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Resumo

O chumbo é um importante poluente ambiental. A levedura Saccharomyces
cerevisiae constitui um modelo Gtil para o estudo dos efeitos téxicos do chumbo. O
conhecimento dos mecanismos de defesa e resisténcia a presenca de metais pesados
podera ser uti em tecnologias de protecdo ambiental, nomeadamente no
desenvolvimento de novas metodologias para a biorremediacdo de metais pesados.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o impacto do Pb na capacidade
proliferativa, na integridade membranar e na producdo intracelular de espécies
reativas de oxigénio (ROS), na estirpe laboratorial da levedura Saccharomyces
cerevisiae BY4741 (estirpe selvagem, WT). Foi também estudado o papel das
mitocondrias, como fonte de ROS induzida por Pb, e o envolvimento da H*-ATPase
vacuolar (V-ATPase) e de transportadores vacuolares pertencentes a superfamilia
ABC (de ATP-binding cassette) na defesa contra a toxicidade do Pb.

O estudo cinético do impacto de duas concentrac6es de Pb na viabilidade das
leveduras (avaliado através de um ensaio clonogénico), na integridade da membrana
celular (determinada com iodeto de propidio) e na producéo intracelular de ROS (o
anido superoxido foi detetado com dihidroetidio e o peréxido de hidrogénio com 2',7’-
diclorodihidrofluoresceina), revelou uma perda progressiva da capacidade proliferativa
(53 e 17% de células viaveis, apés a exposi¢cdo durante 3h a 250 ou 1000 umol/l de
chumbo, respetivamente), coincidente com a acumulacdo intracelular de anido
superoxido e de peroxido de hidrogénio, na auséncia de perda da integridade
membranar.

A importancia das mitocondrias na produgéo de ROS, induzida por chumbo, foi
levada a cabo usando um mutante deficiente respiratério desprovido de ADN
mitocondrial (p°). Quando comparado com a respetiva estirpe parental, o mutante p°
apresentou uma maior resisténcia ao Pb e uma menor producdo de ROS induzida por
Pb. A exposicdo das células da estirpe BY4741 a 250 e 1000 umol/l de chumbo
originou a formacgéo de 49 e 58% de células deficientes respiratorias, respetivamente.

A funcédo da V-ATPase, na desintoxicacdo de chumbo, foi avaliada utilizando
mutantes com uma estrutura vacuolar normal mas defetivos em subunidades da V-
ATPase (vmalA, vma2A, vma3A e vphlA). Comparativamente as células da estirpe
WT, todos os mutantes testados, sem V-ATPase funcional, apresentaram uma maior
suscetibilidade ao Pb.

O papel dos transportadores vacuolares pertencentes a superfamilia ABC, na

defesa contra a toxicidade induzida por chumbo, foi levada a cabo utilizando mutantes
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sem os transportadores Ycflp ou Vmrlp. Os resultados preliminares mostraram que
gquando comparadas com as células da estirpe WT, as células das estirpes ycflA ou
vmrlA ndo apresentavam uma maior perda da viabilidade.

A modificacdo da morfologia vacuolar, em células expostas a chumbo, foi
visualizada utilizando a estirpe Vma2p-GFP. O tratamento das células com Pb originou
a fusd@o dos vacuolos de tamanho médio num Unico vacuolo de grande dimensao.

Em conclusdo, os estudos desenvolvidos no presente trabalho, utilizando a
estirpe laboratorial BY4741, mostraram que a perda da capacidade proliferativa das
leveduras, induzida pelo chumbo, pode ser atribuida a acumulagéo intracelular do
anido superoxido e de peréxido de hidrogénio. As mitocéndrias parecem ser uma das
principais fontes de ROS induzido por Pb e, simultaneamente, um dos principais alvos
da sua toxicidade. Em S. cerevisiae, 0 vacuolo desempenha um papel importante na
desintoxicacdo do Pb. A modificagdo da morfologia vacuolar apds exposicdo ao
chumbo podera ser a consequéncia da acumulacdo de Pb no vacuolo. Enquanto os
transportadores da superfamilia ABC parecem néo estar envolvidos na sequestracao
vacuolar de Pb, é necessaria a presenca, num estado funcional, da V-ATPase para
que ocorra a compartimentacdo do Pb. Muito provavelmente, a compartimentacédo do
Pb no vacuolo previne a sua acumulacdo no citosol e o desencadear dos respetivos

efeitos toxicos.

Palavras-chave: espécies reativas de oxigénio (ROS); H*-ATPase vacuolar (V-
ATPase); integridade membranar; levedura; mitocondria; mutantes deficientes
respiratdrios; toxicidade do chumbo (Pb); transportadores ABC da membrana vacuolar;

viabilidade.
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Abstract

Lead is an important environmental pollutant. The yeast Saccharomyces
cerevisiae constitutes a useful model for the study of the toxic effects of lead. The
knowledge of defence and resistance mechanisms to the presence of heavy metals
can be useful in technologies of environmental protection, namely in the development
of new methodologies for the bioremediation of heavy metals.

The aim of this work was to evaluate the impact of Pb on proliferation capacity,
membrane integrity and intracellular production of reactive oxygen species (ROS), on
laboratory strain of S. cerevisiae BY4741 (wild type strain, WT). The role of
mitochondria, as a source of ROS Pb-induced, and the involvement of vacuolar H*-
ATPase (V-ATPase) and vacuolar transporters belonging to the ATP-binding cassette
(ABC) superfamily in the defence against Pb toxicity was also evaluated.

The kinetic study of the impact of two Pb concentrations on yeast viability
(evaluated using a clonogenic assay), cell membrane integrity (assessed using
propidium iodide) and the intracellular ROS production (the superoxide anion was
detected with dihydroethidium and the hydrogen peroxide with 2',7'-
dichlorodihydrofluorescein diacetate), revealed a progressive loss of proliferation
capacity (53 and 17% of viable cells, after 3h of exposition to 250 or 1000 umol/l Pb,
respectively), which was coincident with the intracellular accumulation of superoxide
anion and hydrogen peroxide, in the absence of the loss of cell membrane integrity.

The importance of mitochondria in the production of ROS Pb-induced was
carried out using a respiratory deficient mutant devoid of DNA mitochondrial (p°
mutant). Comparatively to the WT strain, the p° mutant displayed an increased
resistance to Pb and a reduced production of ROS Pb-induced. The exposition of cells
from BY4741 strain to 250 or 1000 umol/l Pb originated the formation of 49 or 58 % of
respiratory-deficient cells, respectively.

The function of V-ATPase, in Pb detoxification, was evaluated using mutants
with structurally normal vacuoles but defective in subunits (vmalA, vma2A, vma3A and
vphlA) of V-ATPase. All mutants tested, lacking a functional V-ATPase, displayed an
increased susceptibility to Pb, comparatively to cells from WT strain.

The role of vacuolar transporters belonging to ABC superfamily in the defence
against Pb-induced toxicity was carried out using mutants without the transporters
Ycflp or Vmrlp. Preliminary results showed that cells from ycflA or vmrlA strains did

not display an increased loss of viability comparatively to WT strain.
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Modification of vacuolar morphology, in Pb-exposed cells, was visualized using a
Vma2p-GFP strain. The treatment of yeast cells with Pb originated the fusion of the
medium-size vacuolar lobes into one enlarged vacuole.

In conclusion, the studies carried out in the present work, using the laboratory
strain of S. cerevisiae BY4741, showed that the loss of yeast cells proliferation capacity
Pb-induced can be attributed to the intracellular accumulation of superoxide anion and
hydrogen peroxide. Mitochondria seem to be one of the main sources of ROS Pb-
induced and simultaneously one of the targets of its toxicity. The vacuole plays an
important role in the detoxification of Pb in S. cerevisiae. The modification of vacuolar
morphology upon Pb exposition can be the consequence of Pb accumulation in the
vacuole. While the ABC transporters seem not to be involved in the vacuolar
sequestration of Pb, a functional V-ATPase is required for Pb compartmentalization.
Most likely, Pb is compartmentalized in the vacuole preventing its accumulation in

cytosol and the resultant toxic effect.

Keywords: deficient respiratory mutants; lead (Pb) toxicity; membrane integrity;
mitochondria; reactive oxygen species (ROS); vacuolar H'-ATPase (V-ATPase);

vacuolar membrane ABC transporters; viability; yeast
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1.1. Metais pesados e a sua toxicidade

A poluicdo do meio ambiente por metais deve-se, sobretudo, aos efeitos
antropogénicos associados a diversas atividades industriais e agricolas. Os metais
podem, ainda, ser libertados naturalmente no meio ambiente, por exemplo, através da
erosado das rochas ou devido a fendmenos vulcanicos (Avery 2001).

Sao geralmente considerados metais pesados 0os compostos metalicos cuja
densidade seja superior a 5 g/cm® (Barakat 2011). Os metais pesados s&o
caraterizados segundo as suas propriedades fisicas, tais como a ductilidade, a
condutividade térmica e elétrica, a refletividade e a capacidade de reacdo com 0s
sistemas biologicos, onde ocorre a perda de um ou mais eletrdes (Nelson et al. 2010).
Face as caracteristicas que apresentam, 0os metais pesados ndo sdo destruidos ou
degradados permanecendo no ambiente num longo periodo de tempo e,
consequentemente, podem ser acumulados pelos organismos, entrando em ciclos
redox, formando iBes e compostos organometalicos (Nelson et al. 2010). Certos
metais, tais como zinco e cobre, sdo essenciais para 0s seres vivos pois intervém no
metabolismo celular. Porém, em concentragfes elevadas, podem também ser téxicos
para 0s organismos. Metais como o chumbo, cddmio e o mercurio, ndo tém qualquer
funcao celular identificada apresentando, por isso, uma elevada toxicidade, mesmo em
pequenas concentracdes (Gadd 1993).

Nos seres humanos, 0s metais estdo associados a diferentes condicbes
degenerativas, tais como neurotoxicidade, nefrotoxicidade, genotoxicidade e
carcinogénese. Assim sendo, € necessario manter um adequado balanco
homeostatico dos metais essenciais ao organismo ja que o seu excesso ou deficiéncia
podem causar doencas, como por exemplo, a sindrome de Menkes associada a uma
deficiéncia de cobre, a doenca de Wilson que € causada por uma acumulagédo de
cobre no cérebro e figado e a anemia provocada pela deficiéncia de ferro (Avery
2001).

1.2. Uso e contaminagao ambiental por chumbo

O chumbo apresenta uma temperatura de fusdo baixa e uma cor cinza-azulada,
podendo ser encontrado em abundancia na crosta terrestre. Porém, encontra-se
geralmente associado a outros elementos, aparecendo em menor quantidade na forma
livre. Tal como a generalidade dos metais pesados, o chumbo ocorre naturalmente no
ambiente, sendo que a maior parte dos niveis elevados encontrados sdo provenientes

das atividades antropogénicas. Os niveis ambientais de chumbo aumentaram mais de
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1000 vezes em trés séculos como resultado destas atividades. O maior aumento
ocorreu entre 1950 e 2000, devido ao uso de chumbo como aditivo na gasolina
(ATSDR 2007).

Este metal € resistente a corrosdo uma vez que, quando exposto ao ar ou a
agua, formam-se finos filmes de compostos de chumbo que protegem o metal do
ataque. O chumbo é facilmente moldado e pode ser combinado com outros metais
para formar ligas metélicas. O chumbo e as suas ligas metélicas sdo comummente
encontrados em tubos, baterias, pesos, muni¢cdes e chapas de protecdo da radiacéo.
Contudo, estima-se que a maior utilizacdo do chumbo esteja relacionada com a
producdo de baterias na indlstria automoével. Os compostos de chumbo estdo
presentes em pigmentos para tintas, corantes e esmaltes ceramicos. Nos Ultimos
anos, a quantidade de chumbo, usada nestes produtos, tem vindo a diminuir por forma
a reduzir os efeitos toxicos causados nas pessoas e nos animais. Os compostos
tetraetil e tetrametilchumbo foram usados como aditivos em gasolina; todavia, 0 uso
destes compostos foi proibido nos EUA e na Europa, no final da década de 90. O
tetraetiichumbo pode, ainda hoje, ser utilizado como aditivo na gasolina para avides e
num vasto numero de paises em desenvolvimento. O uso do chumbo em munigfes
tem-se mantido relativamente constante ao longo dos anos. Contudo, a utilizagdo
deste metal tem vindo a ser reduzida em diversas areas, uma vez que origina danos
no meio ambiente (ATSDR 2007). Ainda assim, a producdo e o consumo de chumbo
tem vindo a crescer em todo o mundo e, em 2012, a producéo total anual foi cerca de
10,6 milhdes de toneladas (ILZSG 2013).

O chumbo pode ingressar no meio ambiente por diferentes meios. Este metal é
libertado para o ar através da queima de carvdo, petréleo e de diferentes residuos.
Antes de ser proibido o uso de chumbo na gasolina, a maior parte de chumbo libertado
para o ar era proveniente dos veiculos, como se observou no ano de 1979, onde foram
libertadas cerca de 94,6 milhdes de toneladas de chumbo nos EUA. Uma vez na
atmosfera, pequenas particulas de chumbo podem percorrer longas distancias, sendo
removidas do ar pela chuva ou particulas que caem nos solos ou nas aguas. Nos
solos, tém sido referidas outras fontes possiveis de contaminacao por chumbo, como é
0 caso do uso dos pesticidas, a deposi¢cdo de residuos contaminados em aterros,
fragmentos de tintas com chumbo provenientes de edificios, pontes e outras estruturas
e poeiras oriundas da queima de gasolina com chumbo. Os seres humanos podem
estar expostos ao chumbo por ingestdo (comida e/ou &gua) ou por inalagdo de ar
contaminado. Uma outra forma de contaminacdo € através da pele pelo uso de

cosmeéticos que contenham chumbo (ATSDR 2007).




Estudo da Toxicidade do Chumbo na Levedura Saccharomyces cerevisiae

Vérias regulamentacdes tém vindo a ser implementadas nos EUA e na Europa
com o objetivo de reduzir ou mesmo eliminar a utilizagdo do chumbo em aditivos, na
gasolina, tintas e sistemas de distribuicdo de &guas, por forma a reduzir a libertacéo,
no meio ambiente, deste metal pesado. O chumbo é considerado um poluente
prioritério pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (US — EPA 2006).
Assim, torna-se necessario determinar quais 0s niveis de tolerdncia maxima
adequados para este poluente no solo, ar e 4gua, de modo a reduzir os seus danos
Nnos organismos e no meio ambiente.

Na Tabela 1.1, sdo apresentados os valores de concentracdo maximos de

chumbo admitidos no solo, ar e 4guas para consumo humano, em Portugal.

Tabela 1.1 — Valores limite para a concentracdo de chumbo no solo, ar e agua, em
Portugal (decreto — lei n°® 118/2006; decreto — lei n°® 102/2010; decreto — lei n°
306/2007).

Metal Valor limite nos solos  Valor limite no Concentragdo na agua para
pesado  (mg/mg matéria seca) ar (ug/m?®) consumo humano (pg/l)
Pb 50 - 450 0,5 10

Os limites maximos de concentracdo de chumbo no solo, ar e agua, de acordo
com a Agéncia de Prote¢cdo Ambiental dos Estados Unidos, estdo apresentados na
Tabela 1.2.

Tabela 1.2 — Niveis de concentragdo maxima de chumbo no solo, ar e agua segundo a
Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (adaptado de Duruibe et al.
2007).

. . Maxima . ]
Metal Maxima concentracéo . Concentragao na agua para
concentracéo
pesado nos solos (mg/l) s consumo humano (mg/l)
no ar (mg/m?)
Pb 420 - 0,01
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1.3. Efeitos téxicos induzidos pelo chumbo

A exposicdo ao chumbo pode ter consequéncias severas para 0S organismos.
Os danos causados pela exposicdo a este metal pesado variam mediante a dose, a
duracdo e modo de contato e a interagdo com outros quimicos (ATSDR 2007).

1.3.1. No ser humano

O organismo humano nado tem a capacidade de transformar o chumbo noutro
composto menos téxico. Num adulto, cerca de 99% do chumbo ingerido € eliminado
em poucas semanas, enquanto nas criangas apenas 32% é eliminado (ATSDR 2007).
Em condigbes de exposigcdo continua, como grande parte do chumbo néo é eliminado,
este metal vai ser acumulado no organismo.

O chumbo provoca uma variedade de respostas adversas no ser humano,
sendo particularmente criticos os efeitos neurolédgicos, tanto em adultos como em
criangas (ATSDR 2007). O chumbo, no ser humano, pode ainda afetar o sistema
hematopoiético e a homeostasia do calcio. Este metal apresenta a capacidade de inibir
ou imitar a acdo do célcio e ao interagir com os grupos sulfidrilo das proteinas pode
alterar a sua conformacéo. A exposicdo a este metal pode ainda causar anemia,
fraqueza muscular, aumento da pressdo sanguinea e disfun¢cdo dos sistemas de
reproducdo. A niveis elevados de exposicdo, o chumbo pode danificar severamente o
cérebro e rins, podendo mesmo levar a morte (Moreira e Moreira 2004). As criancas
sdo mais sensiveis aos efeitos causados pelo chumbo. Para além dos danos referidos,
o desenvolvimento fisico e mental das criancas pode ser afetado quando estas séo
expostas ao metal, mesmo em pequenas concentracdes. Em gravidas, a exposicdo a
elevados niveis deste metal pode provocar aborto espontaneo ou 0 nhascimento
prematuro (ATSDR 2007; Moreira e Moreira 2004). A IARC (International Agency for
Research on Cancer) defende que o chumbo, especialmente na forma inorganica,
pode ser um composto cancerigeno para os seres humanos. Contudo, o seu nivel de
carcinogenicidade ainda néo foi determinado, quer para o chumbo quer para 0s seus
derivados (ATSDR 2007).

1.3.2. Nalevedura Saccharomyces cerevisiae
As células de levedura, especialmente de Saccharomyces cerevisiae,

constituem um modelo adequado para o estudo dos efeitos téxicos do chumbo. Isto

deve-se ao facto de serem células eucariéticas, facilmente cultivaveis em laboratério
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(uso de meios de cultura sem requisitos nutricionais especiais e baixo tempo de
duplicagéo) e por apresentarem o genoma completamente sequenciado (Van der
Heggen et al. 2010; Goffeau et al.1996).

O chumbo provoca, na levedura S. cerevisiae, a perda da capacidade
proliferativa (Chen e Wang 2007; Sakamoto et al. 2010; Suh et al. 1999; Soares et al
2002, 2003), inibe a atividade metabdlica (Van der Heggen et al. 2010), impede a
assimilagcédo do ido amoénio, inibe a sintese proteica, e reduz a razdo ADN/ARN (Chen
e Wang 2007). Adicionalmente, provoca alteracdes morfoldégicas nucleares e a
producdo de espécies reativas de oxigénio, cuja acumulagcdo pode induzir e regular a
morte celular por apoptose (Bussche e Soares 2011). Um estudo com a cicloheximida
mostrou que a perda da viabilidade induzida pelo chumbo esta, também, dependente
da sintese de proteinas, uma vez que a presenca deste composto atenua a perda de
viabilidade (Van der Heggen et al. 2010; Bussche e Soares 2011). Recentemente, foi
mostrado que a glutationa (GSH) deve estar envolvida na defesa contra a toxicidade
induzida pelo chumbo, dado que a deplecdo de GSH aumenta a sensibilidade ao
chumbo e o seu enriquecimento celular apresenta um efeito contrario; no entanto, em
concentragdes fisiologicas, a GSH parece ndo ser suficiente para prevenir os efeitos

téxicos induzidos pelo chumbo (Perez et al. 2013).
1.4. Producao de espécies reativas de oxigénio

As espécies reativas de oxigénio (Reactive Oxygen Species, ROS), tais como o
aniao superoxido (O;") (Equacado 1.1), os radicais hidroxilo (OH) e o peréxido de
hidrogénio (H,O,) (Equacdo 1.2), resultam do metabolismo aerébio (Avery 2001;
Perrone et al. 2008).

0, + e~ > 0y (Equacéo 1.1)

2 05 + 2H* > H,0, + 0, (Equagdo 1.2)

A inducéo da producgdo de ROS por metais pode ocorrer de diferentes formas.
Um aumento na producédo de ROS pode ser provocado por metais redox — ativos ou
por metais redox — inativos (Ercal et al. 2001). As reacdes de Fenton (Equacgéo 1.3) ou
Haber-Weiss (Equacéo 1.3 e 1.4) séo catalisadas por metais redox — ativos, como por
exemplo o cobre, o ferro e o cromio, originando radicais altamente reativos como o0s
radicais hidroxilo, a partir do anido superoxido e do peroxido de hidrogénio (Avery
2001).
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05 + M™ - 0, + M0O-D+ (Equacéo 1.3)

H,0, + M(®~D+ 5 M+ 4+ OH + OH™ (Equacéo 1.4)

Os mecanismos mais provaveis para o stress oxidativo causado por metais
redox — inativos, tais como o chumbo, o cddmio e o mercurio, sdo a deplecdo dos
grupos tibis e a danificacao do sistema de defesa antioxidante da célula.

As células desenvolvem varios sistemas de defesa antioxidantes contra o ROS.
A glutationa (y-glutamil-L-cisteinil-glicina, GSH) desempenha um papel importante na
protecdo das células contra o stress oxidativo. A GSH é constituida por grupos de
acido carboxilico, um grupo amina, um grupo sulfidrilo e duas ligacdes peptidicas
como locais de ligacdo para os metais. O grupo funcional, - SH, é importante para a
ligagdo do metal. A glutationa redutase (GR) contribui para o sistema de defesa
antioxidante uma vez que possibilita a regeneracdo da glutationa da sua forma
oxidada (GSSG) a sua forma reduzida (GSH). Quando presente, o chumbo vai
interferir com a ligagao bissulfito presente no centro ativo da GR, inibindo a enzima.
Outras enzimas antioxidantes podem também ser alvo do chumbo, como por exemplo
a peroxidase, a catalase e a superéxido dismutase. Estas enzimas atuam diretamente
na remocao das espécies reativas de oxigenio (Ercal et al. 2001). Assim, a inibi¢cdo da
reducdo da GSSG e de outras enzimas antioxidantes conduz a um aumento da
suscetibilidade das células aos danos oxidativos.

As espécies reativas de oxigénio tém a capacidade de provocar uma
deterioracdo oxidativa nas proteinas, lipidos e ADN. Os danos causados pelo ROS
estdo relacionados com diferentes doencas degenerativas, como por exemplo a
esclerose lateral amiotrofica, a doenca de Alzheimer, a ataxia de Friedreich e o cancro
(Avery 2011; Roberts et al. 2009).

1.4.1. Peroxidacdo lipidica e o papel da membrana

A membrana celular tem como fungBes principais assegurar 0s processos de
transporte celulares e formar uma barreira seletiva. A disfungdo da membrana esta
normalmente associada a perda de viabilidade celular. Entre as espécies reativas de
oxigénio, o anido superédxido e o radical hidroxilo, geralmente, iniciam o processo
autocatalitico da peroxidacao lipidica (Avery 2011; Halliwell e Gutteridge 1999). A
peroxidagdo lipidica consiste na conversdo dos lipidos insaturados em lipidos

hidroperéxidos polares, que pode causar um aumento da fluidez da membrana, o
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efluxo de solutos citosélicos e a perda da atividade proteica da membrana. Uma
peroxidagdo extensa tem sido relacionada com a desintegracdo da integridade da
membrana e a morte celular (Avery 2001).

1.4.2. Oxidacdo das proteinas

Certas proteinas sdo mais vulneraveis a oxidacdo do que outras. Os fatores
que determinam essa suscetibilidade sdo a presenca de certos aminoacidos sensiveis
a oxidacéo, tais como a cisteina, metionina e histidina, a localizagdo da proteina na
célula, a configuracdo molecular, o grau de degradacédo e a presenca de locais de
ligagdo de metais. A oxidacdo das proteinas esta associada a reagfes especificas no
processo metabodlico e a modificacdo das fungbes que desempenham, podendo

mesmo conduzir a inativacdo da proteina (Avery 2001, 2011).

1.4.3. Oxidacdo do ADN

Os principais ROS que afetam diretamente o ADN s&o o radical hidroxilo e o
oxigénio singleto (*O,), que é um poderoso oxidante. Os danos causados pela
oxidagdo no ADN s&o a modificagdo das bases, a ligagdo das proteinas do ADN e a
depurinacéo. Estes efeitos sdo semelhantes aos observados durante a exposicdo a
metais. Ocorre um aumento da mutagenicidade devido a replicacédo erratica e/ou a

reparacdo dos danos causados no ADN (Halliwell e Gutteridge 1999).

1.4.4. O stress oxidativo nas mitocondrias

A mitocondria tem um papel importante em atividades celulares cruciais, tais
como, a producdo de ATP, através da fosforilacdo oxidativa, a biossintese de
pirimidinas e esterdides, a homeostasia do célcio e do ferro e a intervencdo na morte
celular programada, por exemplo, a apoptose (Van Houten et al. 2006). E na
membrana interior da mitocéndria que ocorre a fosforilagcdo oxidativa, essencial para a
manutencdo do gradiente de protbes (Rickwood et al. 1988). Neste processo, a
producdo de ATP ocorre através do fluxo de eletr6es que conduz & transferéncia de
protbes ao longo da membrana interna mitocondrial, produzindo um potencial na
mesma (Fariss et al. 2005). O ultimo aceitador de eletrdes € 0 oxigénio molecular que
é reduzido a 4gua. No entanto, durante a transferéncia de eletrdes, uma certa porgcéo
escapa e ocorre a reducdo do oxigénio molecular na forma de anido superoxido (O, )

(Van Houten et al. 2006; Fariss et al. 2005). E estimado que cerca de 1% do oxigénio
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consumido pode resultar na formacdo de ROS, que é maioritariamente produzido na
mitocondria. A producdo mitocondrial do anido superéxido pode, na presenca de ferro
e através da reacdo de Fenton, resultar na formag¢@o de radicais hidroxilo muito
reativos. Assim, o sistema antioxidante mitocondrial, enzimético ou ndo enzimatico, é
inibido pelo ROS conduzindo a morte ou a danos nas células (Fariss et al. 2005).

Um alvo critico do stress oxidativo € o ADN mitocondrial, o que pode levar a
danos letais numa célula. Os danos causados no ADN mitocondrial precedem a perda
do transporte de eletrbes, do potencial da membrana mitocondrial e da producéo de
ATP (Fig.1.1). Quando danificado, o ADN mitocondrial pode ainda amplificar o efeito
do stress oxidativo pela diminuicdo da expressdo de proteinas importantes no
transporte de eletrdes, levando a um ciclo vicioso de producdo de ROS e de
desregulacdo do organelo. Todos estes fatores podem conduzir & morte celular (Van
Houten et al. 2006).

ROS .J_,»"" 4 / I <
. ' j mIDNA N
| % damage | i RN
> | 0N
tl mRNA 2
i % )
\ % i, 13 proteins /
7Y 4
l', y = ]
1 % TP
\ | | 3 e ATPAY |
1 ‘ f A[':‘;::___“' — VATPAY
" , } 2 o
s | \t ROS "J >
\ oS S o
.\\v"’o TR _,\

Libertacdo de marcadores
bioguimicos

Figura 1.1 — O papel do ADN mitocondrial no stress oxidativo. Os danos do ADN
mitocondrial podem levar a perda da expresséo de proteinas, diminuicdo do transporte
de eletrdes que aumentam a producdo de ROS, a perda do potencial da membrana
mitocondrial e a libertacdo de marcadores que conduzem a morte celular (adaptado de
Van Houten et al. 2006).
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1.5. Mecanismos de desintoxicacdo: efluxo, quelatacdo e

sequestracao vacuolar

As células utilizam varios mecanismos de tolerancia com o objetivo de regular o
acesso aos metais essenciais e controlar os danos causados por metais toxicos
(Wysocki e Tamas 2010). Quando presentes no citosol, os metais podem sofrer os
seguintes mecanismos de desintoxicacao: efluxo, quelatacédo e sequestracdo vacuolar.
Para este ultimo mecanismo, o vacuolo apresenta um papel muito importante em todo

O processo.

1.5.1. Efluxo e quelatacéo

Na levedura S. cerevisiae, encontram-se caracterizadas, com detalhe, duas
vias de exportacdo de metais, designadas de Acr3p e Pcalp, as quais catalisam o
efluxo de As(lll) e Cd (Il), respetivamente. Acr3p é um membro da familia de
transportadores resistentes ao As (Ill), pertencentes a superfamilia de transportadores
BART (bile/arsenite/riboflavin), que promovem o efluxo de As (lll). As células
deficientes em Acr3p séo altamente sensiveis ao As (Ill). Quando o gene ACRS3 esta
presente, verifica-se uma diminuicdo dos niveis citosélicos de As, melhorando a
tolerdncia da célula ao metal. Estes efeitos mostram o papel fundamental do gene
ACR3 no efluxo de As (lll) (Mansour et al. 2007). Pcalp pertence a superfamilia
ATPase tipo P, a qual estd sempre presente nas células e efetua o transporte de
uma grande variedade metais, tais como: Ag, Cd, Co, Cu, Pb and Zn. O transportador
Pcalp constitui a principal via de exportagcdo do Cd, desempenhando um papel
fundamental na tolerancia da célula a este metal (Wysocki e Tamas 2010; Adle et al.
2007).

As proteinas e péptidos de baixo peso molecular ricos em cisteina, tais como a
glutationa (GSH) e as metalotioneinas (MT), contribuem para a desintoxicacdo de
metais por quelatacdo. Este mecanismo leva a formacdo de complexos que séo
reconhecidos como substrato pelos transportadores para posterior exportacdo e,
consequentemente, conduz a diminuicdo de metais presentes no citosol, como por

exemplo o Cd, Cu, Ag, Hg, Zn e o As (Wysocki e Tamas 2010).
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1.5.2. Sequestragéo vacuolar

A sequestracao vacuolar, isto €, o transporte de metais para o interior do

vacuolo, é também um mecanismo importante de desintoxicacdo nos eucariontes.

1.5.2.1. Funcdes do vacuolo e morfologia

As principais funcdes do vacuolo séo o isolamento de componentes que podem
ser prejudiciais ou toxicos para a célula (sequestragdo vacuolar) e a manutengdo da
pressao hidrostética interna na mesma (Junqueira e Carneiro 2000).

O vacuolo é o organelo cuja morfologia € altamente reativa a diferentes
estimulos intra e extracelulares. Durante a fase exponencial, as células
metabolicamente ativas tém vacuolos constituidos por multiplos I6bulos de tamanho
médio. Esses l6bulos fundem-se num Unico vacuolo na fase estacionaria ou com a
privagdo de glucose. Um efeito mais notério ocorre quando a célula é exposta a um
stress osmotico, onde o seu vacuolo se fragmenta em pequenas vesiculas. Porém,
guando exposto a condi¢des hipotonicas, 0 vacuolo tende a expandir, ocupando uma

grande parte do volume da célula (Li e Kane 2009).

1.5.2.2. Constituicéo e papel da V-ATPase

As H'-ATPases vacuolares (V-ATPase) sdo funcionalmente bombas de
protdes. Nas células eucaritticas, as V-ATPases sdo responsaveis pela acidificacao
de varios organelos, incluindo os lisossomas, os endossomas, o vacuolo e o complexo
de Golgi (Kane 2007). As V-ATPases contribuem para o controlo do pH celular em
todos os componentes celulares referidos (Kane 2007; Li e Kane 2009).

Nos eucariontes, as V-ATPases apresentam uma estrutura muito semelhante,
constituidas por cerca de 14 subunidades, organizadas em dois dominios: o dominio
V1, periférico, e o dominio VO, associado & membrana (Figura 1.2). O dominio VO é
responsavel pelo transporte de protdes através da membrana. As subunidades que o
constituem sdo a a, d, ¢, ¢’, ¢ e e, onde as subunidades c, ¢’ e ¢” sdo proteinas
hidrofébicas, denominadas de proteolipidos. O dominio V1 esta associado a hidrélise
de ATP, do qual fazem parte as subunidades A a H. As subunidades A e B intervém
na hidrélise de ATP, enquanto as subunidades E e G formam as hastes periféricas que
unem as subunidades cataliticas a subunidade a do dominio VO e estabilizam o

complexo durante a rotacdo. As subunidades D e F, constituem o rotor central,
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responsaveis pela ligacdo da energia libertada na hidrolise de ATP a rotacdo das

subunidades c em relacdo a subunidade a (Figura 1.2) (Zhang et al. 2008).

> V1

Citoplasma |

Membrana

Ldmen

Anelc:c,c’, c”

Figura 1.2 — Modelo estrutural da V-ATPase e designagdo das subunidades

constituintes de cada dominio (adaptado de Kane 2007).

A eliminacdo de qualquer uma das subunidades da V-ATPase, referidas
anteriormente, resulta na formacdo de fenétipos muito similares. Estes mutantes séao
caraterizados por terem um crescimento suscetivel ao pH e ao calcio, uma morfologia
anormal do vacuolo, incapacidade de crescimento com fontes de carbono nao
fermentaveis, sensibilidade a presenca de iBes metalicos e as variadas formas de

stress oxidativo (Kane 2007).

1.5.2.3. Mutantes VPS Classe C

Na levedura S. cerevisiae, a familia de proteinas VPS (Vacuolar Protein
Sorting) € codificada por mais de 50 genes. Os quatro genes VPS da classe C, VPS11
(PEP 5), VPS16, VPS18 (PEP 3) e VPS33, codificam proteinas que sao essenciais
para a biogénese do vacuolo. Leveduras deficientes em qualquer um destes genes
ndo apresentam qualquer estrutura do tipo vacuolar, o que resulta num aumento
dréstico da sensibilidade a morte celular (Banta et al. 1988; Raymond et al. 1992;
Eisenberg et al. 2010).
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1.5.2.4. Papel da superfamilia ABC

A familia de transportadores mais comum no mecanismo de desintoxicacdo de
metais por sequestracdo vacuolar é a superfamilia ABC (ATP-binding cassette). Os
transportadores pertencentes a superfamilia ABC catalisam o transporte através da
membrana citoplasmética e vacuolar, dependente de ATP, de véarios compostos
(Fig.1.3). Estes transportadores sdo constituidos por duas metades homologas: o
dominio MSD (membrane spanning domain) e o dominio NBD (nucleotide-binding
domain). A superfamilia ABC encontra-se dividida em varias subfamilias, baseadas na
afinidade de sequéncias dentro do dominio NBD (Paumi et al. 2009).

Figura 1.3 — Localizacdo dos diferentes transportadores da superfamilia ABC na
levedura S. cerevisiae. A subfamilia ABCC esta representada a azul. ER — reticulo
endoplasmatico; M — mitocdndria; N — ndcleo; P — peroxissoma; V — vacuolo (adaptado
de Paumi et al. 2009).

Os transportadores da subfamilia ABCC apresentam um papel importante na
sequestracao de xenobidticos e de metabolitos toxicos 0s quais sdo previamente
conjugados com a GSH, glicuronideo ou sulfato (Paumi et al. 2009). Na levedura S.
cerevisiae o transportador Ycflp foi o primeiro transportador identificado pertencente a

subfamilia de transportadores ABCC, representa uma importante via de sequestracao

14



Estudo da Toxicidade do Chumbo na Levedura Saccharomyces cerevisiae

vacuolar de metais (nomeadamente de cadmio) e xenobidticos conjugados com a
GSH. Pode ainda transportar outros compostos citotoxicos, tais como, toxinas
celulares enddgenas que se formam normalmente no processo metabdlico. As células
sem o transportador Ycflp sdo muito sensiveis ao Cd, Hg, Pb e Sb (lll) e
moderadamente ao As (lll), crescendo normalmente na presenca de outros metais. O
Ycflp catalisa o transporte de metais como o As, Cd e o Hg (Wysocki e Tamas 2010).
Vmrlp é outro transportador importante pertencente a subfamilia ABCC e esta
especialmente envolvido na sequestracdo de variadas drogas. Na auséncia deste
transportador, as células tornam-se sensiveis a presenca de certos metais, como o Cd

e o0 Hg (Paumi et al. 2009).

1.6. Objetivos da presente dissertacéao

O presente trabalho tem como objetivo contribuir para a elucidacdo dos
mecanismos associados com os efeitos toxicos do chumbo, bem como os respetivos
mecanismos de defesa, usando como modelo celular a levedura Saccharomyces
cerevisiae.

Para o efeito sera:

1) efetuado um estudo cinético da viabilidade celular, integridade membranar e
producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) em leveduras expostas a duas
concentracdes de Pb;

2) examinado o contributo das mitocondrias na producdo de ROS induzido por
chumbo;

3) avaliada a importdncia da H'-ATPase vacuolar (V-ATPase) e de
transportadores presentes na membrana vacuolar, pertencentes a superfamilia ABC,
na defesa contra a toxicidade do Pb;

4) visualizado o impacto do Pb na morfologia vacuolar.
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Capitulo 2 — Materiais e Métodos
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2.1. Microrganismos

As estirpes da levedura Saccharomyces cerevisiae utilizadas na presente

dissertagéo encontram-se indicadas na Tabela 2.1. A estirpe BY4741 foi usada como
controlo (WT). Todas as estirpes foram obtidas da EUROSCARF (Frankfurt,
Alemanha), exceto a estirpe 95700 (Vma2p-GFP) que foi obtida da yeast Green

Fluorescent Protein clone collection (Invitrogen, EUA).

Tabela 2.1 — Estirpes da levedura S. cerevisiae usadas neste trabalho.

Referéncia Estirpe Genotipo Comentario
Estirpe (MATa; his3A1; leu2A0; _
BY4741 Estirpe controlo
selvagem (WT) met15A0; ura3A0)
Sem a subunidade A
BY4741; .
Y03883 vmalA do setor catalitico da
YDL185w::kanMX4
V-ATPase
Sem a subunidade B
BY4741; .
Y03266 vma2A do setor catalitico da
YBR127c::kanMX4
V-ATPase
Sem a subunidade ¢
BY4741; _
Y00268 vma3A (proteolipido) da V-
YELO27w::kanMX4
ATPase
BY4741; Sem a subunidade a
Y07328 vph1lA
YOR270c::kanMX4 da V-ATPase
Sem a proteina da
BY4741;
Y04069 ycflA membrana vacuolar
YHLO35c::kanMX4
Ycflp
Sem a proteina da
BY4741;
Y00928 vmrlA membrana vacuolar
YHLO35c::kanMX4
Vmrlp
Subunidade B do
setor catalitico da V-
ATPase (Vmazp)
95700 .
Vmaz2p-GFP BY4741; VMA2-GFP marcada na regiao
(YBR127c¢)

terminal-C com a
proteina verde

fluorescente (GFP)
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2.2. Condicbes de crescimento

As estirpes foram armazenadas a 4°C, em tubos contendo YEPD — agar: 1%
(m/v) extrato de levedura, 2% (m/v) peptona, 2% (m/v) glucose e 2% (m/v) agar. Os
mutantes foram mantidos sob uma pressao seletiva em YEPD — agar com 0,02% (p/v)
geneticina.

As pré-culturas foram preparadas em 10 ou 40 ml, de meio liquido YEPD ou
YEPGIi [1% (m/v) extrato de levedura, 2% (m/v) peptona e 2% (v/v) glicerol], em
frascos de Erlenmeyer de 100 ml de capacidade. As células foram incubadas, num
agitador orbital, a 25°C e 150 rpm, durante 8 (YEPD) ou 24h (YEPGIi).

As culturas, em fase exponencial de crescimento, foram obtidas por inoculagéo
de 40 ou 100 ml de meio liquido YEPD ou YEPGIi, em frasco Erlenmeyer com 100 ou
250 ml de capacidade, respetivamente, com o volume apropriado da pré-cultura por
forma a se obter, apés 16h (YEPD) ou 24h (YEPGIi) uma DOsoo ~ 1. As culturas foram

incubadas nas mesmas condigfes das pré-culturas.
2.3. Determinagdo do numero de células

As células retiradas dos frascos de Erlenmeyer foram diluidas (10 ou 20x) em
agua desionizada, uma vez que densidade o6tica (DO) a 600 nm néo deve ser superior
a 0,6. A DO foi medida num espetrofotdmetro com o comprimento de onda de 600 nm.

O numero de células foi determinado segundo a Equacéo 2.1.
N° células x 10%/ml = 20,237 x DOgo — 0,1348 (Equacéo 2.1)
2.4. Preparacdo da suspenséao de células

As células, em fase exponencial de crescimento, foram removidas por
centrifugacdo (2000 x g, 5 minutos) e lavadas duas vezes com agua desionizada.
Posteriormente, as células foram suspensas em 10 ml de 4gua desionizada. Todo este
tratamento foi realizado em condicfes estéreis. A determinacdo do nimero de células

foi efetuada de acordo com o procedimento descrito na secgéo 2.3.
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2.5. Avaliacao da suscetibilidade ao chumbo

As células foram obtidas e preparadas como descrito nas seccdes 2.2. e 2.4.
Em seguida, foram colocadas em tamp&o MES (10 mmol/l, pH 6,0), com 2% (m/v) de
glucose ou 2% (m/v) de glicerol. Posteriormente, foi adicionado um volume apropriado
de uma solucdo padréo (2000 mg/l, Merck) de chumbo ou de 4gua desionizada, de
modo a se obter uma gama de trabalho de 0 a 1000 umol/l de chumbo. As suspensbes
celulares, em frascos Erlenmeyer de 100 ou 250 ml de capacidade, foram agitadas a
150 rpm a 25°C, durante 3 horas.

Foram retiradas duas amostras de 1 ml, antes e apds a adicdo do chumbo,
para tubos contendo 9 ml de EDTA (3 mmol/l) estéril. As amostras foram,
seguidamente, diluidas em 9 ml de &gua desionizada estéril (3 ou 4 vezes) e foi
realizado o plaqgueamento em YEPD-agar (Figura 2.1) ou YEPGIi-agar. As coldnias
foram contadas ap6s 3 a 5 dias de incubagdo a 25°C. A viabilidade celular foi
determinada usando o nimero de unidades formadoras de col6nias (UFC) no tempo
zero (100%).

Figura 2.1 — Plagueamento em YEPD-agar para determinacéo da viabilidade celular.

2.6. Estudo daintegridade membranar

A avaliagdo da integridade membranar foi realizada usando o iodeto de
propideo (IP). O ensaio foi preparado como descrito na secgdo 2.5; 5 minutos antes
dos tempos definidos (indicados na figura 3.2), foi retirado 1 ml da suspensao para um
Eppendorf, ao qual foi adicionado IP (numa concentragéo final de 3 pyg/ml), sendo
depois colocado a incubar, no escuro, a 25°C. ApGs incubacdo, as amostras foram

diluidas em tamp&o MES (de modo a se obter uma densidade de 2x10° células/ml). A
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analise das amostras foi efetuada no citbmetro de imagem Tali (Invitrogen, Life). Em
cada ensaio foram analisadas cerca de 10000 células, utilizando o canal vermelho (Ex
= 543/22 nm; Em = 585 nm).

Como controlo positivo, as células foram inativadas a 65°C, durante 60 minutos
e, posteriormente, coradas e analisadas de acordo com o procedimento descrito para

0 ensaio com chumbo.

2.7. Determinacdo da producdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS)

A avaliacdo da producgéo intracelular de ROS foi efetuada com as sondas
H,DCFDA e DHE. Para o efeito, as células foram suspensas numa concentracao final
de 1 x 107 células/ml em tamp&o MES (10 mmol/l e pH 6,0), com 2% (m/v) de glucose
e adicionado H,DCFDA numa concentracao final de 20 umol/l. As suspensbes
celulares foram homogeneizadas e incubadas durante 20 minutos, no escuro, a 25°C.
Posteriormente, foi adicionado um volume apropriado da solucdo de chumbo ou de
agua desionizada, por forma a se obterem concentragdes entre 0 e 1000 umol/l. Para
a coloracdo com DHE o procedimento foi similar ao descrito para o H,DCFDA. Para
tal, as células foram incubadas com DHE, numa concentracdo final de 8 umolll,
durante 10 minutos, a 25°C, no escuro, antes da adicdo de chumbo ou de &gua
desionizada (controlo).

A intensidade de fluorescéncia foi medida, em intervalos de tempo definidos,
num leitor de microplacas (PerkinElmer, Victor®). Para o H,DCFDA, o comprimento de
onda de excitacdo foi de 485/14 nm e de emissdo 535/25 nm. No caso do DHE, o
comprimento de onda de excitacéo foi de 485/14 nm e de emissdo 620/8 nm. O valor
de fluorescéncia, unidade relativa de fluorescéncia (URF), foi corrigido subtraindo o
valor da autofluorescéncia do tampéo, do chumbo e da sonda fluorescente usada.

Para a andlise por microscopia de fluorescéncia, as células foram tratadas
como descrito em cima e observadas em microscOpio equipado com um sistema de
filtros 13 (H,DCFDA/IP) ou N2.1 (DHE) da Leica. As imagens foram adquiridas usando

uma camara Leica DC 300F e processadas usando software Leica IM50.
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2.8. Obtencdo de mutantes deficientes respiratérios (p°)

A obtencé@o de mutantes deficientes respiratérios foi realizada de acordo com o
procedimento descrito na literatura (Rickwood et al. 1988). Deste modo, as células da
estirpe BY4741, em fase exponencial de crescimento (DOgoonm = 0,5), foram
inoculadas numa concentracéo final de 1 x10° células/ml, em 10 ml de YEPD,
contendo brometo de etidio numa concentracdo final de 40 ug/ml. A cultura foi
incubada no escuro, a 25°C, com uma agitacdo de 150 rpm. Apés 24 h, 100 ul da
cultura foi reinoculada em 10 ml de YEPD, contendo brometo de etidio numa
concentracdo final de 40 ug/ml e incubada nas condi¢cbes anteriormente descritas.
Ap6s 24h, foi efetuada uma diluicdo sucessiva da cultura, em agua desionizada, e
realizado o plagueamento em YEPD-agar. As placas foram incubadas a 25°C, durante
3 a 5 dias. Foram selecionadas 10 col6nias as quais foram sujeitas a um rastreio de
confirmacdo quanto a sua deficiéncia respiratéria utilizando-se para o efeito placas de
YEPD e YEPGIi. Os mutantes incapazes de crescer em YEPGIi foram novamente
plaqueados em YEPD e YEPGIi e subsequentemente observados microscopicamente,

apo6s coloracdo com DAPI, como descrito na secgdo 2.10.
2.9. Quantificacdo de mutantes deficientes respiratorios

A quantificacdo de mutantes deficientes respiratorios em células expostas a
chumbo foi realizada através do plagueamento, da diluicdo conveniente, em YEPD-
agar e em YEPGIi-agar. A percentagem de deficientes respiratérios (%DR) foi
determinada através da equacéo 2.2:

% DR = (n°colénias YEPD-n°colénias YEPGIi)/(n°col6nias YEPD) x 100 (Equacéo 2.2)
2.10.Coloragédo do ADN nuclear e mitocondrial

Para a coloragdo do nucleo e das mitocondrias foi usado o corante 4,6-
diamino-2-fenilindol (DAPI). Células das culturas em fase exponencial de crescimento
foram centrifugadas, lavadas e seguidamente suspensas em PBS (40 mmol/l, pH 7,4).
As células foram coradas com DAPI (numa concentragdo final de 3 pmol/l) e
incubadas, a temperatura ambiente, no escuro, durante 15 minutos. As células foram
analisadas num microscopio de fluorescéncia, equipado com um sistema de filtros A

(Leica). As imagens foram adquiridas e processadas como descrito anteriormente.
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2.11. Analise da morfologia vacuolar

A andlise da morfologia vacuolar das células expostas a chumbo foi efetuada
recorrendo-se a estirpe Vma2p-GFP. Esta estirpe apresenta a subunidade B do
dominio V1 (Vma2p) da V-ATPase marcada no seu terminal C com a proteina verde
fluorescente (GFP), o que permite localizar a membrana vacuolar sem necessidade de
qualquer coloracdo (Sambade et al. 2005).

As células da estirpe Vma2p-GFP, em fase exponencial de crescimento (DOgqo
~1.0) foram lavadas e tratadas como descrito para a estirpe BY4741.
Subsequentemente, as células foram lavadas e suspensas em tampao HEPES (10
mmol/l, pH 7,4), com 2% (m/v) de glucose e observadas num microscépio de
fluorescéncia, equipado com um sistema de filtros GFP (Leica). As imagens foram

adquiridas e processadas como descrito anteriormente.

2.12.Reprodutibilidade dos resultados e tratamento estatistico

Todas as experiéncias foram repetidas independentemente, duas a seis vezes.
A medicdo de fluorescéncia, em cada experiéncia, foi efetuada em quadruplicado. Os
resultados estdo apresentados como a média das experiéncias e 0s respetivos
desvios padrdo com um limite de confianca de 95%.

Os valores das médias da viabilidade celular foram sujeitos a um tratamento
estatistico: one-way ANOVA, seguido pelo método comparagcdo multipla de Tukey —
Kramer ou teste t, para amostras independentes.

Os valores de ECsy, representam a concentracdo de chumbo que causa a perda
de 50% da capacidade proliferativa da populacdo (viabilidade), usando como
comparagdo o controlo positivo (c€lulas ndo expostas a chumbo). Os valores de
concentracéo efetiva (EC) foram calculados utilizando o programa TOXCALC versao
5.0.32 (Tidepool Scientific Software).
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Capitulo 3 — Resultados e Discussao

25



Estudo da Toxicidade do Chumbo na Levedura Saccharomyces cerevisiae

26



Estudo da Toxicidade do Chumbo na Levedura Saccharomyces cerevisiae

3.1. Estudo datoxicidade do chumbo

Primeiramente, o presente trabalho teve como objetivo o estudo do efeito tdxico
induzido pelo chumbo na levedura S. cerevisiae, através da andlise da viabilidade
celular, da integridade membranar e da producdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS).

3.1.1. Perda da capacidade proliferativa

A presenca de chumbo pode ter diversas consequéncias na levedura S.
cerevisiae, tais como a perda da viabilidade celular (Van der Heggen et al. 2010) e a
producdo de espécies reativas de oxigénio (Bussche e Soares 2011). Os estudos
anteriormente descritos foram realizados numa estirpe industrial (cervejeira). No
presente trabalho, foi avaliado o impacto de duas concentra¢cdes de chumbo, 250 e
1000 pmol/l, na viabilidade celular (estimada pela capacidade das células proliferarem
em YEPD - agar) da estirpe laboratorial BY4741.

Analisando a Figura 3.1 verifica-se que, para ambas as concentragfes de
chumbo, h&4 uma perda progressiva da capacidade de proliferacdo celular da estirpe
BY4741. Para a concentragao de 250 umol/l Pb, ao fim de 3 horas, ~53% das células
apresentaram a capacidade de formar colénias. Para 1000 pmol/l, ao fim de 3 horas, a
viabilidade celular da estirpe foi de ~17%. No estudo anteriormente referido (Bussche
e Soares 2011), onde foi usada uma estirpe industrial da levedura S. cerevisiae, as
células incubadas com 1000 pymol/l, durante 6 horas, apresentaram uma viabilidade de
16% (Bussche e Soares 2011). Os resultados obtidos no presente trabalho permitiram
verificar que a estirpe laboratorial BY4741 € mais sensivel ao chumbo que a estirpe

cervejeira.
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Figura 3.1 — Viabilidade da levedura S. cerevisiae BY4741 durante a exposi¢cdo ao
chumbo. As células foram suspensas no tampado MES (10 mmol/l a pH 6,0), com 2%
(m/v) de glucose, tratadas na auséncia de chumbo (quadrados a preto) ou com as
concentragdes de 250 ymol/l (circulos a branco) ou 1000 umol/l Pb (circulos a preto).
A viabilidade foi estimada pela contagem de unidades formadoras de colénias (UFC).
Os valores apresentados correspondem a média de pelo menos seis experiéncias
independentes. Os desvios padrao estdo apresentados com um limite de confianga de
95% (barras de erro verticais). Para todos os tempos de ensaio, a diferenca entre 250
e 1000 umol/l de chumbo é muito significativa (teste t para amostras independentes; P
<0,001).

3.1.2. Perda daintegridade membranar

A morte celular pode estar relacionada com varios fatores, tais como, a perda
da capacidade proliferativa e a disrupcdo da membrana celular. No entanto, esta
descrito que é possivel ocorrer a perda da capacidade proliferativa sem que haja a
perda da integridade da membrana celular (Wloch-Salamon e Bem 2013).

Para se avaliar o efeito do Pb na integridade da membrana celular, as células
da estirpe S. cerevisiae BY4741 ap0s a exposi¢cdo a duas concentracdes de chumbo
(250 e 1000 pmol/l) foram incubadas com IP; a andlise das células foi efetuada por
citometria de imagem (Figura 3.2A). O IP é excluido das células com a membrana
integra; pelo contrario, as células com a membrana celular danificada sdo penetradas
pelo corante o qual apresenta uma marcada fluorescéncia laranja-vermelho apos se

ligar aos acidos nucleicos (Haugland 2005) (células IP positivo — Figura 3.2B).
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Figura 3.2 — Integridade membranar das células da levedura S. cerevisiae BY4741
durante a exposicdo ao chumbo. As células (1x10” células/ml) foram suspensas no
tampédo MES e incubadas com 250 pmol/l ou 1000 umol/l Pb; a tempos definidos as
células foram incubadas com IP. A — Histogramas obtidos por citometria de imagem
para células no inicio do ensaio (t=0) ou apds 3h de exposi¢do a 1000 pumol/l Pb; como
controlo positivo (perda da integridade membranar da populagéo celular) as células
foram tratadas termicamente (65°C, 60 min); a linha azul representa o limiar de URF
selecionado. B — Fotos de imagens representativas das condi¢ges referidas em A; o
circulo a vermelho identifica uma célula IP positiva. C — Evolu¢cdo da perda da
integridade membranar (percentagem de células IP positivo) das leveduras incubadas
com 250 pmol/l (quadrados a preto) ou 1000 umol/l Pb (quadrados a branco). Os
valores apresentados correspondem a média de trés experiéncias independentes. Os
desvios padréo estdo apresentados com um limite de confianga de 95% (barras de

erro verticais).
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Na figura 3.2C é possivel observar que ndo ocorre uma perda importante da
integridade da membrana celular, ao longo do tempo de exposi¢cédo ao chumbo. Ao fim
de 3 horas, a perda da integridade membranar (células IP positivo) é semelhante (~1
%) para ambas as concentracdes de chumbo. A andlise comparativa da capacidade
proliferativa (Figura 3.1) e da integridade membranar (Figura 3.2) da estirpe
laboratorial usada no presente trabalho, quando exposta até 1000 umol/l Pb, permite
concluir que a incapacidade das células se multiplicarem ndo esti associada a perda
da integridade membranar. Assim, a morte celular ndo tem como consequéncia direta
a disrupcdo da membrana celular. Estes resultados estdo de acordo com os descritos
na literatura, para uma estirpe industrial da levedura S. cerevisiae, segundo 0s quais
as células incubadas com 1000 ymol/l, durante 6 horas, ndo apresentaram uma perda

apreciavel da integridade membranar (Bussche e Soares 2011).

3.1.3. Inducdao de espécies reativas de oxigénio

Formas de vida aerdbias requerem que 0 organismo seja capaz de resistir aos
danos causados pelo ROS (Avery 2011). Est4 descrito que certos metais tém a
capacidade de promover danos através da inducdo da producdo de ROS nas células,
podendo ainda conduzir a inibicdo do crescimento e & morte celular (Avery 2001).
Nesse sentido, foi realizado o estudo da influéncia do chumbo na producdo de ROS na
estirpe BY4741, utilizando-se para o efeito duas sondas: diacetato de 2'7-
diclorofluoresceina (H,DCFDA) e dihidroetidio (DHE). A sonda H,DCFDA, na presenca
de H,0,, é oxidada a 2',7'- diclorofluoresceina e exibe fluorescéncia verde. A sonda
DHE na presenca do anido superoxido (O,") é oxidada a etidio, produzindo uma
fluorescéncia vermelha (Guaragnella et al. 2007).

A figura 3.3 apresenta os resultados obtidos para ambas as sondas com a
concentracéo de 1000 umol/l de Pb. Pela andlise da figura, verifica-se que, em termos
cinéticos, o anido superéxido precede o aparecimento do peréxido de hidrogénio; a
formacdo de anido superoxido foi detetada entre os 45 e 60 minutos, enquanto a
formacao de peroxido de hidrogénio foi detetada entre os 60 e 90 minutos. Resultados
similares foram observados quando as células foram expostas a 250 umol/l de chumbo
(resultados ndo mostrados). Estes resultados estdo de acordo com o que foi
anteriormente descrito (Equacéo 1.2 - Capitulo 1), uma vez que o anido superoxido da
origem ao H,0, (Avery 2001; Perrone et al. 2008). E possivel ainda observar através
da figura 3.3 que a presenca de chumbo aumenta drasticamente a producdo de ROS

nas células da estirpe BY4741.
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Figura 3.3 — Producdo de ROS pela levedura S. cerevisiae BY4741 quando exposta a
1000 pmol/l de chumbo. A — Utilizagdo da sonda DHE para monitorizar a produgéo do
anido superoxido. B — Utilizacdo da sonda H,DCFDA para avaliar a producéo de H,0,.
As células foram incubadas em tampdo MES com DHE ou com H,DCFDA, durante 10
e 20 minutos, respetivamente, e colocadas na auséncia de chumbo (quadrados pretos)
ou na presenca de 1000 pmol/l de chumbo (quadrados brancos). Os valores
apresentados correspondem a média de quatro medicdes de fluorescéncia. Os
desvios padrdo estdo apresentados com um limite de confianca de 95% (barras de
erro verticais). A figura € uma representacao tipica de uma experiéncia repetida pelo

menos seis vezes.
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H,DCFDA/ IP

DHE

As células incubadas com o H,DCFDA e com 1000 umol/l de chumbo, durante
3 horas, apresentam uma forte fluorescéncia verde devido a acumulagéo intracelular
de ROS (Figura 3.4). O mesmo é observado com o DHE, para as mesmas condi¢cdes,
onde as células exibem uma nitida fluorescéncia vermelha (Figura 3.4). No controlo
(células incubadas na auséncia de chumbo), quando é usado o H,DCFDA, nao se
observa a acumulacao de H,O, no interior da célula. Relativamente ao DHE, o controlo

apresenta apenas uma ténue fluorescéncia vermelha.

[Pb2*] 1000 pmol/l Controlo

Figura 3.4 — Visualizagdo da acumulagdo intracelular de ROS pela levedura S.
cerevisiae BY4741 quando exposta a 1000 pumol/l de chumbo. As células foram
incubadas com H,DCFDA e IP ou com DHE, sendo posteriormente colocadas na
auséncia (controlo) ou na presenca de 1000 pmol/L de chumbo, durante 3h.
Fotografias de microscopia de fluorescéncia (A e C) e fotografias de microscopia de

contraste de fase das mesmas células (B e D).

Em resumo, a produgéo do anido superéxido antecede a producgéo de H,O, em
células de S. cerevisiae expostas a chumbo. Por outro lado, foi possivel observar que
o tratamento com chumbo aumenta drasticamente a producdo e acumulacdo de ROS
nas células, o que similarmente pode ser observado para a perda de viabilidade
celular (Figura 3.1). Em conjunto, estes resultados sugerem que a producédo elevada
de ROS, induzida pelo chumbo, podera estar na origem da perda da capacidade de

proliferagcéo da levedura em estudo.
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3.2. Papel das mitocondrias no stress oxidativo induzido por

chumbo

Um outro objetivo deste trabalho consistiu na avaliacdo da influéncia das

mitocéndrias na producao de ROS induzido pelo chumbo.

3.2.1. Obtenc&o de mutantes p°

A levedura S. cerevisiae € um microrganismo aerébio facultativo e, por isso,
tem a capacidade de sobreviver a mutacées no ADN mitocondrial ou a sua auséncia.
Uma célula normal da levedura S. cerevisiae contém cerca de 20-35 moléculas de
ADN mitocondrial (Rickwood et al. 1988). As mutacdes no ADN mitocondrial das
células respiratérias competentes resultam em células deficientes respiratorias.
Quando as mutac6es conduzem a perda de todo o ADN mitocondrial os mutantes sao
designados por mutantes p° (Rickwood et al. 1988).

Esta descrito que as mitocondrias, especificamente a cadeia respiratéria, séo
frequentemente a maior fonte de producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS)
(Milgrom et al. 2007). Deste modo, foi estudada a influéncia das mitocondrias no stress
oxidativo induzido pelo chumbo. Para tal, foi usado um mutante p° obtido apds a
incubacéo da estirpe BY4741 com brometo de etidio. Os mutantes p° séo incapazes
de crescer em fontes de carbono nao fermentaveis, como é o caso do glicerol (Figura
3.5).

Figura 3.5 — Crescimento em placa dos mutantes p°. A — Crescimento em YEPD-agar.
B — Incapacidade de crescimento em fonte de carbono ndo fermentavel (glicerol),
YEPGIi-agar.
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Para confirmar a perda total do ADN mitocondrial do mutante utilizado neste
trabalho foi usado o corante 4’,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI), que cora o ADN
existente quer no nucleo quer nas mitocondrias das células (Figura 3.6).

Figura 3.6 — Visualizagdo do ADN por coloracdo com DAPI. A — Visualizagdo do ADN
nuclear e mitocondrial da estirpe BY4741. B — Visualizagdo do ADN nuclear do

mutante p°. Seta 1: nlcleo; seta 2: mitocondrias.

3.2.2. Sensibilidade ao chumbo da estirpe BY4741 e do respetivo

mutante p°

Para o estudo do papel das mitocondrias na producéo de ROS foi comparada a
suscetibilidade a diferentes concentragdes de chumbo do mutante p° e da estirpe WT.
Tal como se pode observar na figura 3.7, a suscetibilidade ao chumbo, para as
concentracdes de 100 a 1000 umol/l, da estirpe BY4741 é significativamente maior (P
<0,001) que a do mutante p°. As células da estirpe parental, incubadas durante 3
horas com 100 umol/l de chumbo, apresentam uma viabilidade de 62%, enquanto as
células do mutante p°, incubadas nas mesmas condicdes, apresentam uma viabilidade
de 89% (Figura 3.7). As células da estirpe BY4741 incubadas com 250, 500 e 1000
pumol/l de chumbo apresentam uma viabilidade de 51, 33 e 13%, respetivamente. No
entanto, para as mesmas condi¢bes, 0 mutante p0 apresenta uma viabilidade de ~ 79,

53 e 24%, respetivamente (Figura 3.7).
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Figura 3.7 — Sensibilidade ao chumbo da levedura S. cerevisiae BY4741 e do
respetivo mutante p°. As células, na fase exponencial de crescimento, da estirpe
BY4741 (barra preta) e do mutante p° (barra branca) foram suspensas no tamp&o
MES e tratadas com diferentes concentragbes de chumbo, durante 3 horas. A
viabilidade foi estimada pela contagem de unidades formadoras de col6nias (UFC). Os
valores apresentados correspondem a média de pelo menos seis experiéncias
independentes. Os desvios padréo estdo apresentados com um limite de confianca de
95% (barras de erro verticais). Para as concentracbes de Pb testadas, a diferenca
entre a estirpe BY4741 e o mutante p° é muito significativa (teste t para amostras
independentes; P <0,001).

A estirpe parental (BY4741) apresenta uma maior perda de viabilidade
(avaliada por um ensaio clonogénico) que o respetivo mutante p°. Esta diferenca de
suscetibilidade ao chumbo poderd estar associada a uma maior acumulacdo
intracelular de ROS na estirpe BY4741. Com o objetivo de testar esta possibilidade, as
células da estirpe BY4741 e do respetivo mutante p° foram incubadas com H,DCFDA e
subsequentemente expostas a duas concentragcbes de chumbo. Como se pode
observar na figura 3.8, a estirpe BY4741 apresenta uma maior producdo de ROS que
0 respetivo mutante p°, para as concentracdes de 250 e 1000 pmol/l de chumbo.
Assim, estes resultados sugerem que uma parte, importante, da producéo de ROS tem
origem nas mitocondrias embora haja também uma outra fonte de producdo,
possivelmente de origem citoplasmatica, uma vez que o mutante p° apresenta

producédo de ROS, ainda que valores muito mais baixos (Figura 3.8).
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Figura 3.8 — Producdo de ROS pela levedura S. cerevisiae BY4741 e respetivo
mutante p°, induzido pela presenca de chumbo. As células da estirpe BY4741 (barra
preta) e do mutante p° (barra branca) foram incubadas em tamp&do MES com o
H,DCFDA, durante 20 minutos, e colocadas na presenca de 250 e 1000 umol/l de
chumbo, durante 3 horas. Os valores apresentados correspondem a média de quatro
medi¢cdes de fluorescéncia. Os desvios padrédo estdo apresentados com um limite de
confianca de 95% (barras de erro verticais). A figura € uma representacao tipica de

uma experiéncia repetida trés vezes.

Em resumo, o mutante p°, sem o ADN mitocondrial, apresentou uma maior
resisténcia a morte induzida pelo chumbo do que a respetiva estirpe parental e, uma
menor producdo de ROS. Estes resultados sugerem que as mitocdndrias, em
particular a cadeia respiratéria, sdo uma das principais fontes de stress oxidativo

induzido pelo Pb, aumentando, por isso, a suscetibilidade a morte celular.
3.2.3. Avaliacao dainducéo de mutantes deficientes respiratorios

Na subseccéo anterior verificou-se que as mitocondrias sdo uma das principais
fontes de ROS induzido pelo chumbo. Com o objetivo de verificar se as mitocéndrias
sdo também um dos alvos do ROS produzido, efetuou-se a avaliagdo de formacéo de
mutantes deficientes respiratorios induzidos pelo chumbo. Para tal, foi realizado o
plagueamento em YEPGIi-agar e em YEPD-agar, das células da estirpe BY4741 apods
exposicdo a duas concentracbes de chumbo. Uma vez que as células que formam
colénias em YEPGIi-agar sdo competentes respiratorias, sabendo-se o numero total
de células viaveis (obtidas nas placas de YEPD-agar), foi possivel obter a

percentagem de células deficientes respiratérias.
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Pela analise da Figura 3.9, verifica-se que a presenca do chumbo aumenta a
formacdo de mutantes deficientes respiratorios. Ao fim de 3 horas de exposi¢cdo ao
metal, a percentagem de formacdo de mutantes é de ~49 e ~58, para 250 e 1000
pmol/l Pb, respetivamente. No controlo (incubag&o na auséncia de chumbo) ocorreu,
uma formacédo de mutantes deficientes respiratérios de cerca de 2%. Este valor esta
de acordo com os resultados descritos na literatura, segundo os quais a perda da
funcdo mitocondrial ocorre espontaneamente, podendo uma populacdo de leveduras
conter <2% de respiradores deficientes (Kennedy et al. 2003).
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Figura 3.9 — Formacdo de mutantes deficientes respiratorios (DR), induzidos pela
presenca de chumbo, na levedura S. cerevisiae BY4741. As células foram suspensas
no tampao MES e tratadas com diferentes concentra¢cdes de chumbo, durante 3 horas.
A viabilidade foi estimada pela contagem de unidades formadoras de colénias (UFC).
Os valores apresentados correspondem a média de sete experiéncias independentes.
Os desvios padrao estdo apresentados com um limite de confianca de 95% (barras de
erro verticais). A diferenca de formacéo de respiradores deficientes na auséncia e na
presencga das duas concentragdes de chumbo é muito significativa (P <0,001) (ANOVA

e método de Tukey - Kramer).

Os resultados obtidos nesta sec¢do sugerem que as mitocdndrias sdo uma das
principais fontes de formacao de ROS, induzidas pelo chumbo, e sdo também um dos
alvos da sua toxicidade.
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3.3. Papel do vacUlolo na desintoxicacdo do chumbo?

Por ultimo, foi estudado o papel do vacuolo como mecanismo de defesa contra

a toxicidade de metais, nomeadamente o chumbo.
3.3.1. Auséncia de vacuolo e hipersensibilidade ao chumbo

O vacuolo da levedura é um organelo cujas funcionalidades sdo semelhantes
aos lisossomas dos mamiferos e ao vacuolo das células das plantas. Os vacuolos sédo
um compartimento acido, desempenham um papel importante na autofagia, na
regulagdo do pH citosdlico, na homeostasia de ides e no armazenamento de
metabolitos (Eide et al. 2005; Klionsky et al. 1990; Nakatogawa et al. 2009). O vacuolo
€ igualmente importante na desintoxicagdo de metais pesados, através da sua
acumulacédo (sequestracéo vacuolar) (Wysocki e Tamas 2010). A analise comparativa
da perda de proliferacdo celular entre a estirpe BY4741 (estirpe WT) e a estirpe
vpsl6A, pertencente a classe C VPS, desprovida de qualquer estrutura do tipo
vacuolar, permitiu verificar que a auséncia de vacuolo aumenta muito
significativamente a suscetibilidade a presenca de chumbo o que indica, fortemente, o
envolvimento do vacuolo na desintoxicagdo do chumbo (Perez 2012).

3.3.2. O papel da H*-ATPase (V-ATPase)

Tendo em conta a importancia do vacuolo na protecdo contra a toxicidade
induzida por Pb, foi avaliada a funcdo da H'-ATPase vacuolar (V-ATPase) na
desintoxicagcdo do chumbo. Foram usados quatro mutantes com delecdo de
subunidades da V-ATPase (mutantes vma): dois mutantes sem uma das subunidades
do dominio catalitico V1, especificamente, a subunidade A (vmalA) e a subunidade B
(vma24); e, dois mutantes sem as subunidades do dominio VO, associadas a
membrana: a subunidade a (vph1A) e a subunidade ¢ (vma3A). Encontra-se descrito
gue a delecdo de qualquer gene que codifica as subunidades da V-ATPase (com a
excec¢do dos genes VPH1 e STV1) elimina a tipica acidificacdo vacuolar, provocando a

perda da atividade da V-ATPase (fenotipo Vma’). Este fenotipo apresenta uma maior

YA presente seccao contém parte da seguinte publicacao:

Sousa, C.A,, Perez, R.R. e Soares, E.V. 2013. Saccharomyces cerevisiae mutants affected in vacuole
assembly or vacuolar H'-ATPase are hypersensitive to lead (Pb) toxicity. Current Microbiology (DOI
10.1007/s00284-013-0438-y)
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sensibilidade a valores elevados de pH extracelular e incapacidade de crescer em
fontes de carbono nao fermentaveis (Kane 2006; Kane 2007). Os resultados obtidos,
no presente trabalho, mostram que a delecdo de qualquer um dos genes que
codificam as subunidades da V-ATPase origina um aumento muito significativo (P
<0,01) da suscetibilidade ao chumbo (para todas as concentragbes de chumbo e para
todos os mutantes testados), comparativamente a estirpe parental BY4741 (WT)
(Figura 3.10). Para 100 pumol/l de chumbo, a dele¢do do gene VPH1 afetou menos
significativamente (P <0,05), em comparagdo com 0s outros trés mutantes vma
testados, a suscetibilidade ao efeito téxico do chumbo (Figura 3.10). Encontra-se
descrito um efeito similar relativamente a sensibilidade do mutante vphlA ao peréxido
de hidrogénio (Milgrom et al. 2007) e ao herbicida &cido 2,4-diclorofenoxiacético
(Fernandes et al. 2003). Para uma concentragdo mais alta de chumbo (250 umol/l), os
mutantes sem as subunidades A e B do dominio catalitico, onde ocorre a hidrélise do
ATP, apresentaram um significativo (P <0,05) aumento da suscetibilidade ao chumbo,
relativamente aos mutantes sem as subunidades a e ¢ do dominio membranar. Para a
concentracdo mais elevada de chumbo testada (500 pmol/l), o mutante vma2A é
significativamente (P <0,05) mais sensivel que os mutantes vmalA, vma3A e vphlA
(Figura 3.10). Esta descrito que os mutantes vma2A e vma3A sdo defeituosos na
atividade da V-ATPase, mas apresentam uma morfologia normal dos vacuolos (Nelson
e Nelson 1990). Os resultados obtidos neste trabalho, com as estirpes vma, indicam
gue a presenca de uma V-ATPase funcional é importante na defesa contra os efeitos

toxicos do chumbo.
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Figura 3.10 — Comparacdo da suscetibilidade ao chumbo da levedura S. cerevisiae
BY4741 (WT) com os mutantes com delecdo de subunidades da H*-ATPase vacuolar.
1x10" células/ml, na fase exponencial de crescimento, da estirpe WT (barra preta) e
dos mutantes vmalA (barra cinzento claro), vma2A (barra cinzento escuro), vma3A
(barra banca) e vphlA (barra bege escuro) foram tratadas como descrito na figura 3.7.
A viabilidade foi estimada pela contagem das unidades formadoras de col6nias (UFC).
Cada barra representa a média de quatro experiéncias independentes. Os desvios
padrdo estdo apresentados com um limite de confianca de 95% (barras de erro
verticais). As diferencas estatisticas entre a WT e 0os mutantes vma foram analisadas
por ANOVA e pelo método de Tukey-Kramer de comparagcdo multipla. Para cada
concentracdo de chumbo, as médias, representadas com diferentes letras, séo
significativamente diferentes (P <0,05).

Os valores do ECsy para a estirpe WT sdo 1,9-3,3 vezes maiores que para 0s
mutantes vma (Tabela 3.1).
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Tabela 3.1 — Efeito do chumbo na viabilidade das diferentes estirpes da S. cerevisiae.

Estirpe ECso (umol/l) @
WT 266
vmalA 86
vmaz2A 80
vma3A 106
vphlA 139

4 EC — Concentracdo efetiva. ECso corresponde a concentracdo de Pb que induze a
perda da viabilidade de 50% da populacdo. As células foram suspensas em tampao
MES (10 mmol/l, pH 6,0), contendo 2% (m/v) glucose, com diferentes concentracdes
de chumbo, durante 3 horas. A viabilidade foi avaliada pelo plaqueamento das células
em YEPD-agar. Os valores foram obtidos a partir de quatro experiéncias
independentes (n = 16).

Nas leveduras, o vacuolo constitui um importante compartimento de reserva de
ferro e calcio; a troca vacuolar de Ca?"/H", dependente do estabelecimento de um
gradiente de protbes gerado pela V-ATPase, parece desempenhar um papel
importante na homeostasia do calcio (Li e Kane 2009). Alguns metais pesados sao
também sequestrados no vacuolo (Wysocki e Tamas 2010). A perda de atividade de
V-ATPase compromete a atividade de alguns transportadores e a manutengdo de
reservas de polifosfatos no vacuolo, os quais podem sequestrar ides metalicos no seu
interior (MacDiarmid et al. 2002; Li e Kane 2009). Do mesmo modo, o chumbo também
pode ser sequestrado no vactolo, num processo dependente de um gradiente de H*
gerado pela V-ATPase. Consistente com esta possibilidade, mutantes vma, os quais
ndo dispdem de V-ATPase funcional e, consequentemente, apresentam uma perda de
acidificacdo do vacuolo (Kane 2006), exibem uma suscetibilidade aumentada ao
chumbo. Neste contexto, a compartimentacdo do Pb, no vacuolo, pode ser vista como
uma forma de regula¢éo da concentragéo citosdlica do Pb, no sentido de minimizar os
seus efeitos toxicos. Encontra-se descrito um processo de desintoxicagdo similar nas
plantas; uma vez no citosol, a maior parte do Pb é sequestrado no vacuolo,
constituindo, desta forma, um mecanismo de desintoxicacdo (Sharma e Dubey 2005;
Jiang e Liu 2010; Phang et al. 2011).
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3.3.3. Avaliacdo do contributo da subfamilia de transportadores ABCC

Os transportadores vacuolares ABCC, pertencentes a superfamilia de
transportadores ABC, como é o caso dos transportadores Ycflp e Vmrlp, sdo muito
importantes no mecanismo de desintoxicacdo por sequestracdo vacuolar de
substancias organicas toxicas e de metais pesados como é o caso de Cd e de Hg
(Paumi et al. 2009; Wysocki e Taméas 2010). Prévéral et al. (2006) sugere o
envolvimento de Ycflp no transporte vacuolar de Pb, Sh, Hg e As, baseado na
incapacidade da estirpe ycflA crescer na presenca destes metais; contudo, estes
resultados devem ser vistos com alguma precaucdo tendo em conta a complexacéo
e/ou precipitacdo do Pb pelos componentes do meio de cultura.

No presente estudo, a suscetibilidade (através de um ensaio clonogénico) a
presenca de chumbo da estirpe BY4741 (WT) foi comparada com a de dois mutantes:
um defetivo no transportador vacuolar Ycflp (estirpe ycflA) e o outro defetivo no
transportador vacuolar Vmrlp (estirpe vmrlA). A exposicdo ao chumbo ocorreu no
tampdo MES, o qual ndo complexa o chumbo (Soares et al. 1999). Uma vez que o
promotor do gene VMR1 apresenta uma maior atividade quando o crescimento ocorre
numa fonte de carbono néo fermentavel, como é o caso do glicerol (Wawrzycka et al.
2010), o crescimento das estirpes, a exposicdo ao chumbo e o ensaio de
clonogenicidade ocorreu na presenga de glicerol.

A figura 3.11 apresenta os resultados obtidos para as trés estirpes, durante a
exposicdo ao chumbo. Como se pode verificar ndo houve uma alteracéo apreciavel da
viabilidade celular para todas as concentragdes de chumbo estudadas. Foi observado
um resultado similar quando a concentracdo de chumbo foi elevada para 1000 umol/I
(resultados ndo mostrados). O crescimento e exposicdo ao Pb numa fonte de carbono
nao fermentescivel parece aumentar a resisténcia ao Pb, comparativamente ao
crescimento na presencga de glucose. Hanselaer (2013) observou que as células das
estirpes ycflA e vmrlA, em fase exponencial ou em fase estacionaria, crescidas em
YEPD, perdem a viabilidade celular apés exposicdo ao chumbo; contudo, estas

estirpes ndo apresentam uma maior suscetibilidade ao Pb que a estirpe WT.
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Figura 3.11 — Comparacéo da suscetibilidade ao chumbo da levedura S. cerevisiae
BY4741 (WT) com mutantes defetivos em transportadores vacuolares pertencentes a
subfamilia ABCC. As células das estirpes WT (barra preta), ycflA (barra cinzenta) e
vmrlA (barra branca), cresceram em YEPGIi e foram suspensas em tampdo MES,
com 2% (v/v) glicerol, na presencga de diferentes concentragées de chumbo, durante 3
horas. A viabilidade foi avaliada através da capacidade das células proliferarem em
YEPGIli-agar. Os valores foram obtidos a partir de pelo menos duas experiéncias
independentes, realizadas em duplicado. Os desvios padréo estdo apresentados com
um limite de confianca de 95% (barras de erro verticais).

Tendo em conta os resultados obtidos nao foi possivel clarificar o papel dos
transportadores ABCC, na desintoxicacdo do chumbo. Deste modo, sugere-se a
realizacdo de experiéncias adicionais por forma a esclarecer se os transportadores
pertencentes a subfamilia ABCC estdo envolvidos no processo de sequestracao
vacuolar do Pb.

3.3.4. Modificagcdo da morfologia do vacuolo induzida por chumbo

A morfologia do vacuolo de levedura pode mudar em resposta a diferentes
condigBes extracelulares (Li e Kane 2009). Na avaliacdo do possivel impacto do
chumbo na morfologia do vacuolo de levedura foi utilizada uma estirpe na qual a
subunidade B (vma2p) do sector catalitico da V-ATPase se encontra marcada, na
regido terminal-C, com a proteina verde fluorescente (GFP) (estirpe Vma2p-GFP).
Este método parece ser particularmente Gtil na analise do impacto de estimulos
externos na morfologia vacuolar, uma vez que ndo é necessaria a coloracdo da

membrana do vacuolo (Izawa e Liu 2010). As células em fase exponencial de
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crescimento, apos incubacdo durante 3 horas em tampdo MES (pH 6,0) com 2%
glucose, na auséncia de chumbo, mantiveram a sua morfologia tipica vacuolar: a
presenca de multiplos I6bulos de tamanho médio (Figura 3.12). Por seu turno, a
exposicao das células de levedura a 500 umol/l de chumbo, durante 3 horas, originou
a fusé@o dos I6bulos num Unico enorme vacuolo. Foi observado a transi¢cdo entre
multiplos l6bulos de tamanho médio e um U(nico vacuolo na maioria das células
expostas a 250 pmol/l de chumbo (Figura 3.12). Estes resultados sugerem que a
alteracao da morfologia vacuolar de uma estrutura com 3-4 I6bulos de tamanho médio

para um unico vacuolo pode ser consequéncia da acumulagédo de chumbo no vacuolo.

[Pb2+] (umolll)
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Figura 3.12 — Impacto do chumbo na morfologia vacuolar. As células da estirpe
Vma2p-GFP, em fase exponencial de crescimento, foram tratadas como descrito na
figura 3.1 e observadas por microscopia de fluorescéncia (painel superior) ou por

microscopia de contraste de fase (painel inferior).

Os resultados apresentados nesta sec¢cdo mostram que a mutacdo de genes
essenciais a funcdo da V-ATPase (delecdo dos genes VMA1, VMA2, VMA3 e VPH1)
induz um aumento da suscetibilidade a toxicidade do chumbo. Estes dados
evidenciam a importancia do vacuolo na desintoxicacdo do chumbo na levedura
Saccharomyces cerevisiae. Possivelmente, a compartimentagdo do chumbo no
vacuolo impede a sua acumulacao no citosol e, consequentemente, a manifestacao

dos seus efeitos toxicos.
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Capitulo 4 — Conclusobes
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4.1. Conclusodes

Os estudos desenvolvidos na presente dissertacdo, utilizando a levedura

Saccharomyces cerevisiae como modelo celular, permitiram obter as seguintes

conclusdes:

1)

2)
3)

4)

5)

6)

O Pb, até 1000 umol/l, durante 3h, induz nas leveduras a perda da capacidade
proliferativa e a acumulacdo intracelular de espécies reativas de oxigénio
(anidao superéxido e peroxido de hidrogénio), na auséncia da perda de
integridade membranar;

As mitocdndrias constituem uma das principais fontes de ROS induzido por Pb;
A acumulacéo intracelular de ROS, induzido pelo chumbo, origina mutages no
ADN mitocondrial, com a consequente producdo de células deficientes
respiratorias;

O vacuolo esta envolvido na desintoxicacdo do chumbo, sendo neste processo
essencial a presenca, num estado funcional, da V-ATPase;

As proteinas transportadoras da membrana vacuolar Ycflp e Vmrlp,
pertencentes a superfamilia ABC, parecem ndo estar envolvidas na
sequestracao vacuolar de Pb;

O chumbo induz uma modificacdo da morfologia do vacuolo.
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Capitulo 5 — Sugestbes para trabalhos futuros
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5.1. Sugestdes para trabalhos futuros

No sentido de continuar, aprofundar e complementar o trabalho desenvolvido
na presente dissertagdo, sugere-se como trabalho futuro, a comparagdo da
capacidade de acumulacdo de Pb pela estirpe WT com a de mutantes sem vacuolo ou
com a funcdo vacuolar comprometida. Adicionalmente, sugere-se um estudo mais
aprofundado do possivel contributo das proteinas transportadoras pertencentes a
superfamilia ABC, na sequestracdo vacuolar do Pb, nomeadamente através do

crescimento das estirpes em diferentes fontes de carbono.
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