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Efeitos sobre o metabolismo glic 1dico e marcadores de stress em Saccharomyces
cerevisiae expostas ao S-etil-N,N-dipropiltiocarbamato, atrazina e prolina

Resumo

A exposicao multipla de modelos biologicos a xenobioticos, sdo aproximagdes
mais apropriadas para caraterizar os seus mecanismos de interagdo. Este estudo procurou
avaliar como a exposi¢do individual ou combinada de Saccharomyces cerevisiae, uma
levedura Crabtree positiva, ao S-Etil-NV,N-dipropiltiocarbamato (EPTC), atrazina (ATZ) e
prolina (Pro) afeta o seu metabolismo glicidico e o indice de stress oxidativo. A exposi¢ao
combinada dos agentes de stress ATZ e EPTC, despoletou em S. cerevisiae respostas
distintas da exposi¢do individual a cada um deles. O decréscimo da razdo
glutationo/dissulfureto de glutationo, o aumento do contetido em espécies reativas de
oxigénio, a indugdo das atividades enzimaticas piruvato cinase e piruvato descarboxilase,
bem como, a inibi¢do da atividade NADH desidrogenase I, resultante da exposi¢ao
combinada ATZ+EPTC indiciam uma regressdo da evolucdo do metabolismo
fermentativo aerobio para respiratorio-fermentativo de S. cerevisiae UE-ME; (efeito de

Crabtree). A Pro exerceu um efeito modulador positivo nesta resposta.

Palavras-chave: Levedura, glicose, espécies reativas, tiocarbamatos, triazinas
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Effects on glucose metabolism and stress markers in Saccharomyces cerevisiae

exposed to S-ethyl-N,N-dipropylthiocarbamate, atrazine, and proline

Abstract

Multiple exposures of biological models to xenobiotics provide the most effective
means of characterizing their interaction mechanisms. This study aimed to evaluate how
Saccharomyces cerevisiae, a Crabtree-positive yeast, responds to individual and
combined exposure to S-Ethyl-N,N-dipropylthiocarbamate (EPTC), atrazine (ATZ), and
proline, with a focus on glucose metabolism and oxidative stress. Combined exposure to
ATZ and EPTC triggered distinct responses in S. cerevisiae compared to individual
treatments. Notably, the combined exposure (ATZ+EPTC) led to a decreased
glutathione/glutathione disulfide ratio, increased reactive oxygen species production,
induction of pyruvate kinase and pyruvate decarboxylase activities, and inhibition of
NADH dehydrogenase 1. These changes suggest a regression of the shift from aerobic
fermentative metabolism towards a respiratory-fermentative state (Crabtree effect).

Proline modulated this response, exerting a protective or stabilizing effect.

Keywords: Yeast, glucose, reactive species, thiocarbamates, triazines
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1. Introducao

Os crescentes desafios ambientais agravados pelo rapido crescimento da
populacdo humana tem levado entidades governamentais em associa¢do com o tecido
industrial de diversos paises a procurarem solucdes que equilibrem a prosperidade
econdmica com a sustentabilidade ambiental. A agricultura atual manifesta forte
dependéncia da aplicacdo de herbicidas e de outros produtos fitofarmacéuticos para
assegurar niveis de elevada produtividade. Contudo, muitos desses compostos sdo
prejudiciais ao ambiente e aos seres vivos ndo direcionados (Rashid et al., 2010; Khan et
al., 2023). A proposta de solugdo para minimizar o elevado impacte ambiental associado
ao uso em larga escala de herbicidas, bem como a consequente pressdo sobre recursos
naturais, integra-se nos objetivos da economia circular que procura a minimizagao,
reutilizacdo alternativa, reciclagem e recuperacdo de materiais considerados residuos
(Otero et al., 2023). Embora seja possivel obter niveis elevados de produtividade com
niveis baixos de fertilizagdo e de aplicagdo de produtos fitofarmacéuticos, numa
abordagem de economia circular, a reciclagem destes ndo esté isenta de riscos podendo o
ciclo tornar-se “tdxico” devido as substancias recicladas serem potencialmente
prejudiciais a satide, uma vez que ndo sdo conhecidas as interagdes que diversos produtos
fitofarmacéuticos podem estabelecer entre si (Marcuta et al., 2021). Embora existam
diversos estudos que procuram avaliar como o modo de utilizagdo de agentes
fitofarmacéuticos pode afetar diversos nichos ecologicos, em geral, a maior parte desses
trabalhos cientificos dirigem-se apenas a um composto isolado, abordagem que se afasta
da realidade ambiental, uma vez que no terreno ocorrem interagdes multiplas entre os
diversos produtos fitofarmacéuticos aplicados numa dada cultura (Barbieri et al., 2022).
Pelo exposto, urge realizar estudos que avaliem a interacdo multipla de produtos
fitofarmacéuticos ao nivel do crescimento e metabolismo celular eucarionte. Esse tipo de
abordagem condicionou o delineamento experimental deste trabalho cientifico onde se
avaliaram interagcdes duplas ou triplas entre o S-etil-N,N-dipropiltiocarbamato (EPTC) e
a atrazina (ATZ) e/ou a prolina (Pro) no metabolismo energético do unicelular eucarionte
Saccharomyces cerevisiae UE-ME3, uma levedura nativa de mostos do Alentejo, utilizada
como modelo biolédgico.

O S-etil-N,N-dipropiltiocarbamato (EPTC) CoHioNOS (figura 1.1) é um
tiocarbamato com propriedades herbicidas, utilizado maioritariamente no controlo de

infestantes em diversas culturas agricolas, ¢ também aplicado em calgadas de residéncias



e locais publicos. Tal como outros tiocarbamatos o EPTC tem como mecanismo de agdo
a inibicdo de enzimas, como o acetil-CoA carboxilase (ACC, EC 3.1.3.44) responsavel
por catalisar o primeiro passo na sintese dos acidos gordos, levando a défice na producdo
de lipidos, debilitando a membrana celular, bem como, o acetil colinesterase (ACE, EC
3.1.1.7) enzima essencial regulador da transmissdo do impulso nervoso, podendo este
composto ser potencialmente considerado uma neurotoxina. Na unido europeia encontra-
se ndo aprovado para utilizagdo de acordo com o Regulamento (CE) N.o 1107/2009
relativo a colocagdo dos produtos fitofarmacéuticos no mercado(EPA, 2008).

O
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Figura 1.1. Estrutura quimica do S-etil-V, N-dipropiltiocarbamato

A atrazina (ATZ) CgHi4CINs (figura 1.2) ¢ outro produto fitofarmacéutico,
utilizado como herbicida seletivo de pré e pds emergéncia em diversas culturas. Pertence
a familia das triazinas, partilhando o seu mecanismo de acdo como inibidor da cadeia de
transporte de eletrdes do cloroplasto com indugdo indireta da producdo de ROS. A
atrazina, ¢ soliivel em 4gua e exibe elevada persisténcia no solo. Diversos estudos
confirmaram efeitos adversos para outros organismos como a desregulacdo enddcrina
(Solomon et al., 2008). A ATZ apresenta um valor de DLso entre 1700 e 4000 mg/kg em
roedores, embora os ruminantes sejam mais sensiveis, com valores de 250 mg/kg (World
Health Organization, 1990).

Embora, desde 2004 existam fortes restricdes e proibi¢des a sua aplicacdo em
culturas agricolas nos estados-membros da Unido Europeia, a sua utilizagdo ocorre com
elevada frequéncia em paises fornecedores de alimentos para a unido europeia. Por outro
lado, o passivo acumulado de ATZ em solos europeus, devido a anos consecutivos de
aplicacdo agrondmica permanece elevado (Regulation, 2009).

HN" >CHs
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Figura 1.2. Estrutura quimica da atrazina



A prolina (Pro) (figura 1.3) ¢ muitas vezes descrita como um aminoacido apesar
de ndo conter grupo amina primdrio. Por esse motivo ¢ corretamente classificada como
iminoacido. A Pro est4d envolvida na sintese de proteinas, participa em mecanismos de
osmorregulagdo e constitui fonte de nitrogénio. Apresenta também um importante papel
protetor contra agentes de stress em microrganismos doando atomos de hidrogénio as
ROS, tais como o radical hidroxilo, convertendo-as em moléculas menos prejudiciais. A
sintese citoplasmatica de prolina a partir do glutamato em Saccharomyces cerevisiae ¢é
catalisada por 3 enzimas, Prolp (y-glutamil cinase) (EC 2.7.2.11), Pro2p (y-glutamil
fosfato redutase) (EC 1.2.1.38) e Pro3p (Al-pirrolina-5-carboxilato (P5C) redutase) (EC
1.2.1.88) (Mukai et al., 2019).

OH
N

H 0o

Figura 1.3. Estrutura quimica da prolina

A utilizagdo da levedura Saccharomyces cerevisiae como organismo modelo para
testar efeitos bioldgicos de diferentes produtos fitofarmacéuticos ¢ legitimada por possuir
um conjunto de caracteristicas impares tais como: i) genoma simples e bem caracterizado,
pois foi o primeiro microrganismo eucarionte a ter o seu genoma totalmente sequenciado;
ii) grau elevado de semelhanca com organismos mais complexos, pois possui
caracteristicas estruturais comuns as de células de eucariontes mais complexas como
acontece com o ser humano; 7ii) elevada taxa de crescimento e curto tempo de geragdo,
permitindo rapido trabalho laboratorial; iv) facil cultivo, pois leveduras tem requisitos de
crescimento muito baixos permitindo o uso de meios simples. A sua utilizagdo ¢
igualmente legitimada por ser um organismo GRAS (Generally Recognized As Safe)
utilizado h4 milhares de anos na alimentagdo humana. E também especialmente titil para
estudos de mecanismos de cancerigénese, visto que estas células podem alternar o seu
metabolismo de fermentativo para respiratorio, de forma dependente da fonte de carbono.
Como anaerobio facultativo utiliza a glicose como fonte de carbono preferencial para
assegurar a fermentacdo alcoolica mesmo na presenga de oxigénio. Em condigdes de
baixo nivel de glicose altera o seu metabolismo para respiratorio utilizando o etanol
produzido pela fermentagdo via ciclo dos 4cidos tricarboxilicos (Sherman, 2002; Leister

et al., 2007; Malina et al, 2021). A este fendmeno da-se o nome de efeito de Crabtree,



descoberto por Herbert Grace Crabtree em 1929 ao realizar estudos em células
tumorais(Crabtree, 1929).

A S. cerevisiae, em meio de cultura que utiliza glicose como fonte de carbono,
passa por quatro diferentes fases de crescimento: lag, log, pds-diduxica e estacionaria
(figura 1.4). A fase lag corresponde ao periodo no qual a célula se adapta ao novo meio
com crescimento e taxa respiratdria lentos, sendo seguida pela fase log onde a levedura
cresce exponencialmente, utilizando o metabolismo fermentativo, o que leva a
acumulacdo de etanol. Apos esgotarem a fonte de carbono fermentavel ocorre o chamado
desvio diduxico onde as células passam a utilizar a via respiratdria para sintetizar o ATP,
bloqueando a expressdo dos enzimas fermentativos. Quando os nutrientes se esgotam
comeca a fase estaciondria no qual as células terminam a divisdo celular e atenuam o seu
metabolismo. Quando todos os nutrientes se esgotam e/ou a concentragdo de compostos

toxicos aumentam drasticamente, as células morrem (Werner-Washburne et al., 1996;

Salari & Salari, 2017).
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Figura 1.4. Curva de crescimento de Saccaromyces cerevisiae onde estdo assinaladas as diferentes fases
do crescimento de A a H (A fase lag; B, C e D fase log; E desvio diauxico; F fase pos-diduxica;

G inicio de fase estacionaria; H fase estacionaria). (adaptado de (Rezaei et al., 2014)



1.1. Metabolismo da glicose em Saccharomyces cerevisiae

O primeiro passo da via glicolitica (Figura 1.5) ¢ catalisado pelo enzima
hexocinase, ATP D-hexose-6-fosfotransferase (HK, EC 2.7.1.1) onde ocorre transferéncia
de um grupo fosfato do ATP para a glicose (hexose) e esta ¢ convertida em glicose-6-
fosfato que segue pela via glicolitica até ser convertida em fosfoenolpiruvato e este
posteriormente transformado em piruvato ou deriva para a via das pentoses fosfato, onde
¢ metabolizada pela glicose-6-fosfato desidrogenase com formacdo de nucledtidos e

NADPH(Cardenas et al., 1998).
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Figura 1.5. Metabolismo da glicose em Saccaromyces cerevisiae (adaptado de Nelson & Cox (2017) e

Dong et al., (2017)).

O fosfoenolpiruvato é convertido em piruvato em conjunto com a fosforilacao do
ADP em ATP, sendo este processo catalisado pelo enzima piruvato cinase (PK, EC

2.7.1.40) seguindo a reagdo: Fosfoenolpiruvato + ADP— Piruvato + ATP, um processo

essencial para o consumo da glicose em organismos respiratérios facultativos. O ATP

produzido nesta reacdo permite o crescimento da célula na auséncia de oxigénio (Israelsen

& Vander Heiden, 2015).



O piruvato ¢ posteriormente convertido em acetil-CoA por descarboxilagao
oxidativa, processo catalisado pelo complexo enzimatico piruvato desidrogenase (PDH,
EC1.2.4.1) ligando assim a glicolise ao ciclo do citrato, também conhecido como ciclo
dos acidos tricarboxilicos (TCA) ou ciclo de Krebs (Alabduladhem & Bordoni, 2024). O
primeiro passo do ciclo de Krebs corresponde a condensacdo do acetil-CoA e do

oxaloacetato em Acetil-CoA (2 carbonos) + oxaloacetato (4 carbonos) — citrato (6

carbonos). Esta reacdo ¢ catalisada pelo enzima citrato sintase (CS, E.C 2.3.3.1), uma
transferase mitocondrial utilizada normalmente como marcador de funcionalidade
mitocondrial (Patel et al., 2014). Outro enzima essencial ao ciclo do citrato e com papel
acoplado a cadeia de transporte de eletroes € o succinato desidrogenase (SDH, EC 1.3.5.1),
também designado por complexo II que esta localizado na membrana mitocondrial e atua
catalisando a oxidagdo do succinato em fumarato, enquanto ocorre a redugdo do coenzima
FAD" a FADH, que ira doar diretamente eletrdes a cadeia respiratoria. Posteriormente
ocorrerd a hidratagdo do fumarato formando-se malato, reacdo catalisada pelo enzima
fumarase (EC 4.2.1.2) que sera depois oxidado, regenerando assim o oxaloacetato com
repeti¢do do ciclo. Por cada volta do ciclo do citrato, uma molécula de acetil-CoA ¢
consumida, com libertacdo de duas moléculas de CO,, uma molécula de GTP, trés
moléculas de NADH e uma molécula de FADH, (Alabduladhem & Bordoni, 2024).

A cadeia respiratoria da S.cerevisiae tem auséncia de complexo I, mas apresenta
na sua membrana mitocondrial interna 3 NADH desidrogenases. O NADH gerado na
matriz mitocondrial ¢ assim oxidado pelo NADH ubiquinona oxidorredutases (Herrero et
al., 2008).

O piruvato pode também seguir a via fermentativa (aerdbia/anaerdbia), um
percurso que embora produza menos ATP do que a via respiratoria permite que a levedura
gere ATP enquanto regenera NAD". Para tal o enzima piruvato descarboxilase (PDC, EC
4.1.1.1) ¢é essencial, visto ser responsavel por catalisar o primeiro passo da fermentagao
alcodlica que envolve a descarboxilagdo do piruvato a acetaldeido e liberta uma molécula
de COa. O acetaldeido ¢ depois reduzido originando etanol através do enzima alcool
desidrogenase. Durante o segundo passo reacional, o NADH ¢ oxidado a NAD,
necessario a producao de ATP. (Barnett, 2003; Stacpoole & McCall, 2023).

Um percurso metabodlico alternativo a glicolise ¢ a via das pentoses fosfato que
consiste em duas fazes: oxidativa e ndo oxidativa que tem como objetivo a producdo de

NADPH e ribose-5-fosfato que podem ser utilizados na biossintese de materiais lipidicos,



esteroides e nucledtidos, ou na resposta antioxidante. O enzima glicose-6-fosfato
desidrogenase (G6PD, EC 1.1.1.49) desempenha um papel chave nesta via sendo
responsavel por catalisar o seu primeiro passo. Apos a formacdo de glicose-6-fosfato
ocorre a desidrogenacdo deste substrato com formacdo de 6-fosfogluconato, reagdo

controlada maioritariamente pelos niveis de NADP™ intracelulares (Stincone et al., 2015).

1.2. Stress oxidativo

O stress oxidativo ¢ definido na literatura como uma condicdo na qual a
capacidade de eliminagdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) por parte da célula é
inferior a sua formagao, o que leva a uma situacao de desequilibrio no estado de oxidagao-
redu¢do da célula que despoleta a ocorréncia de danos oxidativos. Esta situagdo deve-se
ao facto de o dioxigénio (O) ser um oxidante, por possuir dois eletrdes desemparelhados
na ultima camada de valéncia e o ambiente intracelular ser predominantemente redutor,
facto que facilita a formacao endogena de ROS como o perdxido de hidrogénio H>O», o
radical anido superoxido ‘Oz" e o radical hidroxilo *OH. A sua existéncia no interior celular
permitiu o desenvolvimento de mecanismos antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos,
ao longo da evolugdo filogenética. (Herrero et al., 2008; Sies, 2020).

A prevengdo da acumulacdo de ROS e a manifestacdo dos seus efeitos adversos
dotou as células de dois mecanismos de defesa: o primeiro passa por evitar a sua formagao
o segundo envolve métodos enzimaticos e ndo enzimaticos que permitem reparar e
remover produtos da oxida¢do dos materiais celulares. Um dos meios enzimaticos de
protecdo contra ROS s3o os enzimas catalase (EC 1.11.1.6) que em S. cerevisiae se
dividem em catalase A peroxissomal e catalase T citoplasmatica que atuam na conversao
do perdxido de hidrogénio H>O2 em dgua H>O e dioxigénio O (Baker et al., 2023; Sepasi
Tehrani & Moosavi-Movahedi, 2018).

O tripéptido glutationo (GSH) ou mais concretamente y-glutamil-L-cistenil
glicina desenvolve um papel relevante nas defesas antioxidantes uma vez que atua na
captura de ROS utilizando o seu grupo sulfidrilo para se transformar em dissulfureto de
glutationo (GSSG), reacdo que pode ocorrer apenas por equilibrio quimico, mas que ¢é
maioritariamente catalisada pelo enzima glutationo peroxidase (GPx, EC 1.11.1.9),
convertendo assim o peroxido de hidrogénio ou os lipoperoxidos em H>O ou no alcool
correspondente, respetivamente. Os niveis de GSH sdo posteriormente repostos pelo
enzima glutationo redutase (GR, EC 1.8.1.7) que utiliza 0o NADPH gerado pelo G6PD na

via das pentoses fosfato, formando assim um ciclo de oxidagao-redugdo para estabilizar



os niveis de glutationo/dissulfureto de Glutationo (ZITKA et al., 2012; Vaskova et al.,
2023).

Um importante marcador de stress oxidativo ¢ o malonodialdeido (MDA) o
principal produto da peroxidacdo de lipidos, utilizado para quantificar niveis de stress
oxidativo. Sendo um produto direto da peroxidacdo de lipidos os seus niveis refletem
diretamente os danos oxidativos causados a membrana celular. Na sua formagdo os
radicais livres removem um atomo de hidrogénio de um residuo acilo, criando um radical
lipidico que reage com o dioxigénio para formar um radical lipidico peroxidado,
comecando assim uma reacao em cadeia que termina com a formagao de produtos estaveis,
como o malonodialdeido, que ao reagir sdo maioritariamente toxicos (Del Rio et al., 2005).

O termo fosfatase alcalina (ALP) designa uma familia de isoenzimas assim
nomeada devido a sua agdo de remover grupos fosfato de moléculas organicas em
condi¢des alcalinas, permitindo assim a difusdo da molécula pela célula e
disponibilizando fosfato inorganico. Estd ainda associado a processos de diferenciagao,
proliferacdo e defesa celular, bem como, a apoptose (Sharma et al., 2014; P. Nalini et al.,

2015).

2.Problema e Objetivos

Arealizagdo de estudos que envolvam a exposi¢ao multipla de modelos biologicos
a produtos fitofarmacéuticos de circulagdo ambiental, correspondem a aproximacgdes mais
adequadas para identificar e caraterizar mecanismos de interagdo entre xenobidticos e as
células eucariontes, do que a avalia¢do individual de cada composto. A Saccharomyces
cerevisiae, por ser um eucarionte unicelular com o genoma totalmente sequenciado e que
exibe elevada homologia sequencial com o dos mamiferos constitui também um bom
modelo de estudo por ser seguro e de facil replicacio.

O metabolismo energético de leveduras Crabtree mostra-se também como uma
boa ferramenta no diagnéstico de mecanismos de toxicidade exercido por xenobidticos
em células eucariontes. Como os produtos fitofarmacéuticos S-etil-N,N-dipropiltiocar-
bamato (EPTC), a atrazina (ATZ) e o iminodcido prolina sio de ampla circulagdo
ambiental, torna-se de elevado interesse esclarecer o seu mecanismo de interagdo com o
metabolismo respiratorio e de resposta ao stress de S. cerevisiae, pelo que o objetivo geral
deste estudo serd testar a Ho: “A exposicdo individual ou combinada de Saccharomyces
cerevisiae ao S-Etil-N,N-dipropiltiocarbamato, atrazina e prolina ndo afeta o seu

metabolismo glicidico, indice de stress oxidativo e de danos celulares”.



Para este efeito serdo compridos os seguintes objetivos especificos:

i

78

1.

.

Avaliagdo do crescimento celular da levedura vinica nativa do Alentejo,
Saccharomyces cerevisiae UE-ME3, em meio rico (YPD); meio rico e
prolina (YPD — Pro); meio rico e tiocarbamato (YPD-EPTC); meio rico e
triazina (YPD-ATZ), meio rico com mistura de tiocarbamato e triazina
(YPD — EPTC+ATZ) e meio rico com mistura de tiocarbamato, triazina e
prolina (YPD-EPTC+ATZ+Pro) por contetido em proteinas, peso seco, €
atividade enzimatica fosfatase alcalina (ALP);

Obtencdo do sobrenadante e sedimento p6s-12000 g, ap6s lise celular em
banho de ultrassons, seguida de centrifuga¢ao diferencial;

Avaliagdo do metabolismo glicolitico da levedura vinica do Alentejo S.
cerevisiae UE-ME3, em meio rico (YPD); meio rico e prolina (YPD-Pro);
meio rico e tiocarbamato (YPD-EPTC); meio rico e triazina (YPD-ATZ),
meio rico com mistura de tiocarbamato e triazina (YPD— EPTC+ATZ) e
meio rico com mistura de tiocarbamato, triazina e prolina (YPD-
EPTC+ATZ+Pro), em termos de marcadores do metabolismo fermentativo
e respiratorio-fermentativo da glicose, nomeadamente atividades
enzimaticas, glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD), piruvato cinase
(PYC), piruvato descarboxilase (PDC), citrato sintase (CS), entre outros,
por espectrometria de absor¢ao molecular.

Avaliagdo de marcadores de stress oxidativo e de morte celular da levedura
vinica do Alentejo S. cerevisiae UE-ME3, em meio rico (YPD); meio rico
e prolina (YPD—-Pro); meio rico e tiocarbamato (YPD-EPTC); meio rico e
triazina (YPD-ATZ), meio rico com mistura de tiocarbamato e triazina
(YPD — EPTC + ATZ) e meio rico com mistura de tiocarbamato, triazina
e prolina (YPD-EPTC+ATZ+Pro), em termos de contetido em glutationo,
espécies reativas de oxigénio (ROS) e malonodialdeido (MDA) entre

outros, por espectrometria de fluorescéncia.



3.Metodologia

A conclusdo dos objetivos tracados para este estudo obedeceu a seguinte estratégia:
Local de realiza¢io: a componente experimental foi executada nos Laboratorios
da Escola de Ciéncias e Tecnologia (ECT) - Departamento de Quimica e Bioquimica e do
Laboratorio Associado MED — Mediterranean Institute for Agriculture, Environment and

Development - Evora & CHANGE — Global Change and Sustainability Institute.

Periodo de realizagdo: 1 ano letivo;

Modelo biolégico: Saccharomyces cerevisiae estirpe UE-ME3
Fornecedor: colecio do laboratério de Enologia da Universidade de Evora
Agentes de stress:

- S-etil-N,N-dipropiltiocarbamato (EPTC);

- Atrazina (ATZ) e

- Prolina (Pro)

Fragoes celulares: Sobrenadante e sedimento pds-12000 g;

Ensaio: exposi¢do da levedura S. cerevisiae as condi¢des de crescimento:
I  meio rico (YPD);

IT  YPD com prolina (YPD-Pro);

III ' YPD com tiocarbamato (YPD-EPTC);

IV YPD com triazina (YPD-ATZ),

V  YPD com tiocarbamato/triazina (YPD — EPTC + ATZ);

VI - YPD com tiocarbamato/triazina/prolina (YPD-EPTC+ATZ+Pro),

Parametros analisados:
- Peso seco

- Turbidez

Contetidos em
- Proteinas
- Espécies reativas de oxigénio (ROS)

- Glutationo (GSH)
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- Dissulfureto de glutationo (GSSG)

Atividades enzimaticas

- Fosfatase alcalina (ALP)

- Glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD)

- Piruvato cinase (PK)

- Citrato sintase (CS)

- Succinato desidrogenase (SDH)

- NADH (ubiquinona) desidrogenase I (NDHI)
- Piruvato descarboxilase (PDC)

- Catalases Ae T

- Glutationo redutase (GR)

Técnicas utilizadas

Obtencao de culturas de microrganismos em suspensao; fracionamento celular por
centrifugacdo diferencial; desintegragdo celular por ultrassons; determinagdo de
atividades enzimaticas por espectrometria de absor¢do molecular e de contetidos celulares
por espectrometria de fluorescéncia.
Analise estatistica

Os parametros determinados em 5 experiéncias independentes com S. cerevisiae
UE-ME3 crescidas em 6 diferentes condigdes de cultura foram submetidos a Analise de
variancia simples, ANOVA I (Quadro A1) e teste de significancia de Duncan, com recurso
ao programa SPSS para Windows, versao 29 (2023), licenciado para a Universidade de
Evora.
Suporte financeiro

Fundacdo para a Ciéncia e Tecnologia (FCT) como parte do projeto

UIDB/05183/2020.
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3.1. Diagrama do trabalho
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Figura 3.1. Diagrama do trabalho
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3.2. Equipamento utilizado

Banho termostatizado com agitacdo, marca Memmert, modelo WB?7.

Balanga analitica, marca Mettler, modelo AE 200.

Incubador, marca Memmert, modelo BE500.

Centrifuga, marca Hermle, modelo Z323 K.

Espectrometro de absor¢do molecular de feixe duplo, marca Hitachi, modelo
U2001, com banho com circula¢do de 4gua marca Grant.

Espectrometro de fluorescéncia de feixe simples, marca Shimadzu, modelo RF-
5001 PC.

Balanga micro-analitica, marca Mettler Toledo, modelo AX 205 Delta Range.

Vortex, marca Witeg Wisd, modelo VM-10.

Placas de aquecimento com agitacdo magnética, marca VWR, modelo VMS-A.

Potenciometro marca Hanna Instruments, modelo pH 20

Estufa marca WTC binder, modelo E28

3.3. Reagentes
1,1,3,3-tetrametoxipropano, pro-analise, Sigma, St. Louis
1-cloro-2,4-dinitrobenzeno, pré-analise, Sigma, St. Louis
Acetil-CoA, pro-analise, Sigma, St. Louis
Acido acético (10%), MERCK, Darmstadt
Acido cloridrico, pro-analise (d = 1,19) 37%, MERCK, Darmstadt
Acido etilenodiaminotetracético (EDTA) (sal dissodico), pa, Sigma, St. Louis
Acido galico, pro-analise, MERCK, Darmstadt
Acido linoleico, pré-analise, Sigma, St. Louis
Acido malico, pré-anélise, Sigma, St. Louis
Acido triobarbitirico, pré-analise, 99%, MERCK, Darmstadt
Adenosina difosfato (ADP), pro-analise, Sigma, St. Louis
Adenosina trifosfato (ATP), pro-andlise, Sigma, St. Louis
Albumina de soro bovino (BSA), pro-analise, Sigma, St. Louis
Alcool desidrogenase (ADH), pro-analise, Sigma, St. Louis
Carbonato de s6dio anidro, pro-analise, 99,5%, MERCK, Darmstadt
Cianeto de potassio, pro-analise, Sigma, St. Louis
Citocromo ¢, Sigma, St. Louis

Cloreto de magnésio, 99%, pré-analise, Sigma, St. Louis
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Cloreto de magnésio hexahidratado, 99%, Sigma, St. Louis

Cloreto de potassio, pro-analise, Sigma, St. Louis

Dihidrogenofosfato de potéssio, pro-andlise, 99,0%, MERCK, Darmstadt
Dihidrogenofosfato de sddio, pro-analise, 99,0%, MERCK, Darmstadt
Dissulfureto de glutationo, pro-analise, 98,0%, Sigma, St. Louis
Duodecilssulfato de sddio, pro-andlise, Sigma, St. Louis

Etanol, pro-analise (d = 0,79) 99,8%, MERCK, Darmstadt

Extrato de levedura, pro-analise, Sigma, St. Louis

Fosfoenolpiruvato, pro-analise, Sigma, St. Louis

Frutose 1,6-difosfato, pro-andlise, Sigma, St. Louis

Glicerol, pro-analise, MERCK, Darmstadt

Glicilglicina, 98,0%, MERCK, Darmstadt

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

Glicose, 99,5 %, Sigma, St. Louis

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

Glutationo, pro-andlise, 98,0%, Sigma, St. Louis

Hidrogenofosfato de sodio anidro, pré-analise, 99%, MERCK, Darmstadt
Hidrogenofosfato de dipotéssio, pro-andlise, 99,5%, MERCK, Darmstadt
Hidroxido de sodio, pré-andlise, 99,0%, MERCK, Darmstadt

Lactato desidrogenase, 95%, Sigma, St. Louis

n-butanol, 99%, Sigma, St. Louis

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

Nicotinamida adenina dinucleotido, pré-analise, 98,0%, Sigma, St. Louis
Nicotinamida adenina dinucleotido, pré-andlise, 97,0 %, Sigma, St. Louis
Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato, pro-analise, 98,0%, Sigma, St. Louis
o-fetaldeido, 99%, Sigma, St. Louis

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

Peptona, impureza < 15%, Sigma, St. Louis

Peréxido de hidrogénio, pro-analise, 30%, Sigma, St. Louis

Piruvato, 99%, Sigma, St. Louis

p-nitrofenilfosfato, > 97%, Sigma, St. Louis

Reagente fendlico, segundo Folin-Ciocalteau, pro-analise, Sigma, St. Louis

Succinato, 98 %, pro-analise, Sigma, St. Louis
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Sulfato de cobre, pro-analise, 99,5 %, MERCK, Darmstadt

Tartarato de sodio e potassio tetrahidratado, pa, 99,9%, MERCK, Darmstadt
t-butilhidroperoxido, pro-analise, Sigma, St. Louis
Tris-(hidroximetil)-aminometano, pré-analise, 99,9%, MERCK, Darmstadt
Tween 20, pro-analise, MERCK, Darmstadt

Xantina oxidase, pro-analise, Sigma, St. Louis

Xantina, pro-andlise, Sigma, St. Louis

3.4. Procedimento Experimental

3.4.1. Cultura de microrganismos
O modelo biologico utilizado neste estudo foi a estirpe UE-MEs3 de

Saccharomyces cerevisiae um eucarionte unicelular isolado a partir de mostos de vinhos
do Alentejo, depositada no laboratorio de Enologia da Universidade de Evora. Colénias
isoladas destas leveduras preservadas a -80°C, em meio de cultura com glicerol, no bloco
de laboratodrios da fase I1I, Departamento de Quimica e Bioquimica, Escola de Ciéncias
e Tecnologia da Universidade de Evora, foram utilizadas para obter cultura fresca.
Iniciou-se o ensaio inoculando amostra de S. cerevisiae UE-ME3; em meio rico (YPD)
com 1/3 de liquido para 2/3 de ar, constituido por extrato de levedura (10 g/L) e peptona
(20 g/L) dissolvidos em &gua ultrapura, ambos esterilizados, ao qual foi adicionado
glicose (20 g/L) esterilizada por filtracdo. As leveduras cresceram overnight até se atingir
a turbidezesonm = 0,8. Aliquotas da cultura fresca foram inoculadas em novo meio rico
(YPD) e deixadas crescer a 28 °C, até atingir a fase exponencial média para serem
utilizadas posteriormente para iniciar o ensaio de exposicdo de acordo com o
delineamento experimental: i) meio rico (YPD); ii) meio rico e prolina (100 mg/100mL)
(YPD — Pro); iii) meio rico e S-etil-N, N-dipropiltiocarbamato (5 mg/100 mL) (YPD-
EPTC); iv) meio rico e atrazina (5 mg/100 mL) (YPD-ATZ), v) meio rico com e S-etil-
N, N-dipropiltiocarbamato (5 mg/100 mL) e atrazina (5 mg/100 mL) (YPD — EPTC+ATZ)
e vi) meio rico com S-etil-N, N-dipropiltiocarbamato (5 mg/100 mL), atrazina (5 mg/100
mL) e prolina (100 mg/100mL) (YPD-EPTC+ATZ+Pro). As culturas foram deixadas
crescer a 28°C, com agitacdo orbital a 150 rpm, durante 200 min, tempo necessario para

se manifestar o desvio diduxico.
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3.4.2. Peso seco
O peso seco das culturas, um marcador de biomassa, foi determinado por recolha
e pesagem de amostras das culturas controlo e de exposi¢do (0,1cm?) que foram deixadas

secar em estufa a 80°C até atingir peso constante.

3.4.3. Fracionamento celular

Apo6s 200 minutos de ensaio, as células presentes no meio de cultura foram
sedimentadas por centrifugacdo diferencial (5000 g, 10 min, 4°C) e recolhidas apods
lavagem (3x) com agua destilada estéril. Em seguida, o sedimento foi ressuspendido em
10 mL de tampao fosfato (10 mM), pH 7,0 e homogeneizado em banho de ultrassons
(pulso de 0,1 kHz de 10 em 10 s, durante 3x5 min) para lise celular. O lisado celular foi
centrifugado (5000g, 10 min, 4°C). O sobrenadante, entdo, obtido, foi centrifugado
(12000 g, 15 min, 4°C) e guardado em microtubos a -20°C para posterior determinac¢ao
de conteudos e de atividades enzimaticas (sobrenadante TP). O sedimento remanescente
foi ressuspendido em 3,0 mL de tampao fosfato (10 mM) pH 7,0 (sedimento TP) (Lake,
B., 1987; Sugimoto et al., 1990).

Para obtencdo da fragdo rica em mitocondrios, as células sedimentadas foram
ressuspendidas em 10 mL de tampao TEM (0,05 M) pH 7,5 e homogeneizadas em banho
de ultrassons (pulso de 0,1 kHz de 10 em 10 s, durante 3x5 min) para lise celular. O lisado
obtido foi centrifugado (5000 g, 10 min, 4°C). O sedimento foi ressuspendido em 10 mL
de tampao Tris-sacarose (0,01M) pH 7,5 e guardado em microtubos a -20°C para posterior

utilizagdo (sedimento TS) (Tzagoloff, 1971).

3.4.4. Proteinas

O conteudo em proteina total das fracdes celulares previamente preparadas foi
determinado de acordo como o procedimento descrito por (Lowry (1951) que se baseia
na reagdo entre a ligacdo peptidica (-CO-NH-) e sulfato de cobre em meio alcalino que
gera um complexo de cor azul, bem como, na reagdo entre os aminoacidos triptofano e
tirosina presentes nas proteinas com o reagente de Folin-Ciocalteau, catalisada pelo Cu?”,
a pH alcalino que origina um complexo de heteromolibdénio de cor azul que potencia a
sensibilidade do método. Os cromoforos gerados podem ser quantificados por
espetrometria de absor¢ao molecular lendo a absorvéncia das solugdes a 720 nm.

Fez-se reagir 1 mL de reagente de Lowry, constituido por carbonato de s6dio a2 %
(p/v), sulfato de cobre 0,1 % (p/v) e tartarato de sddio e potéssio 0,2 % (p/v) preparado
extemporaneamente com a 0,025 mL de solugdes BSA (25-200 pg/mL) (curva de
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calibragdo), ou a 0,04 mL de amostra diluida em 0,2 mL de NaOH (0,5 M). Apos agitacdo
no vortex adicionou-se 0,1 mL de reagente de Folin, seguindo-se segunda agitagcdo e
repouso por 30 min. Leu-se a absorvéncia a 720 nm e determinou-se a concentragio de

proteina por interpolacdo grafica na curva de calibragdo.

3.4.5. Fosfatase alcalina (ALP)

A fosfatase alcalina designa uma familia de isoenzimas que desempenham papel
relevante em diferentes processos bioldgicos como a apoptose, a proliferacdo e a
diferenciagdo celular, sendo diversas vezes tomado como marcador enzimatico de
proliferacdo celular.

A atividade enzimatica fosfatase alcalina (ALP) foi determinada incubando
sobrenadante TP de cada amostra, na diluicdo adequada, numa mistura reacional
constituida por tampao Tris-HCI (0,05 M) pH 8,5 e pNPP (1,2 mM). Seguiu-se a formagao
de p-nitrofenol, um produto da hidrdlise de ligacdes fosfoéster do substrato
pnitrofenilfosfato (pNPP), registando o aumento da absorvéncia a 405 nm durante 120 s.
Foi igualmente preparada uma solug¢@o branco onde o volume da amostra foi substituido
por igual volume de tampao (Bretaudiere,1984).

Calculou-se a atividade ALP a partir do coeficiente angular das curvas de reagao
(0,993519 <r <0,923664) ¢ utilizando o coeficiente de absortividade molar 16,03 M-'cm
!'do pNPP.

3.4.6. Glutationo (GSH) e dissulfureto de glutationo (GSSG)

O tripéptido glutationo, y-glutamil-1-cisteinilglicina (GSH) ¢ uma molécula de
baixo peso molecular que exerce, entre outros, papel protetor contra o stress oxidativo,
devido ao facto de possuir o aminodcido cisteina com um grupo tiol que ¢ facilmente
oxidado a dissulfureto de glutationo (GSSG), uma reacdo com elevado nivel de
reversibilidade. Tal facto, leva a que o glutationo se encontre maioritariamente na sua
forma reduzida e como tal, a relacio GSH/GSSG (= 1,2 em leveduras) possa ser utilizada
com frequéncia para avaliar o estado de oxidacao celular.

A determinagdo do conteudo em glutationo (GSH) envolveu a preparagao de
misturas de rea¢do constituidas por amostras de sobrenadante TP, diluidas em tampao
fosfato de sédio (0,1 M) a pH 8,0 com EDTA (0,005 M) e OPT (comercial). A mistura foi
agitada em vortex e deixada reagir em banho com agitacdo a temperatura ambiente
durante 15 minutos. Preparou-se em simultineo solugdes branco, onde a amostra foi

substituida por tampao fosfato. A fluorescéncia foi lida no espectrémetro de fluorescéncia
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ao comprimento de onda de excitagdo de 350 nm e de emissdo de 420 nm. O teor de GSH
em grama de peso seco foi obtido por interpolacdo de uma curva de calibracdo com
padrdes de GSH (0-100 uM) (Hissin & Hilf, 1976), (Carru et al., 2003).

A quantificagdo do dissulfureto de glutationo (GSSG) envolveu a adi¢do de N-
etilmaleimida (NEM) a amostras do sobrenadante TP, idénticas as utilizadas na
quantificagdo do GSH, de modo que a NEM forme um complexo com o GSH removendo-
o da leitura do GSSG. Esta mistura foi deixada a temperatura ambiente durante 30 min.
Apos esse periodo foi adicionado OPT em NaOH (0,1 M) e colocado em banho com
agitacdo durante 15 min. A leitura seguiu as mesmas condigdes utilizadas para o GSH
(Carru et al., 2003).

O teor em GSSG, por grama de peso seco, no sobrenadante TP, foi obtido por
interpolagdo grafica em curva de calibracdo previamente construida com padrdes de
GSSG (0-80 uM)

3.4.7. Espécies reativas de oxigénio (ROS)

A acumulagdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) no meio celular, pode
ocorrer quando a célula € exposta a agentes de stress, provocando alteragdes deletérias no
metabolismo quando o seu teor se sobrepde aos niveis basais da célula produzindo danos
em diversos componentes da célula que até pode conduzir a morte celular.

O contetido em ROS de cada amostra foi determinado seguindo o método de Lebel
1992 (LeBel et al., 1992), um método fluorimétrico no qual se utiliza o
diclorofluoresceina (DCFH) que facilmente se oxida dando origem a DCEF, na presenca
de perdxido de hidrogénio, um composto com elevada fluorescéncia. Para tal foi diluida
a amostra em DCFH (1 M) preparado em tampao fosfato (25 mM) pH 7,4 e Tris-HCl (40
mM) pH 7,4 com uma propor¢do 1:40. Uma solugdo branco foi igualmente preparada
substituindo a amostra por tampao fosfato (10 mM) pH 7. Esta mistura foi incubada a
37°C durante 10 min sendo a sua fluorescéncia lida ao comprimento de onda de excitagao
de 485 nm e de emissdao a 520 nm. A concentragdo de ROS foi calculada por interpolagao
grafica na curva de calibragdo obtida para padrdes de concentragdo diferente de H>O: (0-
400 uM).

3.4.8. Catalase Ae T
A expressdo dos enzimas catalase, pertencentes a classe das oxido-redutases, pode

ser determinada no citoplasma (CTT) e no peroxissoma (CTA) de S. cerevisiae. A
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decomposicdo do peroxido de hidrogénio (H202) em agua (H,O) e dioxigénio (O)
constitui a principal fun¢do que lhes ¢ atribuida.

Determinou-se a referida atividade enzimatica seguindo o procedimento descrito
por (Beers & Sizer, 1952), no qual se acompanhou a degradagdo do perdxido de
hidrogénio lendo a varia¢dao de absorvéncia a 240 nm, a 25 °C, ao longo de 90 s contra
uma solucdo branco na qual a amostra foi substituida por igual volume de por tampado
fosfato (10 mM) pH 7,0. Incubou-se aliquotas do sobrenadante TP (CTT) ou do sedimento
TP (CTA) com concentragdo adequada de proteinas num meio de reagdo composto por
tampao fosfato (50 mM) pH 7,0 e H202 (30 mM). Calculou-se as atividades CTT e CTA
a partir do valor do coeficiente angular das curvas de reacdo (0,971295<r<0,796143)
(cTT), (0,981213<1r<0,723309) (CTA) e utilizando o coeficiente de absortividade molar
para 0 H,O> de 0,0435 mM!.cm™.

3.4.9. Glutationo redutase

O enzima glutationo redutase (GR) € responsavel por catalisar a regeneragdo do
dissulfureto de glutationo (GSSG) em glutationo (GSH), um dos passos do ciclo de
oxida¢ao —reducdo do glutationo. A referida atividade enzimatica decorreu como descrito
por Goldberg e Spooner (1987). Preparou-se uma mistura de reagdo constituida por
sobrenadante TP de cada amostra, tampao fosfato (0,12 M) pH 7,2, EDTA (15 mM), e
GSSG (63,5 mM). A reagdo foi despoletada pela adicdo de NADPH (0,17 mM). Leu-se a
absorvéncia contra um branco, onde a amostra foi substituida por igual volume de tampao
fosfato (0,12 M) pH 7,0, a 340nm durante 120s a 37°C. Calculou-se a atividade enzimatica
utilizando o valor do coeficiente angular das retas obtidas (0,975238<r <0,744718), e o
coeficiente de absortividade molar para 0o NADPH de 6,22 mM'cm!.

3.4.10. Glicose-6-fosfato desidrogenase

O enzima Glicose-6-fosfato desidrogenase catalisa o primeiro passo da via das
pentoses fosfato uma das principais fontes de NADPH intracelular, onde a glicose-6-
fosfato ¢ oxidada a 6-fosfogluconolactona e NADPH.

O procedimento descrito por (Bergmeyer, 1983) e (Postma et al., 1989) foi
utilizado na determinacdo da atividade enzimatica. Preparou-se um meio de reagdo
constituido por sobrenadante TP, tampao tris-HCI (1IM) pH 8,0; NADP" (0.04 M) e
MgCl,.6H,O (0.5 M). Deixou-se a mistura de reagdo estabilizar a 37°C durante 1 min.

Em seguida iniciou-se a reacdo com a adi¢do de glicose-6-fosfato (0,1 M). Leu-se a
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variagdo de absorvéncia a 340 nm, durante 120 s contra um branco no qual se substituiu
a amostra por um igual volume de tampao Tris-HCI (50 mM) pH 7,0.

A atividade enzimatica G6PD foi calculada utilizando o valor do coeficiente
angular das curvas de reacao (0,928583<r <0,837129) e utilizando o valor do coeficiente

de absortividade molar de 6,22 mM-'cm™! para o NADPH.

3.4.11. Piruvato cinase

O enzima piruvato cinase (PK) desempenha um papel relevante como catalisador
da reag¢do de conversdo do fosfoenolpiruvato em piruvato essencial para o consumo da
glicose em leveduras.

A determinagdo desta atividade enzimadtica seguiu procedimentos descritos em
Maitra & Lobo (1971) e (Bergmeyer (1983), onde se utilizou o lactato desidrogenase
(LDH) como enzima auxiliar de forma a assegurar a formacao de lactato, apos a formagao
do piruvato com consumo de NADH. Preparou-se um meio de reacdo constituido por
tampao tris-HCI (100 mM) pH 8, fosfoenolpiruvato (1 mM), ADP (1 mM), frutose 1,6-
difosfato (1mM), NADH (0,03 mM), lactato desidrogenase (0,3 U) e sobrenadante TP de
cada amostra, na diluicdo adequada. Foi igualmente preparada uma solu¢do branco
substituindo a amostra na mesma mistura de reagdo por igual volume de 4gua.

Para calcular o valor da atividade enzimatica utilizou-se o coeficiente angular das
curvas de reacao (0,961539<r<0,792707), com base no decréscimo da absorvéncia
registado a 340 nm, durante 90 s, a 37°C, e o valor do coeficiente de absortividade molar

de 6,22 mM-1cm™! para 0o NADH.

3.4.12. Citrato sintase

Um dos passos reguladores do ciclo do citrato envolve o enzima citrato sintase
(CS) que catalisa a reacdo da formagao do citrato, por condensacgdo do acetil-CoA com o
oxaloacetato. Esta atividade enzimatica foi determinada utilizando um meio de reagdo
constituido por Tris-HCI (100 mM) pH 8,0 contendo, acetil-CoA (0,1 mM), oxaloacetato
(0,2 mM), acido 5,5'-ditiodi-2-nitrobenzoico (reagente de Ellman) (0,25 mM) e amostra
rica em mitocondrios (sedimento TS) (Kim et al., 1986). Foi também preparada uma
solucao branco utilizando a mesma mistura reacional, mas onde a amostra foi substituida
por igual volume de tampao.

No calculo da atividade enzimatica citrato sintase (CS) utilizou-se o coeficiente

angular das curvas de reagdo (0,973558<r<0,764091), geradas a partir da leitura da
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absorvéncia a 412 nm durante 300 s, a 25°C e o valor do coeficiente de absortividade

molar de 14,14 mM'cm-! para o 2-nitro-5-tiobenzoato.

3.4.13. Succinato desidrogenase

O enzima succinato desidrogenase (SDH), outro regulador do ciclo do citrato,
catalisa a reagdo de oxidagdo do succinato em fumarato com redugdo do coenzima FAD"
a FADH>, equivalentes redutores que sdo transferidos diretamente para o complexo II da
cadeia respiratoria. A referida atividade catalitica foi medida de forma indireta, lendo a
sua capacidade para reduzir o citocromo c, por espetrometria de absor¢do molecular
(Chapman et al., 1992).

Preparou-se uma mistura de reagdo constituida por tampao fosfato (50 mM) pH
7,4; citocromo ¢ (100 mM); cianeto de potassio (1 mM), succinato (2,5 mM) e sedimento
TS na dilui¢ao adequada. Preparou-se de igual modo, uma solugdo branco utilizando uma
mistura de reacdo onde a amostra foi substituida por igual volume de tampao fosfato. No
calculo da atividade SDH recorreu-se ao coeficiente angular das curvas de reacgdo
(0,992932<r<0,982720), construidas a partir da variagdo da absorvéncia a 550 nm, 25°C,
durante 300s e utilizou-se o valor do coeficiente de absortividade molar de 19 mM-'cm’!

(Walzel et al., 2002).
3.4.14. NADH (ubiquinona) desidrogenase I

Embora a cadeia respiratoria de S.cerevisiae ndo disponha de complexo I, como
descrito para outros eucariontes, possui 3 NADH desidrogenases localizadas na
membrana interna mitocondrial. Assim, neste microrganismo, os equivalentes redutores
sob a forma de NADH formados no citoplasma sdo oxidados pelo enzima NADH
ubiquinona oxidorredutase também denominado NADH desidrogenase externa (NDE1).

Na determinagdo da referida atividade enzimatica fez-se reagir tampao fosfato
(0,5 M) pH 7,6; KCN (100 uM); citocromo ¢ (22,5 uM); e sedimento TS na dilui¢cdo
adequada e NADH (0,5 mM), a 30°C, durante 180 s, como descrito por Tzagoloff, (1971)
e Ludovico et al. (2002). Preparou-se igualmente uma solugao branco utilizando a mesma
mistura na qual a amostra foi substituida por um volume igual de tampao fosfato. O valor
da atividade NDE1 foi calculado com recurso ao coeficiente angular das curvas de reagdo
(0,997881<r<0,994936), construidas a partir da leitura de absorvéncia a 550 nm e
utilizando também o valor do coeficiente de absortividade molar de 21 mM™! ¢m™! para o

citocromo c.
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3.4.15. Piruvato descarboxilase

O enzima piruvato descarboxilase (PDC) catalisa o passo iniciador da via
fermentativa promovendo a descarboxilag¢do do piruvato a acetaldeido. Por esse motivo ¢
muitas vezes utilizado como um bom marcador da atividade fermentativa em S. cervisiae.
A determinagdo desta atividade enzimatica obedeceu ao protocolo delineado por
Bergmeyer (1983) no qual foi elaborado um meio de reagao constituido por tampao MES
(50 mM) pH 6, piruvato (30 mM), NADH (10mg/mL) e o enzima auxiliar ADH (10
U/mL). Iniciou-se a reagdo com a adi¢do do sobrenadante TP de cada amostra. Preparou-
se uma solugdo branco utilizando a mesma mistura reacional onde a amostra foi
substituida por igual volume de tampao MES.

No célculo da atividade enzimatica utilizou-se o coeficiente angular das curvas de
reacdo (0,902485<r<0,819746) delineadas a partir da leitura do decréscimo da
absorvéncia a 340 nm, a 30°C, durante 600 s e com o valor do coeficiente de absortividade

molar de 6,22 mM-'cm! para o NADH.

4.Resultados e discussao

A S. cerevisiae ¢ classificada como levedura Crabtree positiva, ou seja, onde
ocorrem alteragdes do metabolismo celular maioritariamente moduladas pelo teor de
glicose. Entre as alteracdes metabolicas que podem ser detetadas temos a ocorréncia de
défice respiratdrio associado a competi¢do entre a glicdlise e a fosforilagdo oxidativa para
o ADP e o Pi. Quando a fonte de carbono ¢ preferencialmente a glicose a levedura assume
metabolismo fermentativo independentemente de crescer na auséncia ou presenca de Oz,
com repressdo do metabolismo respiratdrio. Esta op¢do mantém-se ao longo do
crescimento celular até que o teor intracelular de glicose diminua e aumente o de etanol.
Como referido anteriormente na sec¢do 1, nessa fase do crescimento, designada por
desvio diduxico, ocorre indu¢do da expressdo de enzimas respiratorios e silenciamento
parcial das vias fermentativas passando a levedura a crescer em condigdes respiratdrio-
fermentativas. A fermentagdo aerobia determinada em leveduras Crabtree positivas ¢ em
muitos aspetos um fendémeno idéntico ao descrito por Meyerhof e Warburg no inicio do
seculo XX em células cancerigenas e conhecido por efeito Warburg (Warburg, 1956).

Ao longo deste estudo procurou-se avaliar alteragdes metabolicas no crescimento
de S. cerevisiae UE-ME; em diferentes meios de cultura que incluem o controlo (meio
YPD) e outros 5 tratamentos onde o meio de cultura continha EPTC ou ATZ ou Pro ou

combinagdes dos trés agentes de stress. Em qualquer dos ensaios procurou-se avaliar se
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a presenga isolada ou combinada dos agentes de stress revertia ou potenciava o desvio

diauxico.

4.1. Efeito da composicao do meio de cultura no crescimento celular de
S. cerevisiae UE-ME;3 e na disponibilidade de fosfato inorganico, tiois
nio proteicos e espécies reativas de oxigénio.

A figura 4.1A representa o peso seco determinado no final da cultura em cada um
dos tratamentos. Os resultados representados nessa figura mostram que ndo existem
diferengas significativas (p<0,05) entre células controlo e qualquer dos tratamentos.
Apenas células expostas individualmente ao EPTC ou a ATZ exibiram peso seco diferente

das crescidas com a adi¢do de prolina a mistura EPTC + ATZ.
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Figura 4.1. Efeito da composi¢do do meio de cultura no peso seco no inicio da cultura (colunas
abertas) e no final da cultura (colunas a cheio) (A), conteudo proteico total (B), atividade
enzimatica ALP (C) e conteudo em tidis totais ndo proteicos (D) do sobrenadante TP de S.
cerevisiae UE-MEs. Os resultados representam a média de cinco experiéncias independentes
+ desvio-padrdo. As barras assinaladas com letras diferentes sdo significativamente diferentes

(p <0,05).
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O conteudo proteico total entre células controlo e de qualquer dos tratamentos
também ndo apresentou diferengas com significado estatistico (figura 4.1B) embora,
nesse parametro tenham sido detetadas diferencgas (p <0,05) entre células crescidas apenas
na presenca de ATZ ou de EPTC+ATZ relativamente a qualquer dos restantes tratamentos.
A adicdo de Pro ao meio com EPT+ATZ parece ter revertido o efeito inibitdrio do
crescimento detetado quando a ATZ esta presente.

A atividade enzimatica ALP variou entre 4 ¢ 10 (nmol.min"!/mg) resultados
inferiores, mas da mesma ordem de grandeza dos publicados por (Bang & Chung, 2010)
(figura 4.1C). A referida atividade catalitica nao foi afetada pela ATZ no meio de cultura.
Todavia quando este possui EPTC ou EPTC combinado apenas com ATZ ou com ATZ e
Pro, a referida atividade catalitica diminuiu para aproximadamente metade do valor
controlo. Como em qualquer destes 3 casos o valor da atividade ALP ¢ estatisticamente
idéntico (= 4,5 nmol min'!/mg) ndo se pode admitir qualquer efeito sinergistico quer pela
ATZ quer pela Pro. O efeito positivo na disponibilizacdo de P; quando apenas a Pro esta
no meio de cultura ndo foi observado na presenga de EPTC.

O conteudo em tidis totais ndo proteicos (figura 4.1D) (75-85 nmol'g DW),
valores superiores aos determinados por Elskens et al. (1991). Este parametro ndo sofreu
alteracdes significativas em qualquer dos tratamentos, com exce¢do das leveduras que
cresceram na presenca de EPTC+ATZ, onde ocorreu um decréscimo com significado
estatistico. Outro aspeto a considerar foi a prolina ter anulado esse efeito estabilizando o

contetido em tidis totais em valores proximos do controlo.

4.2. Efeito da composicao do meio de cultura em marcadores de stress e
de reposta antioxidante de S. cerevisiae UE-MEs.

O contetido em glutationo citoplasmatico (sobrenadante TP) (figura 4.2A) variou
entre 30 e 43 nmol g''DW valores superiores aos descritos por Elskens et al. (1991). A
referida figura revela que ocorreu uma diminuicdo deste conteido em qualquer dos
ensaios de exposicdo, tendo significado estatistico em células expostas apenas a ATZ ou
expostas a combinagdo EPTC+ATZ com ou sem Pro. Estes resultados indiciam que o
consumo do tripéptido parece estar associado a resposta antioxidante, maioritariamente

condicionada pela presenga de ATZ na cultura.
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Figura 4.2. Efeito da composi¢cdo do meio de cultura no contetdo em GSH (A), GSSG (B), razdo
GSH/GSSG (C) e contetido em ROS (D) do sobrenadante TP de S. cerevisiae UE-MEs. Os
resultados representam a média de cinco experiéncias independentes + desvio-padrdo. As

barras assinaladas com letras diferentes sdo significativamente diferentes (p <0,05).

A partir da figura 4.2B podemos observar que a maior parte dos tratamentos nao
afetaram o conteudo em dissulfureto de glutationo (GSSG), com exce¢do do que foi
observado em células expostas a ATZ ou ATZ combinada com EPTC+Pro, resultados que
nestes dois casos, sugerem aumento da resposta antioxidante mediada pelo glutationo
com acumulagdo de GSSG. O contetido em GSSG distribuiu-se entre 40-55 nmol g'! DW,
valores superiores aos descritos por (Elskens et al., 1991).

A razdo GSH/GSSG (figura 4.2C) variou entre 0,6-1.1, valores superiores aos
determinados em S. cerevisiae por (Kiriyama et al., 2013) (0.14-0,35). A referida razdo
diminuiu com significado estatistico em qualquer dos tratamentos, comparativamente
com o controlo, atingindo os valores mais baixos em células expostas a ATZ ou

ATZA+EPTC+Pro. O decréscimo observado em quase todos os tratamentos indiciam
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condi¢des de stress oxidativo apesar de o conteudo em tidis totais permanecer
praticamente inalterado (figura 4.1D).

O conteudo em ROS, expresso em teor de peroxido de hidrogénio intracelular
(figura 4.2D) confirma as condi¢des de stress oxidativo indiciadas pela quebra de poder
redutor observada pela razio GSH/GSSG discutida no paragrafo anterior, tendo esse
efeito significado estatistico em todos os ensaios de exposi¢ao que incluiam a ATZ como

agentes de stress.

4.3. Efeito da composicao do meio de cultura no crescimento celular S.
cerevisiae UE-ME3; e na disponibilidade de fosfato inorganico, tiois
totais ndo proteicos e espécies reativas de oxigénio.

O decréscimo do teor de GSH e da razao GSH/GSSG seguida pelo aumento da
concentragdo de ROS descritos na se¢@o anterior podera estar relacionada com a perda de
atividade GR, ou seja, com a sua capacidade para regenerar o GSH. A atividade GR
(figura 4.3A) foi afetada negativamente em quase todos os tratamentos com excecao da
determinada em células expostas a Pro que aumentou ou ATZ que permaneceu idéntica
ao controlo. Esta alteracdo parece justificar em parte o decréscimo da razdo GSH/GSSG
e o aumento do conteudo em ROS descritos na seccdo anterior. Todavia a referida
alteracdo de atividade enzimatica ndo parece estar relacionada com a atividade G6PD
geradora de equivalentes redutores sob a forma de NADPH que assistem ao
funcionamento do enzima GR. A atividade glutationo redutase variou entre 20 e 80
(nmol.min"!/mg), valores dentro do intervalo de variagdo descrito por (Bayliak et al.,
2006). A figura 4.3B revela que a maior parte dos tratamentos ndo afetou a atividade
catalitica GO6PD. Foi excecdo células expostas a combinacdo EPTC+ATZ que
corresponde ao valor mais elevado que foi determinado, alteragdo para a qual ndo
encontramos justificacdo plausivel, a menos que a via das pentose-fosfato estivesse a ser
mobilizada para gerar intermedidrios da via glicolitica. A atividade G6PD variou entre (6
e 12 nmol.min"!/mg), intervalo proximo ainda que inferior dos determinados por (Bayliak
et al., 2006) (47,2 nmol.min"!/mg).

A atividade catalase presente no sobrenadante TP (CTT) variou entre 0,5 e 2,5
(umol.min!/mg), intervalo de valores idéntico ao descrito por (Bayliak et al.,
2006)(figura 4.3C). A referida atividade enzimatica foi afetada negativamente (p<0.05)

em qualquer dos tratamentos, atingindo o valor mais baixo no tratamento de exposi¢do a
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EPTC+ATZ+Pro, sendo assim comprometido o consumo, por esta via, do excesso de

peroxido de hidrogénio intracelular. Assumindo que um aumento desta atividade permite

indiciar processo de indu¢do de morte celular por apoptose, uma resposta inversa, como

a que foi observada, aponta para um aumento da atividade proliferativa.
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Figura 4.3. Efeito da composicdo do meio de cultura nas atividades enzimaticas GR (A), G6PD (B), CTT

(C) e CTA (D) do sobrenadante TP de S. cerevisiae UE-ME;3. Os resultados representam a

média de cinco experiéncias independentes + desvio-padrdo. As barras assinaladas com letras

diferentes sdo significativamente diferentes (p <0,05).

A atividade catalase peroxissomal (CTA) (figura 4.3D) apresentou nivel superior

ao controlo em quase todos os tratamentos, com exce¢do da que foi determinada em

células expostas apenas ao EPTC, ensaio no qual foi observado o valor mais baixo. Esta

atividade enzimatica variou entre 0,7 € 2,7 (umol.min"!/mg) intervalo de varia¢do dentro

da ordem de grandeza dos valores publicados por Bayliak et al. (2006). Este tipo de

resposta sugere um speed up da beta-oxidagdo dos acidos gordos no peroxissoma, o
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compartimento por exceléncia onde essa via se expressa preferencialmente em S.
cerevisiae, pelo que se pode assumir elevada mobilizagdo do metabolismo lipidico

indispensavel ao crescimento celular.

4.4. Efeito da composicio do meio de cultura no metabolismo energético
de S. cerevisiae UE-MEs.

O intermediario metabdlico piruvato integra uma encruzilhada metabolica que
envolve alguns passos essenciais do metabolismo energético celular. Assim, a sua
disponibiliza¢do ao nivel do citoplasma envolve a participa¢do do enzima piruvato cinase
(PK) um regulador-chave da glicélise. A continuidade do seu percurso metabdlico pode
entdo dar-se via fermentagdo alcoolica evolvendo a participacdo do enzima piruvato
descarboxilase (PDC), outro modulador chave da concentragdo de estado estacionario do
piruvato citoplasmatico. Para além deste percurso no citoplasma o piruvato pode ser
transferido para o mitocondrio onde ¢ convertido em acetil-CoA apds descarboxilagdo
oxidativa a acetil-CoA pelo complexo multienzimatico piruvato desidrogenase (PDH).
Alternativamente o piruvato pode ser carboxilado pelo enzima piruvato carboxilase e
convertido em oxaloacetato, um intermediario do ciclo dos acidos tricarboxilicos (TCA).
O oxaloacetato por condensacdo com o acetil-CoA no mitocondrio pode entdo ser
convertido em citrato pelo enzima citrato sintase, um dos regulares do ciclo TCA. O
NADH libertado ao longo do ciclo serd entdo oxidado pelo enzima NDEI1 presente na
membrana interna mitocondrial. Alternativamente o succinato doa eletrdes ao coenzima
FAD* convertendo-o em FADH através do enzima succinato desidrogenase, ou
complexo II da cadeia respiratoria, que transfere esses eletrdes ao coenzima Q. Deste
modo quer o coenzima NADH quer o FADH; gerados ao nivel do ciclo TCA contribuem
para a producdo de ATP pela via respiratoria.

A figura 4.4A mostra que a exposicao isolada de S. cerevisiae a Pro e ao EPTC
ndo provocou alteragdes com significado estatistico da atividade enzimatica PK (p <0,05).
Contudo a exposicao isolada a ATZ; ou combinada desta com o EPTC ou desta combinada
com a Pro provocaram a duplicagdo da atividade PK, contribuindo para um aumento da
disponibilidade do piruvato no citoplasma. A atividade piruvato cinase variou entre 1,5 e
5 nmolmin!/mg, valores inferiores aos descritos por Polakis & Bartley (1965). A partir
da figura 4.4B pode observar-se que a maior parte dos tratamentos ndo provocaram

alteracdo da atividade de PDC. Exceg¢ao foram os tratamentos isolados com EPTC ou com
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EPTC+ATZ, que neste caso levou a uma duplicacdo da referida atividade catalitica. A
atividade piruvato descarboxilase assumiu valores entre (4 ¢ 8 nmolmin-1/mg) inferiores
aos decritos por (Flikweert et al., 1996). Os resultados discutidos nas figuras 4.4A ¢ 4.4B
apontam para uma reversao do metabolismo energético para a via fermentativa. Todavia
o aumento de piruvato em células expostas a ATZ ou a combinagdo ATZ+EPTC+Pro
podera ter seguido destino metabolico distinto.

Alternativamente o piruvato podera ter sido mobilizado para o mitocondrio via
piruvato desidrogenase (PDH) ou piruvato carboxilase (PC), seguido por conversdo em
citrato via CS. No entanto, esta op¢ao alternativa nao foi confirmada em células expostas
apenas a ATZ ou combinada com EPTC e Pro uma vez que a figura 4.4C mostra que ndo
houve alteragdes significativas dos valores da atividade CS entre células controlo e quase
todos os tratamentos que variou entre 4 e 14 nmol.min!/mg, valores inferiores aos
descritos em (Castro et al., 1976). Apenas ocorreu um aumento significativo em células
expostas de forma combinada ao EPTC e ATZ. Este mecanismo poderd levar a supor uma
estimula¢dao do metabolismo respiratorio associado a evolucio normal para fase diduxica.
No entanto, tal desvio ndo parece ter ocorrido de forma concertada na maior parte dos
tratamentos, uma vez que a atividade NDE1 apenas aumentou nas leveduras sujeitas ao
tratamento isolado com EPTC ou ATZ, de forma nao correlacionada com a CS. Convém
também referir que no tratamento combinado EPTC+ATZ observou-se um decréscimo
significativo desta atividade da cadeia respiratoria, sugerindo que a transferéncia de
eletroes do NADH para o Oz podera ter sido bloqueada pela exposi¢do simultanea a estes
dois produtos fitofarmacéuticos e mostra-se estar correlacionada com a reativagdo do
metabolismo fermentativo. Esta resposta parece ser igualmente suportada pelos
resultados da figura 4.4D, tendo em consideragdo que a atividade SDH associada a
transferéncia de eletrdes do succinato para o FADHb», e deste para o coenzima Q, seguida
pela transferéncia dos eletrdes para o Oz, ndo apresentava diferengas significativas
relativamente ao controlo na maior parte dos tratamentos. Apenas ocorreu um aumento
com significado estatistico em células expostas a ATZ. A atividade succinato
desidrogenase variou entre 30 e 50 nmolmin!/mg, valores inferiores aos determinados

(Lushchak et al., 2005).
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Figura 4.4. Efeito da composi¢ao do meio de cultura nas atividades enzimaticas PK (A), PDC (B), CS (C),
SDH (D) e NDEI (E) do sobrenadante TP de S. cerevisiae UE-ME3. Os resultados representam
amédia de cinco experiéncias independentes + desvio-padrao. As barras assinaladas com letras

diferentes sdo significativamente diferentes (p <0,05).

30



A evolugdo das condigdes intracelulares de stress oxidativo, traduzido pelo
decréscimo da razdo GSH/GSSG detetado maioritariamente em células expostas a ATZ
ou a combinacdo EPTC+ATZ indiciam que o desvio diduxico podera ter sido potenciado
por estas condigdes culturais, podendo a Pro ter exercido um efeito modulador nesta
resposta. Contudo o decréscimo menos acentuado da razdo GSH/GSSG e o aumento mais
atenuado do conteudo em ROS pela ATZ combinada com o EPTC sugere que podera ter
havido um atraso na evolu¢do do metabolismo fermentativo para respiratorio-
fermentativo quando as S.cerevisiae foram expostas a combinagdo EPTC+ATZ. Estes
resultados confirmam que os efeitos metabolicos exercidos pela exposi¢do combinada
dos agentes de stress sdo diferentes da exposic¢ao individual de cada um deles. O risco da
exposicao combinada do EPTC e ATZ serd maior do que em qualquer um dos outros casos

uma vez que aponta para uma indugdo do efeito de Crabtree.

5.Conclusoes

Os resultados obtidos neste estudo mostram que a Ho proposta na sec¢do
problemas e objetivos foi negada, uma vez que o indice de stress oxidativo e de danos
celulares, bem como o metabolismo energético de S. cerevisiae UE-ME3 foram afetados
significativamente pelos tratamentos realizados com os dois agentes fitofarmacéuticos
ATZ, EPTC e prolina. Assim as principais conclusdes deste estudo sdo:

A exposicao isolada ao EPTC ou combinada com a ATZ ou ATZ Pro diminuiu a
atividade enzimatica ALP para aproximadamente metade do valor controlo. Como em
qualquer das trés situagdes aqui referidas o valor da atividade ALP ¢ idéntico ndo se pode
admitir qualquer efeito sinergistico quer pela ATZ quer pela Pro. A prolina ndo foi capaz
de contrariar o efeito positivo na disponibiliza¢do de P; quando o meio de cultura continha
EPTC.

A prolina anulou o decréscimo do conteudo em tidis totais ndo proteicos
citoplasmaticos de S. cerevisiae expostas em simultaneo a EPTC + ATZ, repondo esse
teor para niveis proximos dos determinados no grupo controlo.

A exposicao isolada S. cerevisiae UE-ME3 a ATZ ou combinada apenas com
EPTC ou EPTC+Pro levou a um decréscimo do contetido em glutationo citoplasmatico,
facto que permite especular que o consumo do tripéptido pode estar associado ao
despoletar de uma resposta antioxidante a ATZ.

Células expostas a ATZ ou ATZ combinada com EPTC + Pro apresentavam teor

citoplasmatico em GSSG superior ao das células controlo, facto que corrobora o
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despoletar de um aumento da resposta antioxidante mediada pelo glutationo especulado
no ponto anterior.

Arazdo GSH/GSSG diminuiu com significado estatistico em todos os tratamentos,
comparativamente com o controlo, tendo sido detetados os valores mais baixos em células
crescidas na presenca de ATZ ou de ATZ+ EPTC+Pro. Estes resultados indiciam que o
despoletar da resposta antioxidante mediada pelo glutationo ndo foi suficiente para
prevenir a evolugdo para condigdes de stress oxidativo.

O conteudo em ROS, expresso em teor de peroxido de hidrogénio intracelular
confirma as condigdes de stress oxidativo indiciadas pela quebra de poder redutor
intracelular, observado pela queda da razao GSH/GSSG referida no ponto anterior, sendo
esse efeito observado em todos os ensaios em que S. cervisiae UE-ME3 foram expostas a
ATZ combinada ou ndo com o EPTC ou EPTC+Pro.

O decréscimo do teor de GSH e da razao GSH/GSSG seguida pelo aumento da
concentragdo de ROS podera estar relacionada com a perda de capacidade do enzima GR
para regenerar o GSH, uma vez que a atividade GR diminuiu em quase todos os
tratamentos com exce¢do dos ensaios de exposi¢do a Pro que aumentou ou ATZ que ndo
variou.

A alteragdo de atividade GR ndo parece estar relacionada com a atividade G6PD,
a principal fonte de equivalentes redutores sob a forma de NADPH que assistem ao
funcionamento do enzima GR, uma vez que a maior parte dos tratamentos ndo afetou a
atividade catalitica G6PD.

A atividade catalase (CTT) diminuiu em qualquer dos tratamentos, atingindo o
nivel mais baixo nos tratamentos com Pro ou EPTC+ATZ+Pro, parecendo ter sido
comprometida a eliminagdo do excesso de perdxido de hidrogénio citoplasmatico, por
esta via, resposta que aponta para um aumento da atividade proliferativa.

A atividade catalase peroxissomal (CTA) aumentou em quase todos os tratamentos,
com excecao das células expostas isoladamente ao EPTC, ensaio no qual se determinou
o valor mais baixo. O aumento da atividade CTA aponta para um aumento da taxa de beta-
oxidag¢do no peroxissoma, o compartimento onde esta via se expressa preferencialmente
em S. cerevisiae pelo que somos levados a assumir elevada mobilizacdo energética.

A exposicdo isolada de S. cerevisiae UE-ME3 a ATZ, combinada com o EPTC ou
combinada ainda com a Pro provocaram a duplicagdo da atividade PK, contribuindo para

um aumento da disponibilidade do piruvato citoplasmatico.
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A exposi¢ao isolada ao EPTC ou EPTC+ATZ provocou um aumento da atividade
enzimatica PDC que no tltimo caso levou a duplicagdo do valor controlo.

O aumento das atividades PK reguladora da via glicolitica e PDC reguladora da
fermentacdo alcoolica no tratamento EPTC+ATZ apontam para uma regressio do
metabolismo energético para fermentativo aerdébio, com atraso na evolugdo metabolica
para o expectavel desvio diduxico.

O decréscimo da razdo GSH/GSSG, o aumento do conteudo em ROS, a indugao
das atividades enzimaticas PK e PDC, bem como, a inibi¢do da atividade NDEI, devido
a exposicdo combinada ATZ+EPTC indiciam que poderd ter havido um atraso na
evolucao do metabolismo fermentativo aerobio para respiratdrio-fermentativo quando S.
cerevisiae UE-ME;3 foram expostas em simultaneo a estes dois agentes fitofarmacéuticos,
uma vez que o aumento de stress oxidativo ndo foi acompanhado por inducdo do
metabolismo respiratorio. A presenca de Pro no meio de cultura poderd ter exercido um
efeito modulador positivo na resposta.

A exposi¢do combinada dos agentes de stress ATZ e EPTC, despoletaram em S.
cerevisiae respostas distintas da exposicao individual a cada um deles.

O risco associado a exposi¢do combinada EPTC+ATZ podera ser maior do que a

exposi¢do individual, uma vez que aponta para uma inducao do efeito de Crabtree.
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ANEXOS

Quadro A1l. Resultados da andlise de variancia (modelo — “ANOVA )

Parametro Orig.gm .de Soma dos Qraus de Variancia F Sig.
variancia quadrados liberdade
Proteinas  ChU€ 0,067 5,00 0,01 357 0,10
grupos
No interior 0,000 0,00
dos grupos
Total 0,067 5,00
DW Entre 57.129 500 1143 240 0.10
grupos
No interior 57,060 12,00 476
dos grupos
Total 114,189 17.00
ALP Entre 82,965 5,00 16,59 12,05 0,00
grupos
No interior 16,530 12,00 1,38
dos grupos
Total 99,495 17.00
DW Entre 57.129 500 1143 240 0.10
grupos
No interior 57,060 12,00 476
dos grupos
Total 114,189 17.00
GSH Entre 678,011 500 13560 3.00 0,03
grupos
No interior 1084,736 24.00 45,20
dos grupos
Total 1762,747 29.00
GSSG Entre 333.659 5.00 66,73 612 0,00
grupos
No interior 261,891 2400 10,91
dos grupos
Total 595 550 29.00
Entre
GSHIGSSG o0 0,071 5,00 0,01 6.89 0,01
No interior
dos grupos 0,000 0,00
Total 0,071 5,00
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Origem de

Soma dos

Graus de

Parametro varidncia quadrados liberdade Variancia F Sig.
GSH+GSsG £ntre 175,646 5,00 3513  7.54 0,01
grupos
No interior
dos grupos 0,000 0,00
Total 175,646 5,00
ROS Entre 941,823 500 188,36 27.41 0,00
grupos
No interior 164,956 24,00 6.87
dos grupos
Total 1106,778 29.00
CTTsob Entre 8,792 5,00 176 44.12 0,00
grupos
No interior 0,478 12,00 0,04
dos grupos
Total 9,271 17.00
CTTsed Entre 7.689 5,00 1.54 108,24 0,00
grupos
No interior 0,170 12,00 0,01
dos grupos
Total 7.860 17.00
GR Entre 6460,845 500 129217 32.85 0,00
grupos
No interior 471,970 12,00 3933
dos grupos
Total 6932.815 17.00
G6PD Entre 146,132 5,00 29.23 12,00 0,00
grupos
No interior 29,231 12,00 244
dos grupos
Total 175,363 17.00
PK Entre 21,484 5.00 430 6,45 0,00
grupos
No interior 7.991 12,00 0.67
dos grupos
Total 20,475 17.00
CS Entre 169,361 5,00 3387 7,32 0,00
grupos
No interior 55,565 12,00 463
dos grupos
Total 224 926 17.00
SDH Entre 526,877 500 105,38 599 0,01
grupos
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. ______________________________________________________________________________________________________________|]
Origemde Somados Graus de
varidncia quadrados liberdade

NO mferlor

Parametro Variancia F Sig.

210,985 12.00 17.58
dos grupos
Total 737,862 17.00
NDE1 Entre 214,699 5,00 42,94 20.84 0,00
grupos
No interior
406 Grupos 24.731 12.00 2.06
Total 239 431 17.00
PDC Entre 37,419 5,00 7.48 8,34 0,00
grupos
No interior 12,565 14,00 0.90
dos grupos
Total 49,984 19.00

41



