell, 1995; Sies, 1997; Junid.998;
Costa, 2001; Azzi, 2003; Herrero, 2007; Bednarska)8). Um pro-oxidante € toda a
substancia téxica que pode causar danos oxida®Eomponentes celulares resultando em
varios eventos patologicos e/ou doengas, sendoisindde espécies reactivas. (Prior, 1999;
Fukumoto, 2000) Os antioxidantes com efeitos préves - primarios - podem actuar
evitando o processo de iniciacao pela captaca@dieais iniciadores (R') que agem como
doadores de Hou de electrdes (figura 1.6.) (Halliwell, 1989;kEmoto, 2000; Martinez-
Tomé, 2001; Bjelakovic, 2007):

R+AH ——— > RH+A

Figura 1.6. Processo de tranformacao de radicais livres pekoade antioxidantes primarios
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Entre esses compostos incluem-se antioxidanteétisig, carotendides, tocoferais,
compostos fendlicos e alguns aminoacidos que ténbém a capacidade de agir como
guelantes de metafZheng, 2001; Sellappan, 2002).

Os antioxidantes podem também agir na decomposiggmeroxidos, convertendo-os
na sua forma inactiva por accdo de agentes redytoieyueando a reaccdo em cadeia, por
meio da captagdo de intermediarios reactivos cadizais peroxilo e alcoxilo. Esses sdo os
antioxidantes secundarios. Os compostos fendlausmxidantes sintéticos, vitaminas A e E,
aminas, grupos tiol e dissulfuretos séo capazegjideobre peroxidos, evitando a propagacéo
da reaccao dexidacao (Doudican, 2005; Bjelakovic, 2007).

Actualmente, as ROS estdo associadas a variasdatendanos tecidulares, patologias
e processo de envelhecimento. Os organismos asrdbgenvolveram processos contra 0s
efeitos deletérios dos radicais livres e das eepétixicas derivadas, incluindo defesas
enzimaticas e nado-enzimaticas (Sies, 1997; ENiBQ9; Niki, 2001; Fang, 2002; Bonatto,
2007; Cipak, 2007). O sistema antioxidante enziwoadi representado, principalmente pelos
enzimas antioxidantes: superéxido dismutase (SQI®) cptalisa a dismutacdo do anido
radical superdxido (©) a perdxido de hidrogénio §B,) e O (Equacéo 1), a catalase (CAT)
gue actua na decomposicao d®ka G e HO (Equacéo 2) e o glutationo peroxidase (GPx),
que actuasobre peroxidos em geral, com utilizacdo do glomaticomo cofactor (Equacéo 3)
(Sies, 1997; Arrigoni, 2001; Kuss, 2005; 2006; Btma&2007).

20,7+ 2H* 390 | 4o,+0, (1)
2H,0, _Catalase | 5040, (2)
2GSH+H,0, —CPX | 2H,0+GSSG (3)

Os principais agentes antioxidantes nao-enzimatigmglem ser vitaminas
lipossoluveis como A e E ou vitaminas hidrossolsvamo a C e as do complexo Bp-0
caroteno e diversos oligoelementos como o zindaecselénio, magnésio, e fitoflavondides.
Existe ainda uma seérie de outros antioxidantesema@onaticos que participam na defesa
contra as espécies reactivas do oxigénio nos sstdmologicos como, por exemplo, 0
glutationo, a ubiquinona, a ceruloplasmina, o &didico, a taurina, os flavondides e os
compostos fendlicos de origem vegetddlfiwell, 1990; Sies, 1991; Sies, 1997; Arnao, @00
Janior, 2000; Fang, 2002; Ou, 2002; Bonatto, 2@@ak, 2007).
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A accao conjunta da SOD, CAT e peroxidases assegmireds niveis de anido
superdxido e b, reduzindo os riscos de formagdo do radical hidwoxiigura 1.7.)
(Arrigoni, 2001).

""""""""" GSH-p.
. AA-px
AA AFR AA
AA DHA oo »AA
GsH  GSSG

Figura 1.7.0O papel do ascorbato na desintoxicagdo de ROSnlasl a azul indicam reacgdes néo-

enziméticas. Adaptado de Arrigoni, 2001.

O glutationo reduzido (GSH, {-glutamil-L-cisteinilglicina) esta presente na m&o
das células e é o tiol (-SH) ndo-proteico mais daote no meio intracelular. Exerce fungdes
essenciais na célula, sendo considerado por dverstores como um bom marcador de
saude celular, podendo o seu decréscimo reflentiraumento da producdo endogena de
antioxidantes, numa extensdo que excederia a capEcicelular de desintoxicacao (lzawa,
1995; Grant, 1996; Cotgreave, 1998; Junior, 20@k). ponto de vista estrutural, € um
tripéptido formado por aminoacidos nao-essencigle a sua capacidade antioxidante é
eterminada pelo grupo —SH, presente na cisteimaloseapaz de reagir com um electrao
desemparelhado do radical livre, formando o rad@&al, que produz por dimerizacdo, o
dissulfureto de glutationo (Kirlin, 1999; LentorQD). Destaca-se ainda a sua fungédo como
cofactor de varios enzimas em diferentes vias métas, principalmente da familia dos
enzimas glutationo peroxidase (GPx), em que desemapem papel protector contraswess
oxidativo, com a sua oxidacdo a dissulfureto ddaghno (GSSG). Desempenha ainda
funcdes como sequestrador de radicais hidréxile exdgénio singuleto. O GSH é o Unico
tiol ndo-proteico presente em espécies aerObias &ew papel intracelular inclui a
desintoxicacao de xenobidticos (figural.8.), atsade processos de conjugacédo, e de espécies
reactivas de oxigénio, via glutationo peroxida&eo(ma, 1994; Ferreira, 1997; Cotgreave,
1998; Pljesa-Ercegovac, 2006; Seo, 2006; Menor@;Zorres-Franklin, 2007).

2GSH + ROOH— GSSG + ROH + BD

Figura 1.8. Processo pelo qual o glutationo participa na desicacdo de hidroperédxidos (Junior,
1998)
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Outra resposta protectora em que o GSH esta edwobtarresponde a regeneracao da

vitamina E oxidada, de acordo com as equa¢desofJur$i98):

R+ViL,E — RH<+VitE
vit. E + GSH — vit. E + GS
2 GS— GSSG

GSSG + NADPH— 2GSH + NADP

Figura 1.9.Reaccao de regeneragdo da vitamina E oxidada teovém¢&o do GSH (Junior, 1998).

Apoés exposicdo do GSH ao agente oxidante, ocorsgaaoxidagdo a GSSG. A
recuperacdo de GSH da-se pelo enzima GR (figufa)ludma etapa essencial para manter
integro o sistema de proteccédo celular pois, bairasentracdes de GSH estdo associadas a
stress oxidativo. O enzima glutationo redutase é uma fwteina dependente da
nicotinamida-adenina-dinucleotideo-fosfato reduzigADPH) e, portanto, também
dependente da integridade da via das pentosesdoSab condi¢cdes de diminuicdo do
fornecimento de NADPH, como a deficiéncia de gleeédosfato desidrogenase (G6PD), ha
prejuizo da funcdo da GR que, como referiideriormente, € o enzima responsavel por
manter o glutationo na sua forma reduzida e, peksente, por controlar o estado redox de
NADP em tecidos onde o GSSG esta dispor{figiira 1.10.)(Ferreira, 1997; Schafer, 2001;
Mahmoud, 2003).

O enzima glutationo peroxidase, foi descoberto Mdis em 1959, em tecidos de
mamiferos. Ndo se observa a sua presenca em plantdmctérias, embora possa ser
encontrado em algumas algas e fungos.Emerevisiadoram detectados trés tipos distintos
de proteinas com actividade glutationo peroxidédex1l (YKL026C), GPx2 (YBR244W) e
GPx3 (YIR037W). O nivel de expresséo basal do G&xrauito superior ao dos outros dois
genes, ndo encontrando na literatura qualqueréreder a sua inducdo por qualquer agente de
stress A familia GPx integra o grupo das selenoproteigag tém no seu centro activo o
selénio (Se) reconhecido comatriente antioxidante, obtido da dieta, ligado étionina e
ligado a cisteina (Izawa, 1995; Mahmoud, 2003; AseRio, 2007; Lee, 2007; Rui-Yan,
2007). Embora o enzima GPx tenha accdo fundamentalméof@asmatica, pode também
expressar-se nos mitocondri@:feneider, 2004).

A catalase, cujo centro activo contém o grupo hesté localizada no peroxissoma,

principal organelo responsavel pela desintoxicagholar e pela oxidacdo dos acidos gordos
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de cadeia longa. E uma hemoproteina citoplasmétieaapresenta especificidade para o
peréxido de hidrogénio reduzindo-o alHe Q (figura 1.10.) ndo actuando sobre perdxidos
organicos (Halliwell, 1985; Scheneider, 2004; Vji#207).Os nutrientes mais importantes
coadjuvantes da catalase sao o ferro e os tocefayoe se encontram distribuidos na fase
hidrofoba da membrana celular. A catalase evitaumalacdo de metahemoglobina e actua
como regulador fisiolégico dos niveis intracelutade HO, diminuindo os seus niveis e
evitando assim a degeneracdo e a morte celulaunédlgutores sugerem que a catalase € o
enzima encarregue de fazer a conversaoA» Em HO e Q quando este estd em elevadas
concentracbes no meio, no entanto, quando o per@eadchidrogénio esta presente em baixa
concentracdo como acontece em condi¢des fisiol®gicamais, € o glutationo peroxidase
que se encarrega de fazer a transformacdo M» Em HO. Na literatura foi possivel
encontrar também alguns autores que mostram queaso das leveduras, as catalases
desempenham um papel antioxidativo importante rs& fastacionariaHalliwell, 1985;
Scheneider, 2004; Kuss, 2005; Vibet, 2007).

Na inactivacdo de um agente oxidante ocorre a gémlule GSSG e deplecdo de
GSH. Em situacbes em que o sistema de oxi-redust@oimrtegro, havera recuperacédo de
GSH. Entretanto, sob condicfes de excesso de agexittantes e/ou deficiéncia do sistema
protector, havera desequilibrio entre o consum@&8eél e a produgcdo de GSSG, condi¢édo
caracteristica destress oxidativo. Assim, a magnitude dstress oxidativo em sistemas
biologicos pode ser monitorizada pela razdo GSH&ESrlin, 1999).

Para a manutencédo do ambiente redutor intracelutaz&o entre glutationo reduzido e
oxidado (GSH/GSSG) € mantida em niveis elevados.er@ima glucose-6-fosfato
desidrogenase (G6PD) ndo deixa de estar envolwimo as defesas antioxidantes, pois
fornece os equivalentes redutores (NADPH), indispeeis as reaccdes anabodlicas e de
defesa contra danos oxidativos, para regeneracdSEG a GSH (figura 1.10.). Quando o
fornecimento de NADPH é afectado, a funcédo antemxid do glutationo também fica
prejudicada, pois o0 GSSG nao pode ser regeneradsado sérios danos no metabolismo
celular. Neste sentido, &6PD também pode ser considerado um enzima ardiubed
coadjuvante (Ferreira, 1997; Sies, 1997; Halliwz0i07).
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Figura 1.10. Interaccdo metabdlica entre catalases, ciclo ddag#io-reducdo do glutationo, ciclo
glutationo-ascorbato e via das pentoses fosfatceqbssalentes redutores sob a forma
de NADPH produzidos pela accdo do G6PD actuam cdoamlores de electres na
regeneracdo do GSH, e como ligando da catalaseADPN actua também como
doador de electrdes no ciclo do ascorbato e nomx6es enzimaticas essenciais a

biossintese redutora. Adaptado de Davey (2000).

O ascorbato € uma molécula polar com quatro grudpdsdxilo (OH) na sua
constituicdo, sendo que dois deles ocupam a po$igdd podendo interagir entre si por
ligacbes de hidrogénio. E um antioxidante hidrassal envolvido em mudltiplas funcdes
biolégicas. E cofactor de varios enzimas, comoiékilases de prolina e lisina, envolvidas
na biossintese do colageneo e a dopamina-betaxléh® que converte a dopamina em
adrenalina, sendo também importante a absorcéerdo froveniente da dieta, devido a sua
capacidade para reduzir a forma férrica’{fFa ferrosa (F&), favorecendo a absorcéo do
ferro ndo-hematico no tracto gastrointestinal (Boon 1998). Constitui uma cetolactona de
seis carbonos e um potente agente redutor queida facilmente e de modo reversivel a
acido dihidroascorbico. E capaz de reduzir a maides ROS fisiologicamente relevantes
formadas nos sistemas biolégicos. Em meio fisicldgncontra-se predominantemente na
forma de monoanido ascorbato. A oxidacdo unielei@addo ascorbato leva a formacéao do
radical ascorbilo, que pode ser considerado uncaddr destressoxidativo. Esta accao
antioxidante do ascorbato € importante para regeneradical tocoferilo a alfa-tocoferol,
preservando a capacidade antioxidante deste Uliesomembranas biologicas, participando
assim no mecanismo protector contra a peroxidagAdida (Niki, 1991; Davey, 2000;
Wilson, 2005). Os produtos da oxidacdo do ascorbsio o radical ascorbilo e
dihidroascorbato (Figura 1.11.). O radical ascorbilrelativamente estavel e atdéxico, quando

comparado com outros radicais livres. Esta propdedtorna o ascorbato um eficiente
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antioxidante, capaz de eliminar espécies altamesdetivas e de formar um radical de
reactividade baixa. O radical ascorbilo pode sewedido novamente em ascorbato (A3cH
por redutases dependentes de NADH ou por dismut@dg&adical ascorbilo a ascorbato e
dihidroascorbato. Este ultimo é pouco estavel digiblogico sendo, geralmente, reduzido a
AscH, ou hidrolisado irreversivelmente. Em situacastlessoxidativo, os niveis de radical
ascorbilo sdo elevados possibilitando o seu usoocomicador destressoxidativo em
sistemas bioldgicos (Hancock, 2002).

Apesar da grande eficiéncia antioxidante, o astorbtambém age paradoxalmente
como pro-oxidantén vitro. Solugcdes de ascorbato e ferro sédo usadas haadégearch induzir
modificacdes oxidativas em lipidos, proteinas e DNAeaccdo dé&enton reducéo de D,
por CU ou Fé" a radical hidroxilo, é favorecida na presencastewato, capaz de reduzir os
metais de transicdo, tornando-os aptos para eatgde.In vivo 0s metais encontram-se
complexados a proteinas estando, portanto, indggisn(Lee, 2000; Hancock, 2002). Além
da captacdo de radicais livres, estudos em cultiealulas demonstraram que o ascorbato
pode alterar a expressdo de genes envolvidos rmaostas inflamatoria, apoptose e
diferenciacdo celular. O mecanismo pelo qual o rasto altera a expressdao de genes €
desconhecido, mas supfe-se que actue indirectanmantexpressao génica, alterando a
expressdo de genes que respondem a espécies egidantdirectamente, modulando a
ligacdo de alguns factores de transcrigdo ao n(iBlaeey, 2000).

HO HO
00 -e-H o0
HO o b s— HO
e, + H
"0 OH (o] 0
AscH ~ Asc =~ DHA
Ascorbato Radical ascorbila Acido desidroascérbico

Figura 1.11. Oxidag&o do ascorbato por um electrap ¢em formagéo do radical ascorbilo que, ao
ser oxidado novamente, gera dehidroascorbato. ©str@s sao recebidos por

compostos oxidantes (Adaptado de Davey, 2000).

+ Biossintese do ascorbato

Aparentemente, nem 0 ascorbato nem os enzimasor&ddos com este estdo presentes
em Escherichia colie outras bactérias. A presenca de D-araboascoftiatietectada em
Penicillium, enquantoSaccharomyces cerevisiae Candida albicanspodem sintetizar o

analogo do carbono 5, o D-eritroascorbato (D-EAA) B-arabinose e D-arabinono-1,4-
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lactona. Todas as plantas conseguem sintetizaisréleados de ascorbato por via de quatro
etapas, a vidmirnoff-Wheele(Davey, 2000; Arrigoni, 2001; Wilson, 2005).

Devido ao uso generalizado de leveduras na biostndy varios estudos encontrados na
literatura sugeriram que este tipo de células corééido L-ascorbico (L-AA), contudo, re-
avaliacbes recentes indicam que as células de Uewvettescem em meios comuns de
substratos deficientes em L-AA, que é substituiédo [D-eritroascobato (D-EAA) que
cumpre funcdes antioxidativas. As células de lexedsfio, no entanto, conhecidas por
acumularem L-AA, quando cultivadas na presenca ulesteatos nao fisioldgicos: L-
gulonolactona (L-GuL), L-galactonolactona (L-GL) atgalactose, intermediarios das vias
biossintéticas L-AA de animais e plantas, respantiente. Evidéncias crescentes sugerem
gue a biossintese de L-AA a partir destes substatoleveduras ocorre através da actividade
dos enzimas da via biossintética D-CEA. Ao contratdos enzimas correspondentes em
plantas, os enzimas D-arabinose desidrogenase (®)-AR-arabinolactona oxidase (D-AL)
mostram ampla especificidade para o substratitro, sendo capazes de oxidagéo, ndo so6 de
D-ARA mas também de L-gal, L-fucose, L-xilose e daas lactonas correspondentes (Lee,
2000; Hancock, 2002; Wilson, 2005).

Em alguns compartimentos celulares a regeneracaascibato € prejudicada pela
caréncia de equivalentes redutores sob a formaAd®)H e GSH. Apesar de o ascorbato
poder ser considerado um antioxidante eficienteoasequentemente, um activo agente no
combate as ROS, ndo se pode ignorar que em algcincagistancias, como acontece na
presenca de i6es metéalicos e condicbes adequaqgss, @etua como pro-oxidante chegando
a causar efeitos mutagénicos (Davey, 2000; Kinnu2@oo).

As substancias envolvidas no bindmio antioxidanfefixidante determinam o
ambiente redox biolégico e podem ser quantificagdas técnicas bioquimicas como a
determinacdo espectrométrica, cromatografica, rekeaalitica, de ressonancia magnética e
espectrometria de massas entre outras, constituim@oferramenta importante no estudo de
fendmenos bioldgicos vinculados stoessoxidativo (Arouma, 1994; Ghiselli, 2000).

No que se refere a antioxidantes, alguns autoréendiem o estudo da capacidade
antioxidante total (CAOT), em vez da sua analis&ada, principalmente devido a interaccéo
gue pode existir entre eles e os constituintesnalmente celular (Ghiselli, 2000). Neste tipo
de analise tem-se em conta a ac¢do acumulativadds bs antioxidantes presentes obtendo-
se um parametro integrado, capaz de revelar aliesago equilibrio redox existerite vivo
(Thaipong; 2006; Halliwell, 2007).
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Os diversos testes propostos na literatura variaamtq ao tipo de radicais gerados, ao
tipo de indicador de oxidag&o escolhido e ao métm@dmo para sua detec¢do e quantificagao.
Sao chamados ensaios de captatap @ssays Nesses ensaios, um radical € gerado e reage
com moléculas-alvo, para produzir cor, fluoresc@najuimioluminescéncia, ou outra
mudanca mensuravel. A presenca de antioxidantesaadsses sinais, 0 que permite a sua
andlise quantitativa (Cano, 1998; Re, 1998; Thajpan06).

O interesse na determinacdo da capacidade antd&idem crescido com a crescente
consciencializacdo e evidéncias da elevada impnédlas espécies reactivas de oxigénio no
processo de envelhecimento e patogénese (Ou, 2001).

Cao e Prior (1994) desenvolveram o método chamadoagacidade de absorcdo de
radicais oxigénio (ORAC) que permite a medicdoad&reda capacidade antioxidante para
eliminar radicais peroxilo, uma das espécies degémo reactivo (ROS) vulgarmente
encontradas no organismo (Griffiths, 2001; Ou, 208a&rcon, 2007) Embora os principios
quimicos fundamentais e 0 modelo matematico do dné@RAC permanecam iguais desde
1994, Prior e seus colaboradores, substituiram oaaporiginal B-ficoeritrina (PE) um
pigmento fluorescente de alga vermelha, por flwmies (FL), um composto fluorescente de
baixo peso molecular e que, ao contrariopefecoeritrina, ndo interage com 0s agentes
antioxidantes, demonstrando excelente foto-estiaoié e reduzindo o custo do método
(Sanchez-Moreno, 2002; Alarcén, 2007). Assim, coti@tactualmente utilizado é baseado na
oxidacado da fluoresceina por radicais peroxilo mecanismo classico de transferéncia de
atomos hidrogénio (HAT). Os radicais livres sdoades pelo composto soluvel em agua
2,2’-azobis-2-metil-propanimidamida (AAPH). Os reals peroxilo assim gerados medem o
decaimento da fluorescéncia da fluoresceina aoolodg tempo. Os antioxidantes
bloqueiam/impedem a oxidacdo da fluoresceina pre gks radicais peroxilo até todos os
antioxidantes presentes na amostra estarem esgptoias o qual o composto azo AAPH
gerador de radicais peréxilo reagguencha fluorescéncia da fluoresceina (figura 1.12.),(Ou
2002; Prior, 2003; Price, 2005; Kohri, 2008).

ROO +A-H —> ROOH + A

ROC +FL-H — ROOH +Fl
Figura 1.12. Reaccao da tranferéncia de um atomo de hidrogétAd ) caracteristica do método
ORAC.

Ha a combinacdo do tempo de inibicdo da acc¢do aldisais livres por antioxidantes

usando a area abaixo da curva de decaimento deedhéncia (AUC) para quantificar a
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actividade antioxidante total na amostra que é emag@a a uma curva padréo obtida com
diferentes concentracfes do anélogo trolox da witaid solivel em agua (Kohri, 2008).

Ao contrario de outros ensaios 0 ORAC fornece unmlida directa da capacidade
antioxidante contra a quebra hidrofilica da cadeiaadicais peroxilo através da técnica AUC
ao inveés ddase lagutilizada maioritariamente pelos outros métodas ppantificacdo dos
radicais (Ou, 2002; Prior, 2003; Kohri, 2008).

O método DPPH desenvolvido por Brand-Williaetsal (1995) é um método rapido,
simples e barato para avaliar a capacidade anéintedque envolve a captura do 2,2-difenil-
1-picril-hidrazil (DPPH) por antioxidantes, produzindo um decréscimo d®maéncia a 515
nm. Este método tem sido amplamente utilizado festar a capacidade dos compostos para
actuar como sequestradores de radicais livres adales de atomos de hidrogénio, assim
como, para avaliar a actividade antioxidante ernemias bioldgicos. O método DPPH pode
ser utilizado para amostras sélidas ou liquidaga® apresenta especificidade para nenhum
componente antioxidante em particular, fornecendéorinacdo sobre a capacidade
antioxidante total da amostra (Brand-Williams, 1;998kumoto, 2000; Lee, 2006).

Actualmente as ROS estéo associadas a varias fatendanos celulares e processos
de envelhecimento. Os organismos aerobios, dumst processo de crescimento e como
resposta astressambiental, condicionado pela temperatura, carémeiautrientes e danos
induzidos por radiacbes UV geram ROS. Contudo,ldacéispde de um elaborado sistema
enzimético e ndo-enzimatico para as remover querténiente regulado para garantir o
crescimento celular adequado (Franco, 2009). Nanémt deve-se considerar que em
determinadas circunstancias, as ROS, em geral éfantdesempenham um papel central na
transducao de sinal e no mecanismo de accdo emmmsaendo a principal funcdo de um
antioxidante, enzimatico ou ndo-enzimatico, regolaxcesso e nao eliminar totalmente os
radicais livres (Sies, 1997; Frei, 1999; Bonat@)2.

Em células de levedura senescentes podem seratktegharcas tipicas de apoptose que
podem ser resultantes de um aumento cronologicaigess de ROS intracelular. Na literatura
encontra-se descrito que a diminuicdo do contenttacelular de ROS prolonga o tempo de
vida das células tanto no envelhecimento cronotdbg@mo no replicativo. Por outro lado, a
deplecdo de glutationo intracelular de leveduras gen perfil de fragmentacdo do DNA,
caracteristico da apoptose, e aumenta a senstlglidalular ao bD,. O enzima superéxido
dismutase citoplasmatico e mitocondrial, S@50D, respectivamente, sdo requeridos para a
remoc¢do de ROS da célula e para a sobrevivénoiags Iprazo da levedura. A sobrexpressao

da catalase CT;J um elemento ndo essencial da levedura, reduavessrintracelulares de
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H,O, e protege as células contra a apoptose induzidaap&lo acético (Madeo, 1997; Laun,
2006; Bonatto, 2007t.6pez-Mirabal, 2007). Gstressoxidativo e o aumento/crescente dos
niveis intracelulares de ROS em levedura pode tambér causado pela deterioragdo de
processos metabolicos que garantem a sobrevivéasiaa da célula (Costa, 2001; Temple,
2005).

A homeostasia de um organismo multicelular deperdesd da sua capacidade em
produzir novas células, mas também da capacidadtasdede, individualmente, se
autodestruirem quando se tornam supérfluas outdeseis, ou seja, depende da manutencao
de um equilibrio entre a proliferacdo e a mortauleel (Madeo, 1997; Azevedo, 1999;
Anazetti, 2007).

A morte celular fisiolégica ocorre, primariamenéravés de uma forma evolutiva e
conservada dsuicidio celular, denominada apoptose, em resposta a ungadseestimulos
intrinsecos e extrinsecos. Ao contrario do outpo tile morte, a necrose celular (Figura
1.13.), em que a célula é uma vitima passiva, ptape celular € uma forma activa de morte,
em que a célula gasta energia para a execucdo @estesso desuicidio celular
geneticamente programado, sendo por isso muitassvdenominada de morte celular
programada (PCD) (Azevedo, 1999; Zhang, 2001; Bigh&2003; Baek, 2007; Hamann,
2008; Franco, 2009).

aRP 5

Necrose Apoptose

Fagocitose

Figura 1.13.Processo de apoptose e necrose celular. Apoptaseate programada da célula, como
se fosse uma auto-destruicdo. Necrose € a moderdal, o que pode gerar lesdes na

célula, trata-se de um acontecimento degenerafiveversivel.

A apoptose, processo identificado por Kerr, Wydlidurrie (1972), € um processo

extremamente coordenado que conduz a morte daacglgle é essencial, tanto durante o
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desenvolvimento de um organismo, como na homeostasganutencdo de organismos
pluricelulares. Apesar de ser necessario gerarsnogétula para manter processos vitais,
convém nao esquecer que o bom funcionamento deetenndnado tecido, torna também
imprescindivel a eliminacdo de células prejudiciagss como células auto-reactivas do
sistema imunitario, células infectadas por viruscélulas com danos irreparaveis no DNA,
gue em organismos pluricelulares potencialmentemEgriam em tumores, sdo erradicadas
dos organismos por apoptose. Esta remoc¢ao selectiépida de células ocorre sem prejuizo
dos tecidos circundantes (Jacobson, 1996; Mad&gd, F96hlich, 2001; Anazetti, 2007).

A inducdo de apoptose pode ser dividida em trésasta a interaccdo do agente
indutor com a célula, a transferéncia do sinal bimico de morte e a execucdo pela
magquinaria apoptotica. Diferentes sinais extraeedsl e vias de transducdo de sinal
convergem numa via comum final durante a fase @ewpéo da apoptose celular. Existem
essencialmente duas vias de sinalizacéo celulacapuiduzem a morte da célula por apoptose
— a via membranar ou extrinseca, que envolve eagétd de receptores membranares, e a via
mitocondrial ou intrinseca (Davidson, 2001; Ludoyi2002; Franco, 2009).

Em termos morfolégicos e bioquimicos, a apoptosarécterizada por alteracbes na
membrana celular, formacdo de vacuolos, encolhimendiminuicdo do contacto entre
células vizinhas, fragmentagdo da membrana nuckeacondensacdo da cromatina,
despolarizacdo da membrana mitocondrial, fragméntagternucleossomal do DNA e
alteracOes na assimetria de fosfolipidos. No ced#gte processo encontra-se um conjunto de
enzimas proteoliticos, designado por caspases dd®®7; Azevedo, 1999; Moon, 2001;
Madeo, 2004; Zadrag, 2005; Anazetti, 2007; Fabr2®7).

Existem determinados sinais que levam uma céluddwzir apoptose, como por exemplo,
concentracdo elevada de agentes oxidantes, DNAicatu (tanto devido a accédo de agentes
oxidantes como de luz ultravioleta, radiacdo e nas), acumulacdo de proteinas
incorrectamente enroladas, ou presenca de moléguéase ligam a receptores existentes na
superficie das células, como o ligando FAZ ou o iNfactor de necrose tumoral. Quando a
morte celular apresenta todas as caracteristica®ldgicas e bioquimicas de apoptose, mas
foi induzida por um determinado composto ou por estimulo fisico, ndo constitui um
processo programado e sim uma resposta celuldtegascées ambientais (Zhivotovsky, 1997;
Moon, 2001; Madeo, 2004; Zadrag, 2005; Anazett) 22Fabrizio, 2007).

A morte celular apoptética em leveduras foi consida durante muitos anos como pouco
provavel uma vez que a existéncia de um progransaidédio celular ndo fazia sentido numa

populacdo constituida por células individuais. Nataeto, este processo considerado
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exclusivo de organismos multicelulares foi descbpgor Madeo na leveduf cerevisiaeA

S. cerevisia@xpressa marcadores apoptoticos tipicos quanddagla com varios agentes de
stresscomo o perdxido de hidrogénio e o acido acéticw.ditro lado a PCD em leveduras
tem sido associada com outros eventos apoptoétioo® ca fragmentacdo mitocondrial,
libertacdo do citocromo c, envelhecimento e foldg&o da histona H2B, factos que quando
considerados em conjunto, confirmam que o sistemapdptose esta presente e funcional nas
leveduras (Zhivotovsky, 1997; Madeo, 2004; Owsiasioyn2007).

Estudos avancados sobre apoptose em leveduraaresweh ocorréncia de uma rede de
factores de regulacéo, que podem ser produzidosyeamtos intra ou extracelulares. No
entanto, a pesquisa em base de dados, realizadaagigjuenciacdo completa do genoma de
S. cerevisiamao detectou ORFs de alguns dos principais exgestale apoptose, como as
caspases da familia do Bcl-2/Bax ou Apaf-1, senm¢hao que acontece na apoptose de
metazoarios. Contudo, as leveduras séo utilizada® derramenta celular em estudos de
apoptose. No entanto a expressao de alguns gehe@pgptoticos incluindo Bax, caspases e
Apaf-1/Ced-4 provocam a morte das células de lengedugr (1998) demonstrou que a
proteina Bax medeia a morte celular 8ncterevisiagom caracteristicas tipicas de apoptose,
como a externalizacdo da fosfatidilserina para pesicie da membrana citoplasmatica,
condensacgao da cromatina, clivagem do DNA e formagibolha na membrana (Frohlich,
2001; Moon, 2001; Lipton, 2002; Leadsham, 2007; @wmvski, 2007).
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2. Problema

As leveduras constituem na actualidade o grupo ideorganismos mais importante a
ser explorado comercialmente pela Humanidade. $g@nismos unicelulares, GRAS e de
facil manipulacéo, cujas caracteristicas as tornam modelo bioldgico ideal para estudos
moleculares no ambito da respostasesspor metais em eucariotas.

Os organismos expostos ao dioxigénio, como as leasdproduzem espécies reactivas
de oxigénio (ROS) como subprodutos do seu metaboltsasal e como resposta a agentes de
stress, em que a producao de ROS aumenta.

A producédo de ROS é uma consequéncia normal desérieade reacc¢des bioquimicas
essenciais ao organismo podendo causar danos ibaddéguando a producdo se torna
anormalmente elevada e/ou quando as defesas daidgs se encontram diminuidas,
criando situacdes ddressoxidativo.

Os motivos apresentados, bem como o facto de allexevinicaSaccharomyces
cerevisiaeUE-ME;, ser nativa da regidao do Alentejo, foram determies na seleccao deste
modelo biologico para compreender o papel pro-oxaldo pentdxido de vanadio em células
eucariotas, crescidas na auséncia e na presempga dantioxidantes conhecidos.

O vanadio, no estado de oxidacdo +5 foi o metalrdesicdo escolhido, pela sua
importancia como oligoelemento da dieta de muitumais, bem como, pela sua aplicacao
com fins terapéuticos.

Avaliou-se a sobrevivéncia celular recorrendo a cadores como a biomassa
produzida, cfu, conteudo em MDA ou actividade erioa ALP, a capacidade antioxidante
mediada pelo glutationo e por outras moléculasoriatantes de pequena dimensado, assim
como, a capacidade antioxidante mediada pelos esz@®R, G6PD, GPx, CAT A e CAT T,

tendo em vista esclarecer os mecanismos molecularesposta ao pentoxido de vanadio.

Sara Gongalves |29






Stress por metais — Pentoxido de vanddio como pré-oxidante em Saccharomyces cerevisiae UE-ME;

3. Objectivos

3.1. Gerais

Este trabalho teve como principal objectivo utiliza levedura vinica nativa
Saccharomyces cerevisiddE=-ME; como modelo eucariota para identificar e compreend

papel pro-oxidante do)Ds.

3.2. Especificos

Conhecer:

- agentes pro e antioxidantes;

- métodos para a quantificacéo da capacidade #hdiabe em sistemas biologicos;

- métodos ORAC e DPPH para detectar capacidadexatante;

- métodos para a quantificacdo de ROS;

- as caracteristicas fisico-quimicas e a reactiddin \,Os, H,O, e ascorbato;

- metodologia para avaliar a respostaSiecerevisiadJE-ME3 ao ascorbato, D, e
V20s;

- aresposta d8. cerevisia®E-ME; a exposi¢ao prolongada ag®%, H,O, e ascorbato,

sobre marcadores enzimaticos e nao enzimatices ks

Compreender:
- papel dos agentes pré e antioxidantes em estudo;
- procedimentos experimentais ORAC e DPPH,;
- procedimentos experimentais para a quantificadgaROS;
- as propriedades fisico-quimicas dgDv, H,O, e ascorbato;
- 0s protocolos para avaliar a resposta g0s\por S.cerevisia®E-MEsg;
- os efeitos gerados eBicerevisiadJE-ME; pela exposicao prolongada agQé, sobre

marcadores enzimaticos e ndo-enzimaticostidss

Valorizar:
- a curva de crescimento 8e cerevisia®JE-MEsz;
- funcdes biolégicas de pré e antioxidantes immbea para compreender a accdo do

pentoxido de vanadio eB\ cerevisiadJE-MEs.
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- a informacéo disponibilizada pelos métodos ORBEPH, de medicédo da capacidade
antioxidante;

- a informacgéo disponibilizada pela quantificaggdRrOS;

- propriedades fisico-quimicas de®4 e ascorbato relevantes para interpretar a accéo do
V,0s em S. cerevisiadJE-MEg.

- protocolos experimentais para detectar a reapsstresspelo V,Os por parte d&.
cerevisiadUE-ME;;

- respostas metabolicas agO¢ por S.cerevisiadJE-ME;, em termos de contetdo em
GSH, GSSG, MDA e ROS, bem como, actividades enmagiALP, GR, GPx, G6PD,
CAT T e A e a capacidade antioxidante ORAC, DPPH.

Aplicar:

- avaliar respostmm vivopor S. cerevisia®JE-ME3z a outros compostos de vanadio;
- a resposta vivopor S. cerevisia®E-MEz a outros metais;
- conhecimentos da respodtavivo por S. cerevisiadJE-MEz ao vanadio na elaboracao

de mecanismos interpretativos da resposta a taxieidos metais por células eucariotas.
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4. Metologia

4.1. Estratégia adoptada

A concretizacao dos objectivos tracados para estalho obedeceu ao plano:

Local de Realizacdo:Laboratorio de Bioquimica Analitica, Fase lll, dedartamento de
Quimica sito no Colégio Luis Antonio Verney, Escdia Ciéncias e

Tecnologia, Universidade de Evora.

Apoios: Instituto de Ciéncias Agrarias e Ambientais Medérrcas (ICAAM) e

Departamento de Quimica, Universidade de Evora.
Duracéao: Um ano lectivo.

Modelo biolégico: Levedura vinic&accharomyces cerevisibé-ME;
Estirpe isolada em vinhos regionais do Alentejepaditada na coleccao

do laboratério de enologia - Universidade de Evora.

Agente destress Pentoxido de vanadio (Ds);
Agente pro e antioxidante:Peroxido de hidrogénio ¢a,);
Ascorbato (AA).

Ensaios:Leveduras crescidas durante 72 h

| — Controlo, sem exposicdo ao agentestiess

Il — exposigéo ao ascorbato (0,025 mM) no meioudiei@,;

lIl — exposigcao ao ¥Os, (2 mM) no meio de cultura;

IV — exposi¢éo ao ¥O0s (2 mM) e ascorbato (0,025 mM) no meio de cultura;
V — exposic¢ao ao #D,, (2 mM) no meio de cultura;

VI — exposicédo ao D, (2mM) e ascorbato (0,025 mM) no meio de cultura.

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

nm e determinacgdo das unidades formadoras de asl(sfu).

Resultados obtidos no final da culturaDeterminac&o do peso seco.

FraccOes sub-celulares seleccionadd3eroxissomal
P6s-1200Q
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Parametros:
» Conteudo em proteinas do sobrenadante pos-1@6Qeroxissomal;
» Marcadores ndo-enzimaticos
* Glutationo (GSH)
* Dissulfureto do glutationo (GSSG)
* Malonaldeido (MDA)
» Marcadores enzimaticos:
* Glutationo redutase (GR)
* Glutatino peroxidase (GPx)
* Glucose-6-fosfato-desidrogenase (G6PD)
» Catalases Te A
 Fosfatase alcalina (ALP)

« Capacidade antioxidante:

* ORAC (Oxygen-Radical Absorbancy Capatity
* DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo)
¢ Quantificacdo de ROS:

* DCFH-DA

Técnicas utilizadas:

Cultura de microrganismos em meio liguido e sélido

Desintegracao celular, homogenisador de sondatidesans

Fraccionamento celular, centrifugacéo diferencial

Conteudos - proteinas, espectrometria de absorqQbrutar
- MDA, GSH e GSSG, espectrometria de fluorescéncia
Actividades enziméticas, ALP, GR, G6PD, GPx e CATCAT T, espectrometria de

absorcao molecular,

Capacidade antioxidante - DPPH, espectrometridoslergdo molecular;

- ORAC espectrometria de fluorescéncia.
Quantificacdo de ROS — DCFH-DA, espectrometriduaréscéncia.

Ferramentas informéaticas - folha de calculo e smvpara analise estatistica
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Andlise estatistica dos resultados:
Andlise de variancia simples, ANOVA | e teste dgndicancia deDuncan para 0s
resultados incluindo conteudos e actividades erimasg obtidos a partir de cinco

experiéncias independentes.
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4

4.2. Diagrama do trabalho

. ‘ ‘A Turbidezso= 0,8

| Overnight

-80eC 150 rpma 282C
Saccharomyces

cerevisiae

Leitura de turbidez

Contagem cfu

0mM Ascorbato H,0,2mM H,0,2mM V,0s2mM V,0;2 mM
0,025 mM I +
Ascorbato 0,025 mM Ascorbato 0,025 mM

150rpma 28°C

Apbs 72 h

Recolhade células
por centrifugacao
diferencial

Determinacao

do peso seco

Sobrenadante pés 120009

Obtem;ﬁ%de
lisados celulares |

por ultra-sons Actividades
enzimdaticas

| | |
Capacidade
antioxidante

Quantificag&o

| |
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* MDA

de ROS

* ORAC * DCFH-DA
* DPPH

e o) IS \ j
“celular p
centrifugaca
diferencial -«
g e RN
Espectrometriade -
absorcdo molecular Actividade enzimética
Fracgdo s -
peroxissomal Espectrometria de
Eontedcdos absorcdo molecular
=
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4.3. Protocolo experimental

4.3.1. Cultura de microrganismos

A levedura, Saccharomyces cerevisiddE-ME;, € uma estirpe isolada em vinhos
regionais do Alentejo depositada na coleccao dor¢édbrio de enologia — Universidade de
Evora, gentilmente cedida por Paulo Laureano e idemo nosso laboratério a -80 °C em
presenca de glicerol. A estirpe utilizada nestedsstem sendo utilizada no nosso laboratério
em estudos Bioquimicos de sobrevivéncia a fendsrei metais de transicdo (Rosado, 2009;
Ferreira, 2006).

Na realizacdo deste trabalho foi utilizado meio DE®e acordo com a formulacéo
classica do mesmo descrito por Atlas (2006), assieip YEPD (1/3 de liquido para 2/3 de
ar) era constituido por extracto de levedura (10 g/peptona (20 g/L) dissolvidos em agua
ultra-pura e esterilizado pelo calor humido, ad guateriormente foi adicionada glucose (20
g/L) esterilizada por filtracao (filtro 0,2m) bem como volume adequado de solugdo aquosa
de pentoxido de vanadio, peroxido de hidrogéniaseorbato. A preparacdo de meio YEPD
sélido incluiu a adicéo de agar (20 g/L) antesstardizacdo em autoclave.

Meio YEPD foi inoculado con®. cerevisiadJE-ME3 preservada a -80 °C em presenca
de glicerol e incubado em banho com agitacao (p&9),rtermostatizado a 28°C. Com esta
cultura fresca inoculou-se meio YEPD, 1/3 de liqumhra 2/3 de ar, e acompanhou-se o
crescimento da cultura lendo a turbidez a 640 nnan@o a cultura atingiu a fase exponencial
média, 0,8 de turbidez a 640 nm, foi utilizada paacular os meios YEPD e YEP&m
presenca de: ascorbato (0,025 mM)YOK(2 mM); H,O, (2 mM) + ascorbato (0,025 mM);
V.05 (2 mM) e \LbOs (2 mM) + ascorbato (0,025 mM), de forma a inialaensaio com
culturas a 0,8 de turbidez, incubadas, nas consligbtriormente descritas, durante 72 h. No
final do tempo de cultura, as células foram redalkipor centrifugacdo a 3090durante 20
min a 4°C e lavadas em agua bi-destilada estédl pasterior lise e fraccionamento celular,
como descrito em 4.3.4.

A concentracdo (2 mM) de agente skeess,pentoxido de vanadio, utilizada para o
delineamento deste estudo foi considerada tendooata os resultados obtidos previamente
aquando da realizacdo do trabalho de estagio, sttacéo que parece desencadear maiores
danos celulares (Gongalves, 2010; Rosado, 200%imAsa fim de tentar perceber os
mecanismos através dos quaisSacerevisiadUE-ME3; responde a esta concentracdo de

pentoxido de vanadio, foram determinados no prestmabalho a sua resposta em meio
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contendo o pro-oxidante peréxido de hidrogénio (®)nfCollinson, 1992) e em meio
contendo o antioxidante ascorbato (0,025 mM) ($@@03; Soares, 2005).

4.3.2. Monitorizagéo do crescimento da levedura

O crescimento das culturas em estudo foi monitddzzela leitura de turbidez a 640 nm
durante 72 h, no tempo zero e com 24, 48 e 72 lwazultura. Nos mesmos intervalos de
tempo, procedeu-se a recolha em triplicado de amsogiara determinacdo de unidades
formadoras de colonias (cfu) em placas contendm M&PD as quais foram incubadas a

28°C em estufa até ndo se observar o aparecimemovas colénias.

4.3.3. Determinacéo do peso seco

Amostras de células crescidas na auséncia ou sanma de pro e antioxidantes foram
recolhidas ap0s 72 horas e antes do procedimestwitbena seccdo 4.3.1.. O sedimento foi

colocado a secar em estufa a 80°C, até atingirquessiante.

4.3.4. Preparacao das fraccdes pos-120§@ peroxissomal

A preparacao das fraccdes celulares foi realizagaisdo o método proposto por Lake
(1987) e Sugimoto (1990Rs células recolhidas de acordo com o descritoecad® 4.3.1.
foram lavadas trés vezes em agua ultra-pura estdritélulas foram ressuspendidas em 15
mL de tampéo fosfato (10 mM), pH 7. Submeteu-sespensao celular, mantida a 4°C, a
homogeneizacgao por ultrasons (3 x 5min; 0,1; 1)li€2slos celulares foram a centrifugar a
12000 g, durante 20 min, a 4 °C. O sobrenadante pés-120006tido foi guardado em
aliquotas a -20 °C. O sedimento foi ressuspendiud enl de tampéo fosfato (10 mM), pH 7
e guardado em aliquotas, a -20 °C.

4.3.5. Parametros nao-enzimaticos

4.3.5.1. Determinacéo da concentracao de proteiotalt

Utilizou-se o método de Lowry (1951) cujo principieaccional se fundamenta na
reaccao, catalisada pelo cobre em meio alcalintve enreagente de Folin-Ciocalteau, ou
acido fosfomolibdicofosfotungstico, e os residuas aiminoacidos aromaticos tirosina e
triptofano das proteinas, levando a formacdo decamplexo de heteromolibdénio de cor
azul intensa.

Embora a resposta do método dependa da composicamaoacidos da proteina, o seu
maior problema tem a ver com o elevado niumero tstdncias que podem interferir na

reaccdo. Os interferentes podem ser aminoacidesiederivados, constituintes de solugdes
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tampdo, detergentes, drogas, glucidos, acidos inasle sais e reagentes sulfidrilicos.
Contudo, escolhemos este método devido a sua elesadsibilidade e ao facto de as
substancias interferentes encontrarem-se muitéddsue, como tal, os seus efeitos estarem
minimizados.

Tomamos uma aliquota de 0,1 mL de amostra qudilidda com NaOH (0,5 M) para
um volume total de 1,0 mL. Adicionamos a 1,0 mLcdda solugéo-padrao ou das amostras
diluidas, 5,0 mL de reagente de Lowry, constitygdosulfato de cobre penta-hidratado 0,1 %
(p/v), tartarato de sodio e potassio 0,2 % (p/v) @arbonato de sodio a 2 % (p/v). Apos
agitacao no vortex, adicionamos 0,5 mL de solughaaido fosfomolibdicofosfotungstico — o
reagente d&olin — diluido ¥2 com agua bidestilada e voltamos aaagikguardamos 30 min.
Apéds nova agitagdo no vortex, lemos a absorvénéDaam.

Construiu-se a curva de calibracdo para o interstalconcentracdo de 50 a 200 pg/mL,
utilizando uma solucdo de BSA de concentracdo adtd@ecomo padrao (figura Al) e

calculamos, por interpolagéo grafica a concentragfaroteinas das amostras.

4.3.5.2. Determinagao da concentragdo em GSH e GSSG

O nivel citoplasmético de GSH e GSSG foi deternmondé acordo com o método
fluorimétrico proposto por Hissin (1976) que utilia NEM para sequestrar o GSH endbégeno
e OPT para desenvolver um fluoréforo quantificgpae espectrometria de fluorescéncia.

No caso do GSH incubaram-se aliquotas da fracc@cesadante p0s-12008, na
diluicdo adequada, em tampao fosfato de sédio PHO81LM) com EDTA (0,005M) e 0,1 mL
de OPT em etanol absoluto para um volume final,@er®.. Agitou-se e deixou-se a mistura
reaccional a temperatura ambiente durante 15 mntotse a poténcia de fluorescéncia aos
AexcitacaD0 NM E\emissadt20 Nnm.

Calculou-se a concentragcdo em GSH na frac¢do smdmate pds-12009 das amostras,
por interpolacdo grafica recorrendo a curva debaéo previamente construida com GSH
para o intervalo de concentracéo 0,5-100 uM (fiha

A determinacdo do conteudo em GSSG na fraccdo 2@391g, iniciou-se pela
incubacédo de aliquotas de sobrenadante pos-iP@adiluicdo adequada, cadEM 20 uM
durante 30 min a temperatura ambiente, da qual sdiraw 0,1 mLque foram adicionados a
1,8 mLNaOH (0,1M) e 0,1 mIOPT, lendo-se a poténcia de fluorescéncia da raistas
AexcitacaD0 NM E\emissadt20 Nnm.

Calculou-se a concentracdo em GSSG na fraccao grogipsomal por interpolacéo
gréfica recorrendo a curva de calibracdo previameonstruida com GSSG entre 0,4-24 uM
(figura A3).
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4.3.5.3. Determinacdo da concentragdo de malonaldeido (MDA)

O nivel citoplasmatico de malonaldeido foi determinado de acordo com o método
proposto por Ohkawa (1979) e Durfinova (2007), por espectrometria de fluorescéncia, o qual

fundamenta-se na reaccao:
H

HS N OH Q
s |

Y'Y 0, 20 N\ N\ HO_ _N_ _S§

N P * | e . 2N

N w o ‘m N - L+ 210

H H Ny Sa-c=m— N :
on
OH o
TBA MDA fluoréforo

Figura 4.1. Reac¢éo para a determinacgio do nivel citoplasmatico de malonaldeido de acordo com o

método proposto por Ohkwa (1979) e Durfinova (2007).

Na quantificacdo de MDA presente nas amostras pipetou-se para tubos de ensaio 0,1 mL
da fracc¢do sobrenadante p6s-12000 g, 0,2 mL de SDS 8,1 % e 3 mL de TBA 0,4 % em acido
acético 10 %, pH 3,5. A mistura reaccional foi colocada em banho com temperatura
controlada a 95 °C e agitacdo orbital durante 60 min de incubagéo para o desenvolvimento do
fluoréforo, apds o que se parou a reaccdo por arrefecimento a 4 °C durante 15 min. O MDA
foi extraido por adicdo de 2,5 mL de m-butanol e agitagdo vigorosa no vortex. Apds a
separagdo de fases recolheu-se a fase organica e leu-se a poténcia de fluorescéncia aos
Aexcitagiod 15 NM € Aemissaod53 nm. Calculou-se a concentragdo em MDA por interpolagdo
grafica recorrendo a curva de calibragdo previamente construida no intervalo de 5 a 100 uM
(figura A4), utilizando MDA gerado pela hidrélise de 1,1,3,3-tetrametoxipropano em meio

adequado (Turton, 1997).

4.3.5.4. Capacidade antioxidante - DPPH
O método DPPH desenvolvido por Brand-Williams (1995) baseia-se na captura do

radical DPPH" (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) por antioxidantes, produzindo um decréscimo da

absorvéncia a 515 nm até a sua estabilizagao.

ON ON
R
N—N NO, + R —= N—N NO,
G o G5 o

cor: violeta-escura cor: violeta-clara
Figura 4.2. Estabilizagéo do radical livie DPPH".
Incubaram-se aliquotas de frac¢do sobrenadante p6s-12000 g, na diluicdo adequada de

proteina em células de absor¢do do espectrofotometro que continham um meio de reaccio
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composto por solucdo DPPH 0,03 (g/L) em MeOH estegise a absorvéncia a 515 nm de
10 em 10s durante 120 s a 25 °C, descontandosgares de branco previamente preparado
no qual se substituiu a amostra por igual volumsalecdo tampéo (tampéao fosfato 10 mM
pH 7.0). Calculou-se a capacidade antioxidanteesolsadical DPPH na fraccdo p6s-12@00

por interpolacdo gréafica recorrendo a curva debagiio previamente construida com acido

gélico de concentracdo conhecida no intervalo de 128 uM (figura A5 e Al4).

4.3.5.5. Capacidade antioxidante - ORAC

O método ORAC (capacidade de absorcao de radig@jéroo) desenvolvido por Cao e
Prior (1994) permite a medigcéo directa da capaeidadioxidante da amostra para eliminar
radicais peroxilo gerados pelo composto soliuvel egua 2,2-azobis-2-metil-
propanimidamida (AAPH). Incubaram-se aliquotasrdeddo sobrenadante pos-12@)@m
células de absorgéo que continham uma misturaadede composta por solucéo fluoresceina
(100 nM). Procedeu-se a uma pré-incubacdo do mesgcional durante 5 min, com
temperatura controlada a 37 °C. Iniciou-se a reacpin a adicdo de AAPH (80 mM),
registando-se o decaimento da fluorescéncia daeBigeina, a cada minuto, ao longo do
tempo (Ou, 2001; Price, 2005). As leituras foramnectfadas descontando um branco,
previamente preparado no qual se substituiu o @wtgaor igual volume de tampéo fosfato

(0,075 M) pH 7,4, de acordo com a seguinte equag@mo demonstrado na figura 4.3:

fi, f f3 fso |, feo
AUC =1+84+ 24 5 4. 4 fo4 feo
+f0+f0+fo+ +f0+fo

A capacidade antioxidante ORAC da amostra foi dateada interpolando os valores
obtidos de AUC na curva padréao previamente comstradm diferentes concentragdes (20-60

HM) do analogo trolox da vitamina E soltvel em affigura A6 e A15).

—® Amostra

—e— Branco

P,

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500

Tempo (s)
Figura 4.3. Curva do decaimento da fluorescéncia em funcaeuhpa para a amostra (vermelho) e
para o branco (em azul), a area do meio correspandeea liquida (AUGyida =
AU CAmostra_ AU CBraan-
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4.3.5.6. Quantificacdo de ROS — DCFH-DA

O nivel de ROS na amostra foi determinado de acocodo o método fluorimétrico
proposto por LeBel (1990) que utiliza a 2,7 - diofluoresceina diacetato (DCFH-DA) para
determinar os niveis de perdxido de hidrogénio. @-B-DA é hidrolizado por esterases ao
composto ndo fluorescente 2,7 - diclorofluoresa€MCFH), o qual na presenca de peroxido
de hidrogénio (kO,) é rapidamente oxidado a 2",7 - diclorofluoresa€MCF) que apresenta
elevada fluorescéncia (figura 4.4) (LeBel, 199&kdrashi, 1997).

DCFH-DA (Nao-fluorescente)

OO
LRl

: Actividade celularda
; esterase

DCFH (N3do-fluorescente) S [

2
|

_— Hp09

ROS

l ‘

~—*H,0

C=0M
fi

DCF (Fluorescente) adx /k (,l;_

Figura 4.4. Mecanismo proposto para a quantificacio ¢@,elo DCFH-DA.

Na determinacdo da quantidade de ROS presenteacgifr sobrenadante p6s-12@P0
apos estabelizacdo do DCFH [@9) em tamp&o Tris-HCI (40 mM) pH 7,4 a 37°C durdhite
min iniciou-se a reaccao pela adicdo de uma aligdetamostra, num volume final de 2,00
mL, seguida de incubacdo durante 10 min a 37°G5 eamfue se fez a leitura da poténcia de
fluorescéncia da mistura abscitacadt88 NM Eemissa®25 NM.

A solucdo DCFH (1 mM) é previamente preparada enp& fosfato (25 mM) pH 7,4
com NaOH (0,01 M). Calculou-se a quantidade de R&Samostras por interpolacéo grafica
recorrendo a curva de calibracdo previamente pmdpacom perdxido de hidrogénio no
intervalo de valores de 100 a 1500 uM. (Figura A7).
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4.3.6. Determinacéo das actividades enzimaticas

4.3.6.1. Glutationo redutase

A determinacdo espectrométrica da actividade ermaaglutationo reductase

fundamenta-se na reaccgao:

GSSG + NADPH + H* GR 2GSH + NADP*

_

<+—

Figura 4.5. Reaccdo para a determinacdo da actividade enzan#icGR de acordo com o método

proposto por Goldberg e Spooner.

Embora a reaccdo seja reversivel, da-se em maiens®o no sentido que conduz a
formacdo da forma reduzida do glutationo. A actdel catalitica foi determinada no
citoplasma, de acordo com o método proposto podiigoty e Sponer (1987) acompanhando-
se 0 decréscimo de absorvéncia a 340 nm devidoidag&o do NADPH. Incubaram-se
aliquotas de 0,132 mL da fraccdo sobrenadante @301y (0,2 mg.mL* proteina) em
células de absorcdo do espectrofotometro que ¢@mino meio de reac¢cdo composto por
glutationo na sua forma oxidada (GSSG) (6,35 mNDTA (0,15 mM) e NADPH (0,17 mM)
dissolvidos em 0,802 mL de tampé&o fosfato (0,120M)7,2.

Procedeu-se a uma pré-incubacdo do meio reacciomapmpartimento das células do
espectrometro, durante 5 min, sem a presenca doPADom a temperatura controlada a 37
°C. Iniciou-se a reaccdo com a adicédo de 0,017 enNADPH e registou-se a variacdo de
absorvéncia durante 180 s, nas mesmas condicOetenageratura. As leituras foram
efectuadas contra um branco previamente preparadqual se substituiu a solucdo de
NADPH por igual volume de solucdo tampéao. Determrige a actividade enzimatica, a partir
do valor do coeficiente angular de curvas de rea(@®982692 < r <0,9703122, figura A8)
obtidas e utilizando o valor do coeficiente de aibadade molar para o NADPH de 6,22

mMtem™.

4.3.6.2. Glutationo peroxidase

A determinacdo espectrofotométrica da actividadenaitica GPx fundamenta-se na

reaccao:
GPx

2 GSH + HO, — GSSG +2 H,0

Figura 4.6. Reac¢éo para a determinacdo da actividade enzar@ix, baseada no método proposto

por Flohé.
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A actividade catalitica GPx foi determinada poressfpmetria de absor¢cdo molecular na
fraccdo sobrenadante p0s-120§0de acordo com o método proposto por Flohé (1984)
acompanhando-se o decréscimo de absorvéncia ar4fewido a oxidagdo do NADPH.
Incubaram-se aliquotas de 0,1 mL de fraccdo soteema p6s-1200Q (0,2 mg.mLC*
proteina) em células de absorcdo do espectrofotdmgee continham um meio de reaccéo
composto por GR (0,24 U), GSH (5 mM), NADPH (1,6 indt-BHP (1,0 mM) dissolvidos
em tampao fosfato (0,12 M) pH 7,2. Iniciou-se a¢éa com a adi¢cédo de t-BHP (1,0 mM) e
registou-se a variacao de absorvéncia no intedalie@mpo de 50-90 s a 37 °C, descontando-
se os valores de branco previamente preparado alosqusubstituiu a amostra por igual
volume de solucéo tampao.

Determinou-se a actividade enzimatica, a partivdilor do coeficiente angular das
curvas de reaccao (0,9980315 < r <0,8897959, figpobtidas e utilizando o valor do

coeficiente de absortividade molar para o0 NADPH @2 mM*cm™.

4.3.6.3. Glucose-6-fosfato-desidrogenase

A actividade catalitica G6PD foi determinada na¢é® p0s-1200Q de acordo com o
método proposto por Bergmeyer (1983) e Postma (1%88damentando-se a determinagéo
espectrométrica na reaccao:

G6PD
6-fosfato den-D-glucose + NADP — 6-fosfato de D-gluconolactona + NADPH + H

Figura 4.7. Reaccéo para a determina¢do da actividade caaBt®D seguindo o método proposto

por Bergmeyer.

O G6PD catalisa a reaccao de oxidacdo da glucdesf&to pelo NADF+>, formando-se
como produtos 6-fosfato de gluconolactona e NADRs&im, a determinacdo da actividade

do G6PD pode ser efectuada acompanhando especicamente, a 340 nm, a formagao do

NADPH a partir do NADP. Este doseamento é baseado no facto do NADPHrtenéximo
de absorcdo a 340 nm, com um coeficiente de awisdie molar de 6,22 miem™,

enguanto o NADPn&o absorve a este comprimento de onda.

Incubaram-se aliquotas de fraccdo sobrenadant&388g na diluicdo adequada de
proteina (0,2 mg.mt), em células de absorcéo que continham um meieatgao composto
por Tris-HCI (1M) pH 8,0, NADP (0,04 M) e Mg&6H,0 (0,5 mM). Procedeu-se a uma pré-
incubacdo do meio reaccional, no compartimento aghglas do espectrometro, durante 1

min, com a temperatura controlada a 37 °C. Inisew reac¢cdo com a adi¢cdo de glucose-6-
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fosfato (0,1 mM), registando-se a variacdo de a@smia durante 180 s, nas mesmas
condicbes de temperatura. As leituras foram efdesiacontra um branco previamente
preparado no qual se substituiu o extracto por igplame de HO desionizada. Utilizou-se o
valor do coeficiente de absortividade molar patdADPH de 6,22 mMcm™ e a partir do
valor do coeficiente angular de curvas de reacg@®95153< r <0,9962180, figura A1)

célculo da actividade enzimatica.

4.3.6.4. Catalases Te A

A determinacdo espectrométrica da actividade enimian&atalase fundamenta-se na

reaccgao:
CAT

2H202 — 2 HO + OZ
Figura 4.8.Reaccdo para a determinacao da actividade enzarcaialase.

Os enzimas catalase tém a funcdo de proteger la déls efeitos toxicos do peroxido de
hidrogénio (HO;) formado durante o metabolismo celular, uma vee @ueleram a
decomposicdo desse composto es l¢ Q. A sua actividade catalitica foi determinada na
fraccdo sobrenadante pos-1209@ peroxissomal de acordo com o método proposto por
Beers (1952) acompanhando a decomposicéo.@p pelo decréscimo de absorvénciad®
nmao longo de 120 s no caso da CAT T e 180 s noda&AT A.

Incubaram-se aliquotas da fraccdo sobrenadantd 38 g na diluicio adequada de
proteina (0,01mg.mt) e aliquotas do sedimento peroxissomal na diluigdequada de
proteina (0,2mg.mt) em células de absorcéo que continham um meieatgio composto
por HO; (30 mM) em tampéo fosfato (50 mM) pH 7,0. Utilizeei-o valor do coeficiente de
absortividade molar para 0,8, de 0,0435 mMcm™ e o coeficiente angular de curvas de
reaccao (0,9985531< r <0,9769516 figura All pafeaecdo pos-1200Q e 0,9996331< r
<0,9898875 figura A12 para a fraccdo peroxissonpalla o calculo da actividade enzimatica

de cada enzima.

4.3.6.5. Fosfatase alcalina (ALP)

A determinacéo espectrométrica da actividade enmianfosfatase alcalina fundamenta-
Se na reaccao:

ALP
p-NPP+X-OH >  p-NP +X-OPO;H,

Figura 4.9.Reaccdao para a determinacao da actividade enzamaitosfatase alcalina.
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A fosfatase alcalina constitui um marcador enzioaatiincional de proliferacao celular,
utilizado em estudos de toxicidade por metais. & actividade catalitica foi determinada na
fraccdo p06s-12000g, de acordo com o método proposto por Bretaudie®84)
acompanhando a hidrélise das ligacdes fosfoéstsulostrato, pelo aumento de absorvéncia a
405 nm ao longo de 180 s. Deste modo, € possilizhuum substrato cromogéneo artificial,
o p-nitrofenilfosfato (pNPP) e estudar a sua hidedtatalisada pela fosfatase alcalina, em
gue o pNPP forma p-nitrofenol (pNP) e fosfato irgango.

Incubaram-se aliquotas de fraccdo sobrenadant&288¥g, na diluicdo adequada de
proteina (0,05 mg.mt) em células de absorcdo que continham uma mistereeaccao
composta por pNPP (6 mM) em tampéao Tris-K@b mM) pH 8,5. Utilizou-se o valor do
coeficiente de absortividade molar para o pNPP 8& mM'cm® para o célculo da
actividade enzimatica. Os valores de actividade AdfErente a cada tratamento foi calculada
a partir do coeficiente angular de curvas de remtipgares (0,999801< r <0,994335, figura
A13).

4.4. Andlise estatistica

A variagdo biolégica contribui, muitas vezes, pgug os resultados experimentais em
bioguimica sejam obtidos com uma dispersao elevaéatatistica diz-nos que a incerteza do
valor médio de uma amostra depende da sua proprianddo e diminui em funcédo do
numero de individuos ou da unidade que repres@utatudo, em muitos estudos biologicos
torna-se dificil obter resultados com um numerovaele de replicados. Embora possa
controlar-se muitos dos factores que sao respoisspeta disperséo dos resultados como, por
exemplo, a fase de crescimento, 0 meio ambientgreentes, existem outros que, pela sua
estrutura, sdo dificeis de identificar e controjastificando por si s6 a analise estatistica dos
resultados experimentais, com a finalidade de idigcar as variacbes devido ao acaso, a
variacao biolégica ou as diferengcas populaciomas.resultados experimentais sdo muitas
vezesimperfeitospois, apesar de constituirem informacao valios&oesempre afectados
pela incerteza das medicdes efectuadas e, no aasexgeriéncias bioquimicas, pela variacéo
bioldgica (Morgan, 1996; Pestana, 2000; Murteit2).

Na analise de resultados realizou-se analise daéneéa simples, ANOVA | e o teste de
significancia deDuncan para os parametros analisados na leve8ureerevisiadJE-ME;
utilizando o programa SPSS para Windows, versadickBciada para a Universidade de

Evora.
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4.5. Equipamento
* Autoclave, microClave 4000 4777 da maS=leck
» Balanca analitica da marbettler, modelo AE 200

» Balanca micro-analitica da marktettler Toledomodelo AX 205

Balanca técnica da marbéettler, modelo PJ 3000

Banho de ultra-sons da maiganorexmodeloBandelinRK 100

Banho termostatizado com agitacdo da mitemmert modelo 3200 R

Bidestilador da marcAquatron modelo A 4D

Centrifuga da marclermle modelo Z380

» Espectrometro de feixe duplo da maréehtachi, modelo U2001, com banho
termostatizado e sistema de circulagdo de aguaadzaf@rant

» Espectrometro de fluorescéncia de feixe simplesdecaShimadzymodelo RF-5001
PC

* Homogeneisador de sonda de ultra-sons da marca@raonifier, modelo 450

» Medidor de pH da marddanna modelo HI 3050 N

« Microcentrifuga da mard@eckmanmodelo microfuge B

* Placa de agitacdo da matcbinco

» Supercentrifuga da marekermle modelo Z323K

 Vértex da marcaleidolph modeloReax2000

4.6. Reagentes

* 2- mercapto etanol, 98%, SIGMA, St. Louis

* AAPH, 99%, SIGMA, St. Louis

« Acido acético glacial, pro-andlise, 100%, MERCK yidstadt

« Acido cloridrico, pro-andlise (d = 1,19) 37%, MER(Barmstadt

« Acido galico, 99%, SIGMA, St. Louis

» Carbonato de sédio anidro, pré-analise, 99,5%, MERTarmstadt

* Cloreto de magnésio hexahidratado, 99%, SIGMA|_&iis

* Cloreto de sédio, pro-anélise, 99,5%, MERCK, Daaust

* DCFH-DA, 99%, SIGMA, St. Louis

* Didrogenofosfato de sodio-1-hidrato, pré-analig€9MERCK, Darmstadt
« Dihidrogenofosfato de potassio, pro-andlise, 99 IBRCK, Darmstadt

« Dihidrogenofosfato de sodio, pré-analise, 99,0% RIK, Darmstadt
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* Dinucledtido de nicotinamida e adenina reduzida@-qumalise, 97,0 %, SIGMA, St.
Louis

 Dodecilsulfato de sédio, 99%, SIGMA, St. Louis

* DPPH, 99%, SIGMA, St. Louis

* Etanol, pro-analise, 99,8%, MERCK, Darmstadt

* Etilendiaminotetracetato pro-analise, 99%, MERCIldrmstadt

* Etilendiaminotetracetato, pro-analise, 99%, MEROErmstadt

* Fluoresceina, 99%, SIGMA, St. Louis

* Fosfato de dinucleotido de nicotinamida e adenina

* Fosfato de dinucle6tido de nicotinamida e adengazido, pré-analise, 98,0%, Sigma,
St. Louis

» Fosfato de dinucleétido de nicotinamida e adenpré;andlise, 98,0%, SIGMA, St.
Louis

* Glucose-6-P, SIGMA, St. Louis

* Glutationo reduzido, pré-analise, 98,0%, SIGMA, LStuis

* Glutationo, pré-analise, 98,0%, SIGMA, St. Louis

 Hidrogenocarbonato de sodio, 99,5%, SIGMA, St. sqdaHCQ,

» Hidrogenofosfato de di-sodio anidro, pro-analige9MERCK, Darmstadt

* Hidréxido de sédio, pro-anélise, 99,0%, MERCK, Dsiawlt

 Hidroxido de sodio, pré-analise, 99,0%, MERCK, Dsralt

» Metanol, Lichrosolv gradiente grade para cromatiogr&ERCK, Darmstadt

* N-butanol, pré-analise, 99%, MERCK, Darmstadt

* 0- fetaldeido, SIGMA, St. Louis

« Oxido de vanadio, 99,5%, RIEDEL, Seeize

» Peroxido de hidrogénio, 30%, RIEDEL, Seeize

* p-nitrofenilfosfato, “Tablet sets”, SIGMA, St. Louis

* Reagente de fenol segundo Folin-Ciocalteau, préisen&IGMA, St. Louis

« Sulfato de cobre, 99,5-102%, PANREAC, Barcelona

 Tartarato de sodio e potassio tetra-hidratado gpdiise, 99,9%,MERCK, Darmstadt

* Ter-butil-hidroperoxido, 70%, SIGMA, St. Louis

« Acido tiobarbitarico, 99%, MERCK, Darmstadt

* Tris (hidroximetil) aminometano, pro-analise, 99,¥&RCK, Darmstadt

* Trolox, 99%, SIGMA, St. Louis
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5. Resultados e Discussao

5.1. Crescimento e sobrevivéncia celular

A utilizagdo da levedura vinica nativ@. cerevisiaeUE-ME; para identificar e
compreender o papel do pentoxido de vanadio enepgasde pré e antioxidantes conhecidos
pode constituir uma mais-valia para a interpretat@oesposta astressinduzido por metais
ao permitir identificar fendtipos distintos dos eb&dos em estirpes mais estudadas.

O acompanhamento da cultura, por leitura da tuebide longo de 72 h permitiu tracar
a curva de crescimento de. cerevisiaeUE-ME; na auséncia e na presenca de pro,
antioxidantes e YOs (figura 5.1A), revelando um perfil idéntico em tedus ensaios, porém,
em presenca de vanadio o crescimento foi mais adenu

Na figura 5.1B podemos observar que o ascorba®@%0nM), agente antioxidante em
estudo, ndo contribui para um aumento significatleopeso seco (p <0,01) determinado ao
fim de 72 h de ensaio, apesar de na figura 5.1@rpaluservar-se as 72 h, que o ascorbato na
concentracdo de (0,025 mM) contribuiu para aumemntgwantidade de células viaveis $le
cerevisiaeUE-ME3z na mistura de ensaio. Por outro lado, a exposigaéh®, (2 mM),
utiizado como agente pré-oxidante neste estud@ o@usou alteracdes significativas
(p<0,01) na quantidade de biomassa produzida nenguaatidade de células viaveis
presentes ao longo do ensaio. Quando comparamiast@ Emultaneo do ascorbato (0,025
mM) e do HO, (2 mM) notamos que quer a biomassa produzida, gweabilidade celular
nao foram significativamente afectadas (figura SCDA

Contudo, o peso seco de células crescidas na geegenMOs (2 mM), o composto
metalico que utilizamos como eventual agentstoEsse que constitui 0 composto problema,
mostrou um decréscimo significativo (p <0,01) igkhente ao controlo (53 %).

No que diz respeito a resposta af®¥ (2 mM) na presenca de ascorbato (0,025 mM)
observamos a reposicdo do peso seco das céluas/gares semelhantes ao da situacao
controlo, pelo que, somos levados a supor quearizato (0,025 mM) exerce efeito protector

na célula.
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Figura 5.1. llustracéo do crescimento de culturasdeereviseablE-MEsem meio YEPD com 2 %
de glucose na auséncia ou na presenca de proxidati,es ou YOs: curva de
crescimento obtida por leitura de turbidez a 640(Ajnpesos secos apds 72 h em cultura
(B); curva de crescimento obtida por contagem de cfupkara (C) e cfu no inicio da
cultura, semelhancga entre as culturas e as 4&hewciacdo das culturas (D).

O malonoaldeido (MDA) € um aldeido de cadeia cujtee pode ser quantificado por
reaccdo com o acido tiobarbitarico (TBA). A suaniacdo ocorre pela decomposicdo dos
lipoperoxidos particularmente quando na presencgrdpo hemo e/ou glutationo, sendo a
sua concentracdo utilizada como indice de peroaadipidica em sistemas biologicos, e
consequentemente um marcador de danos celulares,vemque o MDA €& um produto
secundario da peroxidacéao lipidica, derivado daurapno carbon@® da endociclizacdo de
residuos acilo polinsaturad@gasconcelos 2001; Kuss, 2005; Cipak, 2007; Mazti2®07.

Os resultados obtidos na quantificacdo do MDA ed&acordo como o0 que vem descrito na
literatura consultada (Espindola, 2003). Assimasdipda figura 5.2A podemos observar que
em S. cerevisiaerescidas na presenca de ascorbato (0,025 mM)xiderde hidrogénio (2
mM) ou da mistura ascorbato (0,025 mM) 4G4 (2 mM) ndo ocorreu aumento com
significado estatistico (p <0,01) de danos celglaetativos ao controlo. Contudo, em células
crescidas em meio YEPD-V (2 mM) e YEPD-V (2 mM) scerbato (0,025 mM),
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constatamos um aumento significativo (p <0,01) olat@ido em MDA, 5000 x no primeiro
caso e 1200 x, no segundo caso, sendo esta Uéspasta fortemente atenuada pela presenca
do antioxidante no meio de cultura, resultadoseydicam em parte, a resposta ao pentoxido
de vanadio apresentadas e discutidas na figura 5.1.

Por outro lado, a fosfatase alcalina constitui urmraador enziméatico funcional da
proliferagcéo celular, utilizado em estudos de tioleide por metaigKrauss, 1991; Deng, 2002;
Davies, 2001
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Figura 5.2Efeito do tratamento com pro, antioxidantes gOd/no contetudo citoplasmatico de
malonaldeido (A), e actividade ALP (B) de leveduBsccharomyces cereviseak-
ME; Cada coluna representa a média = desvio-padrdo ideo cexperiéncias
independentes. Os grupos assinalados com letrasenliés s&o significativamente
diferentes (p <0,01).

hY

No que diz respeito a actividade fosfatase alcalandigura 5.2B mostra que o0s
resultados obtidos para esta actividade catakst@o de acordo como o que vem descrito na
literatura consultada (Fernandes, 2008)eferida figura mostra ainda a ocorréncia de um
aumento significativo (p <0,01) da proliferacaouta emS. cerevisiadJE-ME; crescidas na
presenca de ascorbato (0,025 mM), resposta queolnservamos quando o perdxido de
hidrogénio (2 mM) esta presente no meio de cultGmntudo células crescidas na presenca
de V.05 (2 mM) exibem um decréscimo significativo (p <0,@la actividade ALP, que
parece ser contrariado, com significado estatigpce0,01) quando a exposi¢cdo ao vanadio
ocorre na presenca de ascorbato, sem contudoratisygacidade proliferativa proxima do
controlo. Esta resposta ao,® (2 mM) mostrou-se coerente com os indicadores de

sobrevivéncia e de danos celulares discutidosigasaé 5.1 e 5.2A.
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5.2. Resposta ndao-enzimatica ao,@s

Os organismos expostos ao dioxigénio, como as leasdproduzem espécies reactivas
de oxigénio (ROS) no seu metabolismo basal e cesmosta a agentes skeess A producao
de ROS é uma consequéncia normal de uma sérieadefes bioquimicas essenciais ao
organismo e causa danos biologicos apenas quasdopesducdo se torna anormalmente
elevada e/ou quandas defesas antioxidantes se encontram diminuidasodais da célula
viva onde a producdo de ROS é maioritaria séo ocdridrio, o reticulo endoplasmatico e o
citoplasma. (Sies, 1997; Frei, 1999; Gheldof, 20@&reira, 2002; Azzi, 2003; Lushchark,
2004; Butylina, 2007; Herrero, 2007; Lee, 2007;-Ran, 2007).

Para neutralizar o efeito pro-oxidante destas éspéas células dispdem de uma
variedade de mecanismos de defesa designadas fesaslantioxidantes. Para o correcto
funcionamento celular, deve haver uma compensat#e & formacdo de ROS e os niveis de
defesas antioxidantes, que mantém a célula nundcegfaral reduzidoHalliwell, 1989;
Halliwell, 1995; Sies, 1997; Junior, 1998; Costd)0PZ, Azzi, 2003; Herrero, 2007;
Bednarska, 2008)Uma das principais defesas enzimaticas € o cikldagao-redugcdo do
glutationo, presente no citoplasma e mitocondrmm lcomo as catalases do citoplasma e dos
peroxissomagSies, 1997; Arrigoni, 2001; Kuss, 2005; Bonatt@Q?). Dentro dos principais
agentes antioxidantes nao-enzimaticos, a célulizaut ascorbato proveniente da dieta que
interage com o ciclo oxidagédo-reducao do glutatigmomovendo a eliminagcdo da maior
parte das ROS formadas nos sistemas biologicogindei particular capacidade para
regenerar o radical tocoferilo catocoferol, potenciando a sua capacidade antioxédans
membranas, um mecanismo protector indirecto camtperoxidacéo lipidica (Niki, 1991;
Davey, 2000; Wilson, 2005). A inactivacdo de umnagepro-oxidante leva a formacgéo de
GSSG e a deplecdo de GSH. Em situagbes em queéemaisle oxi-reducdo esta integro,
havera regeneracdo de GSH, via GR. No entantoc@uticdes de excesso de agentes pro-
oxidantes e/ou deficiéncia do sistema protectoulael ocorrera desequilibrio entre o
consumo de GSH e producdo de GSSG, entrando a eghdtressoxidativo (Kirlin, 1999).

Os resultados obtidos para o nivel de GSH e GS&plasmatico nestes ensaios estdo de
acordo como o que vem descrito na literatura ctedal(Elskens, 1996; Penninckx, 1999).

A figura 5.3 mostra a resposta ndo-enzimatica zicthmte deS. cerevisiad@JE-ME;
ao composto metalico de V(+5), utilizando como radaces dessa resposta o glutationo, o
glutationo dissulfureto e a soma GSH+GSSG, bem ¢c@meapacidade antioxidante para
capturar radicais livres em geral e o radical péwpxnedida pelos métodos do DPPH e

ORAC respectivamente. Assim, podemos observar gagcorbato (0,025 mM) causou um
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decréscimo significativo (p <0,01) do conteudo mig@smatico em glutationo, ndo afectou
significativamente (p <0,01) o conteddo em disgeliu de glutationo mas causou um
decréscimo significativo (p <0,01) do contetudo éisttotais ndo-proteicos (GSH+GSSG).
Por sua vez, o ¥, (2 mM) desencadeou um aumento dos trés paramatitesiormente
referidos. Em células de levedura crescidas napcasde KO, (2 mM) e ascorbato (0,025
mM) observou-se um decréscimo com significado issizd (p <0,01) do conteddo em GSH,
um aumento do conteddo em GSSG e um aumento ddidad em tidis ndo-proteicos
GSH+GSSG (p <0,01). Surpreendentemente observameosagpresenca de vanadio (2 mM),
ocorreu um aumento significativo (p <0,01) do cadte em glutationo e dissulfureto de
glutationo, bem como, de tidis ndo-proteicos erlagldeS. cerevisiacUE-MEs, efeito que
foi atenuado pela presenca de ascorbato (0,025 fabths que apontam um papel relevante

do glutationo na resposta ao vanadio.
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assinalados com letras diferentes sao

significativamente diferentes (p <0,01).

Em geral, a razdo GSH/GSSG ¢ utilizada para mardtoa magnitude dastress
oxidativo, pois um decréscimo no nivel de GSH dé#smatico cria um ambiente mais
oxidante, que favorece a formacao de ligacfes lflissto nas proteinas portadoras do grupo
tiol (-SH). As ligacdes dissulfureto oxidam essastginas prejudicando as suas funcdes
celulares Arouma, 1994; Ferreira, 1997; Cotgreave, 1998ao e Prior (1994)
desenvolveram um método designado por capacidaddstacao de radicais de oxigénio
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(ORAC) que permite a medicdo directa da capacigad®xidante para capturar radicais
livres, nomeadamente, radicais peroxilo, uma dpgass de oxigénio (ROS) vulgarmente
encontradas nos organismos vivos (Griffiths, 208&ycon, 2007). Por outro lado, Brand-
Williams et al (1995) desenvolveram outro método conhecido pBPH, amplamente
utilizado para testar a capacidade dos compostasaantes para capturar radicais livres ou
doadores de atomos de hidrogénio em sistemas oH@ran-Williams, 1995; Fukumoto,
2000; Lee, 2006).

Analisando a figura 5.4. podemos inferir que, o i@mie intracelular torna-se
significativamente (p <0,01) mais oxidante em todsssituacdes estudadas, uma vez que a
razdo GSH/GSSG mostra um decréscimo significatimaados os ensaios (p <0,01) (figura
5.4A). No entanto, ndo observamos reversdo desdenp&ro em células d& cerevisia®JE-
MEg3; crescidas na presenca de ascorbato (0,025 mMPg(BlmM), pelo que infere-se que o

ascorbato nao potenciou o papel tampéao redox datigino na célula.
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Figura 5.4. Efeito do tratamento com pro, antioxidantes ©&/sobre a razdo GSH/GSSG (A), no
método de medicdo da capacidade antioxidante ORRCnp método de medi¢cdo da
capacidade antioxidante DPPH (C) e quantidade deS RD) de leveduras
Saccharomyces cerevised&-ME;. Cada coluna representa a média + desvio-padréo de
cinco experiéncias independentes. Os grupos aadowmlcom letras diferentes sdo
significativamente diferentes (p <0,01).
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No seguimento do trabalho podemos também obseweps resultados obtidos para
a determinacdo da capacidade antioxidante medida pgtodos ORAC e DPPH estédo de
acordo como o que vem descrito na literatura (Moa2807 e Letelier, 2008,
respectivamente)Podemos ainda constatar qoeascorbato (0,025 mM) nao afectou a
resposta antioxidante medida pelo ORAC (figura ».Afds causou um decréscimo desta
propriedade medida pelo DPPH (figura 5.4C). No mntacélulas crescidas na presenca de
peroxido de hidrogénio (2 mM) e deste com ascorf@@®5 mM), exibiram um decréscimo
significativo (p <0,01) da capacidade para captradicais livres medida pelos dois métodos
descritos anteriormente. Contudo, ocorreu um awrsghificativo (p <0,01) da capacidade
antioxidante medida pelo ORAC e DPPH em célulascinias em presenca de vanadio V(+5)
(2 mM), 3 x e 8 x, respectivamente. Neste casoesenca de ascorbato (0,025 mM) parece
ter atenuado a resposta medida pelos dois métddtestando-se valores mais baixos em
células crescidas na presenca d€sV/(2 mM) + ascorbato (0,025 mM), (2 x e 4 Xx),
provavelmente devido a quantidade de espéciesvaacesultantes da resposta ao vanadio,
em presenca deste antioxidante ser inferior as gED&las apenas em presenca de pentdxido
de vanadio. A figura 5.4D mostra que células coescem presenca de ascorbato, peroxido de
hidrogénio e mistura dos dois no meio de culturasaeam aumento da quantidade de
espécies reactivas de oxigénio no interior celdbto que justifica em parte a sugestédo de
ocorréncia destressoxidativo medida pela razdo GSH/GSSG por outro agwesenca de
pentoxido de vanadio no meio de cultura despoletouaumento significativo (6 x) da
guantidade de ROS intracelular que parece seradanela presenca de ascorbato em meio
com vanéadio. Os resultados obtidos para a quaagéic de ROS estdo de acordo como o que
vem descrito na literatura (Doudican, 200%). resposta a este incremento de ROS
despoletado pela presenca de vanadio no meio tigacphrece ndo ser mediada apenas pelo
sistema antioxidante controlado pelo glutationo w®a que ndo ocorre reposicdo da razao
GSH/GSSG mas observou-se um aumento altamentdicagjud (p <0,01) da capacidade
para capturar radicais livres, em particular o aaldperoxilo, medida pelo DPPH e pelo
ORAC respectivamente.

5.3. Resposta enziméatica ao,Ds

Organismos aerdbios, como as leveduras, desensolvgarocessos contra os efeitos
deletérios dos radicais livres e das espéciesaéxierivadas, incluindo defesas enzimaticas e
nao-enzimaticas, alguns dos quais ja referidogiameente (Wang, 1996; Sies, 1997; Elliot,
1999; Fang, 2002; Bonatto, 2007; Cipak, 2007). B®mmas enzimaticos incluem enzimas

antioxidantes como catalases (CAT T e CAT A) quean na decomposicao de®ia QG e
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H,O, GPx, dependente de Se, que actua sobre peroridogeral, com utilizacdo do

glutationo como co-factor, GR que mantém os niugimcelulares de GSH e G6PD que
fornece o0s equivalentes redutores sob a forma d®MHA necessarios ao adequado
funcionamento do ciclo oxidacdo-reducdo do glutetti¢Sies, 1997; Kuss, 2005; Bonatto,

2007).
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significativamente diferentes (p <0,(

Os resultados apresentados da figura 5.5 mostrana guesenca de apenas ascorbato
(0,025 mM) no meio de cultura foi suficiente panguzir um aumento com significado
estatistico (p <0,01) da actividade enzimatica GBERx e G6PD (2x, 1x e 2X)
respectivamente, resposta antioxidante que sugeaenducao do ciclo oxidagao-reducao do
glutationo e que ndo parece totalmente compatiwel @ decréscimo significativo (p <0,01)
da razédo GSH/GSSG (33 %). Por outro lado,,@0H2 mM) comportou-se aparentemente
como pro-oxidante causando o decréscimo das aatiggl GR (39 %), e GPx (70 %) apesar
de aumentar a actividade G6PD (79 %) resposta qder@ estar relacionada com outra
opcdo metabdlica consumidora de equivalentes regfut@bservou-se ainda que células
crescidas na presenca dglhi(2 mM) e ascorbato (0,025 mM) manifestaram um deomo
acentuado da actividade GR que também é seguidodpetéscimo da actividade GPx com
aparente inibicdo do ciclo oxidagcédo-reducao doatjloio apesar de ocorrer um aumento
significativo (p <0,01) da actividade G6PD cujosiigglentes redutores gerados sob a forma

de NADPH poderao estar a ser mobilizados para ®turagées da célula que ndo a proteccao
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antioxidante tal como inferimos para a respostgpe@oxido de hidrogénio. Os resultados

obtidos para a actividade enzimatica GR estdo dedaccom o que é descrito na literatura

consultada (Ohmori, 1999; Lushchak, 20@4sim como, os resultados para o GPx (Ohmori,
1999) e para a actividade enzimatica G6PD (Cord06)

Mais uma vez, observou-se que a capacidade ardgim@dnanifestada pelas células
crescidas na presenca dgOy (2 mM), neste caso expressa a nivel enzimaticoeatou em
termos de actividade GR e G6PD, pelo que somosldsva supor que a disponibilidade de
equivalentes redutores sob a forma de NADPH e @&&sido adequada para manter o ciclo
de oxidacao-reducédo do glutationo, embora o deonéssignificatico (86 %) da actividade
GPx possa estar na origem da resposta insuficamteistema antioxidante dependente do
glutationo a presenca de pentoxido de vanadio no decultura. A presenca de ascorbato
(0,025 mM) em meio YEPD com vanadio mostrou-se zagareverter a resposta ao metal

pelos enzimas GR e GPx confirmando algum papebddante desta vitamina.
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Figura 5.6. Efeito do tratamento com pro, antioxidantes,®asobre a actividade CAT T (A) e sobre
a actividade CAT A (B) de levedur&accharomyces cereviseb&-ME; Cada coluna
representa a meédia + desvio-padrdo de cinco exp#iE independentes. Os grupos

assinalados com letras diferentes s&o significavee diferentes (p <0,01).

Na figura 5.6 podemos constatar que o ascorbad@30nM) aumentou a actividade
CAT T e CAT A em células d8. cerevisiadJE-ME; crescidas na sua presenca. Como seria
de esperar o #, (2 mM) causou um decréscimo significativo (p <0,@kstas duas
actividades cataliticas quando presente no meitulfera, facto que parece confirmar o seu
papel pro-oxidante. No entanto, na presenca ¢@, H2 mM) e ascorbato (0,025 mM)
observou-se um aumento significativo (p <0,01) davidlade CAT A relativamente aquele
gue foi obtido com células crescidas apenas napgasde peroxido de hidrogénio (2 mM)

embora permaneca inferior ao valor obtido em cglatascidas em meio YEPD (p <0,01).
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Os resultados obtidos para as actividades enziasat®AT T e CAT A estdo de
acordo com o gque se encontrou descrito na litexatoimsultada (Skoneczny, 1987; Lushchak,
2004 e Todorova, 2006) respectivamente.

O V(+5) causou um decréscimo da actividade CAT TAT A idénticos aos
observados com o, (2 mM), sugerindo um papel pro-oxidante do composto metalic
Contudo a presenca de ascorbato (0,025 mM) apewnasgieu significativamente (p <0,01)
este efeito sob a CAT A que também permaneceu @bones inferiores aos do controlo em
meio YEPD.

A deficiente resposta do sistema antioxidante naediapelo ciclo de oxidacao-
reducdo do glutationo parece ser a principal cdas#bil sobrevivéncia das células crescidas
na presenca de pentéxido de vanadio.

Sara Gongalves | 60



R\
/Q\
73

Stress por metais — Pentoxido de vanddio como pré-oxidante em Saccharomyces cerevisiae UE-ME;

6. Conclusao

As leveduras, organismos unicelulares GRAS, dd faenipulagdo, constituem um
modelo biologico ideal para estudos de&ess e sobrevivéncia celular que permitam
compreender a resposta a agentes quimicos deacidcubmbiental em termos biologicos e
moleculares. Por esse motivo, escolheu-se a lexadnicaSaccharomyces cerevisihée-
MEg3, isolada de mostos da regido do Alentejo, pardiasiva sua resposta ao pentoxido de
vanadio (2 mM), um metal de transicdo com relex@b@quimica, tendo em vista esclarecer
0 seu papel como pro-oxidante em células eucam@séergaard, 2000; Saito, 2003; Madigan,
2004).

Os resultados obtidos, mostraram que a curva deciorento deSaccharomyces
cerevisiaeUE-MEz; em presenca de vanadio seguiu um perfil mais atienda que aquele
gue foi observado para as células crescidas em NERD, controlo, em presenca do
antioxidante ascorbato, YEPD-ascorbato ou do pidamte peréxido de hidrogénio, YEPD-
H.0O,, mostrando dificuldade de adaptacdo a presengeemt®xido de vanadio no meio de
cultura.

A presenca de ascorbato (0,025 mM) no meio de reuibdo contribuiu para um
aumento significativo (p <0,01) da biomassa pragizao fim de 72 h de ensaio, embora
tenha promovido um aumento da quantidade de célidasis no final do ensaio.

A exposicao ao peroxido de hidrogénio (2 mM), zdéitlo como agente pro-oxidante
nao causou alteracdes significativas na quantidad@omassa produzida, nem na quantidade
de células viaveis no final do ensaio.

A exposicao simultanea ao ascorbato (0,025 mM) é#&» (2 mM) ndo afectou
significativamente (p <0,01) a quantidade de bimagsoduzida nem a viabilidade celular no
final do ensaio.

A exposicao ao pentoxido de vanadio (2 mM), o costp metalico problema deste
estudo, causou um decréscimo significativo (p Qdalquantidade de biomassa produzida,
bem como, de células viaveis, no final do enséld), #elativamente ao controlo.

A resposta ao pentdoxido de vanadio (2 mM) na pgesele ascorbato (0,025 mM)
revelou uma reposicdo da quantidade de biomassizda, expressa em peso seco, para
valores idénticos aos da situacao controlo, faa®sygere um efeito protector exercido pelo
ascorbato em células expostas ao vanadio.

O nivel citoplasmatico de MDA eI8. cerevisiadJE-ME; crescidas na presenca de
ascorbato, peroxido de hidrogénio (2 mM) ou da uméstascorbato (0,025 mM) e® (2
mM) ndo apresentou alteragdes com significado estatisélativas ao controlo (p <0,01).
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O indicador de danos celulares, via peroxidacaditip, aumentou significativamente
(p <0,01) em células crescidas na presenca de ia(&dnM), ou de vanadio e ascorbato,
mostrando-se significativamente atenuada na prasmantioxidante (p <0,01).

A actividade ALP des. cerevisia@JE-ME; crescidas na presenca de ascorbato (0,025
mM) aumentou com significado estatistico (p <0,0)p tendo ocorrido resposta idéntica,
em células expostas ao peroxido de hidrogénio (2,nfidtto que traduz um aumento da
proliferagao celular induzida pelo ascorbato.

Células des. cerevisiadJE-ME; crescidas na presenca dgdv (2 mM) exibiram um
decréscimo significativo (p <0,01) da actividadeFAlLefeito contrariado, com significado
estatistico (p <0,01) pela presenc¢a de ascorba®@50nM). Contudo o efeito induzido pela
presenca de ascorbato no meio com vanadio ndo eepayacidade proliferativa do controlo.
Esta resposta ao pentdéxido de vanadio mostrou-sserti@ com o0s indicadores de
sobrevivéncia e de danos celulares discutidosiantente.

Surpreendentemente, a presenca de vanadio (2 mMjeim de cultura induziu um
aumento significativo (p <0,01) do conteudo enstitdo-proteicos de células Seerevisiae
UE-ME3; expresso pelo somatério dos niveis de glutationdissulfureto de glutationo
citoplasmatico, efeito que foi atenuado pela presate ascorbato (0,025 mM) e que indicia
um papel relevante do glutationo na resposta aadianContudo células d8. cerevisiae
UE-ME; crescidas na presenca de vanadio apresentamesésticas detressoxidativo, uma
vez que essas condicbes experimentais minimizamzaorGSH/GSSG e maximizam o
conteudo citoplasmatico de MDA. Por outro lado, nservamos reversao deste parametro
em células deS. cerevisiaeUE-ME; crescidas na presenca de ascorbato e peroxido de
hidrogénio, ou ascorbato e pentéxido de vanaditn gee supde-se que 0 ascorbato nao
potenciou o papel de tampéo redox do glutation®enerevisiad)E-MEz. Admitindo que o
ciclo de oxidacao-reducao do glutationo respondEg@adamente a presenca de vanadio no
meio, pode-se interpretar o decréscimo de GSH apegla seu consumo excessivo por via
de desintoxicacdo do metal, distinta da que estalil ambiente redutor celular, hipotese que
podera contribuir para o desequilibrio entre 0 toms de GSH e a sua reposi¢do que leva a
célula a entrar erstressoxidativo.

A capacidade antioxidante medida pelos métodos ORAMPPH diminuiu
significativamente (p <0,01) em células crescidagresenca de peroxido de hidrogénio (2
mM), ou peréxido de hidrogénio (2 mM) e ascorb&®Z5 mM), enquanto que na presenca
de pentoxido de vanadio (2 mM) e pentéxido de viené2l mM) e ascorbato (0,025 mM)

ocorreu um aumento significativo (p <0,01) destasgametros que surgem atenuados pelo
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antioxidante. Esta resposta parece depender datidpdm elevada de ROS gerada na
presenca de pentoxido de vanadio (2 mM), que @iatenpelo antioxidante sugerindo que
sistemas antioxidantes que nédo dependem directantentglutationo, como 0s que séo
mediados pela-tocoferol, ou fendis poderdo também ter papelvegite na resposta &
cerevisiadUE-ME; ao pentoxido de vanadio. Contudo, as células aaseguiram sobreviver
a accdo do agente pentéxido de vanadio, talvealgpama debilidade no sistema de oxido-
reducao do glutationo.

A resposta antioxidante medida pelas actividadesmgticas GR, GPx e G6PD
mostram que a presenca de ascorbato (0,025 mM)eio de cultura foi suficiente para
induzir um aumento com significado estatistico (§04), da taxa de resposta do ciclo
oxidacao-reducdo do glutationo, mas que parece cd@opativel com o decréscimo
significativo (p <0,01) da razdo GSH/GSSG. Por @l&do, o HO, (2 mM) comportou-se
aparentemente como pro-oxidante causando o daoi@sias actividades GR, e GPx, apesar
de aumentar a actividade G6PD, resposta que pasgad relacionada com um desvio
metabdlico para consumo de equivalentes redutotea forma de NADPHS. cervisiadJE-
ME3 crescidas na presenca deCpl (2 mM) e ascorbato (0,025 mM) manifestaram um
decréscimo altamente significativo (p <0,01) davatdade GR que também foi seguido pelo
decréscimo da actividade GPx com aparente inibigéo ciclo oxidacdo-reducdo do
glutationo, apesar de ocorrer um aumento significgjp <0,01) da actividade G6PD cujos
equivalentes redutores gerados sob a forma de NAPBHerdo, de novo, ter sido
mobilizados para outras funcdes da célula que naooiccdo antioxidante, tal como se
inferiu para a resposta ao peroxido de hidrogéhim).

As actividades enziméaticas GR e G6PD $e cerevisiaeUE-ME; crescidas na
presenca de pentoxido de vanadio (2 mM) aumentagey que supbe-se que a
disponibilidade de equivalentes redutores sob mdale NADPH e GSH tera sido adequada
para manter o ciclo oxidacdo-reducdo do glutatianfuncionar. Todavia o decréscimo
significatico (p <0,01) da actividade GPx pode resta origem da resposta insuficiente do
sistema antioxidante dependente do glutationo sepga de pentdxido de vanadio (2 mM) no
meio de cultura. A presenca de ascorbato (0,025 ervjneio YEPD com vanadio (2 mM)
mostrou-se capaz de reverter a resposta ao méalgrezimas G6PD e GPx, de novo o papel
antioxidante desta vitamina.

O pentdxido de vanadio (2 mM) causou um decrésdigoificativo (p <0,01) das
actividades CAT T e CAT A semelhante aos que foshservados com 04, (2 mM), mas

com maior amplitudesugerindo, de novo, um papel pro-oxidante desteposto metélico.
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Contudo a presenca de ascorbato (0,025 mM) apemssteu de forma parcial mas
significativa (p <0,01) este efeito sob a CAT A guegmaneceu com valores inferiores aos do
controlo em meio YEPD.

O pentoxido de vanadio (2 mM) comportou-se comaagente metalico pré-oxidante
emsS. cerevisiadJE-MEz capaz de induzir morte celular.

A resposta deficiente do GPx, enzima integradoisterea antioxidante mediado pelo
glutationo, parece ser a principal causa da débtevivéncia deS. cerevisiadJE-ME;
crescidas na presenca de pentéxido de vanadio (2 mM

O antioxidante ascorbato (0,025 mM) parece revegtgcialmente os efeitos pro-
oxidantes do pentéxido de vanadio (2 mM), sem amtxercer efeito suficiente que permita
repor as condi¢cdes basais de sobrevivénct derevisia® E-MEs.
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Stress por metais — Pentoxido de vanddio como pré-oxidante em Saccharomyces cerevisiae UE-ME;
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Figura Al - Representacdo grafica da curva de calibracdo désimas, construida a partir de uma

solucdo de BSA de concentracdo conhecida como@&sida200 pg/mL).
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Figura A2 — Representacao grafica da curva de calibracdo datigino, construida a partir da leitura
fluorimétrica de GSH no intervalo de concentra¢@b ¢ 100 uM) (adaptado de Rosado,
2008).
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Figura A3 — Representacao grafica da curva de calibracao dalfliseto de glutationo, construida a
partir da leitura fluorimétrica de solu¢cfes padil@oGSSG no intervalo de concentracdo

(0,4-24 uM) (adaptado de Rosado, 2008).
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Figura A4 - Representacdo grafica da curva de calibracdo donaldeido, construida a partir da
leitura de fluorescencia de solu¢des padréo de MDAntervalo de concentragao (5 —
100 uM) (adaptado de Rosado, 2008).
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Figura A5 — Representacdo grafica da curva de calibragdo ddHDEéhstruida a partir da leitura
espectrométrica de acido gélico de concentragaoecioa no intervalo (12-178 pM).

2000
1600 |
1200 |
m—'
800 |
400 y = 25,361x + 10,922
r=0,9846
0 I L ) ) |
0 10 20 30 40 50 60 70

Trolox (uM)

Figura A6 — Representacao grafica da curva de calibracdo do@Rénstruida a partir da leitura de

fluorescéncia de solucdes padrao de Trolox noviater(20-60 uM).
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Figura A7 — Representacéo gréfica da curva de calibragdo pauargificacdo de ROS, construida a
partir da leitura fluorimétrica utilizando uma sghes padrao ¥, de concentracédo
conhecida (100-1500 pM).
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Figura A10 — Representacdo gréafica das curvas
de reaccao referentes aos varios tratamentos
para o enzima G6PD.
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Figura A12 — Representacéo gréafica das curvas

de reaccdo referentes aos varios tratamentos

para o enzima CAT A.
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Figura A13 - Representagcdo grafica das
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Figura A15 - Representacgéo grafica das curvas
de reaccdo referentes aos varios tratamentos
para o método ORAC.
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Quadro Al — Resultados da analise de variancia (modelo “AN®Y.

Cone. ou Origem de variancia Soma dos Graus de Variancia F Sig.
Activ.Enz. quadrados liberdade (99%)
Entre grupos 1,269E19 5 2,537E18 95,890 ,000
cfu No interior dos grupos 6,350E17 24 2,646E16
Total 1,332E19 29
Entre grupos 783,909 5 156,782 22,701 ,000
ps No interior dos grupos 165,750 24 6,906
Total 949,659 29
Entre grupos 84963,603 5 16992,721 1115,664 ,000
MDA No interior dos grupos 365,545 24 15,231
Total 85329,148 29
Entre grupos 16098,325 5 3219,665 58,035 ,000
ALP No interior dos grupos 1331,480 24 55,478
Total 17429,805 29
Entre grupos ,873 5 ,175 550,374 ,000
GSH No interior dos grupos ,008 24 ,000
Total ,881 29
Entre grupos 1,684 5 337 164,950 ,000
GSSH No interior dos grupos ,049 24 ,002
Total 1,733 29
Entre grupos 4,765 5 ,953 3769,500 ,000
GSH S GSSG No interior dos grupos ,006 24 ,000
Total 4,771 29
Entre grupos ,602 5 ,120 1300,410 ,000
GSH R GSSG No interior dos grupos ,002 24 ,000
Total ,604 29
Entre grupos 12,347 5 2,469 4928,703 ,000
DPPH No interior dos grupos ,012 24 ,001
Total 12,359 29
Entre grupos 124,211 5 24,842 2503,717 ,000
ORAC No interior dos grupos ,238 24 ,010
Total 124,449 29
Entre grupos 31928,516 5 6385,703 34,477 ,000
ROS No interior dos grupos 4445163 24 185,215
Total 36373,680 29
Entre grupos 1866,887 5 373,377 135,752 ,000
GR No interior dos grupos 66,011 24 2,750
Total 1932,897 29
Entre grupos 12380,231 5 2476,046 52,782 ,000
GPX No interior dos grupos 1125,859 24 46,911
Total 13506,090 29
Entre grupos 81040,456 5 16208,091 389,803 ,000
G6PD No interior dos grupos 997,925 24 41,580
Total 82038,382 29
Entre grupos 131910,322 5 26382,064 248,092 ,000
CATT No interior dos grupos 2552,153 24 106,340
Total 134462,475 29
Entre grupos 489,725 5 97,945 349,537 ,000
CATA No interior dos grupos 6,725 24 ,280
Total 496,450 29
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