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Sumario

A presenca de metais pesados no meio ambiente deve-se, principalmente, a ativida-
des antropogénicas. Ao contrario do Cu e do Zn, que em baixas concentracdes sao essen-
ciais para o normal funcionamento celular, ndo se conhece para o chumbo nenhuma fungéo
bioldgica. O chumbo apresenta efeitos toxicos, € considerado possivel agente carcinogéneo,
sendo classificado como poluente prioritario pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos EUA
(US-EPA).

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o papel da glutationa e do vacuolo,
como mecanismos de defesa, contra os efeitos toxicos induzidos pelo chumbo, usando co-
mo modelo a levedura Saccharomyces cerevisiae.

A levedura S. cerevisiae quando exposta a varias concentracdes de chumbo, durante
3h, perde a viabilidade e acumula espécies reativas de oxigénio (ROS). O estudo compara-
tivo da perda de viabilidade e acumulagédo de ROS em células de uma estirpe selvagem (WT)
e de estirpes mutantes, incapazes de produzir glutationa devido a uma deficiéncia no gene
GSH1 (4gshl) ou GSH2 (4gsh2), mostrou que as estirpes Agshl ou Agsh2 ndo apresenta-
vam um aumento da sensibilidade ao efeito téxico do chumbo. No entanto, o tratamento de
células da estirpe WT com iodoacetamida (um agente alquilante que induz a deplecéo de
glutationa) aumentou a sensibilidade das células a presenca de chumbo. Pelo contrério, o
enriquecimento em GSH, através da incubacado de células WT com glucose e uma mistura
de aminoacidos que constituem a GSH (acido L-glutamico, L-cisteina e glicina), reduziu o
stress oxidativo e a perda de viabilidade induzida por chumbo.

A importéncia do vacuolo, como mecanismo de defesa, foi avaliada através da utiliza-
¢do de um mutante sem qualquer estrutura vacuolar (4vps16) ou de mutantes deficientes na
subunidade catalitica A (Avmal) ou B (4vma2) ou no proteolipido - subunidade ¢ (4vma3) da
V-ATPase. As células da estirpe 4vpsl6 apresentaram uma elevada suscetibilidade a pre-
senca de chumbo. As células das estirpes deficientes na subunidade A, B ou c da V-ATPase,
apresentaram uma maior perda de viabilidade, quando expostas a chumbo, do que as célu-
las da estirpe WT, mas menor do que a da estirpe Avpsl6.

Em conclusao, os resultados obtidos, no seu conjunto, sugerem que a glutationa esta
envolvida na defesa contra a toxicidade provocada por chumbo; todavia, a glutationa, por si
s0, parece nao ser suficiente para suster o stress oxidativo e a perda de viabilidade induzida

por chumbo. O vacuolo parece constituir um importante mecanismo de defesa contra a toxi-
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cidade provocada por chumbo. A V-ATPase parece estar envolvida na compartimentagcado de

chumbo no vacuolo.

Palavras chave: chumbo; glutationa; Saccharomyces cerevisiae; stress oxidativo; toxicida-

de de metais pesados; vacuolo; V-ATPase.
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Abstract

The presence of heavy metals, in the environment, is mainly due to anthropogenic ac-
tivities. On the contrary to copper and zinc, which are essential, at low concentrations, for the
normal cell function, lead is a non essential metal for biological functions. Lead is toxic, con-
sidered as probable human carcinogen and classified as priority pollutant by the US Envi-
ronmental Protection Agency.

The aim of the present work was to evaluate the role of the glutathione and the vacuole,
as defence mechanisms, against the toxic effects lead-induced, using the yeast Saccharo-
myces cerevisiae as a cell model.

Yeast cells of S. cerevisiae, exposed to different lead concentrations, for 3h, lost the
cell viability and accumulated intracellularly reactive oxygen species (ROS). Yeast cells una-
ble to produce glutathione due to the deficiency in GSH1 (4gshl) or GSH2 (4gsh2) genes
were compared with wild type (WT) cells to the loss of cell viability and ROS accumulation
Pb-induced. It was verified that Agshl and 4gsh2 cells did not display an increased sensitivi-
ty to lead toxic effects, compared with WT cells. However, the depletion of glutathione, by
treatment of WT cells with iodoacetamide (an alkylating agent), enhanced the sensitivity to
Pb. In contrast, the incubation of WT cells with glucose and an amino acids mixture constitut-
ing glutathione (L-glutamic acid, L-cysteine and glycine) reduced the oxidative stress and the
loss of proliferation capacity Pb-induced.

The importance of the vacuole, as a defence mechanism, was evaluated by using a
mutant without any vacuolar-like structure (Avps16) or mutants deficient in the catalytic sub-
unit A (avmal) or B (4vma2) or in proteolipid - subunit ¢ (4avma3) of V-ATPase. Cells of
Avpsl6 strain exhibited a high sensitivity to the presence of lead. When exposed to lead,
cells of strains deficient in subunit A, B or ¢ of V-ATPase, presented a higher loss of viability
than the cells of the WT strain, but lesser than the strain Avps16.

In conclusion, the obtained results suggest that intracellular GSH is involved in the de-
fence against the Pb-induced toxicity; however, it seems to be not enough to sustain the oxi-
dative stress and loss of cell viability Pb-induced. The vacuole seems to play an important
role, as defence mechanism against the toxicity lead-induced. The V-ATPase seems to be

involved in the compartmentalization of lead in the vacuole.

Keywords: glutathione; heavy metal toxicity; lead; oxidative stress; Saccharomyces cere-

visiae; vacuole; V-ATPase.
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1 Metais Pesados

A designacgao de metal pesado refere-se a qualquer elemento metalico que tenha uma
elevada densidade, cerca de 4 g/cm?® ou 5 vezes maior que a densidade da agua, e que seja
toxico para os seres vivos, mesmo em baixas ou moderadas concentragdes (Duruibe et al.
2007).

1.1 Impacto dos metais pesados nos seres vivos

Os metais desempenham um importante papel em diversos processos bioquimicos,
nomeadamente no metabolismo celular. O calcio, o cobalto, o niquel, o cromio, o cobre, o
ferro, 0 magnésio, o potassio, o sdédio e o zinco sdo exemplos de metais que s&o
fundamentais para a atividade celular. Estes elementos podem ser requeridos pelas células
para intervir nas reacdes redox e na estabilizagdo molecular. Podem também ser utilizados
como micronutrientes, uma vez que fazem parte de varias enzimas (Viau 2005). Contudo,
alguns metais, como € o caso do cadmio, chumbo e mercurio, ndo apresentam quaisquer
fungdes bioldgicas conhecidas, ndo sendo essenciais ao metabolismo celular, pelo que
podem apresentar um alto potencial de toxicidade para os seres vivos (Van der Heggen et
al. 2010).

Nas células humanas, o excesso ou a deficiéncia de ibes metalicos, pode gerar varias
doengas como a anemia (por deficiéncia de ferro), a hemocromatose (por acumulagédo de
ferro nos tecidos devido ao seu excesso no organismo), a doenga de Wilson (por
acumulagao de cobre no cérebro e figado) e a doenga de Menkes (por deficiéncia de cobre)
(Avery 2001). A perturbagédo da homeostasia do ferro e cobre parece desempenhar um
papel importante na etiologia de disturbios neurolégicos como a doenca de Alzheimer e a

doenga de Parkinson (Jomova e Valko 2011).

Os metais tém a capacidade de deslocar outros metais essenciais para o
metabolismo celular dos seus sitios de ligagdo, competindo entre si (Avery 2001). Os metais
podem ainda estimular a formagéo de espécies reativas de oxigénio (Avery 2001). O stress
oxidativo, a interferéncia na reparagao do ADN, a quebra na proliferagéo celular e a possivel
morte celular sdo alguns efeitos toxicos que os metais podem exercer sobre 0s seres vivos
(Wysocki e Tamas 2010).
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1.2 Uso e origem de contaminagao por chumbo

O chumbo constitui um metal abundante na crosta terrestre e pode ser encontrado
livre ou em associagdo com outros elementos. Nos solos, plantas e agua, o chumbo é
comummente encontrado em quantidades vestigiais (Cheng e Hu 2010). O chumbo
apresenta uma massa atomica de 207,21 u. Funde-se a 337°C, emite vapores perto dos
550°C e entra em ebulicdo quando atinge 1740°C (Stahlschmidt 2010).

A poluicdo causada pelo chumbo deve-se, principalmente, as atividades
antropogénicas, uma vez que este metal tem uma vasta e intensa utilizagdo pelos seres
humanos (Cheng e Hu 2010), tendo-se verificado um aumento dos niveis ambientais nos
ultimos trés séculos (ATSDR 2007). A mineragao, a fundicéo, os diversos usos industriais, a
incineragao de residuos, a queima de carvao e as emissdes provenientes da gasolina com
chumbo sdo os principais fatores que contribuem para a poluicdo causada por este metal
(ATSDR 2007; Cheng e Hu 2010).

Dado o seu ponto de fusado ser relativamente baixo e a sua ductilidade elevada, este
metal é particularmente atrativo para a industria de armamento, nomeadamente para a
producdo de municdes. Porém, estima-se que a maior utilizacdo do chumbo esteja
associada a industria automaével, na produgao de baterias. O chumbo esta presente como
pigmento em tintas, corantes e esmaltes ceramicos. O chumbo, sob a forma de tetraetil e
tetrametilchumbo foi muito utilizado como aditivo da gasolina. Porém, no final da década de
90, inicio dos anos 2000, foi proibido nos EUA e Unidao Europeia. Atualmente este aditivo

encontra-se banido na maioria dos paises industrializados (ATSDR 2007).

O solo pode apresentar uma elevada contaminacao por chumbo devido a diversos
fatores, tais como: lascas de tintas com chumbo provenientes dos edificios, pontes e outras
estruturas e poeiras oriundas da queima da gasolina com chumbo. As particulas libertadas
durante a combustdo caem sobre o solo, ficando fortemente aderidas na sua superficie
(ATSDR 2007).

O chumbo é considerado um dos metais mais téxicos, podendo penetrar no corpo
humano através da ingestdo de agua e comida ou por inalagdo de ar contaminado com
chumbo (Duruibe et al. 2007; Cheng e Hu 2010). O contato da pele com p6 e terra contendo
chumbo também pode ser uma forma de contaminagédo, porém em menor grau. Uma outra
forma de contaminagdo pode ser devido ao uso de cosmeéticos e corantes capilares
contendo acetato de chumbo (ATSDR 2007).

A utilizagcdo do chumbo tem provocado inimeros casos de intoxicagdes ocupacionais e
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ambientais. Foi a partir da revolugéo industrial, no século XVIII, que a utilizagao deste metal
atingiu grande escala e as concentragdes de chumbo atmosférico comegaram a crescer,
contribuindo para a assimilagdo e acumulacdo de chumbo no sangue das pessoas expostas
ao metal. Os riscos para a saude decorrentes da exposi¢cao ocupacional ou ambiental sao

uma vertente preocupante da sociedade (Stahlschmidt 2010).

Atualmente existem varias regulamentagdes nos EUA e na Unido Europeia a fim de
reduzir ou mesmo eliminar o uso deste metal pesado em aditivos de gasolina, tintas e
sistemas de distribuicdo de aguas, de modo a reduzir a libertagcao deste poluente. O chumbo
é considerado um elemento prioritario pela Agéncia de Protecdo Ambiental (EPA) dos
Estados Unidos (US—EPA 2006). De acordo com a Diretiva Europeia 2002/95/CE (ROHS),
desde 1 de Julho de 2006, os novos equipamentos elétricos e eletronicos colocados no
mercado n&o devem conter chumbo, mercurio, cadmio, créomio hexavalente,
polibromobifenilo (PBB) e/ou éter de difenilo polibromado (PBDE). Isto porque, a maioria dos
equipamentos elétricos e eletrénicos, quando terminam o seu fim de vida sdo vulgarmente
largados em lixeiras, fazendo com que a agua da chuva &acida dissolva o chumbo e outras
substancias perigosas destes equipamentos, misturando-se diretamente nos lengdis
freaticos. Desta forma, as administragdes das regides hidrograficas (ARH) devem aplicar as
aguas superficiais abrangidas pelo decreto-lei n° 103/2010 de 24 de Setembro, as normas
de qualidade ambiental (NQA) para as substancias prioritarias estabelecidas na tabela da
parte A do Anexo Ill do mesmo decreto-lei, de que o chumbo e seus componentes fazem

parte.

Em relacdo a exposicao de trabalhadores de processos industriais que utilizem
chumbo como elemento de trabalho, também existe regulamentagdo. De acordo com o
Decreto — Lei n° 24/2012 de 6 de Fevereiro, Anexo |, qualquer trabalhador s6 podera estar
exposto durante oito horas por dia a 0,15 mg/m® de chumbo metélico e respetivos

componentes iénicos.

Existe também niveis de tolerancia maximos admitidos pela US-EPA no que diz
respeito as concentragbes de metais pesados no ar, na agua e no solo. Segundo esta
entidade, a concentracdo de chumbo admitida nos solos ndo deve exceder os 420 mg/L. A
concentracao maxima de chumbo na agua potavel devera ser 0,01 mg/L e nos suportes de

vida aquaticos 0,0058 mg/L.

ISEP | Mestrado em Engenharia Quimica — Tecnologias de Protecdo Ambiental 5



A glutationa o vacuolo na defesa contra a toxicidade do Pb em S. cerevisiae

Tabela 1. Niveis maximos de contaminacgao para concentragdes de metais pesados no ar, na
agua e no solo de acordo com a Agéncia de Protecao Ambiental (EPA) dos Estados Unidos
(adaptado de Duruibe et al. 2007).

Méxima concen-
Méaxima con- Maximaconcen- Maéaximaconcentra- tragdo em su-

Metal pe- ~ ~ ~ . . i
sado centracao 3no tracdo no solo ¢do na agua potavel portes,d_e vida
ar (mg/m>) (mg/L) (mg/L) aquaticos
(mg/L)
Cd 0,1-0,2 85 0,005 0,008
Pb -- 420 0,01 (0,0) 0,0058
Zn 1,5 7500 5 0,766
Hg - <1 0,002 0,05
Ca 5 Toleravel 50 Toleravel > 50
Ag 0,01 - 0 0,1
As -- - 0,01 -

1.3 Efeitos toxicos provocados pelo chumbo

1.3.1 Em seres humanos

O chumbo é um elemento toxico, ndo essencial, que se acumula no organismo dos
seres humanos. Este metal pesado afeta adversamente varios 6rgéos e sistemas, sendo
particularmente criticas as alteragcdes subcelulares e os efeitos neuroldgicos. Nos seres
humanos, o chumbo afeta o sistema hematopoético e a homeostase do calcio. O chumbo
inibe ou mimetiza a agdo do calcio e interage com os grupos sulfidrilo das proteinas
modificando a sua forma bioldgica. Este metal pode afetar o sistema nervoso periférico,
levando a disfungdes psicoldgicas e neurocomportamentais; afeta ainda de modo adverso o
coracao, por via indireta, através do sistema nervoso auténomo. O chumbo causa nefropatia
com disfungdo tubular renal reversivel e nefropatia intersticial irreversivel (Moreira e Moreia
2004). Adicionalmente, o chumbo provoca um grave efeito teratogénico, disfungdo das
articulagcbes e dos sistemas de reproducdo, danos graves no sistema gastrointestinal
(Duruibe et al. 2007) e pequenos aumentos da pressao arterial, essencialmente em pessoas
de meia-idade e idosos (ATSDR 2007). Em gravidas, niveis elevados de exposicao a este
metal pode provocar aborto espontdneo. A Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o
Cancro (IARC) defende que o chumbo inorganico €, provavelmente, um composto
cancerigeno para os seres humanos. Contudo, ainda nao foi possivel classificar os

compostos de chumbo orgénico quanto ao seu nivel de carcinogenicidade (ATSDR 2007).
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1.3.2 Na levedura S. cerevisiae

As células de levedura, em particular de S. cerevisiae, constituem um modelo
adequado para o estudo dos efeitos téxicos do chumbo. Sao células eucaridticas, facilmente
manipulaveis no laboratério e apresentam o genoma completamente sequenciado (Goffeau
et al. 1996).

O chumbo provoca na levedura S. cerevisiae a perda da capacidade proliferativa (Suh
et al. 1999; Soares et al. 2002, 2003; Chen e Wang 2007; Sakamoto et al. 2010), na
auséncia de alteracdo da permeabilidade membranar (Van der Heggen et al. 2010; Bussche
e Soares 2011). O chumbo inibe a atividade metabdlica das leveduras, avaliada através da
capacidade de processar a sonda fluorescente FUN-1 (Van der Heggen et al. 2010);
adicionalmente, o chumbo impede a assimilacdo de catido amoénio, reduz a razao ADN/ARN
(Chen e Wang 2007), provoca o dano do ADN (Yuan e Tang 1999) e o aparecimento de
alteragdes morfolégicas nucleares (Bussche e Soares 2011). A morte celular induzida por
chumbo é um processo ativo que requer a participacdo do metabolismo celular. A presenca
de chumbo provoca nas células da levedura S. cerevisiae um forte stress oxidativo
(acumulacao de espécies reativas de oxigénio) o qual podera ser o desencadeador da morte

celular por apoptose (Bussche e Soares 2011).

2 Stress Oxidativo

2.1 Geragao de espécies reativas de oxigénio

As espécies reativas de oxigénio (ROS) sdo espécies quimicas resultantes do

metabolismo celular, derivadas da ativagdo ou redugdo do oxigénio molecular. Algumas
destas espécies reativas, como os radicais hidroxilo (OH ) e hidroperoéxilos (derivados da

peroxidagdo de lipidos) s&o frequentemente denominados de radicais livres por

apresentarem um ou mais eletrdes desemparelhados (Herrero et al. 2008).

O oxigénio molecular (O,) contém dois eletrdes desemparelhados nas orbitais
moleculares de maior energia; contudo, ndo € muito reativo uma vez que ambos os eletrdes
tém o mesmo spin. Quando um desses eletrdes € excitado e muda o seu spin, a espécie
resultante transforma-se num poderoso oxidante, o oxigénio singuleto ('O,). Por outro lado,
quando o oxigénio é reduzido produz-se o anido superéxido (O, ) que € um intermediario

relativamente estavel (equacao 1). Todavia, o anido superéxido é o percursor da maioria das
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espécies reativas de oxigénio e um mediador nas reagcdes em cadeia oxidativas (Herrero et
al. 2008).

O +e — 0y (Equagéo 1)

As reagbes de Fenton (reagdo 3) ou Haber-Weiss (reacdes 2 e 3) sao catalisadas por
metais redox-ativos (por exemplo, o cobre, o ferro e o cromio), originando radicais altamente
reativos como os radicais hidroxilo, partindo do anido superdoxido e do peréxido de
hidrogénio (H,O,) (Avery 2001).

0, +M™ — O, + MV (Equagéo 2)
Reacgdes Haber-Weiss
M + H,0, — M™ + OH" + OH" (Equagéo 3)

A presencga das espécies reativas de oxigénio nas células pode ser benéfica ou nao,
dependendo da concentracido presente. Quando estas espécies se encontram em
concentragdes moderadas sdo consideradas uma defesa contra agentes infeciosos; sao
ainda importantes nos sistemas de sinalizacdo celular e na inducdo da divisdo celular.
Contudo, quando a acumulagao das espécies reativas de oxigénio ultrapassa a capacidade
de defesa antioxidante das células, ocorre um fendmeno conhecido como stress oxidativo. O
stress que as células sofrem pode ser resultado de um aumento excessivo na producao de
ROS, uma diminuigdo da capacidade de defesa celular antioxidante ou, ainda, a jungédo de
ambos (Mariani 2008).

A origem das espécies reativas de oxigénio pode ser enddgena e/ou exdégena, sendo
que as fontes enddgenas estao relacionadas com a respiragéo celular. Ou seja, sao gerados
a partir da perda de eletrdes da cadeia respiratéria mitocondrial, como consequéncia da
respiracdo aerdbia, sendo que existe alguma controvérsia relativamente a quantidade de
espécies produzidas nos diferentes locais da cadeia (Herrero et al. 2008). Em relagao as
fontes exdgenas podem salientar-se a exposi¢cao a radiagéo solar, exposicédo a radiagao

ionizante, toxinas ambientais, agentes quimicos e metais pesados. Desta forma é
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necessario que as células possuam defesas antioxidantes, processos de eliminacdo de ROS

e de reparacao de danos oxidativos (Mariani 2008).

2.2 Alvos moleculares e celulares de ROS

O cobre e o ferro podem iniciar, diretamente, os danos oxidativos, promovendo a
propagacao de reacdes de peroxidacao lipidica. Desta forma, as principais moléculas
celulares, como os lipidos, as proteinas e o ADN s3do altamente suscetiveis ao ataque
oxidativo e degradacao por parte das espécies reativas de oxigénio (Avery 2001, 2011).
Outros potenciais mecanismos, indiretos, pelos quais os metais pesados podem promover
danos nas células dizem respeito a inibicado de enzimas de defesa antioxidante, a deplecéo
de glutationa e de proteinas que contém grupos sulfidrilo e a perturbacdo fisica da
membrana lipidica, levando a sua peroxidagao (Avery 2001). O resultado global da
peroxidacéo lipidica & a conversao de lipidos insaturados a hidroperéxidos lipidicos, polares,
que podem causar um aumento da fluidez da membrana devido a perturbacdo dos
fosfolipidos. Estes efeitos podem influenciar bastante as fung¢des da membrana. Uma
extensa peroxidacdo lipidica pode mesmo levar a desintegragdo da membrana e,

consequentemente, morte celular (Avery 2011).

As proteinas podem mostrar diferentes suscetibilidades ao ataque oxidativo de ROS, o
que pode estar associado a composicao variavel em grupos sulfidrilo. Certos aminoacidos,
como a cisteina, metionina e histidina, sado particularmente propensos a oxidagido. A
acumulacdo de aminoacidos oxidados leva a mudancas conformacionais das proteinas e a
sua inativacdo. As espécies reativas de oxigénio induzidas pelos metais também podem
afetar as proteinas modificando a cadeia lateral. Além disso, as proteinas da membrana

podem ser oxidadas por produtos produzidos na peroxidacgao lipidica (Avery 2001, 2011).

A maioria dos metais sdo agentes mutagénicos fracos e nao danificam o ADN
diretamente. Contudo, indiretamente, podem desencadear genotoxicidade interferindo com

0s processos de reparagao deste (Wysocki e Tamas 2010).

2.3 Mecanismos de Defesa

Os seres vivos desenvolveram mecanismos de defesa antioxidante, os quais podem
ser agrupados em mecanismos enzimaticos e ndo enzimaticos (Avery 2011). Estes

mecanismos sao capazes de transformar ROS em espécies menos reativas, ou até mesmo,
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de as neutralizar.

2.3.1 Sistema de defesa enzimatico

O sistema enzimatico é formado por trés grupos de enzimas: superdxido dismutase

catalase e peroxidase.

As enzimas superdxido dismutase catalisam a transformacdo de dois anides
superéxido em peréxido de hidrogénio e oxigénio (de acordo com a equacéao 4), isto &, um
radical muito oxidante numa espécie menos reativa. A levedura S. cerevisiae possui duas
SODs: uma no citosol, dependente de Cu e Zn (Sod1) e, outra, situada na matriz

mitocondrial, dependente de Mn (Sod2) (Herrero et al. 2008).

20, + 2H" — O, + H,0, (Equagéo 4)

As catalases sdo hemoproteinas contendo quatro grupos heme, os quais apresentam
elevada especificidade para o peréxido de hidrogénio. As catalases reduzem o peréxido de
hidrogénio a agua e oxigénio, de acordo com a equacao 5. A levedura S. cerevisiae possui
duas catalases: Cta1, localizada nos peroxissomas, e Ctt1, localizada no citosol (Herrero et
al. 2008).

H,O, — H,0 + 120, (Equagéo 5)

As peroxidases reduzem peréxidos organicos e inorganicos, usando como centro ativo
0s grupos tiol das cisteinas. Este grupo de enzimas é constituido pelo subgrupo das
glutationa peroxidases (GPXs), que utilizam glutationa (GSH), e pelo subgrupo das
peroxirredoxinas (PRXs), que usam tiorredoxina como redutor. Dentro das glutationa
peroxidases existem dois tipos: as GPXs classicas e as glutarredoxinas (GRXs) (Herrero et
al. 2008).

Outra enzima que age em conjunto com as GPXs é a glutationa redutase (GR). Esta
enzima nao atua diretamente na remocgao de espécies reativas de oxigénio, mas é de
elevada importancia pois regenera a glutationa da sua forma oxidada (GSSG) a sua forma
reduzida (GSH) usando NADPH (Figura 1) (Grant 2001; Herrero et al. 2008).
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GSH NADP*

Glutationa peroxidase Glutationa redutase

GSSH

NADPH, H*

Figura 1 - Ciclo regenerativo da glutationa (adaptado de Grant 2001).

2.3.2 Sistema de defesa niao enzimatico

No que diz respeito aos sistemas de defesa nao enzimaticos podem salientar-se a
vitamina E (a-tocoferol) (Herrero et al. 2008), a vitamina C (acido L-ascorbico), as

metalotioneinas (MT) e a glutationa (GSH) (Jamieson 1998).

A vitamina C e E sdo moléculas de baixo peso molecular, com atividade redox. A
vitamina E é considerada um antioxidante fraco quando atua fora da membrana celular.
Porém, quando introduzida na bicamada lipidica membranar é de elevada importancia, uma
vez que consegue quebrar a reacdo em cadeia da peroxidagéo lipidica (Rodrigues e Morais
2002).

Quanto a vitamina C, comprovou-se a sua atividade antioxidante em mutantes
deficientes na enzima superdxido dismutase. A presenga desta vitamina prolonga o tempo
de vida médio dos mutantes, comparativamente a estirpe parental (Herrero et al. 2008).
Recentemente, foi demonstrado que a adicdo de acido ascérbico reduz, acentuadamente, o

stress oxidativo em células de levedura expostas a chumbo (Bussche e Soares 2011).

As metalotioneinas sdo uma familia de proteinas de baixo peso molecular, ricas em
cisteina, com propriedades antioxidantes e com capacidade de se ligar a varios ibes
metélicos (Jamieson 1998). Em S. cerevisiae existem dois tipos de MT. Cup1p e Crs5p.
Cup1p liga-se a Cu, Cd e Zn. A expressao de Cup1p é fortemente induzida por elevados
niveis de Cu. A principal fungao de Cup1p parece estar associada a desintoxicagao de Cu.
Contudo, também ¢é possivel que proteja da toxicidade do Cd. A MT Crs5p é mais rica em
cisteina que a Cup1p, e tem capacidade de se ligar a Cu, Cd e especialmente a Zn (Wysocki
e Tamas 2010).
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A glutationa (GSH) é um tripeptideo constituido por acido L-glutamico, L-cisteina e
glicina (Figura 2). E sintetizada em duas etapas que requerem ATP. Na primeira etapa, a
enzima y-glutamil-cisteina-sintetase (Gsh1) catalisa a formacdo do dipeptideo y-
glutamilcisteina a partir do acido L-glutdmico e da L-cisteina. Na segunda etapa, a enzima
glutationa sintetase (Gsh2) junta a glicina ao dipeptideo anteriormente formado (Figura 3)
(Sies 1999; Grant 2001).

J U\

NH,

Figura 2 - Estrutura da glutationa (y-glutamil-L-cisteinil-glicina).

Acido L-glutamico + L-cisteina

G ATP
v-glutamil-cisteina-sintetase \l/ (
(Gsh1) ADP + Pi

v-glutamilcisteina

glutationa sintetase glicinaw C ATP
(Gsh2) ADP + Pi

Glutationa

Figura 3 - Formacao da glutationa (adaptado de Grant 2001).
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2.4 Sistema de desintoxicacao de metais: o papel do vactiolo

Uma vez no citosol, os metais pesados podem ter varios destinos: efluxo, quelatagao

ou compartimentacgao.

No caso da levedura S. cerevisiae existem duas vias de exportacdo de metais,
caraterizadas em detalhe: Acr3p e Pcalp, que catalisam o efluxo de As (lll) e Cd (ll),

respetivamente (Figura 4) (Wysocki e Tamas 2010).

A quelatacéo por peptideos e proteinas de baixo peso molecular ricas em cisteinas,
como GSH e MT, respetivamente, conduz a formacdo de complexos, reduzindo a
concentracao de metal livre no citosol; sdo disso exemplo o Cd e Se (Gharieb e Gadd 2004).
Adicionalmente, o complexo resultante pode ser o substrato para proteinas que medeiam a
compartimentagcao no vacuolo (Wysocki e Tamas 2010). Varios compostos lipofilicos sao
conjugados com a GSH, sob a acdo da enzima glutationa S-transferase (GST), antes de

serem removidos do citosol (Grant 2001).

O transporte de metais, do citosol para o vacuolo, € um mecanismo comum de
desintoxicagdo nas células eucariontes. Nas células, existem transportadores vacuolares
que conduzem os metais conjugados com a glutationa, assim como compostos
xenobidticos, para o interior do vactolo. E disso exemplo o transportador vacuolar Ycf1p,
pertencente a familia de transportadores ABC, que transporta o cadmio para o vacuolo
(Wysocki e Tamas 2010). Estes transportadores vacuolares conferem resisténcia e
tolerancia metalica nas leveduras. Desta forma, a fixacdo de metais no vacuolo pode ser
vista como uma forma de regulagao citosdlica de ides. Outros exemplos de metais
sequestrados no vacuolo sdo o cobalto, o0 magnésio, o niquel e o zinco (Ramsay e Gadd
1997; Wysocki e Tamas 2010). No caso dos metais téxicos, a compartimentagdo no vacuolo
impede a sua presenga no citosol e, consequentemente, a manifestacdo dos efeitos toxicos
(Van der Heggen et al. 2010).
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Figura 4 - Exemplo de transportadores que medeiam a acumulacdo e desintoxicagdo de

metais toxicos em Saccharomyces cerevisiae (Wysocki e Tamas 2010).

2.4.1 V-ATPase: fungao e estrutura

A H'-ATPase vacuolar (V-ATPase) ¢ uma bomba de protdes presente nas células
eucaridticas. Na levedura S. cerevisiae, a V-ATPase tem como funcdo a acidificacdo do
vacuolo. Este processo ocorre devido a translocacéo de protdes do citosol para o interior do
vacuolo, sendo necessaria a hidrolise de ATP citosdlico pela V-ATPase (Figura 5) (Li e Kane
2009). O gradiente de protdes gerado, através da membrana vacuolar, pela agdo da V-
ATPase, ¢é utilizado para o transporte de ibes, aminoacidos e metabolitos para o vacuolo
(Graham et al. 2000). No caso dos catides metalicos, o transporte, através da membrana
vacuolar, pode ocorrer por permuta do catido por protdes, assegurado pelo gradiente

eletroquimico transmembranar do vacuolo (Okorokov et al. 1985).

A V-ATPase da levedura € um complexo constituido por varias subunidades,
organizadas em dois dominios: VO (associado com a membrana) e V1 (periférico) (Figura 5).
O dominio VO é responsavel pela translocagao de protdes através da membrana, sendo
constituido pelas subunidades a, d, c, ¢/, ¢” e e. As subunidades c, ¢’ e ¢” sdo proteinas
hidrofébicas designadas de proteolipido (Zhang et al. 2008). O dominio V1 é responsavel

pela hidrolise de ATP, sendo constituido pelas subunidades A-H. As subunidades A e B
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desempenham um papel catalitico (hidrélise de ATP), enquanto que as subunidades E e G
constituem as hastes periféricas (ligam as subunidades cataliticas a subunidade a do
dominio VO e estabilizam o complexo durante o processo de rotagdo). As subunidades D e
F, fazem parte do rotor central, acoplando a energia libertada pela hidrélise de ATP, no setor
catalitico, a rotagao das subunidades ¢ em relagcao a subunidade a (Figura 5) (Cipriano et al.
2008; Zhang et al. 2008).

VO

Figura 5 - H'-ATPase vacuolar (V-ATPase). A V-ATPase ¢ constituida pelo dominio

associado com a membrana (V0O) e o dominio citosodlico (V1). A hidrélise de ATP no dominio
V1 origina a translocacao de protdes através do dominio VO (adaptado de Cipriano et al.
2008).
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Capitulo 2 — Materiais e Métodos

ISEP | Mestrado em Engenharia Quimica — Tecnologias de Protecdo Ambiental



A glutationa o vacuolo na defesa contra a toxicidade do Pb em S. cerevisiae

ISEP | Mestrado em Engenharia Quimica — Tecnologias de Protecdo Ambiental



A glutationa e o vacuolo na defesa contra a toxicidade do Pb em S. cerevisiae

2.1 Microrganismos utilizados

As estirpes da levedura Saccharomyces cerevisiae utilizadas na presente dissertagdo
encontram-se listadas na Tabela 2. A estirpe BY4741 foi usada como controlo; as estirpes
Agsh1 e Agsh2 foram usadas para investigar o papel da glutationa; as estirpes Avps176,
Avma1, AvmaZ2 e Avma3 foram utilizadas para avaliar o papel do vacuolo. Todas as estirpes
foram obtidas da EUROSCAREF (Frankfurt, Alemanha).

Tabela 2 — Estirpes de Saccharomyces cerevisiae utilizadas na presente dissertacéo.

Estirpe Genétipo Comentario

BY4741 (MATa; his3A1; leu2A0; met15A0; Estirpe controlo
ura3A0)

Agsh1 Isogénica de BY4741 excepto Deficiente de y-glutamil-cisteina-
YJL101c::kanMX4 sintetase

Agsh2 Isogénica de BY4741 excepto Deficiente de glutationa sintetase
YOL049w::kanMX4

Avps16 Isogénica de BY4741 excepto Sem presenca detetavel de
YPLO45w::kanMX4 vacuolo

Avma1 Isogénica de BY4741 excepto Sem a subunidade catalitica A da
YDL185w::kanMX4 V-ATPase

Avma2 Isogénica de BY4741 excepto Sem a subunidade catalitica B da
YBR127c::kanMX4 V-ATPase

Avma3 Isogénica de BY4741 excepto Sem a subunidade ¢
YELO27w::kanMX4 (proteolipido) da V-ATPase

2.2 Condigoes de crescimento dos microrganismos

As estirpes foram armazenadas a 4°C, em tubos contendo YEPD - agar (YEPD com
2% (m/v) de agar).

As pré-culturas foram obtidas fazendo crescer as diferentes estirpes em frascos de
Erlenmeyer de 100 mL de capacidade, contendo 10 mL de meio de cultura (YEPD - extrato
de levedura 1% (m/v), peptona 2% (m/v) e glucose 2% (m/v)). Os matrazes foram colocados

num agitador orbital, a 25°C e 150 rpm, durante 8 a 10h.
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As culturas, em fase exponencial de crescimento, foram obtidas por inoculagao de 40
ou 100 mL de meio liquido YEPD, em frasco Erlenmeyer com 100 ou 250 mL de capacidade
respetivamente, utilizando o volume apropriado da pré-cultura de forma a se obter, apés 15

a 16h, uma DOgqo ~ 1. As culturas foram incubadas nas mesmas condi¢des das pré-culturas.

2.3 Avaliacao da toxicidade do chumbo

As células, em fase exponencial de crescimento, foram removidas por centrifugagéo
(2000 x g, durante 5 minutos), em condi¢cbes estéreis. Em seguida, as células foram lavadas
(duas vezes) e dispersas em agua desionizada estéril. Determinou-se a concentragao
celular presente na suspensdo por leitura da absorvancia a 600 nm, como descrito na

secgao 2.4, do capitulo materiais e métodos.

As células foram suspensas em tampao MES (10 mmol/L, pH 6,0), contendo 2% (m/v)
de glucose, numa concentragao final de 1 x 10" células/mL. Em seguida, foi adicionado um
volume apropriado de uma solugcdo padrao de 2000 mg/L de Pb(NO;), (Merck), ou agua
desionizada, de modo a se obter concentragbes na gama de 0 — 1000 pmol/L.
Posteriormente, as suspensdes celulares (10 mL), foram agitadas a 150 rpm, em frascos

Erlenmeyer, de 100 mL de capacidade, a 25°C, durante 3h.

A viabilidade celular foi determinada através de plaqueamento em YEPD — agar. Para
tal, retiraram-se, em duplicado, amostras de 1,00 mL no tempo Oh (referéncia) e ap6s 3h de
incubagao, em duplicado, de cada matraz, para tubos de ensaio contendo 9,00 mL de EDTA
(3 mmol/L) estéril. Subsequentemente, foram efetuadas diluicbes sucessivas, em 9,00 mL
de agua desionizada estéril e efetuado o plaqueamento em YEPD — agar (duas réplicas de
200 pL da diluigao conveniente). O numero de unidades formadoras de col6nias (UFC) foi
determinado apds trés a cinco dias de incubacao a 25°C. A viabilidade celular foi calculada
usando o numero de UFC no tempo zero (100%). Em alternativa, foi efetuado o
plagueamento, em YEPD — agar, de 5 pL de diluicdes sequenciais. O crescimento ocorreu
durante 3-5 dias, a 25°C.

2.4 Determinagao do numero de células

Para determinagdo do numero de células usaram-se amostras de 100 ou 200 uL e
adicionou-se agua desionizada até perfazer um volume de 2000 uL. Leu-se a absorvancia a

600 nm e determinou-se o numero de células através da equacéo 6.
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N 222 x10=20,237xD0ggq-0,1348 (Equagao 6)
2.5 Determinacao da produgao de ROS

As células foram suspensas em tampao MES (10 mmol/L, pH 6,0), contendo 2% (m/v)
de glucose, numa concentragdo final de 1 x 10" células/mL. De seguida, adicionou-se
H,DCFDA (numa concentragao final de 20 umol/L) e agitou-se no vortex. As suspensoes
foram incubadas durante 20 minutos, no escuro, a 25°C. Posteriormente, foi adicionado um
volume apropriado de uma solugéo padrédo de 2000 mg/L de Pb(NO3), (Merck) ou igual

volume de agua desionizada, de forma a obter-se concentragdes de 0 e 1000 pmol/L.

A fluorescéncia foi medida num leitor de microplacas (PerkinElmer, Victor®), num
comprimento de onda de excitacdo de 485/14 nm e de emissao 535/25 nm. O valor da
fluorescéncia (unidade relativa de fluorescéncia — URF) foi corrigido subtraindo o valor de

autofluorescéncia do tampéao, chumbo, células e H,DCFDA.

Na analise por microscopia de fluorescéncia, as células foram tratadas como acima
descrito e observadas em microscoépio equipado com um sistema de filtro GFP (Leica). As
imagens foram adquiridas usando uma camara Leica DC 300F e processadas usando

software Leica IM50.

2.6 Avaliagcao da toxicidade do chumbo apés tratamento das células com

iodoacetamida

As células, em fase exponencial de crescimento, foram removidas, lavadas e avaliada
a sua concentracdo celular como descrito na seccao 2.4, do capitulo materiais e métodos.
Posteriormente, as células foram suspensas numa solugcdo aquosa de 1 mmol/L de
iodoacetamida, em condicbes estéreis, numa concentracao final de 1 x 107 células/mL. A
suspensao celular (50 mL) foi agitada a 150 rpm, em frasco Erlenmeyer, a 25°C, durante 1h,

No escuro.

Ap6s 1h de incubagédo, as células tratadas com iodoacetamida foram removidas por
centrifugacao (2000 x g, durante 5 minutos), em condi¢cbes estéreis. Em seguida, as células
foram lavadas (duas vezes) e dispersas em agua desionizada estéril. Determinou-se a
concentragdo celular por leitura da absorvancia a 600 nm, como descrito na secgéo 2.4, do

capitulo materiais e métodos. De seguida, procedeu-se de igual forma ao descrito na secg¢ao
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2.3 e 2.5, do capitulo materiais e métodos, para a determinagao da viabilidade e a produgao

de ROS, respetivamente.

2.7 Avaliagao da toxicidade apés tratamento das células com uma mistura de

aminoacidos constituintes da GSH

As células, em fase exponencial de crescimento, foram removidas, lavadas e avaliada
a sua concentragdo celular como descrito na secgdo 2.4, do capitulo materiais e métodos.
Posteriormente, as células, numa concentragao final de 1 x 107 células/mL, foram suspensas
numa mistura contendo 0,5 mol/L de glucose, 0,01 mol/L de MgCl,.H,O, 0,02 mol/L de acido
L-glutamico, 0,02 mol/L de glicina e 0,02 mol/L de cisteina em 0,1 mol/L de tampéao fosfato
(pH 7,4), em condicdes estéreis. A suspensao celular (50 mL) foi agitada a 150 rpm, em

frasco Erlenmeyer, a 25°C, durante 1h, no escuro.

Apos 1h de incubacédo, as células tratadas com solugcédo de enriquecimento contendo
glucose foram removidas por centrifugacdo (2000 x g durante 5 minutos), em condicbes
estéreis. Em seguida, as células foram lavadas (duas vezes) e dispersas em agua
desionizada estéril. Determinou-se a concentracéo celular presente na suspensao por leitura
da absorvancia a 600 nm, como descrito na secg¢éo 2.4, do capitulo materiais e métodos. De
seguida, procedeu-se de igual forma ao descrito na secgao 2.3 e 2.5, do capitulo materiais e

métodos, para a determinagao da viabilidade e a producao de ROS, respetivamente.

2.8 Visualizagao do vacuolo

O vacuolo foi visualizado utilizando a sonda fluorescente CMAC — Arg. A coloragéo foi
efetuada de acordo com o procedimento recomendado pelo fabricante (Molecular Probes,

Life Technologies).

2.9 Reprodutibilidade dos resultados

Todas as experiéncias foram efetuadas, pelo menos, em duplicado. A medida de
fluorescéncia, em cada experiéncia, foi efetuada em quadruplicado. Os resultados estao
apresentados como a média de experiéncias e os respetivos desvios padrdo com um limite

de confianga de 95%.

ISEP | Mestrado em Engenharia Quimica — Tecnologias de Protecao Ambiental 22



A glutationa e o vacuolo na defesa contra a toxicidade do Pb em S. cerevisiae

Capitulo 3 — Resultados e Discussao
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3.1 Avaliagao do papel da GSH

A glutationa parece desempenhar um papel chave na defesa contra o stress oxidativo e
a toxicidade induzida por metais pesados (Wysocki e Tamas 2010). Deste modo, o presente
trabalho teve como objetivo avaliar o papel da GSH como mecanismo de defesa, na

toxicidade induzida pelo chumbo na levedura S. cerevisiae.

3.1.1 Efeito da deficiéncia dos genes GSH1 e GSH2 durante a exposi¢cao a
chumbo

Dado que a GSH faz parte do sistema nao enzimatico das leveduras, na protecao
contra o stress oxidativo, a viabilidade da estirpe selvagem (WT) de levedura S. cerevisiae
foi comparada com estirpes mutantes, deficientes em GSH, quando sujeitas a exposicao a
varias concentragdes de chumbo. A estirpe com deficiéncia no gene GSH1 (Agsh1) esta
incapacitada de produzir o dipeptideo y-glutamilcisteina, uma vez que ndo possui 0 gene
que codifica a enzima y-glutamil-cisteina-sintetase. A estirpe com deficiéncia no gene GSH?2
(Agsh2) ndo possui a enzima glutationa sintetase que adiciona a cisteina ao dipeptideo vy-

glutamilcisteina, ficando também, neste caso, comprometida a formagéo da GSH.

A exposicao de S. cerevisiae a varias concentragdes de chumbo induziu uma perda
progressiva da capacidade de proliferagdo celular. Como controlo, as células foram
incubadas durante 3h, na auséncia de chumbo, ndo se tendo observado a perda de
viabilidade celular. Verificou-se, ainda, que células deficientes no gene GSH7 ou GSH2
seguem o mesmo padrao de perda de viabilidade que as células da estirpe selvagem. Como
se pode observar na figura 6, as células incubadas na auséncia de metal apresentaram uma
viabilidade de ~100%. A medida que se foi aumentando a concentragdo de chumbo
observou-se uma maior perda de viabilidade celular. Verificou-se que para uma
concentragao de 250 umol/L de chumbo, as células da estirpe selvagem e as células das
estirpes mutantes apresentaram uma viabilidade entre 50 a 70%. Para 750 umol/L de
chumbo apenas 15 a 35% das células apresentaram capacidade para formar colonias em
meio solido YEPD e na situagdo mais drastica, em que as células foram incubadas na
presenga de 1000 umol/L de chumbo, a viabilidade baixou para 11 a 13%. A perda da

capacidade proliferativa das células expostas a presenga de chumbo constitui um forte
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indicador da toxicidade deste elemento.
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Figura 6 - Comparagéao da suscetibilidade ao chumbo da estirpe selvagem (WT) e mutantes
deficientes em GSH (Agsh?1 e Agsh2). As células, em fase exponencial de crescimento,
foram tratadas com diferentes concentragbes de Pb(NOs),, durante 3h. A viabilidade foi
estimada por contagem de unidades formadoras de colonias (UFC). Os valores
apresentados correspondem a média de cinco experiéncias independentes; os desvios

padrao estdo apresentados com um limite de confianga de 95% (barras de erro verticais).

As espécies reativas de oxigénio (ROS) sdo um indicador de extrema importancia na

avaliacdo da toxicidade dos metais pesados. Para avaliar a capacidade de producdo de

ROS, apos contato das células com chumbo, foi utilizado a sonda 2,7’ - diclorofluoresceina

(H.DCFDA). Esta sonda n&o emite fluorescéncia quando quimicamente reduzida. Porém,
ap6s remogado dos grupos acetato, por esterases celulares, e na presenga de H,O, é
oxidada, exibindo fluorescéncia verde (Tarpey et al. 2004).

As células da estirpe WT, tratadas com 1000 umol/L de chumbo, durante 3h, exibem
uma nitida fluorescéncia verde devido a acumulagéao intracelular de ROS (Figura 7d; Figura
8). Pelo contrario, ndo se observa a acumulagédo de ROS em células incubadas em tampéao,
durante 3h, na auséncia de chumbo (controlo), uma vez que as células permanecem nao
fluorescentes (Figura 7c¢). A quantificagao da acumulacao de ROS, nas estirpes WT e Agsh1,

revelou que a auséncia de GSH ndo se traduziu num aumento de ROS (Figura 8).
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(@) (b)

(c) (d)

Figura 7 - Visualizagdo da acumulagéo intracelular de ROS. As células de levedura

selvagem (WT) foram incubadas com H,DCFDA, durante 20 minutos, e posteriormente
colocadas na auséncia (a e c¢) ou na presenga (b e d) de 1000 umol/L de Pb(NO3),, durante
3h. Fotografias de fluorescéncia (c e d); fotografias de contraste de fase das mesmas

células (a e b).
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Figura 8 - Producdo de ROS em células do tipo selvagem (WT) e Agsh1. As células foram
incubadas com H,DCFDA, durante 20 min, e posteriormente colocadas na auséncia ou na
presenca de 1000 umol/L de Pb(NO;),, durante 3h. Os valores apresentados correspondem
a média de quatro medidas de fluorescéncia; os desvios padrao estdo apresentados com
um limite de confianga de 95% (barras de erro verticais). A figura € uma representacéo tipica

de uma experiéncia repetida duas vezes.

As ROS podem causar danos numa grande variedade de moléculas, como acidos
nucleicos, proteinas e lipidos e como tal torna-se dificil determinar quais os acontecimentos
que estdo na origem da perda de viabilidade celular (Perrone et al. 2008). Contudo, foi
sugerido que a elevada produgao de ROS pode estar na origem da perda de capacidade de

proliferacao das células expostas ao chumbo (Bussche e Soares 2011).

Sendo a GSH um mecanismo protetor, seria de se esperar que as células da estirpe
selvagem produzissem uma menor quantidade de ROS do que as células sem GSH
(Agsh1). No presente estudo, observou-se que a GSH também n&o foi capaz de proteger as
células do stress oxidativo provocado pelo chumbo, assim como também nao foi capaz de

as proteger contra a perda de viabilidade induzida por este metal.

Perante os resultados obtidos, colocam-se duas incertezas no que diz respeito ao efeito
protetor da GSH na toxicidade induzida por chumbo. A GSH podera ndo ser um mecanismo
de grande importancia para a protegdo celular, ou a quantidade de GSH, presente nas

células, podera nao ser suficiente para minimizar o efeito toxico do chumbo.
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3.1.2 Tratamento com iodoacetamida e aminoacidos constituintes da GSH

Esta descrito que a GSH esta envolvida na desintoxicagdo de varios metais, tais como
o Cd e o Se, complexando-os e, consequentemente, diminuindo a sua disponibilidade de se

ligar aos grupos sulfidrilo das enzimas (Gharieb e Gadd 2004).

Para melhor esclarecer o papel da GSH, no mecanismo de protecdo celular, foi
realizado um estudo no qual se trataram as células da estirpe WT, com iodoacetamida ou
com uma mistura de aminoacidos constituintes da GSH, durante 1h, a 25°C, antes de serem
expostas a diferentes concentragdes de chumbo. A iodoacetamida é um agente alquilante,
que se liga covalentemente aos grupos sulfidrilo (Hansen e Winther 2009). As células foram
tratadas com este reagente com o intuito de causar a deplecdo de GSH e,
consequentemente, diminuir a capacidade de protecao celular. A mistura de enriquecimento
de aminoacidos (acido L-glutdmico, L-cisteina e glicina) constituintes da glutationa, foi
adicionada com o intuito de aumentar a concentracido de GSH, fortalecendo o mecanismo
de defesa das leveduras. O aumento ou a diminuicdo da concentragcao deste tripeptideo, no
meio intracelular, podera aumentar ou diminuir a capacidade antioxidante das células (Berno
et al. 2010).

As células tratadas com iodoacetamida apresentaram uma sensibilidade aumentada a
presenca de chumbo. Apés uma adicao de 500 umol/L de Pb(NO;), e em comparacdo com
as células nao tratadas (controlo), ocorreu uma diminuicdo da viabilidade celular.
Aumentando para o dobro a concentracdo de chumbo, observou-se que a maior parte das
células ficaram incapacitadas de formar colénias em meio YEPD sdlido (Figura 9); ou seja,
menos de 1% das células sobreviveram. Encontra-se descrito na literatura que o tratamento,
de leveduras, com 1 mmol/L de iodoacetamida, durante 1h, provoca uma redugao superior a
95% do valor de GSH (Millard et al. 1997). A iodoacetamida liga-se, covalentemente, aos
grupos sulfidrilo; deste modo, para além da redugdo da GSH, o tratamento com
iodoacetamida provoca, provavelmente, uma inibicdo irreversivel das enzimas associadas
com a defesa contra o stress oxidativo. Este fato podera explicar a grande sensibilidade a

presenca de chumbo das células tratadas com iodoacetamida.

Observou-se uma situagao inversa, quando se enriqueceu as células WT com uma
mistura de aminoacidos que constituem a GSH. Este tratamento promoveu, claramente, um
efeito protetor sobre as células. Apés uma adigdo de 500 umol/L de Pb(NO;),, a viabilidade
celular aumentou ~30%, em comparagao com células que nao sofreram qualquer tratamento

(Figura 9). No caso da adi¢cao de 1000 umol/L de chumbo, o efeito protetor aumentou cerca
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de 44% (Figura 9); ou seja, metade da populagcéo sobreviveu ap6s 3h de contato com o
toxico. Estes resultados devem-se, provavelmente, ao enriquecimento em GSH. Encontra-se
descrito na literatura que o tratamento de células de levedura com uma mistura de
aminoacidos que constitui a GSH, aumenta a concentragao intracelular de GSH (lzawa et al.
1995).
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Figura 9 - Impacto de iodoacetamida e uma mistura de enriquecimento contendo os
aminoacidos constituintes da GSH na viabilidade das células expostas a Pb(NOj3),. As
células da estirpe selvagem (WT), em fase exponencial de crescimento, foram incubadas
com 1 mmol/L de iodoacetamida ou com uma mistura que contém glucose, acido L-
glutdmico, L-cisteina e glicina, durante 1h, a 25 ° C, antes da exposi¢do a Pb(NO,),, durante
3h. Os valores apresentados correspondem a média de trés experiéncias independentes; os
desvios padrao estdo apresentados com um limite de confianga de 95% (barras de erro

verticais).

Estudou-se também o impacto da iodoacetamida e da mistura de aminoacidos

constituintes da GSH, na acumulagéo intracelular de ROS, em células expostos a Pb(NO3),.

As células da estirpe WT tratadas com iodoacetamida apresentaram valores mais
elevados de ROS do que as respetivas células nao tratadas (Figura 10). Pelo contrario, as
células de estirpe WT, quando incubadas com &cido L-glutdmico, L-cisteina e glicina,
apresentam valores inferiores de ROS (comparativamente com as células néo tratadas)

quando expostas a 1000 umol/L de chumbo (Figura 10).
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Os resultados obtidos evidenciam, claramente, que a manipulacdo do conteudo
intracelular de GSH modifica, profundamente, a sensibilidade das células ao efeito téxico do

chumbo.
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Figura 10 - Impacto da iodoacetamida e de uma mistura de aminoacidos constituintes da
GSH na acumulacgao intracelular de ROS em células expostos a Pb(NO;),. As células da
estirpe selvagem (WT), foram tratados e expostos a Pb(NO3),, tal como descrito na figura 9.
A producido de ROS foi avaliada com H,DCFDA, como descrito na figura 8. Os valores
apresentados correspondem a média de quatro leituras de fluorescéncia; os desvios padrao
estao apresentados com um limite de confianca de 95% (barras de erro verticais). A figura

uma representacgao tipica de uma experiéncia repetida quatro vezes.

ISEP | Mestrado em Engenharia Quimica — Tecnologias de Protecao Ambiental 31



A glutationa e o vacuolo na defesa contra a toxicidade do Pb em S. cerevisiae

3.2 Avaliagdo do papel do vacuolo

Numa segunda fase, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o papel do vacuolo,
como mecanismo de defesa, contra a toxicidade induzida pelo chumbo usando como

modelo a levedura S. cerevisiae.

O vacuolo (Figura 11a) parece desempenhar um importante papel na desintoxicagcéo de
metais, através da regulacio citosdlica do metal, por compartimentacdo no seu interior
(Wysocki e Tamas 2010). Um dos mecanismos de transporte dos metais, através da
membrana vacuolar, consiste na troca catido-protdo, assegurado pela agdo da V-ATPase
(Graham et al. 2000).

Para estudar o efeito do vacuolo das leveduras, como mecanismo de defesa, utilizaram-
se estirpes mutantes, sem vacuolo ou deficientes na estrutura da V-ATPase. A estirpe
Avps16 ndo possui vacuolo (Figura 11b), impedindo que os metais se acumulem no seu inte-
rior. Por sua vez, as estirpes dvmai, Avma2 e Avma3 possuem a estrutura da V-ATPase
modificada, impedindo que esta exer¢ca o seu papel de regulagdo do vacuolo. As estirpes
Avmal e AvmaZ2 ndo possuem as subunidades cataliticas A e B do dominio V1, respetiva-
mente, enquanto que Avma3 nao possui a subunidade ¢ do dominio VO, designado de pro-

teolipido.

(a) (b)

Figura 11 — Visualizagdo do vacuolo utilizando a sonda CMAC-Arg. Células da estirpe

selvagem (WT) (a) e células da estirpe Avps16 (sem vacuolo) (b).
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A exposicdo do mutante que ndo apresenta qualquer estrutura do tipo vacuolar
(4vsp16), a varias concentracdes de chumbo (100, 250 e 500 umol/L), induziu a perda pro-
gressiva da viabilidade celular, demonstrada pela incapacidade de formar colénias em meio
sélido YEPD. Tendo como referéncia a estirpe selvagem (WT), observa-se que o mutante
Avsp16 apresenta uma sensibilidade muito aumentada ao efeito téxico do chumbo. Quando
as células Avps16 sao expostas a 100 umol/L de chumbo, observa-se uma mortalidade de
~80%. Aumentando a concentragdo de exposi¢cao para 250 pmol/L, verifica-se uma mortali-
dade de ~99%. Verificou-se que o efeito toxico do chumbo se acentua quanto mais elevada
for a concentragao de téxico. Ao expor-se as células mutantes a 500 umol/L, a taxa de mor-
talidade foi superior a 99,8%; ou seja, apenas sobreviveram menos de 0,2% das células
(Figura 12).

No que diz respeito as células das estirpes deficientes na estrutura da V-ATPase, verifi-
ca-se que apresentam maior sensibilidade ao efeito téxico do chumbo comparativamente a
estirpe WT; porém, sdo menos sensiveis do que as células da estirpe Avps16. Observa-se
que as células mutantes nas subunidades de V-ATPase quando incubadas na presencga de
100 umol/L de chumbo apresentam uma taxa de viabilidade entre 33 a 40% (Figura 12). Po-
rém, quando se aumenta a concentragao de chumbo para 250 umol/L, a morte celular acen-
tuasse, sobrevivendo, apenas entre 11 a 25% da populacao (Figura 12). No caso mais dras-
tico, apds adicao de 500 umol/L de chumbo, verifica-se que mais de 95% das células sao
incapazes de formar colonias em meio YEPD sdlido (Figura 12). Estes resultados sugerem
que nao existe uma diferenga importante entre os mutantes que possuem a fungao da V-

ATPase comprometida.
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Figura 12 - Comparacéao da suscetibilidade ao chumbo da estirpe selvagem (WT) e estirpes
mutantes vacuolares (Avps16, Avma1l, Avma2 e Avma3). As células em fase exponencial de
crescimento foram tratadas com diferentes concentragdes de Pb(NO;),, durante 3h. A
viabilidade foi estimada por contagem de unidades formadoras de colénias (UFC). Os
valores apresentados correspondem a meédia de quatro experiéncias independentes; os

desvios padrao estao apresentados com um limite de confianga de 95% (barras de erro
verticais).
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Figura 13 — Avaliacdo da suscetibilidade ao chumbo em estirpe selvagem (WT) e
estirpes mutantes vacuolares (Avps16, Avmal, Avma2 e Avma3). As células, em fase
exponencial de crescimento, foram tratadas com diferentes concentragcdes de Pb(NO;),,
durante 3h e efetuado o plagueamento, em YEPD — agar, de 5 pL de diluigdes sequenciais.

O crescimento ocorreu durante 3-5 dias, a 25°C.
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Os resultados obtidos sugerem, claramente, que a compartimentagcao do chumbo no
vacuolo é um processo de extrema importancia na defesa contra a toxicidade deste metal,
uma vez o mutante Avps16 (sem estrutura do tipo vacuolar) apresenta uma elevada sensibi-
lidade ao efeito toxico do chumbo, comparativamente a estirpe selvagem (WT). De referir,
ainda, qua a V-ATPase parece desempenhar um papel importante na compartimentagao
vacuolar do chumbo, uma vez que os mutantes deficientes nas subunidades apresentam

uma perda de Vviabilidade bastante elevada, relativamente a estirpe selvagem

ISEP | Mestrado em Engenharia Quimica — Tecnologias de Protecao Ambiental 35



A glutationa e o vacuolo na defesa contra a toxicidade do Pb em S. cerevisiae

ISEP | Mestrado em Engenharia Quimica — Tecnologias de Protecao Ambiental



A glutationa e o vacuolo na defesa contra a toxicidade do Pb em S. cerevisiae

Capitulo 4 — Conclusoes e trabalho futuro
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4.1 Conclusoes

No presente estudo avaliou-se o papel da glutationa e do vacuolo, como mecanismos

de protecao contra a toxicidade provocada por chumbo em Saccharomyces cerevisiae. Dos

resultados obtidos foi possivel obter as conclusdes abaixo apresentadas.

A)

B)

C)

D)

Os mutantes deficientes nos genes GSH1 ou GSH2 nao apresentam uma sensibilida-
de aumentada ao efeito toxico de chumbo, avaliado através da capacidade de prolife-

ragao das células em YEPD agar e da producao de ROS.

A manipulagdo da concentragao intracelular de glutationa, por deplecao (através do
tratamento das células com iodoacetamida) ou enriquecimento (incubando as células
na presencga de glucose e dos aminoacidos que constituem a glutationa), afeta profun-
damente a sensibilidade das células de levedura ao efeito téxico do chumbo. Em con-
junto, os resultados obtidos sugerem o envolvimento da glutationa na desintoxicagéo
por chumbo. Contudo, a presenga de glutationa, per si, parece n&o ser suficiente para

impedir a perda de viabilidade e a inducao de stress oxidativo provocada por chumbo.

O vacuolo parece desempenhar um papel importante, como mecanismo de defesa
contra a toxicidade provocada por chumbo, uma vez que uma estirpe mutante sem
qualquer estrutura vacuolar apresenta uma elevada sensibilidade a presenca de

chumbo.

A V-ATPase parece estar envolvida na compartimentacdo de chumbo no vacuolo. Mu-
tantes deficientes nas subunidades cataliticas A ou B ou na subunidade c (proteolipi-
do) da V-ATPase, apresentam uma maior sensibilidade a presenga de chumbo, com-

parativamente a estirpe selvagem.
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4.2 Sugestoes para trabalho futuro

No sentido de complementar e aprofundar o trabalho desenvolvido na presente disser-
tacao, sugere-se, como trabalho futuro, o alargamento do estudo da importancia da ATPase
vacuolar, recorrendo a mutantes deficientes em outras subunidades da V-ATPase. Adicio-
nalmente, sugere-se o estudo comparativo da acumulagcao de ROS na estirpe WT, no mu-

tante Avps716 e em mutantes deficientes nas subunidades da V-ATPase.
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