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Resumo

A hipoxia ocorre quando as células sdo expostas a baixas tensdes (< 5%) de oxigénio. Isto
afeta 0 metabolismo, a expressdo de genes, a secrecéo e resposta a hormonios e pode garantir
a sobrevivéncia ou algumas vezes iniciar uma cascata apoptotica. O fator 1 induzivel por
hipoxia (HIF-1) humano regula a transcricdo de inimeros genes envolvidos na resposta a
hipdxia e tem importante papel em processos fisiolégicos e patologicos. Ele € um
heterodimero formado pelas subunidades HIF-1a ¢ HIF-1B, também chamada de
transportador nuclear de arilhidrocarbono (ARNT). Em condi¢des de normdxia, o HIF-1 é
hidroxilado pelas prolilhidroxilases (PHDs) e marcado para degradacdo pelo proteasoma.
Porém, quando as células se encontram sob hipdxia, as PHDs sdo inibidas e assim ocorre 0
acumulo do HIF-1a. AlteracGes no estado redox podem ter efeito na ativacdo do HIF-1 e foi
verificado que condicdes de estresse oxidativo podem levar a ativacdo deste fator. O estresse
oxidativo ocorre quando as moléculas antioxidantes e os mecanismos de defesa celular séo
incapazes de proteger a célula dos efeitos das espécies reativas de oxigénio (EROs) as quais
atacam moléculas bioldgicas vitais, tais como lipideos, DNA dentre outras. As EROs incluem
os radicais livres derivados de oxigénio, entre essas o0 ion superoxido (O2°*), o radical
hidroxila (*OH"), e outras moléculas que embora ndo possuam elétrons livres sdo muito
reativas devido a sua instabilidade, como o peroxido de hidrogénio (H20>). Para estudar 0s
efeitos do HIF-1 sob condicGes de estresse oxidativo, escolhemos a levedura Saccharomyces
cerevisiae, também conhecida como levedura de padeiro. A utilizacdo da levedura S.
cerevisiae tem provado ser muito Util como um modelo de sistema in vivo para estudar a agdo
de farmacos, a expressdo de proteinas heterélogas e a funcéo bésica de fatores de transcricao
humanos. Foram usadas trés linhagens mutantes, EG103ap a qual expressa as duas
subunidades do fator de transcricdo HIF-1, EG1030aAB que expressa a subunidade beta
truncada e a linhagem EG103M2 que possue o vetor vazio. O objetivo deste estudo foi avaliar
a resposta ao estresse oxidativo dessas linhagens de leveduras para aprofundar o
conhecimento sobre a regulacdo da atividade de HIF-1. O crescimento das linhagens foi
investigado e os resultados mostraram que a linhagem EG103af teve um crescimento menor
que as outras duas linhagens (EG103aAB ¢ EG103M2) em normoéxia. Quando tratada com
varias concentragdes de H202 o crescimento da linhagem EG1030f diferiu do controle ndo
tratado somente nas concentragdes de 1 e 2 mM, quando houve uma diminuicdo do
crescimento. Essa resposta foi similar aquela das outras duas linhagens. Entdo ndo foi uma
resposta especifica da linhagem EG103af, indicando que a expressdo do HIF-1 n&o alterou a
sensibilidade da resposta ao H20,. Ao tratar as células com alguns agentes oxidantes como
Menadiona (MD), hidroperdxido de cumene (CHP) e terc-butilhidroperdxido (t-BHP) os
resultados mostraram que a linhagem EG103af apresentava uma susceptibilidade menor a
MD na concentracdo 50 UM, em comparag¢do com as outras linhagens. O uso do inibidor da
catalase ATZ (10 mM) e H202 0,5 mM mostrou que a susceptibilidade da linhagem EG103af3
aumentou em relacdo ao controle tratado somente com H;O,. Nas duas outras linhagens o
aumento da susceptibilidade ocorreu com uma concentragdo menor de ATZ (2 mM) e H20-
0,5 mM. Isto indica que talvez a linhagem EG103af tenha maiores concentragdes de catalase
em relacdo as outras duas linhagens. O uso do inibidor da sintese de glutationa, butionina-
sulfoximina (BSO) ndo mostrou uma resposta diferenciada da linhagem EG1030APB a
exposicdo ao H20.. O uso do quelante de ferro, deferoxamina (DFO) também mostrou uma
acdo de prote¢do contra o dano oxidativo na linhagem EG1030f, indicando um papel da
auséncia de ferro na protecdo pelo HIF-1. Medidas dos niveis de glutationa (GSH-eq) e da
enzima superédxido dismutase devem ser repetidas para conclusdo definitiva de seu papel na
linhagem EG103af. Em conclusdo, os resultados indicam que a expressdo das subunidades
gue compdem o HIF-1 humano em leveduras reduz seu crescimento, aumenta sua resisténcia



a menadiona e talvez os niveis de catalase e faz com que um quelante de ferro tenha papel
protetor nestas células.

Palavras-chave: Espécies reativas de oxigénio (EROs), estresse oxidativo, hipdxia, HIF-1
antioxidantes, Saccharomyces cerevisiae.



ABSTRACT

Hypoxia occurs when cells are exposed to low oxygen tensions (<5%). It affects the
metabolism, gene expression, secretion and response to hormones and can ensure the survival
or sometimes initiate an apoptotic cascade. The human hypoxia-inducible factor 1 (HIF-1)
regulates the transcription of numerous genes involved in the response to hypoxia and plays
an important role in physiological and pathological processes. HIF-1 is a heterodimer formed
by the HIF-1a and HIF-1p subunits, the latter also called arylhydrocarbone nuclear transporter
(ARNT). In normoxic conditions, HIF-1 is hydroxylated by prolylhidroxilases (PHDs) and
marked for degradation by the proteasome. However, when cells are under hypoxia, the PHDs
are inhibited and HIF-1a accumulates. Changes in the redox state may have an effect on HIF-
1 activation and oxidative stress conditions have been to lead to the activation of this factor.
Oxidative stress occurs when the antioxidant molecules and cellular defense mechanisms are
unable to protect the cell from the effects of reactive oxygen species (ROS) which attack vital
biological molecules such as lipids, DNA and others. ROS include free radicals derived from
oxygen, among these the superoxide ion (O2*), o hydroxyl radical (*OH), and other
molecules that although not having free electrons are very reactive due to its instability, such
as hydrogen peroxide (H202). To study the effects of HIF-1 under conditions of oxidative
stress, we chose the yeast Saccharomyces cerevisiae, also known as Baker's yeast. The use of
S. cerevisiae has proven to be very useful as an in vivo model system to study the action of
drugs, the expression of heterologous proteins and the basic function of human transcription
factors. The three mutant strains, EG103af which expresses the two subunits of HIF-1
transcription factor, EG103aAp, expressing the truncated beta subunit and EG103M2 strain
that possesses an empty vector were used. The objective of this study was to evaluate the
oxidative stress response of the yeast strains to increase knowledge about the regulation of
HIF-1 activity. The growth of the strains was investigated and the results showed that the
strain EG103ap had a slower growth than the other two strains (EG103aAp and EG103M2)
under normoxia. When treated with various concentrations of H.O; the growth of EG103af3
differed from the untreated control only at concentrations of 1 and 2 mM, when there was a
decline in growth. This response was similar to that of the other two strains. So it was not a
specific response of EG103af, indicating that HIF-1 expression did not change the sensitivity
response to H>O». By treating the cells with certain oxidizing agents such as Menadione
(MD), cumene hydroperoxide (CHP) and tert-butylhydroperoxide (t-BHP) the results showed
that the strain EG103af has lower susceptibility to 50 uM MD concentrations, compared to
the other strains. The use of the catalase inhibitor ATZ (10 mM) and 0.5 mM H2O> showed
that the susceptibility of EG103af3 increased compared to the control treatment only with
H20.. In the other two strains increased susceptibility was observed with a smaller
concentration of ATZ (2 mM) and 0.5 mM H20>. This indicates that EG103af has higher
catalase levels in comparison to the other two strains. The use of the inhibitor of glutathione
synthesis, buthionine sulfoximine (BSO) showed that EG103aAp responded similarly to the
other two strains. The use of the iron chelator, deferoxamine (DFO) showed a protective
effect against oxidative damage in EG103ap, indicating a role of iron absence in the
protection by HIF-1. Measures of glutathione levels (GSH-eq) and superoxide dismutase
should be repeated for definitive conclusion of their role in the EG103af lineage. In
conclusion, the results indicate that the expression of the subunits that make up the human
HIF-1 reduces yeast growth, increases its resistance to menadione and perhaps levels of
catalase and makes an iron chelator a protective agent in these cells.

Keywords: Reactive oxygen species, oxidative stress, hypoxia, HIF-1, antioxidants,
Saccharomyces cerevisiae.
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PGK: Fosfoglicerato quinase

PHD: Proteina com dominio de prolil hidroxilase
PMS: Fenazina metossulfato

PMSF: Fluoreto de Fenilmetilsulfonil

PI3K: Fosfatidilinositol-3 quinase

pol II: Polimerase 11

pO2: Pressdo de oxigénio

Pro: Prolina

p53: gene supressor de tumor

RNA: Acido ribonucleico

rpm: RotagGes por minuto

SCL'T": Meio seletivo sem Leucina nem Triptofano
Ser: Serina

SOD: Superéxido dismutase

t-BHP: Hidroperoxido de terc-butilo

TCA: Acido tricloroacético

TF: Fator de transcricao

Thr: Treonina

TNB: acido 2-nitro-5 -mercapto-benzdico
TRXSH:: Tioredoxina
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UPS: Sistema proteassoma-ubiquitina

VEGF: Fator de crescimento endotelial vascular
VHL.: von Hippel Lindau

VOPs: Poluentes organicos volateis

YNB: Base nitrogenada de levedura
Z-LLF-CHO: Inibidor de proteasoma
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1. INTRODUCAO

A expressdo de proteinas heter6logas na levedura Saccharomyces cerevisiae tem sido
usada em diferentes pesquisas (Braliou et al., 2006; Ferreira et al., 2007; Gellissen and
Hollenberg, 1997; Gralla and Valentine, 1991; Inoue et al., 1993; Lushchak et al., 2005;
Martin and Scheinbach, 1989) visando o estudo de suas fung¢bes ou, no caso de proteinas de
interesse comercial, sua producdo em larga escala. As duas subunidades que compdem o fator
1 induzivel por hipdxia (HIF-1) humano, alfa e beta, foram expressas heterologamente em S.
cerevisiae com o objetivo de estudar a funcdo deste importante fator de transcricdo que regula
a resposta celular a variagdes nas concentracfes de oxigénio (Braliou et al., 2006;
FERREIRA, 2006). As leveduras que expressam as subunidades do HIF-1 humano
construidas pelo Dr. Tulio César Ferreira

A hipoxia ocorre quando ha baixa concentracdo de oxigénio nos tecidos e nas celulas,
devido a diversos fatores tais como alteracdes nos mecanismos de transporte de oxigénio,
obstrucdo fisica do fluxo sanguineo ou a uma reduzida pressdo atmosférica (Semenza, 2012).
A hipoxia cronica induz a expressdo de varios genes que codificam proteinas que aumentam a
sintese de ATP e a capacidade de transporte de oxigénio no sangue, assim como 0 nimero de
capilares que irrigam o tecido hipdxico (Galanis et al., 2008; Piret et al., 2002). Considera-se
que tais respostas tém um papel fisioldgico porque sdo adaptativas, rapidamente reversiveis e
induzidas com niveis moderados de hipdxia (Piret et al., 2002). O estado hipdxico é uma
caracteristica de quase todos os tipos de tumores solidos, incluindo tumores do cérebro, do

célon, da mama, do colo do Utero, da préstata, e cabeca e pescoco (HOpfl et al., 2004).

Condicbes de hipdxia provocam respostas celulares destinadas a melhorar a
oxigenacdo e sobrevivéncia celular através de varios mecanismos, como a promocgdo da
angiogénese, aumento do fluxo glicolitico para a producdo de energia e a regulacdo positiva
de proteinas relacionadas a sobrevivéncia ou apoptose. A proteina mais importante que regula
a resposta molecular dos mamiferos a hipoxia é o heterodimero fator 1 induzivel por hipoxia
(HIF-1) (Hopfl et al., 2004; Kaluz et al., 2008; Semenza, 2010). O HIF-1 é formado por duas
subunidades, HIF-1a e HIF-1B (ARNT, em inglés), a subunidade HIF-1a ¢ estabilizada sob
condigdes de hipoxia, o que Ihe confere seletividade na resposta hipoxica. Quando HIF-1a se
acumula, é translocada para o nucleo onde forma o dimero com a subunidade HIF-1p,

produzindo o HIF-1 funcional, que se liga nos elementos de resposta a hipdxia (HRE, em
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inglés) presentes nos genes alvo (Rezvani et al., 2011; Semenza, 2012). O HIF-1 ativa a
expressao de genes alvos envolvidos na angiogénese, transporte de oxigénio, metabolismo de
ferro, glicolise, captacdo de glicose, sinalizacdo do fator de crescimento, apoptose, invaséo,
metastase e na resposta celular ao estresse oxidativo (Galanis et al., 2008; Ong and
Hausenloy, 2012; Semenza, 2012), esses Ultimos sdo muito importantes ja que a geracéo de
espécies reativas de oxigénio (EROs) é um processo normal no ambiente celular e quando os
niveis de EROs aumentam podem estes interagir com macromoléculas danificando as células

e causando a sua morte (Bardos and Ashcroft, 2005; Semenza, 2010).

A geracdo de EROS é um processo inevitavel da vida sob condicbes aerobias, estes
sdo continuamente gerados na cadeia de transporte de elétrons mitocondrial e por algumas
vias metabodlicas especificas como a oxidacdo de lipidios nos peroxissomos. . EROs sdo
metabolizados/eliminados por meio de mecanismos celulares enzimaticos (por exemplo, por
meio de enzimas antioxidantes como a catalase e a superoxido dismutase) e ndo-enzimaticos
(por exemplo, por meio das vitaminas e e C). No entanto, em algumas circunstancias, o
equilibrio entre a producdo de EROs e sua eliminacdo é perturbado levando a um nivel de
maior de oxidagdo, chamado de "estresse oxidativo" (Lushchak, 2011).

Atualmente sabe-se que as EROs funcionam como mensageiros secundarios e
participam na transducdo de sinais. EROS desempenham funcBes definidas através de
modificacdes redox de uma grande diversidade de moléculas que participam em quase todas
as vias de sinalizacdo ja descritas, e, curiosamente, muitas proteinas envolvidas no
desenvolvimento sdo sensiveis as condigdes de estresse oxidativo (Allen and Tresini, 2000;
Covarrubias et al., 2008). Entre as macromoléculas que sdo susceptiveis ao estresse oxidativo
e a sofrer modificacGes redox pelas EROs, encontram-se proteinas envolvidas em vias de
sinalizacdo celular e os fatores de transcricdo (Allen and Tresini, 2000). O peroxido de
hidrogénio (H202) tem sido usado como agente oxidante para a detec¢cdo de genes sensiveis
ao estado redox. Embora muitos dos efeitos causados por oxidantes estejam associados com
as vias que controlam as respostas celulares ao estresse ou dano, outros ndao (Allen and
Tresini, 2000). Mudancas redox que alteram a expressdo de genes ndo estdo limitadas ao
aumento da oxidacgdo. O tratamento com antioxidantes, pode também estimular aumentos na

expressao de certos genes (Galanis et al., 2008).

Os mecanismos moleculares pelos quais as células de mamiferos detectam a hipoxia e

transduzem o sinal para o HIF-la ainda ndo s3o claros. Estudos recentes forneceram
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evidencia experimental suportando a hipdtese de que a geracdo de superdxido (O2*)
mitocondrial e a subsequente formacdo de perdxido de hidrogénio (H-O2) sdo necessarios
para a inducdo da atividade de HIF-1 e a transcricdo de genes nas células hipdxicas. Este

modelo propde, assim, que a geracdo de EROs aumenta sob condi¢cfes de hipdxia, (Semenza,
2001; Semenza, 2012).

Por essas razdes se faz necessario desenvolver mais pesquisas que levem a um

entendimento maior da acdo das EROs na célula e especialmente sobre o fator de transcricéo
HIF-1.



23

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 FATORES DE TRANSCRICAO

As células empregam um sistema de expressdo génica complexo, que Ihes permite
reprogramar sua composicdo genética em resposta a diferentes ambientes e demandas de
crescimento (Hashim et al., 2014). A regulacdo génica se produz principalmente ao nivel da
transcrigdo dos genes, onde a informagdo genética herdada no DNA é transcrito em RNA e
traduzida a proteina. Diferentes genes sdo transcritos em diferentes tipos de células, e como
resposta a diversos estimulos, tais como: hormonios, fatores de crescimento, mudancgas no
estado nutricional, estresse, dano fisico, e inflamacao, o que resulta no controle da progressédo
do ciclo celular, da proliferacéo, diferenciacdo e forma das células, mobilidade e as interaces
com as células vizinhas (Hashim et al., 2014; Karamouzis et al., 2002; Neph et al., 2012;

Papavassiliou, 1998).

Os Fatores de transcricdo (TFs) sdo os principais efetores do controle genico
eucaridtico, os TFs humanos podem regular de centenas a milhares de genes downstream. De
particular interesse sdo as interac¢fes em que um TF dado regula outro TF, ou ele mesmo;
essa mutua regulagdo cruzada entre grupos de TFs, define sub-redes regulatérias que
sustentam as principais caracteristicas da identidade celular e funcdes complexas tais como
pluripoténcia (Neph et al., 2012). Os TFs podem ser divididos em dois grupos principais, 0s
fatores de transcrigdo basais (BTFs, em inglés) e os fatores de transcri¢do de genes especificos
(GSTFs, em inglés) (Karamouzis et al., 2002). Os BTFs sdo necessarios para a iniciacdo da
transcricdo de todos os genes que codificam proteinas (Hurst, 1996), esses fatores podem se
ligar ou ndo ao DNA e sua funcédo principal é recrutar a polimerase Il (pol II) ao centro da
regido promotora do gene, a qual contém sequéncias reguladoras caracteristicas, tais como: a
caixa TATA (situada 25-30 bp “upstream” do sitio de inicio da transcricdo) ou o elemento
iniciador (fazendo sobreposicdo no sitio de inicio da transcrigdo). Os BTFs reconhecem essas
sequéncias e formam um complexo em torno delas, o qual incorpora pol Il de uma forma
gradual, esse complexo é chamado de Aparato Basal de Transcricdo (BTA= pol Il e BTFs)
(Karamouzis et al., 2002) (Figura 1).

O segundo grupo de TFs séo mais especificos em relagéo as células onde se expressam

e aos seus genes alvo. Podem ser ativados somente em determinados pontos do ciclo celular,
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ou outros podem ser sintetizados dentro de tipos celulares definidos em certos estagios de
desenvolvimento. Esses TFs geralmente possuem dois dominios funcionais, um deles
reconhece e se liga especificamente a sequencias de DNA dentro dos elementos reguladores
do gene; no entanto o outro dominio interage com a maquinaria basal para regular a eficiéncia
no inicio da transcri¢cdo (Hurst, 1996). Desse modo, os chamados fatores “upstream” podem
estimular a iniciagdo da transcricdo (fatores ativadores, enhancers) ou interferir com o
processo (fatores repressores, silencers) dependendo da natureza da sua interacdo com 0s
fatores gerais (Hurst, 1996) (Figura 1).

Co-ativador

Fatores

estruturais Sitio +1

| | Sequéncia

A pol Il codificadora
BTFs

Figura 1. Montagem dos complexos de iniciacdo da transcricdo. A primeira base de um gene que é transcrito
em RNA, designada sitio + 1, aparece como uma seta, imediatamente “upstream” da sequéncia codificadora do
gene. As sequéncias de DNA nas imediacGes desta primeira base (o promotor proximal) estdo vinculadas a
fatores de transcri¢do basais (BTFs) que induzem o recrutamento da holoenzima pol Il ao gene. A eficiéncia com
que os BTFs reconhecem/liga-se a um promotor particular ¢ influenciado pela presenca de fatores “upstream”.
Estes se ligam especificamente as sequéncias dentro de regifes de promotor/potenciador do gene através de seus
dominios de ligagdo ao DNA. Apos a ligagdo, os fatores “upstream” podem aumentar (ativador) ou diminuir
(repressor) a ligacdo dos BTFs através de interages proteina-proteina por meio dos seus dominios de modulacéo
da transcricdo. Essas interacbes podem ser diretas ou via co-ativadores/co-repressores. Para as interacOes
proteina-proteina ocorrer, 0 DNA do promotor deve ser dobrado ou curvado. Isto pode ser conseguido, em parte,
pela ligacdo dos BTFs e os proprios fatores “upstream”, em combinacdo com as proteinas de formacdo de
cromatina ou, como mostrado aqui, os fatores de transcricdo especificos de arquitetura podem também ajudar a
estabilizar uma curvatura no DNA. Baseado em Hurst (1996).
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Inimeros TFs integram os sinais celulares e intercelulares para gerar um perfil de
expressdo de genes que é caracteristico das propriedades bioquimicas e celulares de uma
célula, este perfil de genes expressos muda dinamicamente ao longo do estado de
desenvolvimento da célula e seu estado de diferenciacdo. A maquinaria bioquimica a qual os
TFs integram seus sinais é chamada de complexo basal de transcrigdo, no entanto essa ndo
possui uma conformagdo geral, e mudangas nos fatores de transcricdo basais exercem um
papel especifico no desenvolvimento embrionario, refletindo os limites e requerimentos da

regulacao genica embrionaria (Veenstra and Wolffe, 2001).

Os fatores de transcricdo desempenham um papel importante na regulacdo em longo
prazo do crescimento celular, da diferenciacdo celular e das respostas a estimulos ambientais.
Existe evidéncia de que estas proteinas estdo intimamente associadas com o controle a nivel
genético do desenvolvimento e manutencdo do estado de doenca, e, portanto, fornecem alvos
seletivos para intervencdo farmacéutica (Papavassiliou, 1998; Spitz and Furlong, 2012; Zaret
and Carroll, 2011).

2.1.1 Fator Induzivel por Hipdxia-1 (HIF-1)

A hipoxia é um estado onde a pressdo de oxigénio se encontra por embaixo de limites
normais (Normoxia: 40 a 50 mmHg; Hipoxia: 5 a 10 mmHg) (Kaluz et al., 2008; Koh et al.,
2008; Semenza, 2012). A hipoxia restringe as funcdes dos 6rgdos, tecidos e células, e pode ser
causada por uma reducdo no fornecimento de oxigénio, por exemplo, ao estar numa altitude
elevada ou por isquemia localizada causada pela interrupcdo do fluxo sanguineo em uma area
determinada (Kaluz et al., 2008; Koh et al., 2008). No entanto, a hipdxia também tem um
papel importante e benéfico na fisiologia dos mamiferos, de fato, sua presenca € crucial para
uma embriogénese normal (Koh et al., 2008). No nivel celular, a resposta a hipoxia inclui a
mudanca do metabolismo aerdbico para a glicélise anaerdbica e a expressdo de uma variedade
de proteinas de estresse que regulam a sobrevivéncia ou a morte celular (necrose, apoptose).
As adaptacbes que ocorrem nos tecidos para aumentar a entrega de oxigénio incluem a
inducdo da eritropoiese e a angiogénese (Koh et al., 2008; Rezvani et al., 2011; Semenza,
2012).
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A expressao de centenas de genes é alterada em células expostas a hipoxia, e muitos
destes genes sdo regulados pelo fator induzivel por hipdxia (HIF-1) (Bardos and Ashcroft,
2005; Haddad and Harb, 2005; Kaluz et al., 2008; Semenza, 2012; Xia et al., 2012). O HIF-1
também contribui para o crescimento de tumores e sua expressdo aumentada tem sido
relacionada com diagnosticos ruins em pacientes (Haddad and Harb, 2005). O envolvimento
de HIF-1 em condigdes patofisioldgicas tais como isquemia e cancer e seu valor como alvo
terapéutico tem levado a um interesse consideravel no entendimento da regulacdo deste fator
de transcricao (TF) (Haddad and Harb, 2005; Semenza, 2010). O HIF-1 é o mais proeminente
e melhor descrito fator de transcricdo que ativa a expressdo hipdxica de genes alvos
envolvidos na angiogénese, transporte de oxigénio, metabolismo de ferro, glicolise, captacdo
de glicose, sinalizacdo de fator de crescimento, apoptose, invasdo e metastase (Bardos and
Ashcroft, 2005; Galanis et al., 2008; Rezvani et al., 2011; Semenza, 2010; Semenza, 2012).

O HIF-1 é um heterodimero formado pelas subunidades HIF-1o ¢ HIF-1B também
chamado de translocador nuclear receptor de aril hidrocarbono (ARNT) (Braliou et al., 2006;
Ferreira et al., 2007; Galanis et al., 2008; Rezvani et al., 2011; Ruas and Poellinger, 2005). O
HIF-1p se expressa constitutivamente nas células, enquanto que a expressdo de HIF-1a
aumenta exponencialmente em células hipdxicas quando sdo expostas a concentracbes de
oxigénio menores que 6% (Mazure et al., 2004; Semenza, 2000; Semenza, 2001; Semenza,
2012).

HIF-1a e o HIF-1p sdo proteinas da familia bHLH-PAS (basic-helix-loop-helix-PAS).
O HIF-1B promove a estabilizacdo, independente de oxigénio, da subunidade HIF-1a
(Galanis et al., 2008; Hopfl et al., 2004; Semenza, 2001), e permite sua ligacdo ao DNA, nos
sitios onde se encontram os elementos de resposta a hipoxia (HRE, em inglés). A porcédo
amino terminal do HIF-1a (aminoacidos 1-390) é necesséria e suficiente para a dimerizacao
com o HIF-1p e para a ligagdo com o DNA. A subunidade HIF-1a é ubiquitinada e submetida
a degradacdo proteasomal em células ndo hipdxicas. Sob condi¢des hipdxicas, a quantidade
de HIF-1a que é ubiquitinada decresce dramaticamente, resultando em um acUmulo da
proteina. Um dominio de estabilizacdo da proteina rico em Pro-Ser-Thr esta localizado entre
0s aminoacidos 429 e 608 do HIF-1a (Koh et al., 2008; Semenza, 2000; Semenza, 2001,
2007) (Figura 2).

Os dominios bHLH e PAS compreendem as partes N-terminal do HIF-1a ¢ do HIF-15,

0S quais sdo requeridos para dimerizacdo e a ligagdo ao DNA. A fragdo C-terminal das duas
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proteinas € necessaria para a transativacdo. No caso do HIF-1a, seus dominios de
transativacdo estdo localizados em dois residuos de aminoacidos, 531-575 (N-terminal, N-
TAD) e 786-826 (C-terminal, C-TAD), que sdo separados por um dominio inibitdrio. Dois
sinais de localizacdo nuclear (NLSs) estdo situados nas partes N-terminal (aminoacidos 17-
74) e C-terminal (aminoacidos 718-721). O motivo NLS do extremo C-terminal do HIF-1a
tem um papel crucial no processo de importacdo nuclear da proteina sob condicdo de hipoxia.
Além disso, o HIF-1a contém um dominio de degradacdo dependente de oxigénio (ODDD,
em inglés) que compreende os aminoacidos 401-603. Esse dominio € responsavel pelo
controle da degradacdo de HIF-1a pela via de ubiquitina-proteasoma. A delecdo do ODDD
estabiliza 0 HIF-1a sob condi¢des de normdxia ja que as prolil hidroxilases ndo encontram a
regido e sdo incapazes de se ligar ao HIF-1a e marcar ele para degradacdo pelo proteasoma

(Braliou et al., 2006; Galanis et al., 2008; Haddad and Harb, 2005; Hopfl et al., 2004;
Semenza, 2000) (Figura 2).
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Figura 2. Representacio esquematica do HIF-1a e HIF-1p humano. Os principais dominios funcionais das
subunidades HIF-1a e HIF-1p sdo indicados como se segue: bHLH, dominio "helix-loop-helix" bésico; PAS,
dominio de homologia Per-ARNT-Sim com repeti¢des A e B; NLS-N e NLS-C, sinais de localizagdo nuclear
amino e carboxi-terminal; N-TAD e C-TAD, dominios de transativacdo amino e carboxi-terminal; ODDD,
dominio de degradagdo dependente de oxigénio; Dominios de interagdo com von Hippel-Lindau (VHL) e outros
co-fatores sdo indicados, assim como os numeros de aminoacidos para cada dominio. Hsp-90, proteina de
choque térmico-90; LXXLAP, motivo necessario para a interacdo com prolil hidroxilase (PHD) e VHL, pVHL,
proteina VHL. Fonte: Rezvani et al. (2011).
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2.1.2 Regulagéo do HIF-1

Os mRNAs do HIF-1a e o HIF-1p sdo expressos constitutivamente e de modo ubiquo,
independentemente do nivel de oxigénio nas células (Bardos and Ashcroft, 2005; Rezvani et
al., 2011). A regulacdo do HIF-1a ocorre no nivel da estabilidade da proteina: enquanto o
HIF-1B ¢ expresso e usado em outros processos celulares, a proteina HIF-1o acumula-se sob
condicdes de hipdxia. Em condicdes de normoéxia, HIF-1a é uma proteina muito instavel com
um tempo de vida médio de 5 minutos. Essa rapida degradacdo € mediada via hidroxilacdo
dos residuos prolil e asparaginil: a hidroxilacdo dos residuos de prolina 402 e 564 do HIF-1a
humano media a ligacdo da proteina von Hippel-Lindau (VHL), o substrato de
reconhecimento faz parte de um complexo E3 ligasse que torna o HIF-1a alvo para
degradacédo proteasomal (Bardos and Ashcroft, 2005; Braliou et al., 2006; Hopfl et al., 2004;
Rezvani et al., 2011). O residuo de leucina 574 media o reconhecimento de HIF-1a pelo VHL
0 que causa o recrutamento de uma prolil hidroxilase (PHD) para hidroxilacdo de Pro 564,
porém os residuos de Pro 402 e 564 podem interagir com VHL independentemente. A
hidroxilacdo aumentada da Pro 564 pela ciclosporina resulta no aumento da associa¢do do
VHL com HIF-1a e previne sua estabilizacdo hipoxica. A perda de VHL resulta na
estabilizacdo do HIF-1a endogeno nas células em normoxia, o qual pode ser revertido pela
reintroducdo de VHL (Bardos and Ashcroft, 2005; Galanis et al., 2008) (Figura 3).

Dado que a reacdo de hidroxilacdo requer oxigénio e ferro molecular, as hidroxilases
de HIF-1o ndo podem funcionar muito tempo sob condi¢des hipdxicas, como consequéncia o
VHL ndo pode marcar o HIF-1a para ubiquitinacdo, permitindo seu rapido acimulo na célula,
translocacdo ao nucleo, dimerizagdo com HIF-1B e ligacdo as sequencias HRE nos

promotores dos genes alvos (Bardos and Ashcroft, 2005; Rezvani et al., 2011).

Além da regulacéo negativa do HIF-1a pela via de degradagdo proteasomal, existem
outros mecanismos que contribuem para a diminuigédo da atividade de HIF-1a ¢ os niveis da
proteina, tanto na normoxia quanto na hipoxia. As interagdes proteina-proteina séo a principal
ferramenta para inibir o HIF-1a direta ou indiretamente mediante a inibigdo de sua interagédo
com co-ativadores ou mediante modifica¢fes que podem tornar inativa a proteina HIF-1a ou

aumentar sua degradacdo via ubiquitinagdo mediada por VHL (Bardos and Ashcroft, 2005;
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Galanis et al., 2008). Entre os mecanismos de regulacdo negativa ou inibicdo do HIF-1 se
encontram algumas proteinas como FIH-1, ARD1, CITED2/CITED4, p53 e FOXO4, e entre
as proteinas que atuam na regulacao positiva ou ativacdo estdo as cascatas de sinalizacdo de
Ras/Raf/MAPK e PI3-K/Akt/PKB (Manolescu et al., 2009), EGF, IGF-1, IGF-2, Insulina,
FSH, angiotensina Il e as espécies reativas de oxigénio (EROs) (Bardos and Ashcroft, 2005;
Haddad and Harb, 2005; Hopfl et al., 2004; Rezvani et al., 2011; Semenza, 2001; Semenza,
2012) (Figura 3).
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Figura 3. Mecanismo de regulacdo da expressdo génica do HIF-1. Em Normoxia (condi¢es de oxigénio
normais, pO; 40 a 60 mmHg) o HIF-10 é hidroxilado nos residuos de prolina e asparagina. A proteina von
Hippel Lindau (VHL) interage a traves dos seus dominios § com os residuos de prolina hidroxilados e recruta
proteinas do sistema ubiquitin-ligase E3. Dessa forma o HIF-la é ubiquitinado e depois degradado pelo
proteasoma. Sob condig¢bes de Hipoxia HIF-1a é fosforilado e translocado ao nicleo onde polimeriza com a
subunidade HIF-1p (ARNT) formando HIF-1. O fator de transcri¢do funcional se liga na seqliéncia conhecida
como elemento de resposta a hipdxia (HRE) existente nos genes alvos e promove sua transcri¢ao. Os fatores de
crescimento, citocinas e a ativa¢do do AKT também podem induzir a sintese de proteina HIF-1o ou promovem o
recrutamento de co-ativadores. AKT, proteina kinase B; HGF, fator de crescimento de hepatécitos; EGF, fator de
crescimento epidérmico; IGF, fator de crescimento semelhante & insulina: IL-1, interleucina 1; MAPK, proteina
kinase ativada por mitdgenos; PI3K, fosfatidilinositol 3-kinase; ROS, espécies reativas de oxigénio. Fonte:
Rezvani et al. (2011).
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As proteinas HIF-1a. e HIF-1B pertencem a uma familia crescente de proteinas
relacionadas. Até o momento, trés isoformas do HIF-a foram descritas (HIF-10, HIF-20, HIF-
3a), assim como HIF-2p3 e HIF-3pB, entre estas HIF-1a, HIF-2a sdo as melhores descritas.
Cada uma das isoformas apresenta um padrdo de expressdo em tecidos especificos
(Manolescu et al., 2009). HIF-1a ¢ HIF-2a revelaram similaridades in vitro relativas a sua
organizagdo gendmica, estrutura proteica modular, estabilizacdo hipoxica da proteina,
heterodimerizacdo com HIF-1p, reconhecimento de DNA, ligacdo ao DNA e transativacdo de
genes reporter (Haddad and Harb, 2005). HIF-1o € expressa ubiguamente, enquanto HIF-2a
mostra uma expressdo tecido-especifica. HIF-2a (chamada também proteina-1 endotelial
PAS, EPAS-1) é também upregulada por hipoxia, se liga a HIF-1p para formar o complexo
HIF-2, o qual ativa a transcricéo pela ligacdo nos HREs. Além disso, € regulada pelas mesmas
vias do HIF-1a. HIF-3a tem uma semelhanca elevada com o HIF-1o e HIF-2a no dominio
bHLH e nos dominios PAS, mas carece de estruturas para a transativacdo encontradas no C-
terminal de HIF-1a e HIF-20 (Bérdos and Ashcroft, 2005). HIF-3a pode também formar
dimeros com HIF-1p para ativar a transcricdo dos HREs, esta isoforma possui diversas
variantes de processamento, entre elas a proteina inibitéria com dominio PAS, a qual é uma
proteina truncada que funciona como um inibidor negativo dominante de HIF-1 (Bardos and
Ashcroft, 2005; Koh et al., 2008; Xia et al., 2012).

2.2 ESTRESSE OXIDATIVO

O estresse oxidativo ocorre quando o0s antioxidantes e 0S mecanismos de
sobrevivéncia celular sdo incapazes de lidar com as espécies reativas de oxigénio (EROs) ou
com o dano causado por elas. Varios processos de doencas incluindo o céancer, doencas
cardiovasculares, artrite e o envelhecimento tém sido associados com dano oxidativo (Morano
et al.,, 2012). Radicais reativos derivados do oxigénio molecular (espécies reativas de
oxigénio, EROs) e nitrogénio (espécies reativas de nitrogénio, ERNSs) atacam rapidamente
moléculas bioldgicas importantes, incluindo lipidios, DNA e proteinas celulares essenciais
(Circu and Aw, 2010).
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2.2.1 Espécies reativas de oxigénio (EROs)

Espécies reativas de oxigénio (EROs) € o nome geneérico dado a uma variedade de
moléculas ndo-radicalares e radicais livres derivadas de oxigénio, entre as quais se encontram
0 ion superdxido (O2*), o radical hidroxil (*OH) e o perdxido de hidrogénio (H202) entre
outros (Barreiros et al., 2006; Bennett, 2001; Engel and Evens, 2006; Stowe and Camara,
2009; Tudek et al., 2010) (Tabela 1).

Tabela 1. Espécies reativas de oxigénio (EROS)

Espécies radicalares Espécies ndo radicalares
Superoxido (02*) Peroxido de hidrogénio (H20,)
Hidroperoxil (HOO®) Hidroperdxido (ROOH)
Hidroxil (HO®) Acido hipocloroso (HCIO)
Peroxil (ROO*) Oz6nio (0s)

Alcolxil (RO*) Oxigénio singleto (O,)

Fonte: Barreiros et al. (2006), com adaptacdes.

A principal fonte das EROs € a mitocondria, eles sdo inevitavelmente formados como
produtos da respiracdo aerObica na cadeia de transporte de elétrons mitocondrial,
principalmente nos complexos | e Il (Figura 4), mas podem formar-se em varios outros
processos anabolicos e catabdlicos tais como o ciclo de Krebs e a formacdo de polissacarideos
(Bernardi et al., 1999; Stowe and Camara, 2009). S&o altamente reativas e podem atuar sobre
macromoléculas bioldgicas, modificar a estrutura e funcdo das proteinas, causar dano
oxidativo ao DNA e atuar como iniciadores da apoptose (Bernardi et al., 1999; Circu and Aw,
2010; Covarrubias et al., 2008; Engel and Evens, 2006; Jackson and Loeb, 2001; Morano et
al., 2012; Thannickal and Fanburg, 2000; Waris and Ahsan, 2006; Weinberg et al., 2010).
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Figura 4. Formagdo de EROs na cadeia de transporte de elétrons (ETC) mitocondrial. Durante o processo
da respiracdo celular se produz o vazamento de elétrons nos complexos | e Il da ETC mitocondrial, esses
elétrons reagem com o oxigénio (O2) e formam o radical superéxido (O2*), a espécie reativa de oxigénio mais
perigosa. Fonte: Stowe and Camara (2009)

Atualmente, sabe-se que as EROs, quando sdo estreitamente reguladas, executam
funcBes como segundos mensageiros em processos de sinalizacdo intracelular (Circu and Aw,
2010; Covarrubias et al., 2008; Raval et al., 2006; Waris and Ahsan, 2006), estes existem em
todas as células aerdbias num equilibrio com os antioxidantes bioquimicos (Waris and Ahsan,
2006), mas um desequilibrio no seu contetido intracelular pode induzir a morte por apoptose

pelo estresse oxidativo (Tudek et al., 2010).

A formacdo de EROs pode ocorrer por exposicdo a radiagdo gama (y), X, UV, pela
biotransformacdo quimica de alguns componentes da dieta, reacdes inflamatdrias, e também
como resultado do metabolismo realizado nas células (Tudek et al., 2010). As EROs podem
ser geradas também em fontes ndo mitocbndrias, tais como o citocromo b5 redutase,
peroxissomas, catecolaminas, hidroquinonas, oxidases da membrana plasmatica como a
NADPH-oxidase, lipoxigenase, oxidases de monoamina, xantina / xantina oxidase, sintases de
oxido nitrico acoplados ou ndo acoplados, vias eicosanoides, entre outros (Stowe and Camara,
2009; Thannickal and Fanburg, 2000; Tudek et al., 2010). As maiorias destes compostos
podem perder um elétron por autoxidagdo e formar o radical anion superdéxido (O2°*), no
entanto, essas EROs formadas ou liberadas no citosol sdo tamponadas sob fortes condig¢oes
redutoras por tiois intracelulares, em particular a glutationa (GSH) e tioredoxina (TRXSH>)
pela acdo das suas redutases (Thannickal and Fanburg, 2000).
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Em condi¢gdes de normoxia, a acdo do HIF-1 é controlada pela degradacdo da
subunidade HIF-1a pelo proteasoma, mediada pela ligagdo a proteina VHL (Hamanaka and
Chandel, 2009), mas quando as células sdo expostas a ambientes pobres em oxigénio, se
presenta o fendmeno de estresse oxidativo, e uma das principais mudancas a nivel celular
ocorre na mitocondria, exatamente na cadeia de transporte de elétrons (ETC, em inglés), essas
mudangas finalmente levam a geracdo de EROs (Bell and Chandel, 2007; Semenza, 1998). As
EROs tém mostrado estar diretamente ligadas a ativacdo do HIF-1, elas atuam como sinais
inicias em cascatas que promovem a transcricdo do HIF-1, além de participarem na
estabilizagédo da subunidade HIF-10a, ja que uma alta produgdo de EROs evitam que as prolil-
hidroxilases (PHDs) hidroxilem o HIF-1a, inibindo assim sua degradagdo pelo proteasoma
(Bell and Chandel, 2007).

Em condicBes de hipOxia, as EROs mitocondriais também podem ativar vias de
sinalizacdo upstream do HIF-1a: como as vias MAP quinase ERK e p38. Tem sido
demostrado que ERK2 ativado fosforila HIF-1a in vitro e in vivo e aumenta a atividade
transcricional, ERK2 também fosforila os co-ativadores p300/CBP e promove a interacao
com HIF-1a aumentando a transcri¢do (Galanis et al., 2008). HIF-1 tém sido implicado na
carcinogénese induzida por EROs em uma ampla gama de cancros humanos, tais como o do
ovario, préstata e cancer de mama. No microambiente deficiente em oxigénio ou apos a
estimulagdo hormonal, HIF-10 é ativado por EROs através de uma rede de sinalizagdo
complexa. HIF-1 age como um chefe orquestrador dos eventos que levam a adaptacdo
metabolica, a proliferacdo celular continua, aumento na vascularizacdo e toleréncia contra
apoptose, promovendo assim a progressdao e agressividade do tumor (Galanis et al., 2008;
Semenza, 2010).

2.2.2 Agentes Oxidantes

2.2.2.1 Perdxido de Hidrogénio (H205).

O peroxido de hidrogénio (H20.) (Figura 5) é a espécie reativa de oxigénio (ERO)
mais abundante in vivo, se produz continuamente no interior da célula como um subproduto

do metabolismo aerdbico, ou extracelularmente pelas células fagocitarias do hospedeiro
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estimuladas durante processos inflamatorios (Barreiros et al., 2006; Folmer et al., 2008;
Sousa-Lopes et al., 2004). O H>O> é um oxidante ubiquo presente em todos os organismos
aerobios. Desde a sua primeira identificacdo em uma célula viva, o H2O; foi considerado um
subproduto toxico do metabolismo aerdbico, algo que as células tinham que remover. Se a
desintoxicacdo de H»O. catalisada por catalases e peroxidases ndo era adequada, este pode
difundir nas células e oxidar alvos biolégicos causando disfungdes celulares responsaveis por

diversas patologias e o envelhecimento (Chance et al., 1979; Marinho et al., 2014).

Ao contrério da suposicdo comum que H20, difunde livremente através de
biomembranas tem sido demostrado em estudos em células T Jurkat, células de mamiferos,
Escherichia coli e em Saccharomyces cerevisiae, que as biomembranas formam uma barreira
contra a difusdo do H20> (Branco et al., 2004; Folmer et al., 2008; Ng et al., 2008). Quando as
células sdo expostas a H202 externo o consumo intracelular de H20; catalisado pelas enzimas
antioxidantes gera uma gradiente de H>O> através da membrana plasmatica, o qual torna a
concentracdo de H>O: intracelular mais baixa do que a externa. A magnitude deste gradiente é
dependente da medida do consumo intracelular de H>O, e sobre as propriedades de
permeabilidade das barreiras celulares para o H202 (Branco et al., 2004; Folmer et al., 2008;
Sousa-Lopes et al., 2004). A permeabilidade da membrana plasmaética para H>O. esta sob
regulacdo ativa em células de S. cerevisiae durante a adaptacdo ao H»0,, fazendo parte dos
mecanismos celulares de resposta ao estresse oxidativo (Sousa-Lopes et al., 2004).

O H20. é um agente oxidante forte, ainda que na sua estrutura quimica ndo possua
elétrons desemparelhados, tem uma alta reatividade o que lhe confere a capacidade de
danificar macromoléculas celulares, incluindo proteinas, lipideos e acidos nucleicos
(Barreiros et al., 2006; Chance et al., 1979). Pode combinar-se com ions metélicos (ferro ou
cobre) na reacdo de Fenton (reacdo 1), gerando o radical hidroxil, altamente tdxico, o qual
apresenta uma alta reatividade, podendo reagir facilmente com qualquer molécula, como por
exemplo DNA, proteinas e lipideos. O radical hidroxil pode ser formado também por meio da
reacdo do H2O2 com O2°* (reacdo 3, reacdo de Haber-Weiss), a qual € o somatdrio da reacéo
de Fenton (Reacéo 1) e a reacdo de reciclagem do Ferro (I1) (reacédo 2) (Cardoso et al., 2012)

Fe(ll) + H202 — OH®* + OH™ + Fe(lIl) Reacdo de Fenton (1)

Fe(Ill) + 02" — 02+ Fe(ll) )
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H202+ 02" — O2+ OH® + OH" Reacdo de Harber-Weiss (3)

2.2.2.2 Menadiona (MD)

A menadiona (MD, 2-metil-1,4-naftoquinona) ou vitamina K3 (Figura 5) é uma
quinona que tem sido usada em estudos de dano oxidativo e como agente terapéutico para
tratamento do cancer (Castro et al., 2007; Flattery-O'Brien et al., 1993; Zadzinski et al.,
1998). As quinonas como a menadiona apresentam duas propriedades quimicas principais as
quais Ihe conferem a sua reatividade nos sistemas bioldgicos e seu potencial toxico, dado que
ela pode atuar como oxidante ou eletrofilo, mas devido a uma adi¢do nucleofilica a uma
quinona, apresenta uma reducdo formal de dois elétrons, pelo qual suas propriedades

oxidativas e eletrofilicas estdo fortemente relacionadas (Castro et al., 2007).

Menadiona e outras quinonas podem sofrer uma reducdo de um ou dois elétrons. A
reducdo em um elétron leva a formacgdo de radicais semiquinonas, essa reacdo pode ser
metabolizada por varias flavoenzimas, tais como NADPH citocromo P450 redutase, NADH
citocromo b5 redutase e NADH-ubiquinona redutase, ou pode acontecer por reacdes nédo
enzimaticas com varios tiois (Castro et al., 2007; Zadzinski et al., 1998). As semiquinonas sdo
substancias muito instaveis que reagem rapidamente com o oxigénio levando a formacéo de
EROs, tais como o ion superéxido, peroxido de hidrogénio e o radical hidroxila (Castro et al.,
2007; Chiou and Tzeng, 2000; Flattery-O'Brien et al., 1993).

As quinonas também podem ser reduzidas por meio da reducdo de dois elétrons para
as hidroquinonas correspondentes pela DT-diaforase [NAD (P) H: quinona oxidorredutase 1],
sem a formacdo de intermediarios de radical livre semiquinona, tem sido sugerido que esta via

representa um mecanismo de desintoxicacdo (Chiou and Tzeng, 2000).

A citotoxicidade da MD ¢é uma consequéncia do dano oxidativo induzido pelas EROs,
estes incluem a inducdo de dano macromolecular, perturbacdes da homeostase do célcio,
diminuicdo dos tidis celulares e aumento da peroxidacao lipidica (Castro et al., 2007; Chiou
and Tzeng, 2000).
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2.2.2.3 Hidroperdxido de Cumene (CHP)

O hidroperoxido de cumene (CHP, em inglés) (Figura 5) é uma substancia citotoxica,
genotoxica e mutagénica, induzindo danos ao DNA e mutacGes em sistemas procariotos e
eucariotos. CHP tem sido frequentemente utilizada como um modelo para os efeitos
bioldgicos dos hidroperdxidos de alquilo derivados de poluentes orgénicos volateis (VOPS).
Seu mecanismo envolve clivagem homolitica da ligagdo peréxido O-O por citocromos P450
para produzir o radical cumoxyl. Os efeitos sdo reforcados por metais e inibidos por

depuradores de radicais livres tais como acido ascorbico (Catala et al., 2013).

Além dos seus efeitos prejudiciais, tais como danos na membrana, a lise celular,
necrose de 6rgdos, promocdo de tumores e, em certos aspectos do envelhecimento, foi
relatado que este composto e / ou aldeidos citotoxicos dele derivados, inibem a sintese de
proteina em fibroblastos da pele humanos (Ayala et al., 1996).

2.2.2.4 Hidroperoxido de terc-Butilo (t-BHP)

O hidroperdxido organico, hidroperdxido de terc-butilo (t-BHP, em inglés) (Figura 5),
¢ um composto padrdo Util para estudar os mecanismos de lesdo celular oxidativo. A
exposicao de células eucarioticas para o t-BHP, o qual é permeavel na membrana, induz uma
série de eventos toxicos, tais como a deplecdo de glutationa reduzida (GSH) e de tibis
proteicos, peroxidacdo de lipideos da membrana, quebra da cadeia de DNA, a deplecédo
significativa de ATP celular, alteracdo na homeostase do calcio intracelular e a sinalizacdo de
Ca2 +, perda do potencial da membrana mitocondrial e, como um resultado destes eventos,

necrose celular (Lapshina et al., 2005).

A glutationa peroxidasse (GPx) catalisa a reducdo de hidroperoxidos produzidos por
varias reacOes no interior das células, terc-Butil hidroperéxido (t-BHP) é um hidroperéxido
organico analogo aos hidroperdxidos de lipideos de cadeia curta formados naturalmente. Este
oxidante soltvel em &gua é reduzido em grande parte pela via glutationa peroxidasse para o
produto alcool terc-butilico relativamente inerte. A GSSG formada nesta reacdo é reduzida
pela glutationa redutase a expensas de NADPH (Liu and Kehrer, 1996).
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Figura 5. Estrutura quimica dos agentes estressores usados neste estudo

2.2.3 Agentes Inibidores

2.2.3.1 Aminotriazol (3-amino 1,2,4-triazole, ATZ)

Aminotriazol (ATZ) (Figura 6) € um composto heterociclico toxico agindo como um
inibidor especifico da catalase em eucariotos (Metodiewa and Brian Dunford, 1991; Vasylkiv
et al., 2011), além inibe a producdo do hormonio da tiréide nos mamiferos e é um potente
agente cataratogenico. Foi comprovado que inativa a catalase de figado e rim, em sistemas in
vivo. A inibigdo produzida in vivo é um processo lento e irreversivel que requer algumas horas
de exposicdo da enzima ao ATZ e ao H20,. ATZ reage com o0 componente | da catalase o que
conduz a uma inibicdo completa da atividade catalitica (Metodiewa and Brian Dunford, 1991;
Nicholls, 1962), formando um tipico complexo com catalase livre de ferro, isso cataliza a
reducao do componente Il por doadores de hidrogénio enddgenos, de forma similar a outros
ligandos ionicos (Nicholls, 1962).

ATZ é usado como herbicida e inibe o crescimento de muitas espécies de plantas,
leveduras e bactérias. A inibicdo pode ser invertida, total ou parcialmente, por alguns
produtos celulares naturais, dos quais a mais eficaz é a histidina (Klopotowski and Wiater,
1965).
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2.2.3.2 Butionina sulfoximina (BSO)

L-Butionina-S, R-Sulfoximina (BSO, em inglés) (Figura 6) € um amino&cido sintético
que depleta a glutationa através da inibicdo irreversivel da enzima gama-glutamilcisteina
sintetase (Marengo et al., 2008; Weldrick et al., 1999), que é frequentemente upregulada em
tumores resistentes a quimioterapia. A inibicdo dessa enzima representa um passo critico na
biossintese de glutationa. Tem-se demonstrado que ela inibe a resposta proliferativa de células
T em humanos, além da inibicdo macrofagica, também se demonstrou que a exposicao a BSO
de linhagens de células de neuroblastoma (NB) provoca a apoptose como resultado de um
aumento nos niveis basais de EROs (Marengo et al., 2008), a formacdo de EROs pode ser a
consequéncia da desregulacdo das enzimas antioxidantes enddgenas, como catalase,
superoxido dismutase de cobre-zinco (Cu, Zn-SOD; SOD-1), e SOD que contém manganés
(Mn-SOD; SOD-2), as quais atuam de forma sinérgica com o sistema redox GSH para

fornecer defesa celular contra EROs (Marengo et al., 2008).

Em eucariontes superiores, a inibicdo da biossintese da glutationa via BSO resulta em
alteracdes ultra-estruturais que envolvem principalmente a deterioragdo das mitocondrias
(Weldrick et al., 1999). Na presenca de metais pesados, a aplicacdo de butionina-sulfoximina
(BSO), conduziu um decréscimo no conjunto citosolico da GSH e a uma limitacdo no

crescimento da levedura S. cerevisiae (Prévéral et al., 2006).

2.2.3.3 Deferoxamina (DFO)

A Deferoxamina (DFO) (Figura 6) € uma molécula captadora de ferro (sider6foro)
derivada de bactérias, exerce uma acgdo quelante de ferro e usado usualmente na clinica como
uma droga em doengas do excesso de ferro, como hemocromatose, talassemia, a sindrome de
displasia mieldide e anemia aplastica, também tem sido demostrado que aumenta a expressao
de fatores angiogenicos, tais como o fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) e ciclo-

oxigenase-2 (COX-2), o que indica que afeta a angiogénese (lkeda et al., 2011).

DFO tem sido utilizada para induzir a acumulagdo de HIF-1a, mesmo sob condig¢des
de normdxia, dado que interfere com a acdo das prolil hidroxilases. Além disso, o DFO ¢

frequentemente utilizado como um agente mimético de hipdxia, ja que imita o efeito da


http://decs.bvs.br/cgi-bin/wxis1660.exe/decsserver/?IsisScript=../cgi-bin/decsserver/decsserver.xis&previous_page=homepage&task=exact_term&interface_language=p&search_language=p&search_exp=Glutationa
http://decs.bvs.br/cgi-bin/wxis1660.exe/decsserver/?IsisScript=../cgi-bin/decsserver/decsserver.xis&previous_page=homepage&task=exact_term&interface_language=p&search_language=p&search_exp=C%C3%A9lulas
http://decs.bvs.br/cgi-bin/wxis1660.exe/decsserver/?IsisScript=../cgi-bin/decsserver/decsserver.xis&previous_page=homepage&task=exact_term&interface_language=p&search_language=p&search_exp=Humanos
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privacdo de oxigénio atraves da inducdo de um nimero de genes de resposta a hipoxia (Hou et
al., 2013).

2.2.3.4 Inibidor de Proteasoma

Em células eucarioticas, o sistema proteassoma-ubiquitina (UPS) é responsavel pela
degradacdo ndo-lisossomal de proteinas e desempenha um papel primordial em processos
vitais tais como homeostase das proteinas, processamento de antigenos ou proliferacdo celular
(Schmidt and Finley, 2014; Stein and Groll, 2014). Sendo uma via evolutiva altamente
conservada, muitas bactérias patogénicas tém desenvolvido pequenas moléculas as quais
modulam a atividade dos componentes da UPS dos seus hospedeiros, tais produtos naturais
sdo, devido a sua optimizacdo gradual ao longo dos milénios, altamente potentes em termos

de seus mecanismos de ligacéo, sua biodisponibilidade e seletividade (Stein and Groll, 2014).

O proteasoma €é responsavel pela reciclagem de proteinas celulares que regulam a
proliferagdo celular e as vias de sobrevivéncia, pelo qual os defeitos da sua atividade
proteolitica podem conduzir a proliferacdo celular descontrolada e como consequéncia o
desenvolvimento do tumor. Tem sido demonstrado que a inibicdo da atividade do tipo
quimotripsina (CHT-L) do proteasoma representa uma estratégia valida para induzir efeitos
anti-neoplésicos em tumores hematoldgicos, além, um nimero crescente de estudos sugerem
que os inibidores de proteasoma podem se tornar farmacos valiosos para o tratamento de
doencas ndo tumorais, quando utilizados em condi¢cGes em que as funcdes celulares sdo
moduladas, sem a inducdo de morte celular (Scarbaci et al., 2014; Schmidt and Finley, 2014)
(Figura 6).
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Figura 6. Estrutura quimica dos agentes inibidores usados neste estudo

2.3 SISTEMAS ANTIOXIDANTES

As células possuem dois sistemas antioxidantes para ajudar a proteger seus
componentes celulares e manter seu estado redox, sistemas enziméaticos e ndo enzimaticos
(Jamieson, 1998; Rover Janior et al., 2001). Estes sdo criticos para a sobrevivéncia de
procariotos e eucariotos. Tecidos e 6rgdos tém diferentes indices de atividade metabdlica e
consumo de oxigénio. Os seus niveis de antioxidantes sdo também diferentes. Por exemplo, as
concentracOes de glutationa (GSH) e de cisteina sdo menores no cérebro quando comparadas
as concentracGes no figado, rim, ou do masculo de ratos. Pesquisas de resposta oxidativa em
diferentes modelos in vivo sugerem que, em organismos complexos, tais como mamiferos,
Orgaos e tecidos contém distintos sistemas antioxidantes, e isto pode constituir a base para a
susceptibilidade diferenciada a agentes tdxicos ambientais (Limén-Pacheco and Gonsebatt,
2009).

Os sistemas antioxidantes ndo enzimaticos consistem geralmente de pequenas
moléculas que séo sollveis em agua, ou em alguns casos, em um ambiente lipidico, eles agem
como eliminadores de radicais, sendo oxidados pelas EROs e dessa forma removem o0s
oxidantes da solucdo (Limén-Pacheco and Gonsebatt, 2009). Defesas antioxidantes celulares
também incluem varias enzimas que sdo capazes de remover 0s radicais de oxigénio e seus

produtos e / ou reparar 0s danos causados pelo estresse oxidativo (Jamieson, 1998).
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2.3.1 Glutationa (GSH)

O melhor exemplo conhecido de um sistema de defesa antioxidante ndo enzimatico € a
glutationa (GSH), um tripeptideo (y-L-glutamil-L-cystinylglycine). GSH atua como um
eliminador de radicais com seu grupo redox sulfidrilo ativo, este reage com o oxidante para a
formacdo de glutationa oxidada (GSSG). A glutationa reduzida (GSH) é, possivelmente, a
mais abundante molécula redox eliminadora de EROs das células. Consequentemente, o seu
papel na manutencdo do estado redox celular é muito importante (Chiou and Tzeng, 2000;
Hatem et al., 2014; Jamieson, 1998; Rover Junior et al., 2001).

As enzimas glutationa peroxidases (GPxs) pertencem a uma familia de enzimas
filogeneticamente relacionadas, estas detoxificam uma variedade de metabolitos de oxigénio
reativos e, portanto, protegem contra danos oxidativos, até 0 momento foram encontradas 8
GPxs em mamiferos (Rover Junior et al., 2001; Ursini and Maiorino, 2013). Elas catalisam a
reducdo de H>O> pela GSH: 2 GSH + H,02> — 2 H>O + GSSG. No ciclo da glutationa, a GSH
é regenerada através da glutationa-redutase (GR): GSSG + NADPH + H" — 2 GSH + NADP*
(Figura 7). Por anos, GPxs tém sido conhecidas por catalisar a reducdo de H20: ou
hidroperdxidos organicos a agua ou os alcoois correspondentes, usando glutationa (GSH)
como redutor (Herbette et al., 2007). As GPxs da 1-4 sdo seleno-proteinas com uma seleno-
cisteina (Sec) no seu centro catalitico (SecGPxs), a presenca de Sec como 0 grupo catalitico
foi sugerida para garantir uma reacdo rapida com o hidroperoxido e uma reducdo veloz por
GSH (Brigelius-Flohé and Maiorino, 2013), as GPxs da 5-8 sdo proteinas com um centro
catalitico de cisteina (Cys) (CysGPxs) porém, as CysGPxs ndo usam GSH como redutor, e
usam maiormente tioredoxin (Trx) e produzem Trx oxidado (TrxSz), portanto estas CysGPxs
em términos funcionais sdo tioredoxin peroxidases (Brigelius-Flohé and Maiorino, 2013;
Herbette et al., 2007). Glutationa-S-transferase (GST) é uma familia multigénica de
isoenzimas que catalisam a conjugacdo de GSH com uma variedade de compostos
electrofilos, como o primeiro passo de uma via de desintoxicacdo que leva a formacéo de

acido mercapturico (Chiou and Tzeng, 2000).
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Figura 7. Interconversdo de glutationa nas suas formas reduzida (GSH) e oxidada (GSSG) pela acéo das
enzimas glutationa peroxidasse (GSH-Px), glutationa oxidase (GO) e glutationa redutase (GR). Fonte:
Rover Junior et al. (2001)

Os genes envolvidos na biossintese de GSH foram identificados em S. cerevisiae
(GSH1 e GSH2, que codifica um glutamilcisteina-sintetase e da glutationa-sintetase,
respectivamente) e gshl e gsh2 mutantes foram isolados em leveduras (Jamieson, 1998).
Estudos tém mostrado que a GSH é uma molécula antioxidante importante em leveduras.
Mutantes com deficiéncia na sintese de glutationa sdo hipersensiveis ao H>O2, plumbagina e
menadiona (geradores do anion superoxido), assim como outros compostos, tais como o
cadmio e metilglioxil. Apesar de serem hipersensiveis aos oxidantes, os mutantes deficientes
em GSH séo ainda capazes de induzir uma resposta de estresse adaptativo para ambos H20- e
menadiona, sugerindo que a GSH ndo é importante como uma molécula sensor nessas
respostas de estresse (Jamieson, 1998; Rover Junior et al., 2001; Welker, 2009). A perda de
GSH pode resultar em protecdo prejudicada contra a peroxidacdo lipidica, ou ruptura de
macromoléculas vitais via formacéo de tioéter (Chiou and Tzeng, 2000).
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2.3.2 Superoxido Dismutase (SOD)

A enzima superoxido dismutase (SOD) tem um papel importante na defesa
antioxidante, sua funcdo principal € catalisar a dismutagdo do radical superdxido (O.*") para 0
peroxido de hidrogénio (H20.). A exposicdo da SOD ao H>O: leva a uma inativacao
irreversivel da enzima, a qual é dependente do pH e da concentracdo. A susceptibilidade
proteolitica da enzima aumenta de forma dependente a concentracdo do H>O2, também pode

variar dependendo do tempo de exposicdo (Salo et al., 1988).

As células de levedura possuem duas enzimas SOD diferentes. SOD1 (CuzZnSOD)
contém cobre e zinco no sitio catalitico, e localiza-se no citosol, no espago intermembranal
mitocondrial (IMS), no nucleo, nos lisossomas e no reticulo endoplasmatico (Kloppel et al.,
2010). SOD2 (MnSOD) é uma proteina dependente de manganés que se localiza na matriz
mitocondrial. A SOD2 e a fracdo mitocondrial da SOD1 estdo envolvidas na dismutacdo do
superoxido gerado pela cadeia respiratdria mitocondrial, no entanto a fracdo citosélica da
SOD1 esté envolvida na protecdo contra o superdxido gerado por outras reacdes metabdlicas e
alguns xenobid6ticos (Herrero et al., 2008; Kloppel et al., 2010; Tao et al., 2010).

Algumas pesquisas demostraram que a fracdo de SOD1 presente na IMS tem um papel
muito importante na defesa antioxidante contra as EROs produzidas na cadeia respiratoria
mitocondrial, e evita a saida destes para o citoplasma (Kloppel et al., 2010), também tem se
demostrado que mutacdes nos genes de SOD estdo envolvidos em doengas como a Esclerose
lateral amiotréfica (ALS) (Rosen et al., 1993) e o Sindrome de Down (Casado et al., 2005).
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Figura 8. Resumo esquemaético de parte do sistema antioxidante. As espécies reativas de oxigénio (EROs)
produzidas naturalmente na cadeia transportadora de elétrons mitocondrial, tais como o radical superéxido (02*)
e o0 perdxido de hidrogénio (H20-), sdo controladas por sistemas enzimaticos e ndo enzimaticos. Os sistemas
enzimaticos incluem as superéxido dismutases (SODs), a catalase (CAT) e a glutationa peroxidasse dependente
de selénio (Se-GPX). A glutationa reduzida (GSH) é um importante antioxidante ndo-enzimatico. A glutationa é
convertida da sua forma dissulfeto (GSSG) a forma reduzida (GSH) pela glutationa redutase (GR) usando
NADPH. Fonte: Stowe and Camara (2009).

2.4 ESTUDOS EM Saccharomyces cerevisiae.

As leveduras sdo microrganismos unicelulares que combinam a facilidade da
manipulacdo genética, com a capacidade de executar todas as etapas de processamento
eucarioticas (enovelamento de polipeptidios, glicosilacdo, metilacdo, acilacdo, e o
direcionamento para os compartimentos subcelulares) sobre os polipeptidios expressos e,
assim, constituem sistemas atraentes para a experimentacdo da biotecnologia moderna
(Alberghina et al., 2012; Celik and Calik, 2012; Gellissen and Hollenberg, 1997).

S. cerevisiae tem sido aproveitada por milhares de anos pela humanidade na
fabricacdo de cerveja e panificacdo e é considerado como um organismo GRAS (Generally
Recognized As Safe), S. cerevisiae é um modelo eucarioto simples, e tratavel geneticamente,

usado em muitos esforcos pioneiros, tais como técnicas de DNA recombinante,



45

sequenciamento sistematico do genoma, construcdo e analise de mutantes com genes
deletados, ou defini¢do do interactoma. Além disso, tem sido utilizado durante muito tempo
como um modelo para o estudo do crescimento e divisdo de células eucarioticas, bem como
do metabolismo e sinalizacdo celular (Alberghina et al., 2012; Celik and Calik, 2012).
Durante as Gltimas décadas, a disponibilidade de genes estruturais relevantes e seu uso em
engenharia genética tornaram-se um método fascinante para criar linhagens microbianas que
podem produzir proteinas valiosas de alta qualidade e em grandes quantidades (Gellissen and
Hollenberg, 1997).

A levedura S. cerevisiae € anaerobica facultativa e respira na presenca de oxigénio,
mas fermenta sob condicGes anaerdbicas. A expressdo de muitos genes muda quando as
células experimentam concentracGes variaveis de oxigénio. Isto permite que as células
regulem eficientemente o metabolismo para uma das duas vias alternativas de producdo de
energia, respiracdo e fermentacdo (Ferreira et al.,, 2007). No crescimento aerobio (via
respiratoria), a energia pode ser gerada através da fosforilacdo oxidativa e o oxigénio
molecular fica disponivel como um aceptor final. O uso de oxigénio nestes processos gera
EROs, e a célula requer um conjunto de enzimas de protecdo (Zitomer and Lowry, 1992).
Além das diferencas na expressdo dos genes sob as condi¢fes de estado estacionario de
crescimento aerdbico e anaerobico, as células respondem a uma diminuicdo da tensdo de
oxigénio. Existem genes que codificam funcdes dependentes de oxigénio, tais como
subunidades do citocromo alternados e oxidases e desaturasses de heme, esterdis, e da
biossintese de &cidos graxos, que sdo induzidos em baixa tensdo de oxigénio. A expressao
destes genes hipoxicos presumivelmente permite a célula utilizar o oxigénio limitado de

forma mais eficiente (Zitomer and Lowry, 1992).

O dano oxidativo é de particular importancia também na inddstria, uma vez que a
oxidacdo de gorduras e 6leos é o processo subjacente da rancidez dos alimentos, e as células
de levedura utilizadas nas industrias de panificacdo e de fermentacdo sdo expostas a estresse
oxidativo durante o congelamento e secagem. S. cerevisiae responde ao estresse oxidativo
usando um numero de respostas celulares que asseguram a sobrevivéncia da celula apos
exposicdo a agentes oxidantes. Estes incluem sistemas de defesa que desintoxicam EROs,
reduzem a sua taxa de producdo, e reparam os danos causados por eles. Muitas respostas séo
especificas para EROs, mas também ha respostas de estresse gerais que normalmente sdo

invocados por diversas condigdes de estresse (Morano et al., 2012; Tudek et al., 2010).
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Em 2006, Braliou et al. fizeram a transformacéo de linhagens de levedura S. cerevisiae
com o gene hif-1 humano, para induzir a expressdao do fator de transcricdo HIF-1, eles
identificaram algumas co-chaperonas de Hsp90 que estdo envolvidas na atividade do HIF-1.
Além disso, usando linhagens transformadas com genes truncados, puderam demostrar que
certas regides de HIF-la atuam como mutantes negativos dominantes ¢ podem suprimir a

atividade do fator de transcrigdo HIF-1 (Braliou et al., 2006).

Outro estudo realizado em S. cerevisiae por Ferreira et al. (2007) teve como objetivo
expressar as subunidades do fator de transcrigdo HIF-1 humano em linhagens transformadas
com o gene hif-1 e estudar o genoma da levedura para procurar sequéncias genémicas
similares aos HREs. O estudo demonstrou que a S. cerevisiae possui algumas proteinas
analogas a esse fator de transcricdo, e descreveram pelo menos 24 genes com uma alta
homologia com regides HRE dos mamiferos, o que demostra que as leveduras possivelmente

possuem um fator de transcricdo analogo ao HIF-1 humano (Ferreira et al., 2007).

O crescimento e a proliferacdo celular sdo processos altamente regulados, ndo somente
em organismos multicelulares, onde a desregulacdo leva a neoplasias, mas também nos
microrganismos, nos quais a proliferacdo celular desregulada pode resultar em morte celular
(Fuge et al., 1994). Em organismos multicelulares, os fatores de crescimento e 0s hormonios
sdo os principais reguladores da proliferacdo celular, enquanto que em microrganismos, tais
como a levedura S. cerevisiae, a disponibilidade de nutrientes € o principal fator de regulacéo

da proliferacdo (Fuge et al., 1994)

O crescimento da levedura S. cerevisiae € caracterizado por ter distintas fases,
comegando por um curto periodo de ajuste ao meio, chamado de fase de laténcia ou fase lag,
depois as células comecam uma fase de crescimento exponencial, também chamada de fase
log, uma vez que a fonte de carbono da cultura se esgota, inicia uma fase de crescimento lento
ou fase pos-diauxica, e finalmente as células entram na fase estacionaria ou GO que €
funcionalmente definida como o tempo em que ndo h4 um aumento no nimero de células
(Fuge et al., 1994).

As células em fase estacionaria se diferenciam em formas que permitem a manutencao
da viabilidade por longos periodos de tempo sem adigdo de nutrientes, mas mantém a
capacidade de voltar a crescer rapidamente quando 0s nutrientes adequados se tornarem
disponiveis (Werner-Washburne et al., 1993). A exposicdo de células de levedura para um

novo ambiente enriquecido conduz a uma resposta imediata por uma mudanca de certo
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namero de vias bioquimicas. Como esses eventos iniciais estdo relacionados com a condicdo
fisiologica do cultivo da levedura, pode se esperar que eles reflitam o desempenho da

levedura (Brejning and Jespersen, 2002).

As mudangas que ocorrem durante a fase de laténcia (fase lag) s@o caracterizadas por
uma alteracdo global na sintese de proteinas causada pela regulacdo na expressdo dos genes
(Brejning and Jespersen, 2002). Brejning e Jespersen (2002) usando o método de 2D-PAGE,
encontraram que 502 proteinas sdo expressas no momento de se realizar um in6culo (tempo
zero) de S. cerevisiae. Essa quantidade aumenta para 1511 e 1533 depois de 1 e 3 horas de
cultura, respectivamente. Além disso, das 502 proteinas, somente 7 sdo induzidas trés vezes
ou mais comparados com a fase respiratoria tardia as 0 horas ap6s a inoculacdo, mas esse
nimero de proteinas aumenta para 124 e 126 depois de 1 e 3 horas de cultura,
respectivamente. Trés das proteinas induzidas durante a fase lag identificadas foram proteinas
ribossomais (Asclp, Ystlp e Yst2p), e Yk1056cp tém sido previstas para estar envolvidas na
funcdo ribossomal, cinco das proteinas estdo implicadas em reacfes de biossintese (Cys3p,
Gdhlp, Lys9p, Samlp e Sam2p), cinco participam na traducdo (Ssb1p, Asclp, Ystlp, Yst2p e
YkI056¢p), trés estdo envolvidas no metabolismo de carboidratos (Hxk2p, Ald6p e Gpplp) e
uma proteina esta implicada na utilizacdo de S-adenosilmetionina (Adolp) (Brejning and

Jespersen, 2002).

As proteinas que sdo sintetizadas durante a fase log podem ser divididas em duas
classes; aquelas que ndo apresentam uma repressdo transitéria de sua sintese na mudanca
diauxica (Classe 1) e as que apresentam uma repressao transitéria na mudanca diauxica
(Classe 11) (Fuge et al., 1994). Boucherie (1985) encontrou aproximadamente 400 proteinas
gue sdo expressas na fase log, entre elas enolase, hexoquinase, gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenasse, actina aldeido desidrogenasse e cinco proteinas de choque térmico (heat
shock). Além disso, ele concluiu que o esgotamento da glicose é o Unico fator responsavel
pela alteracdo no padrdo da sintese de proteinas observada durante a transicao da fase log para

a fase estacionaria (Boucherie, 1985).

O processo de entrada na fase estacionaria envolve um conjunto de eventos continuos
em resposta a um ambiente sem nutrientes. Fuge et al. (1985) encontraram que a maioria das
proteinas sintetizadas em taxas elevadas durante a fase log, foram também produzidas durante
a fase estaciondria, dessas, s6 umas poucas proteinas foram encontradas especificamente na

fase estacionaria, ou mostraram incremento na sua sintese. Entre as proteinas encontradas
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neste estudo estdo Ssalp, Ssa2p e Ssa3p as quais pertencem a familia de proteinas heat shock
70; Hsc82p, Hsp82p,Hspl104p séo chaperonas citoplasmaticas da familia de proteinas Hsp90;
Enolp e Eno2p catalisam a conversdo de 2-fosfoglicerato para fosfoenolpiruvato durante a
glicolise, e a reacdo reversa durante a gluconeogénese, sua expressao é reprimida em resposta

a glicose (Fuge et al., 1994).

2.4.1 Linhagens de S. cerevisiae usadas neste estudo.

Para a realizacdo deste trabalho usamos trés linhagens de levedura derivadas da linhagem
EG103 tipo selvagem (EG103WT) (MAT o, leu2-3,11 his341 trp-289a, ura3-52). As
caracteristicas das linhagens foram as seguintes: EG103M2 como EG103WT contendo apenas
vetores vazios pelo qual ndo expressa nenhuma proteina, foi usada como controle negativo;
EG1030f contém os vetores de expressdo das duas subunidades do gene hif-1 humano (HIF-
la e HIF-1B (ARNT)), nessa linhagem as duas subunidades sdo totalmente funcionais e
conservam a capacidade de formar o dimero de HIF-1 humano, e a ultima linhagem
EG1030Ap expressa as duas subunidades do gene hif-1 humano (HIF-1a ¢ HIF-1B (ARNT)),
mas a subunidade HIF-1B se encontra truncada, pelo qual as duas partes ndo conseguem
formar o dimero HIF-1 e a proteina ndo é funcional. A descricdo detalhada das linhagens se
encontra na Tabela 2, e os vetores na Tabela 3 dos Materiais e Métodos.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a resposta ao estresse oxidativo das linhagens de leveduras EG1030ff e
EG103aAp que expressam HIF-1 humano, e da linhagem EG103M2 (Mock).

3.1.1 Objetivos especificos

v" Analisar o crescimento das linhagens de levedura em meio seletivo, na auséncia ou

presenca de H,0> e outros agentes estressores.

v"Avaliar o crescimento das linhagens de levedura em meio seletivo, na presenca de H>O; e

diferentes agentes inibidores.

v Medir a atividade da SOD em células expostas a H20x.

v" Medir as concentracbes de glutationa total (GSH-eq), glutationa reduzida (GSH),
glutationa dissulfeto (GSSG) e razdo GSSG/GSH-eq
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 REAGENTES

Todos os reagentes utilizados possuiam grau analitico adequado. As substancias foram
adquiridas a diversos fornecedores: a Glicose, e 0os aminoacidos uracila, histidina, adenina,
metionina, leucina, triptofano, assim como o Sulfato de aménio ((NH4)2 SO4), dinucleétido de
nicotinamida e adenina (NADH), fenazina metossulfato (PMS), azul de nitrotetrazdlio (NBT),
acido 5,5’-ditio-bis-(2-nitrobenzdico) (DTNB), peroxido de hidrogénio (H202), superdxido
dismutase (SOD), fluoreto de fenilmetanossulfonil (PMSF), Menadiona (MD), hidroperoxido
de cumene (CHP), hidroperoxido terc-Butil (t-BHP), &cido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA), 2-vinilpiridina (2-VP), inibidor de proteasoma (Z-LLF-CHO), dimetilsulféxido
(DMSO), L-Butionina-S, R-Sulfoximina (BSO), 3-amino 1,2,4-triazole (ATZ), Deferoxamina
(DFO), Glutationa reduzida (GSH), glutationa oxidada (GSSG), glutationa redutase (GR) e o
fosfato de dinucleétido de nicotinamida e adenina (NADPH) eram da Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, EUA); o potéssio fosfato monobasico, potéassio fosfato dibasico e o etanol eram
da J.T. Baker; a base nitrogenada de levedura (YNB) era da DIFCO Laboratories; o cianeto de
potassio (KCN) e o &cido tricloroacético (TCA) eram da MERCK; o dodecil sulfato de sédio
(SDS) era da Affymetrix e o inibidor de protease (cOmplete, Mini EDTA-Free; Roche) da
Roche.

4.2 LINHAGENS DE LEVEDURAS

As linhagens de leveduras transformadas com plasmideos contendo os genes que
codificam as subunidades alfa e beta do fator de transcricdo HIF-1 humano foram produzidas
no Laboratorio de Biologia Molecular da UnB pelo Grupo de Pesquisa em Estresse Oxidativo.

Estas linhagens foram usadas no presente estudo e estdo detalhadas na Tabela 2.
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Tabela 2. Linhagens de leveduras usadas neste estudo.

Linhagem Vetores de Observagéo

expressao
EG103M2 (Mock 2) Y1PGK + pYPGE2 Controle negativo
EG103ap Y 1PGKa + Expressdes do HIF-
PY2ARNT lo e HIF-1p (ARNT)
confirmadas

EG103atp Y1PGKa + Expresséo do HIF-1a

PYtARNT confirmada e tARNT
MRNA
EG103WT Né&o Transformada Controle negativo

(Tipo selvagem)

A expressdo do HIF-1o e HIF-1B (ARNT) foi detectada nas linhagens recombinantes através de ensaios
de Western Blot. As linhagens nédo transformadas ou transformadas apenas com os vetores vazios (células mock)

serdo usadas como controles negativos nos ensaios.

A descricdo dos vetores mostrados na tabela 2 aparece na Tabela 3.

Tabela 3. Vetores obtidos ap6s subclonagem das subunidades do HIF-1 nos
vetores de expressao de S. cerevisiae.

Vetores Sistema Marca Meio seletivo

auxotrofica

Y1PGK S6 vetor LEU2 SC leu
(Leucina)
pYPGE2 Sé vetor TRP1 SC trp
(Triptofano)
Y1PGKa Y1PGK + LEU2 SC leu
HIF-1a (Leucina)
PYtARNT PYPGE2 + TRP1 SC trp’
tARNT (Triptofano)

Estdo relacionados os vetores e 0s meios seletivos utilizados para obter as células de leveduras
recombinantes. tARNT- Gene que codifica a subunidade beta do HIF-1 porém com sua sequéncia truncada, sem

a regido helix-loop-helix e a regido de aminoacidos basicos.
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4.3 Curva de crescimento das linhagens de levedura sob condigdes de normoxia.

Para estudar o efeito da expressdo do fator de transcricdo HIF-1 nas células de
levedura Saccharomyces cerevisiae se realizou uma curva de crescimento das trés linhagens
transformadas, EG103M2 (Mock), EG103a ¢ EG103aAB em normdxia (condi¢bes de

oxigénio normais, pO2 40 a 50 mmHg).

As celulas de levedura das trés linhagens transformadas (EG103M2 (Mock 2),
EG1030f, EG103atp) foram crescidas em meio minimo SCLT™ (YNB 0,67% (p/v), (NHa4)2
S04 0,5% (p/v) e Glicose 2% (p/v)) seletivo, suplementos e aminoécidos especificos foram
adicionados quando necessario de acordo com Kaiser et al (1994), os seguintes componentes
do meio de cultura foram utilizados numa concentracéo 4 vezes maior do que as propostas por
esses autores (Uracila 80 mg/mL, Metionina 80 mg/mL, Histidina 80 mg/mL e Adenina 20
mg/mL), para evitar a limitacdo do crescimento pelo seu esgotamento (Gralla and Valentine,
1991).

Células crescidas sob agitacdo a 200 rpm e 28 °C, foram diluidas em meio SCLT"
seletivo, para se obter uma OD (Densidade Otica 600 nm) de 0,1. 50 mL de cada cultura
foram transferidos para Erlenmeyers de 250 mL, a partir desse momento (Tempo de
crescimento 0), o crescimento das células foi medido cada duas horas nas primeiras 6 horas, e
depois de novo desde a hora 14 até a hora 26, o ultimo ponto foi tomado as 38 horas de

crescimento.

4.4 Curva de crescimento das linhagens de levedura sob condicdes de estresse

oxidativo.

Células de trés linhagens de levedura (EG103M2 (Mock 2), EG103ap, EG103atp)
crescidas sob agitacdo a 200 rpm e 28 °C, foram diluidas em meio liquido minimo sintético
sem Leucina nem Triptofano (meio SCL'T) (YNB 0,67% (p/v), (NH4)2 SOs 5% (p/v) e
Glicose 2% (p/v) + aminoacidos (Adenina, Uracila, Metionina, Histidina)) seletivo, para se
obter uma OD (600 nm) de 0,5. Uma quarta linhagem (EG103WT (Wild Type)) foi testada
também, essa foi crescida sob agitacdo a 200 rpm e 28 °C, em meio liquido minimo sintético
(meio SC) (5% de YNB 20X, 2% de glicose, 0,008% de uracila, 0,008% de adenina, 0,008%
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de metionina, 0,008% de histidina, 0,04% de leucina, 0,008% de triptofano e 70,6% de &gua
destilada estéril.) Depois se tomaram 5.6 mL das culturas de levedura com OD de 0,5, e se
realizou uma nova diluicdo com 7,7 mL de meio SCL'T" ou meio SC, de acordo a cada
linhagem. O controle negativo foi diluido em 8,4 mL de meio SCLT ou SC, finalmente
adicionaram-se 0,7 mL de H.O3, para atingir concentra¢des finais de 100 uM, 250 uM, 500
UM e 1 mM, o volume final foi de 14 mL, o controle negativo foi a cultura sem H.O>. A OD
final foi de 0,2, essas culturas foram divididas em aliquotas de 2 mL. A partir desse momento

(Tempo de crescimento 0), o crescimento das celulas foi medido a cada hora durante 6 horas.

4.5 Medic0es da atividade de SOD

4.5.1 Exposicdo de células ao Peroxido de Hidrogénio (H20z).

As células das linhagens de levedura EG103M2 (Mock 2), EG103ap e EG103atp
foram crescidas sob agitacdo (200 rpm) por 48 horas em meio minimo SCLT™ (YNB 0,67%
(p/v), (NHa)2 SO4 0,5% (p/v) e Glicose 2% (p/v) + aminoacidos (Adenina, Uracila, Metionina,
Histidina)) seletivo, para se obter uma OD (600 nm) maior de 0,7, isto para obter a maior
quantidade de células possivel. Depois das 48 horas, as culturas foram transferidas para tubos
Falcon de 50 mL e centrifugadas a 2000 rpm por 5 minutos a temperatura ambiente. O
sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspendidas em 10 mL de Tampdo fosfato
[50 mM], pH 7,2, todo o processo foi feito na camara de fluxo laminar. A OD de todas as
culturas foi levada para 0,7, e foram tratadas com H2>0O- para uma concentracdo final de 1 mM.
As culturas foram incubadas mais uma hora nas mesmas condic@es (28 °C, shaker 200 rpm).
Passada uma hora, as células foram coletadas da seguinte forma: Centrifugacdo a 2000 rpm
por 5 minutos a temperatura ambiente, o sobrenadante foi descartado, e se realizaram duas
lavagens mais com agua destilada, finalmente as células foram congeladas a -20 °C.
Posteriormente as células foram utilizadas para o preparo de extrato proteico para medir a

atividade da superoxido dismutase (SOD).
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4.5.2 Preparo do extrato proteico para medir a atividade de SOD.

As celulas previamente coletadas e congeladas foram pesadas e ressuspendidas em
Tampéo fosfato [0,1 mM], pH 7,2, contendo inibidor de protease (cOmplete, Mini EDTA-
Free; Roche) com uma concentragdo 1X, em uma relacdo de 0,45 mL por cada 0,1 g de
células. Apds isto, foram adicionadas “glass beads” em uma relacdo de 0,45 g por cada 0,1 g
de células. A extracdo foi feita durante 30 minutos em ciclos de 30 segundos no gelo e 30 no
vortex, depois de terminados todos os ciclos o sobrenadante foi transferido para microtubos
novos previamente congelados, e em seguida foram centrifugados a 4 °C, por 40 minutos a
12000 rpm. O sobrenadante foi transferido novamente para microtubos novos e congelados. O
extrato proteico foi congelado imediatamente a -20 °C, para ser usado em experimentos

posteriores.

4.5.3 Medicéo da atividade de SOD em microplaca.

Para medir a atividade da enzima antioxidante superdxido dismutase (SOD), foi feita
uma reacdo onde se produz a geracao de radical superdxido em um sistema nao enzimatico: a
fenazina metossulfato (PMS) é reduzido pelo NADH e reage com o oxigénio, formando o
radical superdxido (O2*"), este a sua vez é capaz de doar um elétron ao azul de nitrotetrazélio
(NBT), reduzindo-o a formazano, que apresenta um maximo de absor¢cdo a 560 nm. O
potencial antioxidante de compostos ou extratos é avaliado através da capacidade para

competir com o NBT pelo radical superoxido gerado (Ewing and Janero, 1995).

A medicdo da atividade de SOD foi feita em microplaca de 96 pocos usando um
espectrofotdmetro VersaMax™ Absorbance Microplate Reader. O protocolo foi baseado no
artigo de Ewing e Janero (Ewing and Janero, 1995). O sistema de reacdo completo (250 pL
volume final) consistia de 200 pL de tampéo fosfato [50 mM], pH 7,4, com 0,1 mM de
EDTA, 62 uM de Nitroblue Tetrazolium (NBT), 98 uM de NADH preparado na hora, depois
era adicionado 25 uL da amostra (SOD comercial ou extrato proteico), a reacdo foi iniciada
com a adicdo de 25 pL de fenazina metossulfato (PMS) 33 uM preparado em tampéo fosfato
[50 mM], pH 7,4, com 0,1 mM de EDTA. As concentracdes finais dos reagentes foram 50 uM
de NBT, 78 uM de NADH e 3,3 uM de PMS. A absorbancia a 560 nm foi medida por 5
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minutos como um indice da reducdo no NBT. O controle foi feito com todos os reagentes
exceto o PMS. Para discriminar entre Cu,Zn-SOD e Mn-SOD, foi adicionado Cianeto de
potassio (KCN) em uma concentracdo final de 15 mM o qual inibe totalmente a acdo de
Cu,Zn-SOD (Ewing and Janero, 1995).

4.6 Exposicao das células de levedura a agentes estressantes em microplaca.

Para a exposicao das células de levedura a distintos agentes estressores foi usada uma
placa de 96 pocos, ndo foram usados 0s pocos das bordas para evitar o efeito de borda no
crescimento das células. Os agentes estressores usados foram Perdxido de Hidrogénio (H202),
Hidroperdxido de Cumene (CHP) e terc-Butil Hidroperoxido (t-BHP), todos preparados em
agua. A Menadiona (MD) foi preparada em Etanol 96%, de tal forma que a concentracdo final
na cultura ndo excedera 1%. Células crescidas sob agitacdo a 200 rpm e 28 °C, foram diluidas
em meio SCLT" (YNB 0,67% (p/v), (NH4)2 SO4 5% (p/v) e Glicose 2% (p/v) + aminoacidos
(Adenina, Uracila, Metionina, Histidina)) seletivo. As células foram ressuspendidas em meio
seletivo para uma OD de 1, isto para obter uma OD final na placa de 0,2. Foram adicionados
140 uL desta cultura em cada poco e logo eram adicionados 10 pL de cada um dos agentes
estressores (150 pL volume final). Foram feitas 4 solugGes de trabalho para atingir as
diferentes concentragOes desejadas. As concentragdes finais foram 10, 25, 50 e 250 uM para a
Menadiona, Hidroperdxido de Cumene e terc-Butil Hidroperdxido. As concentracdes finais
do Perdxido de Hidrogénio foram 0,25, 0,5, 1 e 2 mM. Como Controle negativo, foi usado 10
uL de meio seletivo para o Perdxido de Hidrogénio, Hidroperéxido de Cumene e terc-Butil
Hidroperoxido, o controle para a Menadiona foi etanol diluido para ficar a uma concentrago
final menor a 1%. Finalmente, as placas eram cobertas com selo adesivo transparente para
evitar que a cultura fosse contaminada. O crescimento das células foi monitorado por 8 horas
a 600 nm no modo cinética do espectrofotdmetro VersaMax™ Absorbance Microplate
Reader. O crescimento das culturas foi medido como a diferenga entre o ultimo e o primeiro

ponto de leitura.
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4.7 Exposi¢do das células de levedura a H202 e inibidores em microplaca.

Depois de avaliar o crescimento das células na presenca de varios agentes oxidantes,
decidimos testar o crescimento das linhagens na presenca de alguns agentes inibidores. Para
isso escolhemos 4 substancias que possuem alvos especificos, 3-amino 1,2,4-triazol (ATZ)
que age como um inibidor especifico da Catalase, L-Butionina-S, R-Sulfoximina (BSO) o
qual € um depletor da Glutationa por inibicdo da gama-glutamilcisteina sintetase, 0 composto
quelante de ferro Deferoxamina (DFO) e o Inibidor de proteasoma (Z-LLF-CHO) o qual inibe

a atividade do tipo quimotripsina (CHT-L) do complexo proteinase multicatalitico.

Para a exposicdo das células de levedura a agentes estressores e inibidores, foi usada
uma placa de 96 pocos, ndo foram usados os po¢os das bordas para evitar o efeito de borda no
crescimento das células. Células crescidas durante a noite sob agitacdo a 200 rpm e 28 °C,
foram diluidas em meio SCL' T (YNB 0,67% (p/v), (NH4)2 SO4 5% (p/v) e Glicose 2% (p/v)
+ aminoécidos (Adenina, Uracila, Metionina, Histidina)) seletivo. As células foram
ressuspendidas em meio seletivo para uma OD de 1, isto para obter uma OD final na placa de
0,2. Foram usadas 4 concentraces de peroxido de hidrogénio (H20) (0,25, 0,5, 1 e 2 mM,
previamente testadas em outros experimentos) como agente estressor, os inibidores usados
foram 3-Amino-1,2,4-triazole (ATZ), L-butionina-S, R-sulfoximina (BSO), Deferoxamina
(DFO), preparados em agua destilada, e Inibidor de Proteasoma (Z-LLF-CHO) preparado em
DMSO. Foram usadas 3 concentraces de BSO e ATZ 2, 5 e 10 mM. Para Z-LLF-CHO
usamos 20, 30 e 75 uM. Como controle negativo foi usada agua destilada para o ATZ, BSO e
DFO. O controle negativo do Z-LLF-CHO foi DMSO. O crescimento das células foi
monitorado por 8 horas a 600 nm no modo cinética do espectrofotometro VersaMax™
Absorbance Microplate Reader, exceto para 0 Z-LLF-CHO, onde o crescimento foi medido
por 18 horas, pois percebemos que o DMSO produzia uma parada no crescimento. As placas
eram cobertas com selo adesivo transparente para evitar que a cultura fosse contaminada. O
crescimento das culturas foi medido como a diferenca entre o Gltimo e o primeiro ponto de

leitura.
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4.8 Medida dos niveis de Glutationa.

4.8.1 Preparo do extrato proteico para medir a atividade de Glutationa total
(GSH-eq) e oxidada (GSSG).

Células crescidas sob agitacdo a 200 rpm e 28 °C, em meio SCL'T- (YNB 0,67% (p/v),
(NHa4)2 SOs4 5% (p/v) e Glicose 2% (p/v) + aminoécidos (Adenina, Uracila, Metionina,
Histidina)) seletivo, foram tratadas com peroxido de hidrogénio (H202) a uma concentragdo 1
mM por 1 hora, depois foram coletadas e congeladas para o preparo do extrato proteico. As
células previamente coletadas e congeladas foram pesadas e ressuspendidas em 4X volume de
agua (contendo Fluoreto de Fenilmetilsulfonil (PMSF), concentracdo final [1 mM]) e 5X
volume de TCA 20%, a concentracdo final do TCA foi 10%. Apos isto, foram adicionadas
glass beads em uma relacéo de 0,45 g por cada 0,1 g de células. A extracdo foi feita durante
30 minutos em ciclos de 30 segundos no gelo e 30 no vortex, depois de terminados todos os
ciclos, o sobrenadante foi transferido para microtubos novos previamente congelados, e
posteriormente foram centrifugados a 4 °C, por 40 minutos a 12000 rpm. O sobrenadante foi
transferido novamente para microtubos novos e congelados. O extrato celular foi congelado
imediatamente a -20 °C, por ndo mais de duas horas para medir os niveis de glutationa total
(GSH-eq) e oxidada (GSSG).

4.8.2 Medicéo de Glutationa total (GSH-eq) e oxidada (GSSG).

Para determinar os niveis de equivalentes de glutationa (GSH-eq) e de glutationa
dissulfeto (GSSG) foi usado o método enzimatico com algumas modificagbes (Welker, 2009).
O método é baseado na reacdo entre GSH e o cido 5,5’-ditio-bis-(2-nitrobenzoico) (DTNB,
Reagente de Ellman), esta é utilizada como meétodo de referéncia para monitorar-se a
quantidade de GSH, avaliada pela absorbancia a 412 nm, dado que o produto resultante é o
acido 2-nitro-5-mercapto-benzéico (TNB) de cor amarela. A reacdo € feita em um meio
reacional contendo também NADPH e Glutationa redutase (GR) (Figura 9). A reacdo ¢é da

seguinte forma:
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GSH + DTNB — GS-TNB + TNB

G55 NO;
COOH
COOCH
NO2 Aduto Glutationa-
ac. 2-nitro-5-mercapto-benzdico
GEH + — [GSTNB]
E
NO: COCH
COQH HS NO,

L-Glutationa  &c. 5 5-diticbis{2-nitrobenzgico) ac, 2-nitro-5-mercapto-benzdico
(reduzida) (DTNB) {TNB)

Figura 9. Reacdo entre glutationa reduzida e DTNB (reagente de Ellman). Fonte: Rover Janior et al. (2001)

A velocidade da alteracdo da absorbancia em 412 nm € linearmente proporcional a
concentracdo total de glutationa, e devido a presenca de GR, o conteudo total de glutationa se
encontra no estado reduzido (GSH). A glutationa dissulfeto formada (GSSG) pode ser
reciclada a GSH pela GR na presenga de NADPH. Para medir a concentragdo de GSSG nas
amostras estas sdo incubadas com 2-vinilpiridina (2-VP) que se liga e inibe a GSH (Griffith,
1980).

Antes de medir as concentragdes de GSH-eq e de GSSG nas amostras, foram feitas
duas curvas padrdo com diferentes concentragdes de GSH. A curva padrdo para medir a
concentracdo de GSH-eq varia em concentra¢fes desde 0,0 até 1,5 uM, a reacdo é feita num
meio reacional contendo 100 mM tampao fosfato (pH 7,0), 1 mM EDTA, 0,238% (p/v) TCA,
0,1 mM NADPH, 0,1 mM DTNB e 0,05 U/mL GR. A curva padrdo para medir a
concentracdo de GSSG tinha concentragdes de GSH entre 0,0 e 0,2 uM, o meio reacional
continha 100 mM tampdo fosfato (pH 7,0), 1 mM EDTA, 0,238% (p/v) TCA, 0,1 mM
NADPH, 0,1 mM DTNB e 0,3 U/mL GR. A reacdo é iniciada pela adicdo de GR e a
absorbancia foi medida a 412 nm por 1 minuto. Cada ponto da curva foi feito em triplicata em

cuvetas de plastico.

Para medir a concentracdo de GSH-eq e de GSSG nas amostras tomaram-se aliquotas
dos extratos, 100 uL de cada extrato foram transferidos para dois tubos diferentes. No tubo
para medir GSH-eq foram adicionados 300 pL de tampéo fosfato 0,5 M (pH 7,0) e 20 uL de
Etanol (96 %), nos tubos para medir GSSG foram adicionados 300 pL de tampdo fosfato 0,5
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M (pH 7,0) e 20 uL de 2-VP (0,5 M) em etanol. Os tubos foram agitados vigorosamente em
vortex e incubados por uma hora em temperatura ambiente no escuro. Passada uma hora a
concentracdo de GSH-eq e de GSSG nas amostras foi medido a 412 nm por 1 minuto. As
medidas foram feitas em triplicata em cuvetas de plastico. A Absorbancia (AA412/min) das
amostras foi comparada com as curvas padrdo e a concentragdo de GSH-eq e GSSG
calculadas em nmol/mg de proteina. A concentragdo de GSH propriamente dita foi obtida pela
subtracdo GSH-eq - GSSG e a razdo GSSG/GSH-eq pela diviséo entre os valores.

4.9 Proteinas soluveis totais

Para os célculos da atividade enzimatica especifica, a concentracdo de proteinas
sollveis totais nos extratos foi determinada pela reacdo das proteinas com o reagente
coomassie brilliant blue G-250 (Bradford, 1976). Inicialmente se realizou uma curva padréo,
em cuvetas de plastico, usando albumina de soro bovino (BSA, 1 mg/mL) em concentracfes
de 0 até 20 g de proteina, para realizar a curva foram adicionados volumes variaveis de BSA
O, 2,5, 5, 7,5 10, 12,5 15, 17,5, 20 pL) para alcangar as concentraces desejadas, e foi
completado até 100 uL com &gua destilada, finalmente se adicionou 1 mL do reagente de
Bradford (Tabela 4). Logo apds os reagentes foram misturados e a absorbancia a 595 nm foi
medida em um espectrofotdmetro SHIMADZU UV-1800, depois de 2 minutos e antes de 10,
para evitar a precipitacdo das proteinas e erros na leitura. Todos os pontos foram feitos em
triplicata. Para medir a quantidade de proteinas nos extratos, se tomou um volume de 20 uL
de cada extrato com uma diluicdo 1:500 (p/v), e se fez 0 mesmo protocolo da curva padréo.
Todas as medidas foram feitas em triplicata. O célculo da concentracdo de proteinas nos

extratos foi feito comparando a absorbéncia das amostras com a curva-padréo.
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Tabela 4. Curva padréo do ensaio de Bradford

NUmero de pg de proteina Solucéo padréo de Tampdao do Reagente de
amostra BSA experimento Bradford (mL)
(1 mg/mL) (depende de cada
extrato)
1 0 ug 0L 100 pL 1mL
2 2,5 2,5 97,5 1
3 5 5 95 1
4 7,5 7,5 92,5 1
5 10 10 90 1
6 12,5 12,5 87,5 1
7 15 15 85 1
8 17,5 17,5 82,5 1
9 20 20 80 1

Cada ponto deve ser feito em triplicata.

4.10 Analise estatistica.

As andlises estatisticas foram realizadas com o auxilio do software livre BioEstat 5.3,
se realizaram testes de ANOVA e o teste Dunnett's para comparagdo entre dois ou mais
pontos. Os ensaios foram realizados com repeticdo em triplicata (N=3) e os dados foram

descritos com o valor da média e erro padrdo.



61

5. RESULTADOS

5.1 Crescimento das linhagens de levedura em normoxia.

O crescimento das linhagens de S. cerevisiae EG103M2, EG103a e EG103aAB sob
normoéxia (Fig. 10) mostrou que a linhagem EG103af teve um crescimento menor em
comparagdo com a linhagem controle EG103M2. Durante as primeiras 4 horas de crescimento
(fase Lag), as densidades Oticas (ODs) das trés linhagens foram similares (ODsoonm:
EG103M2 = 0,153 + 0,006, EG1030f3 = 0,148 + 0,006 ¢ EG103aAp = 0,163 + 0,017) e ndo
apresentaram diferenca significativa. Depois das 16 horas durante a fase exponencial (fase
Log) se observou uma diferenga significativa entre a linhagem EG103af3 e a linhagem
EG103M2 (ODsoonm: EG103M2 = 1,91 + 0,079, EG103ap = 1,363 = 0,024) (p<0,01), o
mesmo resultado foi obtido as 18 horas (ODesoonm: EG103M2 = 2,16 + 0,112, EG1030f =1,72
+ 0,060) (p<0,01), 22 horas (ODsoonm: EG103M2 = 2,53 £ 0,128, EG103af = 1,92 + 0,145)
(p<0,05). Finalmente as 38 horas (fase estacionaria) (ODsoonm: EG103M2 = 3,04 + 0,076,
EG1030f = 2,59 £ 0,132) (p<0,05) também se encontrou diferenca estatistica significativa

entre o crescimento das linhagens.

Quando analisamos o crescimento da linhagem de levedura EG10303 em comparacgao
com a linhagem EG103aAp observamos que o crescimento da linhagem EG103aAp foi
similar ao crescimento da linhagem EG103M2, porém ndo apresentou diferenca significativa

em relagdo ao crescimento da linhagem EG103af3 em nenhuma das horas testadas (Fig. 10).
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Figura 10. Curva de crescimento das linhagens de S. cerevisiae, EG103M2, EG1030p ¢ EG1030Ap sob
condigdes de normdxia. Células crescidas em condi¢des normoxia, densidade 6tica (ODegoo nm) inicial de 0,1. A
ODsoonm das culturas foi medida em diferentes horas e fases de crescimento. O experimento foi repetido trés
vezes, em dias diferentes. N=3. Os valores sdo apresentados como média * erro padrdo da média. Encontrou-se
diferenca significativa (p<0,05) no crescimento da linhagem EG103af em comparag¢do a linhagem controle
(EG103M2) em diferentes horas. *Diferenca estatistica significativa p<0,05.

5.2 Analise do crescimento das linhagens de levedura em meio seletivo SCL'T™ na

presenca de peréxido de hidrogénio (H202).

Todas as linhagens de levedura apresentaram susceptibilidade a maior concentracdo de
H20- testada (1 mM) com uma diferenca significativa em relacdo a seus controles (p<0,01)
(Fig. 11). As linhagens EG103WT e EG1030A apresentaram uma susceptibilidade similar a
trés das quatro concentragdes testadas (250 uM, 500 uM e 1 mM de H203). As linhagens
EG103M2 e EG103ap s6 apresentaram susceptibilidade significativa a concentragao maior (1
mM). Na fig. 11, nota-se também que o crescimento da linhagem EG1030f ¢ menor em

relacdo a linhagem selvagem (EG103WT).
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Figura 11. Curva de crescimento das linhagens de S. cerevisiae EG103WT (A), EG103M2 (B), EG103ap
(C) e EG1030Ap (D) na presenca H202. Foram feitas culturas de cada linhagem celular, o indculo foi diluido
para uma ODso nm final de 0,2. As culturas foram tratadas com concentragBes crescentes de perdxido de
hidrogénio (H20): 100 pm (O ), 250 pm ( A ), 500 um (@ ) e 1 mM ( 3k ). As amostras controle ( 4 ) foram
tratadas com meio SCL'T™ no lugar do H2O, e finalmente foram divididas em aliquotas de 2 mL. O crescimento
das leveduras foi monitorado a 600 nm a cada hora por um periodo de 6 horas, comegando no tempo zero (0). Os
experimentos foram repetidos trés vezes, em dias diferentes dias. N=3. Os valores sdo apresentados como média
+ erro padrdo da média. *Diferenca estatistica significativa em comparacdo com os controles (p<0,05).

Uma vez que a linhagem EG103af apresentou um crescimento menor que as outras
linhagens testadas, ndo foi possivel comparar as curvas de crescimento, por isso analisamos 0s
dados e mostramos a porcentagem de crescimento das células comparadas com seus controles

(o crescimento dos controles foi considerado 100 %) (Figura 12).

O resultado desta analise mostrou que existe uma diferenca significativa entre a
porcentagem de crescimento do controle (100 %) da linhagem EG103WT e as celulas tratadas
com 250 pM (89,04 %), 500 puM (65,29 %) e 1 mM (31,67 %) de H202. A linhagem
EG103M2 mostrou diferenga nas duas concentragdes maiores, 500 uM (43,31 %) e 1 mM
(32,67 %), o dado mais importante foi a porcentagem de crescimento da linhagem EG103ap,

a qual so apresentou diferenga significativa com a concentracdo maxima de H»O testada 1
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mM (44,30 %). Por fim, linhagem EG1030Af apresentou diferenca significativa com trés
concentragdes testadas, 250 uM (85,94 %), 500 uM (61,19 %) e 1 mM (31,77 %). Encontrou-
se uma diferenga entre os grupos de tratamento (H20.), mas ndo entre as linhagens de
levedura, ainda assim se observa que na maior concentracdo de H>O; a linhagem EG103WT
teve uma queda no seu crescimento de 68,33 % enquanto que a linhagem EG103af teve uma
queda de 55,7 %, indicando que a presenca do HIF-1 pode estar protegendo as células do

dano oxidativo. .

WT M2 Ealfa beta Alfa-t-beta

100 _
o —
‘g" 90 - %
g 80 =
£ =
g 70 =
o 60 - =
S =
= 50 - =
& 40 =
© =
c 30 =
Q =
o 20 - =
s =

10 - —

0 =
C- 100pm 250pm 500pm iImM
H202

Figura 12. Porcentagem de crescimento das linhagens de S. cerevisiae EG103WT, EG103M2, EG103af e
EG1030Ap na presenca de H20.. Os dados obtidos durante o experimento de analise do de crescimento foram
analisados para mostrar a porcentagem de crescimento de cada linhagem em relacdo a seu controle (crescimento
100 %). O experimento foi repetido trés vezes, em dias diferentes dias. N=3. Os valores sdo apresentados como
média + erro padrdo da média. Encontrou-se diferenca significativa entre os diferentes tratamentos, mas ndo
entre as linhagens de leveduras. @>¢9Diferenca estatistica significativa em comparagdo com o controle (p<0,05).
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5.3 Crescimento em microplaca das linhagens de levedura em meio seletivo SCL-
T na presenca de agentes oxidantes.

Depois de analisar o crescimento das linhagens de levedura na presenca de H.Og,
também realizamos experimentos de crescimento em microplaca com outros agentes
oxidantes tais como menadiona (MD), hidroperéxido de cumene (CHP) e terc-butil
hidroperdxido (t-BHP). Os resultados estdo apresentados como o delta de crescimento
(diferenca entre o ultimo e o primeiro ponto medido) das linhagens (Figura 13).

O crescimento das linhagens EG1030f e EG103M2 tratadas com diferentes
concentragdes de H20> foi maior que o crescimento de seus respectivos controles (Fig. 13A)
na concentracdo de 0,25 mM (p<0,05). Quando as trés linhagens foram tratadas com 1 ou 2
mM de H202 o crescimento diminuiu em todas elas com diferenca estatisticamente
significativa (p<0,05).Porém, quando as linhagens foram tratadas com 0,5 mM de H0O,

nenhuma das linhagens apresentou diferenca em comparacao aos controles.

Quando as células foram tratadas com concentragdes variaveis de menadiona (MD) (0,
10, 25, 50 e 250 uM) (Fig. 13B), as linhagens EG103aAB e EG103M2 apresentaram um
crescimento menor que seus controles na concentragdo de 50 uM (p<0,05), mas a linhagem
EG1030f3 teve um crescimento similar ao controle, indicando uma menor sensibilidade a MD.

Todas as linhagens mostraram sensibilidade na maior concentragdo testada (250 uM).

Depois de tratar as linhagens com hidroperoxido de cumene (CHP) (Fig. 13C)
percebemos que todas as linhagens apresentam baixa sensibilidade as concentragdes testadas
(0, 10, 25, 50 € 250 uM), exceto pela linhagem EG103af, a qual apresentou uma diminuicao
significativa (p<0,05) no seu crescimento comparada com seu controle na concentracao

maxima testada (250 uM), o que indica uma maior sensibilidade a este composto.

J& quando as linhagens foram tratadas com terc-butil hidroperoxido (t-BHP) (Fig.
13D) a diferentes concentragdes (0, 10, 25, 50 e 250 uM), somente a linhagem EG103aAp
apresentou um crescimento menor que seu controle (p<0,05) na concentragao 25 pM. As trés
linhagens mostraram um crescimento menor (p<0,05) que seus controles nas concentragdes de
50 e 250 uM.
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Figura 13. Crescimento das linhagens de S. cerevisiae EG103ap, EG1030Ap ¢ EG103M:2 na presenca de
agentes estressores. Pré-inoculos de cada uma das linhagens de levedura foram diluidos para uma ODggo nm final
de 1 e foram feitas culturas em microplaca, com um volume final de 150 pL. Todas as culturas foram tratadas
com concentrag@es crescentes de H.O, (0, 0,25, 0,5, 1 e 2 mM) (A), menadiona (MD) (0, 10, 25, 50 e 250 uM)
(B), hidroperoxido de cumene (CHP) (0, 10, 25, 50 € 250 uM) (C) e Terc-butil hidroperédxido (t-BHP) (0, 10,
25, 50 e 250 uM) (D). Os controles foram tratados com &gua destilada no caso do H,O2, e com etanol
(concentracdo do etanol no meio de crescimento <1%) para 0s outros reagentes. O crescimento das leveduras foi
monitorado a 600 nm por um periodo de 8 horas, come¢ando no tempo zero (0). Os valores sdo apresentados
como A do crescimento + erro padrdo da média (diferenga entre o Ultimo e o primeiro ponto medido).
Encontrou-se diferenga significativa entre os diferentes tratamentos. @*9Diferenca estatistica significativa em
comparacdo com o controle (p<0,05).

5.4 Crescimento em microplaca das linhagens de levedura em meio seletivo SCL-

T~ na presenca de distintos inibidores.

Em um conjunto de experimentos avaliamos o crescimento das células de levedura
expostas a 4 concentracdes de H>O2 (0,25, 0,5, 1 e 2 mM) e 3 de ATZ (2, 5 e 10 mM), um
inibidor da enzima catalase. Na Figura 14 se observa que todas as linhagens de levedura
apresentaram um crescimento menor nas duas concentragdes maiores testadas de H20, (1 e 2
mM) na presenca das 3 concentracdes de ATZ. E importante destacar que nas concentracoes

menores de H20. e nos controles, se observa um aumento no crescimento das trés linhagens
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celulares quando tratadas com as 3 concentracbes de ATZ (Figura 14, B, C, D), isto
comparado ao controle sem ATZ. Os valores sdo apresentados como A do crescimento + erro

padrdo da média (diferenca entre o Gltimo e o primeiro ponto medido) (Fig. 14A).
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Figura 14. Crescimento das linhagens de S. cerevisiae EG103af, EG103aAp e EG103M: sob condigdes de
estresse oxidativo + 3-Amino-1,2,4-triazole (ATZ). Uma colbnia de cada uma das linhagens foi inoculada em
meio seletivo, o pre-indculo foi diluido para uma ODego nm final de 1 e foram feitas culturas em microplaca, com
um volume final de 150 uL. Todas as culturas foram tratadas com concentragdes crescentes de H.O, (0, 0,25,
0,5 1 e 2 mM), e com 3-Amino-1,2,4-triazole (ATZ) em diferentes concentraces (2, 5 e 10 pM). Agua
destilada foi adicionada aos controles nos volumes correspondentes ao H,O, e ATZ usados no tratamento. O
crescimento das leveduras foi monitorado a 600 nm por um periodo de 8 horas, comegando no tempo zero (0).
Os valores sdo apresentados como A do crescimento + erro padrdo da média (diferenca entre o Ultimo e o
primeiro ponto medido). *Diferenca significativa intra-grupos de tratamento comparados com o controle sem o
inibidor. @bcdDiferenca estatistica significativa entre os diferentes tratamentos em comparagdo aos controles
sem H20- (p<0,05).

O crescimento das linhagens de levedura foi também avaliado sob estresse oxidativo
induzido pelo H20. na presenca do inibidor da sintese de glutationa, o0 BSO. Foram usadas
diferentes concentragfes de H>O> (0, 0,25, 0,5, 1 e 2 mM) e de BSO (2, 5 e 10 mM). Na
Figura 15 pode-se observar que as trés linhagens apresentaram um crescimento menor quando

tratadas com as maiores concentracdes de H202 (1 e 2 mM) na presenca das diferentes
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concentragcdes de BSO. O crescimento das linhagens tratadas com concentragcdes menores de
H20. (0,25 e 0,5 mM) e com ATZ né&o diferiu do crescimento de seus respetivos controles.
Estes resultados sdo similares aos resultados descritos para o tratamento das células com H.O>
e ATZ.
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Figura 15. Crescimento das linhagens de S. cerevisiae EG103af, EG103aAp e EG103M: sob condigBes de
estresse oxidativo e DL-Buthionine-sulfoximine (BSO). Uma col6nia de cada uma das linhagens foi inoculada
em meio seletivo, o pre-inéculo foi diluido para uma ODseoo nm final de 1 e foram feitas culturas em microplaca,
com um volume final de 150 pL. As culturas foram tratadas com concentragdes crescentes de H,O: (0; 0,25; 0,5;
1 e 2 mM), e de DL-Buthionine-sulfoximine (BSO) em diferentes concentra¢des (2, 5 e 10 mM). Os controles
receberam agua destilada em substituicdo ao H.02 e BSO. O crescimento das leveduras foi monitorado a 600
nm por um periodo de 8 horas, comegando no tempo zero (0). Os valores sdo apresentados como A do
crescimento = erro padrdo da média (diferenga entre o ultimo e o primeiro ponto medido). *Diferenga
significativa intra-grupos de tratamento comparados com o controle sem o inibidor. @>¢9Diferenca estatistica
significativa entre os diferentes tratamentos em comparagéo aos controles sem H,0; (p<0,05).

Ao expor as células a diferentes concentracbes de H.O> (0, 0,25, 0,5, 1 e 2 mM) e a
um agente quelante de ferro (DFO) (2, 5 e 10 mM) encontramos que todas as linhagens
apresentavam um crescimento menor quando expostas as maiores concentracfes de H>O» (1 e
2 mM) testadas (Fig. 16), porém a linhagem EG103af teve um crescimento similar aos seus
controles quando foi tratada com 1 mm de H202 na presenca de DFO 2 e 5 mM (Figs 16B, D),
0 que sugere uma possivel acdo protetora do DFO.
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Figura 16. Crescimento das linhagens de S. cerevisiae EG103af, EG103aAp e EG103M: sob condigBes de
estresse oxidativo e na presenca de Deferoxamina (DFO). Uma coldnia de cada uma das linhagens foi
inoculada em meio seletivo, o pre-in6culo foi diluido para uma ODggo nm final de 1 e foram feitas culturas em
microplaca, com um volume final de 150 pL. As culturas foram tratadas com concentra¢@es crescentes de H,0,
(0; 0,25; 0,5; 1 e 2mM), e DFO em diferentes concentracfes (2, 5 e 10 mM). Os controles receberam agua
destilada em substituicdo ao H,O, e DFO. O crescimento das leveduras foi monitorado a 600 nm por um periodo
de 8 horas, comegando no tempo zero (0). Os valores sdo apresentados como A do crescimento =+ erro padrdo da
média (diferenca entre o Gltimo e o primeiro ponto medido). *Diferenca significativa intra-grupos de tratamento
comparados com o controle sem o inibidor. @Pc9Diferenca estatistica significativa entre os diferentes
tratamentos em comparag&o aos controles sem H,0; (p<0,05).

Por fim, foi avaliado o crescimento das células expostas a varias concentracdes de
H202 (0, 0,25, 0,5, 1 e 2 mM) e ao inibidor de proteasoma (Z-LLF-CHO) em diferentes
concentragdes (20, 30 e 75 uM). A Fig. 17 mostra que as linhagens de levedura apresentaram
um crescimento menor quando comparado com 0s outros experimentos descritos acima. Em
todas as linhagens, nas 3 maiores concentragcdes de H.O testadas as células sofreram uma
queda significativa do crescimento quando na presenca do inibidor de proteasoma.
Hipotizamos que possa estar ocorrendo uma reagdo H>O2 e do DMSO (veiculo do Z-LLF-
CHO). Na concentragdo de 0,25 mM de H202 e 30 uM de Z-LLF-CHO a linhagem EG103af
apresenta um crescimento maior que seu controle, isto pode ser uma consequéncia do
acumulo de HIF-1 gracas & a¢do do Z-LLF-CHO inibindo a degradacdo da proteina HIF-1
alfa
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Figura 17. Crescimento das linhagens de S. cerevisiae EG103af, EG103aAp e EG103M: sob condigdes de
estresse oxidativo na presenca do Inibidor de proteasoma (Z-LLF-CHO). Uma colbnia de cada uma das
linhagens foi inoculada em meio seletivo, o pre-inoculo foi diluido para uma ODsggo nm final de 1 e foram feitas
culturas em microplaca, com um volume final de 150 pL. As culturas foram tratadas com concentragdes
crescentes de H20. (0; 0,25; 0,5; 1 e 2mM), e com o inibidor de proteasoma (Z-LLF-CHO) em diferentes
concentragdes (20, 30 e 75 uM). Os controles receberam agua destilada em substituicdo ao H.O- e inibidor
(dissolvido em DMSO). O crescimento das leveduras foi monitorado a 600 nm por um periodo de 18 horas,
comegando no tempo zero (0). Os valores sdo apresentados como A do crescimento + erro padrdo da média
(diferenca entre o Ultimo e o primeiro ponto medido). *Diferenca significativa intra-grupos de tratamento
comparados com o controle sem o inibidor. @Pc9Diferenca estatistica significativa entre os diferentes
tratamentos em comparacdo aos controles sem H,0O, (p<0,05).

5.5 Medida da Glutationa total (GSH-eq), reduzida (GSH) e dissulfeto (GSSG).

A concentracdo de glutationa total (GSH-eq) (Fig. 18A) e de glutationa dissulfeto
(GSSG) (Fig. 18B) foi medida nos extratos das linhagens tratadas com H2O2 1 mM. O nivel
de glutationa total (GSH-eq) diminuiu na linhagem EG103M2 tratada com H2O2, porém néo
se alterou nas demais linhagens (diferengas estatisticamente significantes ndo foram
encontradas). Entretanto, nota-se que os niveis de GSH-eq e GSSG tenderam a diminuir com

a exposicdo ao H>Ox.
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Figura 18. Concentracgdes de glutationa total (GSH-eq) (A) e de glutationa dissulfeto (GSSG) (B) em
extratos das linhagens de leveduras EG1030f, EG1030Ap e EG103M2 tratadas com H20: . Os valores
estdo expressos em nmol/mg prot. *Diferenga estatistica significativa entre o controle e o tratamento de cada
linhagem. N=3.

A medida de glutationa reduzida (GSH) (Fig. 19 A) foi definida como a diferenca
entre as concentracbes de GSH-eq menos GSSG. Novamente, apenas para a linhagem
EG103M2 houve uma diminuicdo estatisticamente significativa nos niveis de GSH, um
importante indicador de desequilibrio redox, com a exposicdo ao H.O. Porém, pode-se

observar uma tendéncia de diminuigdo dos niveis de GSH e GSSG/GSH-eq na linhagem

EG1030f tratada com H.O2 1 mM (Fig. 19B).
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Figura 19. Concentracdo de glutationa reduzida (GSH) (A) e razdo entre os contetdos de glutationa
dissulfeto e glutationa total (GSSG/GSH-eq) (B). A glutationa foi medida nos extratos proteicos obtidos das 3
linhagens de leveduras EG103ap, EG1030aAB ¢ EG103M2, tratadas (1 mM H»0,) e controles. Os valores estéo
expressos em nmol/mg prot. *Diferenca estatistica significativa entre o controle e o tratamento de cada
linhagem. N=3.
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Foi feito a andlise dos dados para se encontrar a porcentagem de glutationa reduzida
(GSH) (Fig. 20A) e glutationa oxidada (GSSG) (Fig. 20, B) em relacdo a glutationa total
(GSH-eq). A Fig. 20 mostra que a quantidade de GSH sempre foi maior aos 90 % e a

quantidade de GSSG estd por embaixo dos 10%, o que esta de acordo com a literatura

estudada (Meister, 1988).
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Figura 20. Porcentagens de glutationa reduzida (GSH) (A) e glutationa dissulfeto (GSSG) (B) em
relagdo a glutationa total (GSH-eq). Nao foram encontradas diferencgas estatisticamente significativas entre os
controles e os tratamentos de cada linhagem. N=3.

5.6 Medicao da atividade da enzima superoxido dismutase (SOD) em microplaca.

Para medir a atividade da enzima antioxidante superdxido dismutase (SOD), foi feita
uma reacdo onde se induz a geracgdo de radical superdxido em um sistema ndo enzimatico: a
fenazina metossulfato (PMS) € reduzida pelo NADH e reage com o oxigénio, formando o
radical superdxido (O2*), este por sua vez é capaz de doar um elétron ao azul de
nitrotetrazolio (NBT), reduzindo-o a formazano, que apresenta um maximo de absorcéo a 560
nm. O potencial antioxidante de compostos ou extratos é avaliado atraveés da capacidade para
competir com o NBT pelo radical superoxido gerado (Ewing and Janero, 1995).

A Tabela 5 apresenta os dados dos equivalentes de unidades (U) de SOD medidos
durante o experimento, uma U equivale a quantidade de SOD necessaria para reduzir a taxa

total de formacdo de formazano em 10 %. Os dados sd@o médias de dois experimentos.
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Tabela 5. Equivalentes de unidades (U) de SOD nas linhagens de leveduras
tratadas ou ndo com H202. Os dados estdo expressos em U*. Os dados mostrados sé&o
médias de dois experimentos.

U SOD total U Cu, Zn-SOD U Mn-SOD

EG103M2 Controle 5.857 3.558 2.299
EG103M2 H202 5.782 4.509 1.273
EG103ap Controle 4.761 2.437 2.324
EG103ap H202 5.769 3.765 2.004
EG103aAp Controle 6.172 3.361 2.810
EG103aAp H202 5.745 4.190 1.555

*(Uma unidade reduz em 10 % a taxa total de formagéo de formazano).
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6. DISCUSSAO

6.1 Crescimento das linhagens de levedura em normoxia.

Neste estudo objetivamos investigar os efeitos da expressao das duas subunidades que
compdem o fator de transcricdo HIF-1 em S. cerevisiae quanto a susceptibilidade ao estresse
oxidativo promovido pela exposicdo a agentes oxidantes. Inicialmente analisamos o
crescimento das leveduras duplo transformadas (EG103af) em condi¢des de normodxia em
compara¢do com duas outras cepas controle (EG103M2 e EG103atp) (Figura 8) na auséncia
de agentes oxidantes. A linhagem recombinante EG103af apresentou uma menor taxa de
crescimento quando comparada a linhagem EG103M2. Uma das possiveis explicacfes para
este menor crescimento pode ser a acdo do HIF-1 sobre HREs presentes no genoma da
levedura, pois ja foi demonstrado que o fator de transcricdo HIF-1 esta envolvido na resposta
celular a diversos estimulos e também regula varios processos celulares tais como o
crescimento celular, sobrevivéncia e apoptose (Hopfl et al., 2004; Koh et al., 2008; Semenza,
2000), portanto a ligagdo do HIF-1 aos HREs pode modular a progresséo do ciclo celular e
replicacdo do DNA (Ferreira et al., 2007; Kaluz et al., 2008).

Uma outra explicacdo para o menor crescimento da linhagem EG103af poderia ser a
maior demanda energética devido a expressdao da proteina recombinante nessa linhagem. A
expressao de genes recombinantes pode afetar negativamente o crescimento de células
transformadas (Gonzalez et al., 2003), e diversas explicacfes tém sido propostas para isso; a)
0 uso dos recursos celulares na replicacdo e manutencdo do sistema de expresséo, transcrigdo
do gene recombinante, e a sintese da proteina recombinante; b) a diluicdo das proteinas
nativas pela proteina recombinante; c) o efeito da sintese de DNA exdgeno durante a
replicacdo do plasmideo; e d) a toxicidade da proteina recombinante (Gonzalez et al., 2003;
Gorgens et al.,, 2001). Entretanto, uma vez que a linhagem EG103aAf cresceu de modo

semelhante a linhagem EG103M2, podemos descartar tais efeitos.

Diversos estudos demostram que o padréo de expressdo génica em diferentes estagios
de crescimento celular, e a taxa de producdo de proteinas especificas, ttm uma correlagédo

positiva com a producgdo de proteinas extracelulares, e uma correlagcdo negativa com a energia
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metabdlica disponivel e as vias de secrecdo em diferentes tipos de células (Sevastsyanovich et
al., 2009). Uma linhagem de levedura recombinante expressando grandes quantidades de
SOD apresentou um crescimento 23,3% menor quando comparada com a linhagem selvagem
(Diaz et al., 2009). Em outro estudo a analise do crescimento de cinco linhagens de leveduras
recombinantes mostrou que pelo menos trés delas apresentavam diferenca significativa no

crescimento quando comparadas com seus controles (Gorgens et al., 2001).

Outro aspecto que pode ser considerado sdo provaveis modificacfes pds-traducionais
sofridas pelo HIF-1, tais como, hidroxilagdo, acetilacdo, nitrosilagdo e fosforilagdo que
possam afetar sua funcdo de ativacdo de genes alvos envolvidos com o crescimento celular
(Celik and Calik, 2012).

Dado os resultados podemos inferir que a diferenca no crescimento ndo se deve ao fato
de que as células de levedura estdo desviando sua maquinaria de expressdo proteica para a
expressao da proteina recombinante (HIF-1).

6.2 Curva de crescimento das linhagens de levedura em meio seletivo SCL-T- na

presenca de peroxido de hidrogénio (H202).

O HIF-1 esta envolvido na resposta celular a variacdes nas concentracdes de oxigénio,
ativando a transcricdo de diversos genes. Além disso, estd envolvido em certos processos
fisiologicos e patoldgicos, assim como na progressdo do cancer (Braliou et al., 2006; Ferreira
et al., 2007; Semenza, 2007; Semenza, 2012).

O estresse oxidativo tem sido implicado em uma grande variedade de processos
bioldgicos e doencas, incluindo o cancro, promocgdo de tumores, artrite, doenca cardiaca, o
envelhecimento, a morte celular programada, e toxicidade de farmacos (Jamieson, 1992; Ng
et al., 2008). As células apresentam uma gama de respostas ao estresse oxidativo, incluindo a
adaptacdo para aumentar sua resisténcia, atraso na progressdo do ciclo celular e mudancas
generalizadas na expressdo génica. No entanto em concentra¢fes muito elevadas de agentes
oxidantes, elas ndo sdo capazes de sobreviver e sofrem apoptose (Branco et al., 2004,
Galganska et al., 2010). A resposta adaptativa de células de S. cerevisiae ao H>O> envolve a
sintese de novo de proteinas. Analises protebmicas mostraram que muitas proteinas s@o

induzidas ou reprimidas em resposta ao H>O,, embora estes estudos tenham sido feitos
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principalmente em doses mais elevadas do que as que conduzem a adaptacdo méxima (Ng et
al., 2008).

Tem sido demonstrado que durante a fase estacionaria, as celulas de S. cerevisiae
possuem uma maior resisténcia ao H>O». Por outro lado na fase Log a permeabilidade da
membrana € maior, e quando as células sdo expostas a H2O2 externo se gera um gradiente
entre a concentracdo intracelular e extracelular de H20O. (Sousa-Lopes et al., 2004). Isto é
importante ja que se o gradiente ndo se gerar, as enzimas intracelulares ndo conseguem

proteger as células da exposicéo ao H-O> (Branco et al., 2004).

Investigacdo sobre as alteracfes na expressdo de genes de leveduras, subjacentes a
resposta adaptativa ao estresse causado por H2O: e analisadas por electroforese em gel
bidimensional comparativo das proteinas celulares totais mostrou que a sintese de pelo menos
115 proteinas é estimulada por H.O», enquanto que outras 52 proteinas sdo reprimidas por
este tratamento (Godon et al., 1998). Alguns estudos mostram que o tratamento de leveduras
com o hidroperéxido do acido linoleico (LAH) produz uma parada na progressdo do ciclo
celular na fase G1, antes do “checkpoint” inicial. Isto possibilita a célula preparar suas defesas
antioxidantes e sistemas para induzir o reparo adequado do dano oxidativo antes do retorno ao
ciclo celular. Esta parada é similar em células tratadas com H202 e menadiona (Fong et al.,
2008). Tem sido mostrado que células pré-tratadas com uma dose baixa, sub-letal, de um
oxidante tal como H20», rapidamente montam uma resposta protetora transitoria para uma

dose subsequente maior que de outra forma seria letal (Ng et al., 2008).

Primeiramente analisamos o crescimento das diferentes linhagens usado tubos de
ensaio. De acordo com a literatura revisada podemos sugerir que a reducdo do crescimento
das linhagens de levedura nas duas concentragdes maiores de H2O2 (500 uM e 1 mM) resulta
do estresse oxidativo causado nas células, o que finalmente leva a morte apoptotica. Quanto a
reducdo no crescimento quando as células sdo tratadas com as concentracGes menores (100 e
250 uM) hipotizamos que uma resposta adaptativa possa ocorrer, ja que esta resposta inclui

uma parada no crescimento celular.

No caso da linhagem EG103af3, embora tenha ocorrido uma redugdo no crescimento
na auséncia de H>O», pode-se observar que ela resistiu melhor ao tratamento com H20: (a
diferenca estatisticamente significante s ocorreu com 1 mM H»0,). Isso pode ser devido a

acao do HIF-1 sobre os genes envolvidos na resposta ao estresse oxidativo, o que conferiria as
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células uma resisténcia maior ao insulto produzido pelo H2O2 (Branco et al., 2004; Sousa-
Lopes et al., 2004).

6.3. Crescimento em microplaca das linhagens de levedura em meio seletivo SCL"

T na presenca de agentes oxidantes.

Os resultados obtidos quando analisamos o crescimento das diferentes linhagens
expostas ao H.O> em microplacas foram similares com o primeiro experimento (Iltem 6.2),
quando usamos tubos de ensaios, exceto pelo fato de que houve um aumento no crescimento
das linhagens EG103af e EG103M2 quando tratadas com a concentragao de 0,25 mM H20» a
qual corresponde a uma dose sub-letal. Isto indica que talvez uma resposta adaptativa esteja

ocorrendo, como demonstrado anteriormente por outros autores (Ng et al., 2008).

A menadiona (MD) é um composto altamente reativo com tiois e outros nucledfilos,
devido a isso, reage rapidamente com a GSH (um tripeptideo com funcéo antioxidante) e foi
demonstrado que seus efeitos toxicos acontecem depois da deplecdo da GSH (Castro et al.,
2007). Algumas pesquisas mostram que quando a levedura S. cerevisiae cresce em condicdes
aerobicas é sensivel a concentracdes milimolares de MD e que essas células podem adquirir
resisténcia a MD pela pre-incubacdo com baixas concentrages deste composto. Esta
adaptacdo € diferente daquela com H20,. Também foi observado que o pré-tratamento com
H>O2 pode sensibilizar as células & MD como resultado da deplecdo da GSH intracelular
(Flattery-O'Brien et al., 1993; Zadzinski et al., 1998).

Estudos demostraram que a MD € toxica para S. cerevisiae e inibe seu crescimento em
meio liquido. A exposicdo a concentracdes maiores que 1 mM resulta numa inibicao total do
crescimento da linhagem de levedura Sp4 (tipo selvagem), além disso, concentracdes de 0,5 e
0,25 mM inibem o crescimento parcialmente (Zadzinski et al., 1998). Uma vez que um dos
principais produtos da decomposicdo de MD no interior das células é o H20,, Flattery-
O'Brien et al. (1993) demostraram que o pré-tratamento com H2O. pode tornar as células
resistentes a MD. Porém, o pré-tratamento com MD néo torna as células resistentes ao H20-,
isto pode ser explicado pela natureza da resposta de protecédo induzida por cada oxidante em
vez das espécies reativas responsaveis pelo dano celular. Uma vez que o pré-tratamento com
H>0O> protege contra MD, entdo HO> pode atuar para induzir a desintoxicacao de espécies que
sdo produzidas por ambos os oxidantes, em contraste, MD induz um sistema diferente, que

pode atuar numa fase inicial da geracdo de radicais livres ou que pode excluir, eliminar ou
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inativar MD, ou reduzir a sua capacidade de gerar radicais livres sem afetar a toxicidade de
H>O> (Flattery-O'Brien et al., 1993).

Com base na literatura, podemos hipotizar que a diminuicdo no crescimento das
leveduras quando tratadas com a maior concentragdo de MD (250 uM) pode se dar pela
deplecéo da GSH e pela formacdo de EROs, 0 que causaria estresse oxidativo, ndo permitindo
que as células consigam preparar suas defesas antioxidantes. JA& com as concentracbes
menores (concentracOes sub-letais), talvez ocorra uma diminui¢cdo na concentracdo de GSH

mas as células conseguem montar suas defesas e aumentar a taxa de sobrevivéncia.

Parte da resposta fisiologica das leveduras ao estresse oxidativo consiste em
transformar o oxidante em um produto menos prejudicial. No caso do hidroperoxido de
cumene (CHP), o produto da reducéo de dois elétrons ¢ alcool cumil (COH), observou-se que
a exposicdo de culturas de leveduras em crescimento exponencial a CHP resultou numa rapida
conversdo deste composto para COH, com a maior parte do CHP desaparecendo dentro de 20
min. Este resultado fornece uma escala de tempo para a resposta fisiolégica que ocorre
“downstream” dos eventos sinalizadores e resulta numa resposta transcricional (Sha et al.,
2013). Assim, no presente estudo, os crescimentos similares entre os controles e o0s
tratamentos com CHP das diferentes linhagens indicam que talvez o CHP foi reduzido

rapidamente para seu alcool, ndo induzindo assim estresse oxidativo nas células.

Uma comparacdo entre os dados reportados para o H2O- identificou 664 genes que
respondem especificamente a CHP, sugerindo respostas transcricionais distintas para estes
dois perdxidos. Entre os genes induzidos somente por CHP, estdo genes principalmente
relacionados com a membrana e a parede celular, e a protedlise, enquanto aqueles reprimidos
estdo envolvidos na funcdo mitocondrial (Sha et al., 2013). As células de S. cerevisiae
apresentam sensibilidade a concentragdes de H202 de 0,5 ¢ 1 mM, e 100 e 150 uM tanto para
MD quanto para CHP. Além disso, foi demostrado em linhagens mutantes sem o gene gsh 1
funcional, que essas apresentavam hiper-sensibilidade ao H>O> e ao t-BHP mas mostraram
uma resisténcia similar ao tipo selvagem quando tratadas com CHP, o que indica a presenca

nas leveduras de vias de detoxificagcdo diferentes para esse oxidante (Grant et al., 1996).

Os resultados encontrados neste trabalho quando as células foram expostas a MD,
CHP e t-BHP sdo confirmados pelos estudos que mostram que concentragdes abaixo de 250
1M sdo apenas sub-letais e que geram um estado de resisténcia nas células. E importante

destacar que a linhagem EG1030f3 teve um crescimento igual ao controle na concentracao de
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50 uM de MD, entanto que as outras duas linhagens apresentaram um crescimento menor.
Podemos hipotizar que o HIF-1 estda modulando a resposta ao estresse produzido por MD e

ativando genes envolvidos na detoxificacdo de MD.

A variabilidade observada no crescimento quando as diferentes linhagens estudadas
neste trabalho sdo expostas a diferentes oxidantes indica a inducdo de distintas respostas
adaptativas nas células. A diminuicdo no crescimento nas concentragdes maiores pode se dar
como resultado de grande dano oxidativo pela geracdo de EROs, ou também por causa da
resposta adaptativa das células, esta parada no crescimento é aproveitada para iniciar a
transcricdo e producdo de distintas enzimas e proteinas antioxidantes tais como catalase,

GSH, SOD, o que resulta numa resisténcia aos agentes oxidantes.

6.4 Crescimento em microplaca das linhagens de levedura em meio seletivo SCL-

T na presenca de distintos inibidores.

O aminotriazol é um conhecido inibidor da catalase que € amplamente utilizado para
analisar o papel da catalase in vivo e in vitro. ATZ inativa irreversivelmente a catalase
humana pela interacdo covalente com His75 no centro ativo da enzima para impedir a ligacao
do H20.. A inibicdo da catalase pelo ATZ causa estresse oxidativo e induz mecanismos
compensatérios de protecdo. Por exemplo, foi mostrado que a inibicdo da catalase resulta em
estresse oxidativo em tecidos de truta arco-iris (Vasylkiv et al., 2011).Um estudo com células
de mamiferos, mostrou que a lenta inibicao da catalase pelo ATZ pode ser devido a reacdo do
ATZ inalterado com a enzima, e ndo estd ligada com a oxidacdo da enzima por compostos
transitorios (composto I-ATA) como tem sido proposto (Metodiewa and Brian Dunford,
1991).

Em peixes, foi observada uma diminuicdo de 83% na atividade da catalase no figado
depois de 24 horas de um tratamento intraperitoneal com ATZ (0.5 mg/g peso Umido) e foi
mantida até 168 horas depois. No rim, a atividade da catalase foi reduzida em 70%. A
atividade de glutationa peroxidase e glutationa S-transferase no rim teve um aumento depois
do tratamento com ATZ, pelo contrario no figado suas atividades diminuiram. A atividade de
glutationa S-transferase apresenta uma correlacdo inversa com a catalase (R2= 0,65-0,81), o
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que sugere que a resposta ao esgotamento da catalase envolve mudangas compensatorias nas

atividades de enzimas do metabolismo da glutationa (Bagnyukova et al., 2005).

De acordo com os resultados obtidos e a literatura consultada, propomos que o
aumento no crescimento das linhagens quando tratadas com as concentragdes menores de
H>0O:> e as distintas concentragdes de ATZ se deve a mecanismos de prote¢cdo compensatorios
que conferem as células uma resisténcia, j& que ao inibir-se a catalase ocorre um aumento na
atividade da glutationa S-transferase. Nas concentragcbes mais altas de H2O-, as células nédo

conseguem ter esta protecdo e por isso seu crescimento se vé reduzido.

Durante a reducdo das EROs pela glutationa, a GSH é convertida em GSSG pela
reacao acoplada a glutationa peroxidase. A GSSG formada é reciclada rapidamente para GSH
pela acdo da glutationa redutase (GR). Em células epiteliais incubadas por 24 horas com BSO,
se observou uma acumulo de GSSG, de forma dose dependente. Este efeito foi associado com
um decréscimo dose dependente dos niveis intracelulares de GSH (Haddad, 2002). Marengo
et al. (2008) demostraram que depois de tratar diferentes linhagens celulares de
neuroblastoma (NB) com uma concentracdo 1 mM de BSO por 24 horas, 0s niveis de GSH
decresciam dramaticamente, até serem praticamente indetectaveis. Também encontraram que
em algumas linhagens, os niveis de EROs aumentavam de 3 a 4 vezes depois de 24 horas de
incubacdo com BSO, e de 5 a 6 vezes depois de 72 horas de tratamento. Foi observado
também que o tratamento com BSO causou uma expressdao maior de SOD enguanto as
concentracdes de catalase permaneceram inalteradas (Marengo et al., 2008). Os resultados de
crescimento de células tratadas com BSO e expostas a um insulto oxidativo indicam que
mesmo com a inibi¢do da sintese de glutationa as células conseguiram sobreviver ao insulto
oxidativo. Isto poderia ocorrer devido a mudancas nos niveis de expressdo de SOD e/ou

manutenc¢do dos niveis de catalase, 0 que permitiria as células decompor o H20- rapidamente.

Em um estudo realizado em camundongos, foi encontrado que o tratamento dos
animais com DFO produzia uma estabilizacdo e induzia o acimulo de HIF-1a pela inibicédo
das prolil hidroxilases (PHD) (Hou et al., 2013; Wu et al., 2010), as quais sdo enzimas
encarregadas de promover a hidroxilagdo da subunidade alfa do HIF-1 levando a sua
degradacéo proteosomal. Foi mostrado que o DFO induz fortemente a atividade do HIF-1 de

uma forma dose dependente (Hou et al., 2013).

As enzimas PHD sdo dioxigenases altamente conservadas dependentes de Fe?* e

ascorbato que catalisam a trans-4-hidroxilacdo de residuos de prolina especificos (posi¢des
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402 e 564 na subunidade alfa do HIF-1 humano) no HIF-1a. PHDs s3o os sensores primarios
de oxigénio que mantém baixos os niveis de proteina HIF-1a durante a norméxia e também
permitem a proteina ser estabilizada rapidamente durante a hipdoxia (Speer et al., 2013).Varios
mecanismos de acdo tém sido propostos para o tratamento com DFO, primeiro, dado que o
DFO é um quelante de ferro, este se liga a ferro férrico, dessa forma previne a formacéo de
potentes radicais hidroxila através da reacdo de Fenton/Haber-Weiss. Em segundo lugar, as
concentracdes de DFO de 0,5 a 1 mmol/L podem eliminar os radicais superoxido e radicais
hidroxila e previnir a morte mediada por neutrofilos de células endoteliais em cultura (Li et
al., 2011). Como a literatura mostra que concentracdes entre 0,5 e 1 mM de DFO exercem
uma acdo protetora, uma vez que sua presenca na cultura inibe as PHDs e promove a acimulo
do HIF-1 alfa, podemos hipotizar que o maior crescimento da linhagem EG1030f3 quando foi
tratada com 1 mM de H>O> na presenca de 2 e 5 mM de DFO foi causada pelo acimulo de
HIF-1 e a resposta adaptativa que este gera na célula. Porém, na concentracdo 10 mM de DFO
o crescimento foi igual ao controle, isso poderia ser explicado devido a alguma acdo téxica da

alta concentracao de DFO nas células.

Foi relatado que o DMSO induz estresse oxidativo de forma dose dependente em
células de levedura da linhagem EG103WT, e em suas linhagens mutantes carentes de SOD 1,
SOD 2, ou ambas. O efeito é maior nas linhagens mutantes que ndo expressam nenhuma SOD
(Sadowska-Bartosz et al., 2013). Assim uma possivel explicacdo para a diminui¢do no
crescimento das leveduras quando tratadas com o inibidor de proteasoma e o DMSO, o qual
foi seu diluente, poderia ser a acdo sinérgica entre 0 DMSO e o0 H202, 0 que induziria um

estresse oxidativo muito forte onde as células ndo conseguiriam ter uma adaptacao.

6.5 Medida da Glutationa total (GSH-eq), reduzida (GSH) e dissulfeto (GSSG).

A glutationa reduzida (GSH) € utilizada pelas glutationa peroxidases (GPXs) que
reduzem o H2O2 e perdxidos organicos e formam GSSG. GPXs protegem as proteinas e
membranas celulares contra a oxidacdo (Meister, 1988). Foi reportado que o conteudo de
glutationa intracelular em células na fase estacionaria é aproximadamente 3 vezes maior do
gue em células em fase log, o que mostra que o nivel de glutationa intracelular também pode
ser um dos fatores que determinam a resisténcia contra diferentes estresses e leveduras (Izawa
et al., 1995).
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O retorno ao equilibrio redox apds o estresse oxidativo depende da coordenacgdo
adaptativa de respostas entre as vias de sinalizacdo associadas ao estado redox, fatores
genéticos regulatorios e os antioxidantes. A participacdo da glutationa na fisiologia do
metabolismo celular reflete a importancia desta molécula em a) a desintoxicacao de perdxidos
altamente reativos por conjugacgdo de electrofilos e metais através da reagdo da glutationa
acoplada a peroxidase, (b) a manutencdo da integridade das proteinas intracelulares,
reduzindo ligacOes dissulfeto e regulando a sua sintese; (c) a regulacdo do equilibrio redox
celular (Haddad et al., 2000). Os resultados obtidos mostraram uma diminuicdo de GSH-eq
somente nas células EG103M2 tratadas com H.0,. Uma possivel explicacdo para este
resultado poderia ser a diminui¢do da GSH como resultado da reacdo com o oxidante.

6.6. Medida da atividade da enzima superoxido dismutase (SOD) em microplaca.

A enzima superoxido dismutase catalisa a conversdao de O.* a H20. e oxigénio
molecular. Além disso atua com outras enzimas antioxidantes (por exemplo catalase e
glutationa peroxidase) para prevenir o dano aos tecidos por O2* e oxidantes derivados do

radical superdxido tais como o radical hidroxil e o peroxinitrito (Ewing and Janero, 1995).

A levedura S. cerevisiae, como a maioria dos outros eucariotos, possui duas
superoxido dismutase (SOD) que catalisam a dismutacdo de superdxido a peroxido de
hidrogénio. Uma enzima contendo manganés (Mn-SOD), codificada pelo gene SOD2, exerce
de 5-15% do total da atividade da superdxido dismutase e € o principal captador de
superdxido nas mitocéndrias, € uma superoxido dismutase contendo cobre e zinco (Cu, Zn-
SOD) codificada pelo gene SOD1, a qual exerce até 90% da atividade total de SOD
(Lushchak et al., 2005).

Os resultados mostrados na Tabela 5 indicam que as atividades de Cu, Zn-SOD
presentes nos extratos das leveduras tratadas ou ndo com H>O2 sdo maiores que as de Mn-
SOD. Isto pode ser explicado pelo fato de que a Cu, Zn-SOD é uma enzima citosélica e se
encontra em maiores quantidades nas células, por outro lado a Mn-SOD se encontra
principalmente na mitocondria e sua concentragdo é mais baixa com relagdo a Cu, Zn-SOD

(Lushchak et al., 2005; Zelko et al., 2002). Os dados também mostram uma diferenca entre a
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quantidade de Cu, Zn-SOD e Mn-SOD nos extratos das células tratadas com 1 mM de H20-,
0 que indica que h& um aumento na producdo da enzima Cu, Zn-SOD para permitir a

sobrevivéncia das células na presenca de H20..
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7. CONCLUSOES

Depois de analisar o crescimento da linhagem de levedura EG103af nos diferentes
experimentos, comparada com as outras duas linhagens (EG1030AB, EGI103M?2)
conseguimos observar que o crescimento dessa linhagem é geralmente mais baixo, o que pode
acontecer devido ao gasto energético das células para produzir a proteina heterologa (HIF-1) e
realizar todas as modificagfes post-traducionais (glicosilacdo, fosforilacdo e acetilagéo)

necessarios para a funcionalidade da mesma.

Na linhagem EG103ap, a qual expressa as duas subunidades do HIF-1, se encontrou
gue o seu crescimento ndo sofreu uma diminuicdo grande em comparacdo com as outras
linhagens de leveduras tratadas com H2O,. A expressdo do HIF-1 protegeu as leveduras até
uma concentracdo de 0,5 mM de H20>, ja nas concentragdes acima desse valor o crescimento

da linhagem diminuiu.

Quando as células foram tratadas com diferentes agentes oxidantes MD, CHP e t-BHP,
0s padrdes de crescimento eram variaveis de acordo com o oxidante, isto pode acontecer pelo
mecanismo de reacdo de cada um, o que gera uma resposta diferente para cada composto.
Além disso a parada no crescimento é uma estratégia que permite a célula se preparar para

afrontar o insulto oxidativo.

No tratamento com os inibidores 0 ATZ induziu uma resposta de protecdo nas células,
0 que poderia ser explicado pela inibicdo da catalase e inducdo de um aumento na atividade
das enzimas como a glutationa peroxidase. Ja& quanto as células tratadas com BSO, o qual
inibe a sintese da glutationa, é possivel que a catalase seja capaz de decompor todo o H20. O
tratamento com DFO protegeu a linhagem EG103ap, talvez por causar acumulo de HIF-1
alfa. Finalmente, ao tratar as células com o inibidor de proteasoma ndo se encontrou a
resposta esperada, possivelmente pela acdo sinérgica do DMSO e o0 H203, 0s quais produzem

um estresse oxidativo forte e possivelmente a parada no crescimento celular.

Os resultados de medidas de GSH-eq, GSH e GSSG, mostraram que a linagem EG103
M2 expostas ao H>O> apresenta uma quantidade menor de GSH-eq, mas os demais niveis

permaneceram inalterados nas outras linhagens. Os resultados referentes as medidas de SOD
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mostram uma possivel inducéo de Cu/Zn SOD nas diferentes linhagens tratadas com H2Ox,

porém 0s experimentos necessitam serem repetidos para confirmacéo dessa resposta.
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