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RESUMO

A Lawsona (2-hidroxi-1,4-naftoquinona) é o principal composto ativo
encontrado no extrato das folhas da Lawsonia inermis (L.). Este composto exibe
uma gama de bioatividades: antibacterianas, antifungicas, antitumorais. No entanto,
percebe-se ainda pouca informacdo acerca de sua acdo bioldégica em nivel
molecular. O presente estudo pretendeu avaliar o efeito toxico da Lawsona e o
mecanismo de acdo predominante, o principal agente bioativo extraido da folha de
henna (Lawsonia inermis), utilizando a levedura Saccharomyces cerevisiae como
modelo experimental. A Linhagem mutante para o gene YAP1 foi utilizado como
marcador de danos oxidativo indicados pelos resultados obtidos com uso da
linhagem parental BY4741. O teste de susceptibilidade indicou a concentragéo
inibitoria minima (CIM) da lawsona de 40 mg/L (229 mM) em meio sintético mineral.
Entretanto, ndo foi observado inibicdo do crescimento mesmo na concentracdo de
100 mg/L (574 mM) da Lawsona quando as células foram cultivadas em meio
complexo YPD. Os resultados mostraram que o efeito toxico da Lawsona independe
da presenca de oxigénio e, provavelmente, ndo deve ter relacdo com a cadeia
respiratoria ou producdo macica de EROs. Revelaram também que a tolerancia das
células de S. cerevisiae aos efeitos toxicos da lawsona € parcialmente dependente
da presenca da proteina Yapl, resultado da sua capacidade em arilar compostos
tiolicos. Quando glicerol foi utiizado como fonte de carbono (crescimento
respiratério) na presenca de lawsona, foi observada uma quebra no perfil de
crescimento do mutante, justificado pela deficiéncia sua em eliminar o estresse
oxidativo promovido através da producdo de EROs pelas mitocéndrias e menor
disponibilidade de GSH, diminuidos pela lawsona. Esta capacidade reacional
justifica a reacdo espontanea envolvendo o radical -SH do antioxidante (NAC) a
lawsona, na formacdo de uma molécula de efeito tdéxico e letal. Somado a essa
possibilidade, a capacidade reacional da lawsona com outros radicais -SH poderia
explicar a auséncia de efeito desta molécula cultivada em meio rico YPD, com
reversdo do efeito tdéxico. Os resultados concluiram também que a lawsona causa
danos a parede celular pela alteracdo na resisténcia da agdo enzimatica, apos
encubacdo das células em meio YPD.

Palavras-chave: Naftoquinona. Mecanismo de acao. Estresse oxidativo. Dano a

parede celular.



ABSTRACT

Lawsona (2-hydroxy-1,4-naphthoquinone) is the main active compound found
in Lawsonia inermis (L.) leaves extract. This compound exhibits a range of
bioactivities: antibacterial, antifungal, antitumor. However, there is still little
information about its biological action at the molecular level. The present study aimed
to evaluate the toxic effect of Lawsona and the predominant mechanism of action,
the main bioactive agent extracted from the henna leaf (Lawsonia inermis), using the
yeast Saccharomyces cerevisiae as an experimental model. The Mutant line for the
YAP1 gene was used as a marker for oxidative damage indicated by the results
obtained using the BY4741 parent strain. The susceptibility test indicated the
minimum inhibitory concentration (MIC) of the 40 mg / L lawsona (229 mM) in mineral
synthetic medium. However, no inhibition of growth was observed even at the
concentration of 100 mg / L (574 mM) of Lawsona when the cells were grown in YPD
complex medium. The results showed that the toxic effect of Lawsona is independent
of the presence of oxygen and probably should not be related to the respiratory chain
or massive production of ROS. They also revealed that tolerance of S. cerevisiae
cells to the toxic effects of lawsona is partially dependent on the presence of the
Yapl protein, as a result of its ability to bind thiol compounds. When glycerol was
used as a source of carbon (respiratory growth) in the presence of lawsone, a break
in the growth profile of the mutant was observed, justified by its deficiency in
eliminating the oxidative stress promoted through the production of EROs by
mitochondria and lower availability of GSH , diminished by lawsona. This reaction
capacity justifies the spontaneous reaction involving the radical -SH of the antioxidant
(NAC) to lawsone, in the formation of a molecule of toxic and lethal effect. Added to
this possibility, the reaction capacity of the lawsone with other -SH radicals could
explain the absence of effect of this molecule grown in YPD rich medium, with
reversion of the toxic effect. The results also concluded that the lawsona causes
damages to the cell wall by the change in the resistance of the enzymatic action,

after incubation of the cells in YPD medium.

Keywords: Naftoquinone. Mechanism of action. Oxidative stress. Cell wall damage.
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1INTRODUCAO

Sabe-se que as naftoquinonas de origem natural, de modo geral, apresentam
potencial citotoxico significativo e vém sendo propostos como ingredientes tdxicos
para o desenvolvimento de medicamentos contra o cancer, por exemplo, atuando
nas células tanto pela geracdo de metabdlitos reativos, quanto na interferéncia de
enzimas celulares cruciais para a proliferacdo celular. A tintura de henna é uma das
tinturas naturais mais antigas do mundo (mais de 5.000 anos) extraidas da planta de
henna (Lawsonia inermis). Foi utilizada como cosmético e em diversas aplicacdes
biomédicas sendo a Lawsona, da classe das naftoquinonas, o principal composto
ativo presente no extrato das folhas. Ficando conhecida por sua utilidade precursora
para a sintese de alguns compostos com atividades bioldgicas importantes.

Devido a estrutura quimica (anel quindnico), sua participacdo € apontada em
diversos processos bioguimicos de acao biologica importante, e 0 seu mecanismo
de acédo direta poderia ser explicado por suas propriedades oxidantes, de forma
semelhante ao peréxido de hidrogénio, através da aceitacdo de um ou dois elétrons
para formar intermediarios na forma de radical altamente reativos na geracao de
estresse oxidativo. Além disso, as a¢fes biolégicas incluem, a inibicdo do transporte
de elétrons, bioalquilacao, intercalacéo, inducao de quebras nas fitas do DNA, danos
a parede celular e geracdo de radicais livres. Embora o potencial bioativo da
Lawsona como composto anticancerigeno, antifingico e antibacteriano seja
conhecido, ndo h&a ainda um conjunto de evidéncias suficientes para determinacéo
de seu mecanismo de acdo a nivel molecular. Seu estudo é crucial na garantiae
seguranca do ingrediente ativo e substancia de qualidade em aplicacao potencial.

Atualmente tem sido proposto o uso da levedura Saccharomyces cerevisiae
como modelo biolégico para se estudar a acdo de farmacos devido a facilidade
metodolégicas de manipulacdo e experimentacéo, e principalmente pelo fato de que
este organismo diploide compartilha cerca de 50% dos mesmos genes e
praticamente todas as vias metabdlicas e regulatorias dos seres humanas, tornando-
a um excelente modelo para estudos de citotoxicidade.

Sendo assim, o presente estudo teve como objetivo principal avaliar o efeito
toxico da Lawsona e o0 seu mecanismo de acdo predominante em S. cerevisiae na
expectativa de entender sua acdo em células humanas para validagdo de seu uso

como farmaco.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

e Este trabalho tem como objetivo geral, determinar a acdo biologica da
Lawsona e estudar os principais mecanismos relacionados, utlizando

Saccharomyces cerevisiae como modelo experimental.

1.1.2 Objetivos Especificos

e Determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) da Lawsona para a
levedura

e Saccharomyces cerevisiae;

e Identificar o principal mecanismo toxico da Lawsona;

e Determinar a participacado dos diferentes mecanismos de sinalizacdo celular
responsavel pela resisténcia das células ao composto;

e |dentificar os mecanismos de cooperacédo entre as vias de sinalizacao.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A ESPECIE LAWSONIA INERMIS

Lawsonia inermis (L.) € uma espécie monotipica do género Lawsonia
(Familia: Lythraceae) (Figura 1). Embora seja originaria do norte da Africa e do meio
Oeste, a planta é cultivada como uma cultura comercial na india, Egito, Somalia,

Sudao, Marrocos, Ird, Iémen, Niger e Paquistédo (Cartwright-Jones, 2006).

Figura 1 - Folhas da planta de Henna. (Fonte: Hema et al., 2010).

Popularmente conhecido como “Henna”, durante durante o século XIX na
Europa, a Henna estava na moda entre mulheres associadas a estética, sendo
amplamente utilizada para embelezar a pele, cabelos, unha, couro, seda e |a desde
tempos antigos (HEMA et al.,, 2010). Henna é aplicada através de diferentes
ferramentas, todas as quais colocam a pasta molhada em contato com o cabelo, as
unhas, ou pele. Assim, o corante penetra e se liga a queratina (presentes em pele,
unhas e cabelos), através de um processo de oxidacdo e conseqglentemente
escurecimento. O principio ativo desta pasta, a molécula lawsona continua nas
camadas mais externas e mortas da pele, porém cerca de 1% consegue migrar para
as camadas mais internas (células vivas) atingindo a circulacdo sanguinea, sendo
eliminadas pela urina (KRAELING et al., 2007).

As plantas de Henna possuem um rico registro etnofarmacoldgico. Além de
ser utilizada tradicionalmente para a beleza, durante o periodo pré-histérico no Egito,
L. inermis foi descrita para tratamento para convulsdo, ictericia e recomendado

como remédio para ulceras malignas. Registros mostram sua utilizacdo em
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atividades  analgésicas, hipoglicemiantes, hipertensas, Imunoestimulante,
antiinflamatdérias,antibacterianas, antifingicas, a¢fes antivirais, anticancerigenas e
hepatoprotetoras (SEMWAL et al, 2014).

Em sua composicao fitoquimica, quase 100 constituintes foram identificados
em todas as partes da espécie de Lawsonia inermis, incluindo compostos fendlicos,
tais como: cumarinas, flavonoides e naftoquinonas. Esta abundancia e diversidade
de compostos biologicamente ativos implica ou justifica sua utilizacdo milenar. Além
disso, a presenga desta “armadura quimica”. O semi-arido, ambiente do qual a
planta se origina, possivelmente favoreceu mecanismos evolutivos para a produgéo
de plantas metabdlitos secundérios de protecdo, sendo estes cruciais em et ajudar a
suportar uma série de ameacas as quais esta espécie foi exposta ao longo do tempo
(HEMA et al., 2010).

2.2 LAWSONA

A Lawsona, 2-hidroxi-1,4-naftoquinona (Figura 2), apresentado como um
pigmento colorido alaranjado, € o principal composto ativo encontrado no extrato das
Folhas de henna (EI-SHAER et al., 2007). Esta, especificadamente, exibe uma gama
de bioatividades, como antibacterianas (aerébicas e anaerobicas), antifungicas,

antipaludicas, antitumorais e antioxidantes (SEMWAL et al, 2014).

O
OH

O

Figura 2 - Estrutura quimica da lawsona. (Fonte: Mahal et al, 2017)

Além disso, a lawsona € uma naftoquinona especial, que é util em varias
aplicagbes no campo cientifico e tecnoldgico (JORDAO et al., 2015). Recentemente,
a sintese de novos derivados de Lawsona destaca grande interesse, sendo

potencialmente utilizada como material de partida util para a preparacdo de outras
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quinonas com bioatividade comprovada ou concebivel, como o lapachol (BORADE
et al, 2001; PRADHAN et al, 2012), atuando em diversos ramos terapéuticos
comoagentes antipaltdicos, antibacterianos, antifingicos e anticancerigenos
(WANG et al., 2017; MAHAL et al, 2017).

A capacidade com a qual a naftoquinona e os seus derivados sao submetidos
a reacgOes redox e a atividades quelantes, faz com que estes mecanismos sejam
presumivelmente responsaveis pela maior parte de suas atividades (PRADHAN et al,
2012).

2.3 QUINONAS E SUA ATIVIDADE FARMACOLOGICA

A classe das quinonas séo representadas por uma variedade de metabdlitos
com ampla distribuicdo natural. S&o representadas por um grupo de substancias
organicas coloridas e semivolateis e derivados de compostos aromaticos como
benzeno, naftaleno e antraceno (BORADE et al, 2001). Estes compostos
apresentam grande importancia em processos bioguimicos vitais e por isso, vem
ganhando destaque em estudos por apresentar diversas atividades, tais como: anti-
cancer (SIRIPONG et al., 2006), tripanossomida, fungicida (DANANJAYA et al.,
2017), moluscicida (SANTOS et al, 2000), leshmanicida (KAYSER et al, 2000), anti-
malarial (SANTOS et al, 2004). Outro mecanismo de acdo das quinonas, nao
baseado no transporte de elétrons, inclui a inibicdo da enzima topoisomerase
(RAMOS-PEREZ et al., 2014).

A estrutura das quinonas apresenta dois grupamentos carbonilas em um anel
insaturado de seis atomos de carbono, situados em posi¢cdes “orto” ou “para”. Estas,
sdo divididas em diferentes grupos, utilizando-se como critério o tipo de sistema
aromatico que sustenta o anel quinoidal: as benzoquinonas apresentam um anel
benzénico, as naftoquinonas possuem um anel naftalénico e as antraquinonas
contém um anel antracénico linear ou angular (Figura 3).

0 O

Figura 3 - A - Benzoquinona, B - naftoquinona e C — antraquinona
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As quinonas, em suas propriedades, apresentam-se como moléculas neutras
com dificuldade em sofrer a reacdo de protonacdo, contudo apresentam duas
propriedades quimicas, em particular, de grande importancia: sdo oxidantes e
eletrofilicas. Diante dessas caracteristicas, apresentam interesses farmacoldgicos e
toxicologicos interessantes, devido a sua participacdo em diversos processos
bioquimicos, podendo ser toxicos as células por diversos mecanismos, incluindo
inibicdo do transporte de elétrons, ciclo redox (KURTYKA et al., 2016), bioalquilagéo,
intercalacdo, indugcdo de quebras nas fitas do DNA e geracdo de radicais livres
(WANG et al., 2017; FERRAZ et al., 2001).

Dependendo do pH, ou seja, em ambientes que favoregcam a forma protonada
do anel quindnico, as quinonas se tornam agentes oxidantes mais fortes do que a
sua forma nao protonada (Semiquinona), tornando-se um excelente ganhador de
elétron. As semiquinonas formadas em pH fisiologico tendem a estar na forma anion
radical semiquindninco, pois estas ndo sdo basicas o0 suficiente para serem
protonadas. Vale salientar que a forma semiquinona € potencialmente menos
oxidante do que quinona original, devido ao recebimento de um elétron em sua
estrutura, gerando uma repulsdo de cargas dentro da molécula (Figura 4)
(FERREIRA et al, 2008; FERREIRA et al, 2010).

A B C
O 0O* (0
N . . b (-

- le - le

(0] O_

Figura 4 - A — Quinona; B - semiquinona; C — Hidroquinona. Formacao de semiquinona pela reducéo
da quinona em um elétron e da hidroquinona pela reducdo em dois elétrons. (Fonte: Figura adaptada
de BUDZIAK et al, 2004)

2.4 NAFTOQUINONAS E SEUS MECANISMO DE ACAO

As naftoquinonas, por se tratar de uma quinona, exige tanto equivalentes
redutores adequados como aceitadores de elétrons para oxidacdo do produto da
reacdo que ocasionara na formacdo de ROS (KAPPUS e SIES, 1981). No caso de
1,4- naftoquinonas, a redugcdo quimica desta molécula em células de mamiferos

podeocorrer a partir de NADH ou NADPH, como pode ser catalisada por varias
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enzimas alternativas, como a citocromo P450 redutase, por exemplo (ROOSEBOOM
et al, 2004). A figura 5 mostra resumidamente o mecanismo de acéo das quinonas, 0
qual in vivo, devido a acdo de mecanismos enzimaticos e ndo-enzimaticos sofrem
biorreducé@o de um elétron, catalisada pelas enzimas NADPH por exemplo, formando
a espécie anion radical semiquinona. Na presenca de oxigénio molecular, este anion
transfere um elétron para o oxigénio que se transforma em radical superoxido (O ¢-),
o qual passara por uma reagcdo de “dismutagdo” a O2 e peroxido de hidrogénio
(H202) através da enzima superoxido desmutase (SOD) Em paralelo, uma reacédo
de Fenton catalisada por Fe+2 produz o radical hidroxila (ATIA et al, 2014). Esta
complexidade de reagbes envolvidas no ciclo redox, faz com que as quinonas

apresentem mecanismos de toxicidade ainda desconhecidos (KLOTZ et al, 2014).
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bio-alquilantes e proteinas Quebra de fitas do DNA

Figura 5 - Ciclo redox induzido por quinonas (Fonte: Figura adaptada de THOMSON, 1971).

Alternativamente, as 1,4-naftoquinonas podem sofrer uma reducdo de dois
elétrons para a hidroquinona correspondente catalisada pela oxidoreductase-1
dependente de NADPH (NQO1) (ATIA et al, 2014). Embora contribuam para o
metabolismo xenobidtico em que as hidroguinonas podem agora sofrer metabolismo
de Fase Il (acoplamento das por¢cBes de hidroxilo a moléculas sollveis em agua
para facilitar a eliminacdo), elas também podem ser instaveis e serem oxidadas pelo
oxigénio para formar a semiquinona e o superoxido (THOR et al, 1982). Esta dupla
funcionalidade da NQO-1 no metabolismo da quinona confere a esta enzima papéis

atuantes como pro e antioxidante (NISHIYAMA et al, 2010). Como consequencia
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deste segundo ciclo redox, ndo apenas sdo formados ROS como também ocorre
drenagemde equivalentes redutores como NADH e NADPH. De acordo com este
modelo, a producéo exacerbada de ROS juntamente com o esgotamento severo do
poder de reducédo e consequentemente producdo de energia, provocaria apoptose
e/ou necrose celular. Diante disto, avaliando o poder antitumoral destes compostos,
a seletividade contra células cancerosas provavelmente dependerd da
sobreexpressdo de NQO1 em relacdo ao tecido normal circundante. Porém,
curiosamente, a b-lapachona por exemplo, ainda é altamente tdéxico em células
desprovidas da atividade NQO1, o que sugere a existéncia de outros fatores
relacionados com sua citotoxicidade.

As naftoquinonas podem reagir com nucledfilos, tais como tidis ou aminas, e
formar adutos através de uma chamada reacdo de adicdo de Michael (Figura 6). O
mecanismo envolvido na oxidacéo e alquilagdo de numerosas biomoléculas parece

ser o responsavel pela maioria dos seus efeitos citotoxicos (KUMAGAI et al, 2014).
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Figura 6 - Representacdo esquematica da reacdo de Adicdo Nucleofilica de Michael, no anel
quinona, apresentando a formacé&o da hidroquinonas tio éter. (Fonte: KUMAGAI et al, 2014)

E importante ressaltar que, para que tal reacéo ocorra, o substituinte em C- 2
deve permitir tanto 0 acesso quanto a eletrilicicidade suficiente de C-3, sendo este o

local de ataque de um nucledfilo em uma adi¢éo do tipo Michael (Figura 7).

Figura 7: Estrutura da lawsona (2-hidroxi-1,4-naftoquinona). A seta mostra o carbono (C-3)
responsavel pela reacdo de Michael (Fonte: Figura adaptada de RAMOS-PEREZ et al., 2014).
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Devido a estes mecanismos, as quinonas em geral sdo associadas com a
incidéncia de varios tipos de cancer. Por outro lado, é importante ressaltar que uma
grande variedade de quinonas tem sido desenvolvida como droga anticancer
(VALDERRAMA et al, 2008; VALDERRAMA et al, 2009). Diante disto, em resumo, a
partir da perspectiva da saude humana, o balanco de efeitos quimiopreventivo e
quimiopromotivo de determinada quinona € altamente variavel, dependendo
fundamentalmente de sua estrutura quimica, dosagem, modo de exposicdo e
organismo afetado, ressaltando que as quinonas, in vivo, sdo frequentemente

toxicas, apresentando efeitos citotdxicos e Genotoxicos. (ZHANG et al, 2009).

2.5 RADICAIS LIVRES

Os radicais livres sdo moléculas altamente reativas que apresentam um ou
mais elétrons desemparelhados, os quais interferem em reag¢des normais do
organismo, causando alteracoes. Esta configuracéo faz dos radicas livres moléculas
altamente instaveis, com meia-vida curta e quimicamente muito reativos (FERREIRA
E MATSUBARA, 1997; HALLIWELL, 2006). Os elétrons estdo associados em pares,
no qual cada um se movimenta em torno do nucleo. As liga¢cdes quimicas podem ser
guebradas de duas maneiras: os dois elétrons podem ficar presos a um dos
fragmentos, processo denominado de heterdlise - quebra assimétrica de ligacéo
covalente (Equacéao 1) na qual os dois fragmentos tém cargas diferentes e opostas e
sédo chamados ions. Neste caso, uma das moléculas envolvidas torna-se um cétion,
desprovida de seu elétron, enquanto que a outra molécula que ganhou esse elétron
torna-se um anion. Na outra forma, com a quebra da ligacdo os dois elétrons sdo
divididos de forma simétrica formando espécies radicalares, cujo processo €
denominado de homdlise (Equacéo 2) (FERREIRA e MATSUBARA, 1997).

A - B A+ + :B- (Equacéo 1)

A - B A+ + B* (Equacgao 2)
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2.6 ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO (EROS)

As espécies reativas de oxigénio consistem em compostos quimicos
resultantes da ativacéo ou derivados dos produtos da reducdo do oxigénio molecular
(02). Sdo moléculas instaveis e extremamente reativas, geradas por todos os
organismos vivos aerobios, que o utilizam para a producdo de energia, fazendo
parte do seu perfil metabdlico normal. Esses metabdlitos podem ser produzidos em
diversos locais dentro da célula, sendo as mitocéndrias o principal sitio de producdo
(MIGDAL e SERRES, 2011). As reagdes que geram ATP na mitocondria requerem
elétrons de substratos reduzidos para serem passados ao longo da cadeia de
transporte de elétrons que reagem com o oxigénio molecular (O2) gerando o radical
anion superoxido (Oze-). Esse radical € um mediador importante em inumeras
reacdes oxidativas em cadeia, sendo também percursor para geracao de outras
EROs, tanto radicalares, como o radical hidroxil (OHe¢), como nao-radicalares, como
0 peroxido de hidrogénio (H202) (HALLIWELL, 2006). Apesar de néo ser um radical
livre, 0 H202 atua como subproduto intermediario na formacéo de radicais reativos,
com metais de transicdo, através da via oxidativa. Este, por poder atravessar
facilmente as membranas celulares, pode por sua vez reagir com ions de ferro e
cobre gerando a espécie radicalar hidroxil (OHe), sendo esta uma molécula
altamente nociva em sistemas vivos devido a sua elevada reatividade (HALLIWELL
E GUTTERIDGE, 1990).

Essas espécies sdo reconhecidas por desempenhar um papel paradoxal,
porque podem ter efeito tanto benéfico quanto prejudicial aos seres vivos. Em baixas
concentragbes, o peroxido de hidrogénio (H202) e o radical superéxido (Ogze-)
estimulam a proliferacdo e a sobrevivéncia celular durante a invasédo de patdogenos
(VALKO et al., 2006). Em niveis moderados, esses EROs sao Uteis na defesa
imunoldgica contra patdogenos e na sinalizacdo celular em diversos sistemas
(VALKO et al., 2007; KALYANARAMAN, 2013). O efeito nocivo dos EROs pode ser
observado ap6s o restabelecimento dos niveis normais de oxigénio de um tecido
gue sofre isquemia, provocando danos biolégicos a esses tecidos pela inducéo de
estresse oxidativo (VALKO et al., 2007; KALYANARAMAN, 2013).

Este processo tem implicacdes relevantes em processos de envelhecimento e
na patofisiologia de varias doencas humanas como aterosclerose, diabetes,

insuficiéncia renal crbnica, transtornos neurodegenerativos e cancer (GREEN et al.,
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2004). Normalmente, 0s organismos conseguem manter a equilibrio entre a
quantidade de EROs produzidas e os sistemas de defesas antioxidantes. Porém, por
diversos motivos, as células podemacionar uma producdo excessiva destas
espécies, nos quais 0s mecanismos de defesas existentes sdo incapazes de
contornar os efeitos nocivos destas espécies (HERMES-LIMA, 2005;
KALYANARAMAN, 2013). Neste contexto, devido a sua elevada reatividade, o
acumulo de EROs na célula pode afetar a estrutura celular e a integridade funcional,
ao provocar a degradacao oxidativa de moléculas criticas, tais como DNA, proteinas
e lipidios. Com isso, as funcdes das membranas celulares podem ser
comprometidas, ocasionando a morte celular (AVERY, 2011).

2.7 DEFESAS ANTIOXIDANTES

Os antioxidantes podem ser definidos como substancias que possuem a
capacidade de atrasar ou inibir a oxidacdo de substratos que sao alvo de agentes
oxidantes tais como os EROs (VALKO et al., 2007). Os mecanismos de defesa
antioxidantes podem ser enzimaticos ou nao-enzimaticas, podem ser produzidos
pelas células ou estar presentes no ambiente (MASELLA et al., 2005). Em S.
cerevisiae, um grupo de enzimas atuam especificamente contra as EROs em
diferentes compartimentos celulares e contribuem positivamente para o equilibrio
redox celular (HERRERO, 2008). Dentre os antioxidantes enzimaticos encontram-se
a superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa-peroxidase (GPXx),
glutationa s-transferase (GST), e tiorredoxinas peroxidases (TPx). Enquanto que os
antioxidantes de origem ndo enzimaticas sdo representados por: acido ascorbico
(vitamina C), alfa-tocoferol (vitamina E), glutationa (GSH), carotenoides, flavonoides
e outros (VALKO et al., 2007)

2.8 ANTIOXIDANTES ENZIMATICOS

2.8.1 Superoxido dismutase

A Superoxido dismutase (SOD) tem como principal funcdo atuar na

dismutacdo de radicais superoxidos em oxigénio e peroxido de hidrogénio, com sua

atividade dependente de ions metalicos (CULOTA et al, 2006). (Equacgéo 3), sendo o
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H202 menos reativo por ndo ser um radical, podendo ser metabolizado por outras

enzimas. Contudo, este pode facilmente reagir, formando o radical hidroxil.

02+ 02¢-+2HY — 5 H202 +02

Em Saccharomyces cerevisiae a enzima SOD esta presente sob duas formas
nas células (CULOTA et al, 2006), ambas desempenhando papel importante na
desintoxicacdo de anions superéxidos gerados (HAN et al, 2001). A Isoforma
dependente de cobre e zinco (CuzZn-SOD) esté localizada no citoplasma (Sod1p) e a
isoforma dependente do manganés (Mn-SOD) esta presente normalmente na matriz
mitocondrial (Sod2p).

2.8.2 Catalase

De maneira geral, a funcdo das catalases é promover a dismutacdo de
peroxido de hidrogénio em oxigénio e agua, a qual utiliza as propriedades redox do

seu grupo heme para entrar em contato com o seu substrato (Equacéo 4).

2H,0, ———» 2H,0 +0,

Em S. cerevisiae existem duas catalases: Ctalp presente nos peroxissomos e
Cttlp presente no citosol. Mutantes para cada um de seus genes correspondentes
nao sao sensiveis ao peroxido de hidrogénio na presenca de oxigénio. Ja o duplo
mutante apresenta sensibilidade a este composto, indicando efeito sinergistico
destas enzimas na levedura (HILTUNEN et al, 2003).

2.8.3 Peroxidases

Neste grupo de enzimas existem dois representantes basicos: glutationa
peroxidades (GPXs) e as peroxidades TRX, também conhecidas como
peroxirredoxinas. A glutationas peroxidases (GPXs) é considerada a principal
enzima na reparacdo da peroxidacdo lipidica da membrana, que € uma das

principais consequéncias do estresse oxidativo (HALLIWELL e GUTTERIDGE,
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2007). Nesta classe existem dois tipos: as classicas multiméricas, as quais
apresentam caracteristicas sollveis e agem sobre hidroperoxidos organicos e
inorganicos; as monomeéricas, hidroperéxidos fosfolipideos (PHGPXs), que se
encontram normalmente associados a membrana associadas a membrana. Atuam
sobre hidroperoxidos soluveis e podem, também, exercer a sua funcdo sobre
hidroperoxidos lipidicos de membranas (BRIHELIUS-FLOHE et al, 2006). Estudos
iniciais em S. cerevisiae descreveram tréstipos de GPXS chamadas de Gpx1p,
Gpx2p Gpx3p (INOUE et al, 1999). Entre estas, a Gpx3 é bastante importante, pois
estudos in vitro mostraram a sua atuagdo como principal transdutor de sinal na
presenca do peréxido de hidrogénio, através do fator de transcricdo Yapl, que é o
principal regulador dos genes envolvidos na resposta ao estresse oxidativo
(AZEVEDO et al, 2003), aléem das duas catalases (Cttl e Ctal) e cinco
peroxiredoxinas (Tsal, Tsa2, Ahpl, Dot5 e Prx1l) (HATEM et al, 2014). Para
regulacdo desta complexa resposta, em S. cerevisiae a deteccdo do estresse
oxidativo promove o acumulo nuclear de fatores de transcricdo especificos na
resposta ao estresse, sendo Yaplp o principal deles (LEE et al., 1999), que vai
regular a expressdo desses genes. Existem outros fatores que sao ativados em

repostas variadas ao estresse, como o0 Msn2 e Msn4 (BOISNARD et al., 2009).

2.8.4 Antioxidantes ndo-enzimaticos

Além da protecao enzimatica, existem moléculas de baixo peso molecular que
atuam também nessa atividade, tais como glutationa na forma reduzida (GSH), acido
ascorbico, vitamina E e N-acetilcisteina (NAC) (EVANS e HALLIWELL, 2001). Esses
antioxidantes tém a capacidade de “neutralizar’ os radicais livres por meio de seu
potencial redutor, doando um elétron ou um hidrogénio a espécie reativa (FREI e
HIGDON, 2003). A administracdo de um antioxidante exégeno como o0 ascobarto,
por exemplo, € capaz de restaurar o crescimento mutantes SOD submetidos a
estresse oxidativo (KRZEPILKO et al, 2004).

Glutationa, o tripeptideo L-y-glutamil-L-cistinilglicina, na sua forma reduzida
(GSH) apresenta um grupo sufidril com acao redox, o qual reage com oxidantes para
a producao da glutationa oxidada (GSSG). Com isso, a razdo molar GSSG/GSH
dentro da célula é considerado como um importante sinalizador do estado de

estresse oxidativo, mostrando a importancia da GSH na manutengcdo do sistema
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redox da célula como um sequestrante das EROs (DRAKULIC et al., 2005). A
concentracao fisiologica da GSH nas células de S. cerevisiae gira no intervalo entre
1-10 mM (DRAKULIC et al, 2005), aumentando para >40 mM para protecdo das
funcBes citosdlicas e nucleares durante estresse oxidativo (HATEM et al., 2004). J&
na concentracdo muito reduzida na faixa de 0,1 mM os mecanismos citosolicos sdo
bastante efetados enquanto a protecdo nuclear ao dano oxidativo é mantida. Isso
mostra que a funcdo priméaria da GSH é a protecdo dos componentes nucleares a
danos causados por estresse oxidativo. Quandoa concentracdo de GSH ¢é
baixissima (>0,03 mM), todas as funcdes celulares sdo danificadas, gerando
mortalidade celular (HATEM et al, 2014).

Um outro composto com propriedades redox € a N-acetilcisteina (NAC).
Dentro da célula, esta € convertida em cisteina por desacetilagdo e o aminoacido
pode participar de reacdes de transferéncia de elétrons (HENNICKE et al, 2013). A
cisteina também é fornecida para formacdo de GSH esgotada por estresse
oxidativo, contribuindo assim para reduzir as espécies reativas de oxigénio (SJODIN
et al, 1989; RAFTOS et al, 2007) (Figura 8).

/

SH

HS OH
OH A NH, B

Figura 8 - A - Estrutura quimica do antioxidante N-acetilcisteina (NAC), sendo ilustrado através da
seta vermelha a presenca do grupamento sufidrila, que atua como nucledfilo através da reacdo de
Michael; B.—  Estrutura quimica do aminoécido cisteina. (Fonte: Figura adaptada de HENNICKE et
al, 2013).

2.9 O FATOR DE TRANSCRICAO YAP1 E O MECANISMO DE RESPOSTA A
ESTRESSE OXIDATIVO

Em leveduras, por exemplo, a deteccdo do estresse oxidativo se da através
da oxidacao de algumas proteinas, sendo uma delas a Gpx3 (glutationa peroxidase),
as quais atuam na ativacdo de vias antioxidantes importantes no controle e
modulacdo de diversos genes através de fatores de transcricdo (TEMPLE et al.

2005). Em S. cerevisiae, aproximadamente 15% do genoma codificante responde a



25

presenca de agente oxidantes de modo geral e suas proteinas séo classificadas em
diferentes vias de resposta esses agentes. Essas vias sao reguladas por um
conjunto de fatores de transcricao relacionados a diferentes tipos de estresse, como:
Msn2/Msn4p (em resposta geral ao estresse); Yaplp (agentes oxidantes); Skn7p
(estresses relacionados ao choque térmico e axidativo) e Cadlp (estresse
relacionados com a estabilizacdo de proteinas) (TEMPLE et al., 2005). A proteina
Yapl € um fator de transcri¢do do tipo bZip (basic domain/leucine ziper) que atua na
ativacdo da transcricdo de um grupo de genes que captam o estado redox
intracelular ndo balanceado causados por espécies reativas de oxigénio e por
grupamentos ti6is oxidados (KUGE et al, 1997). Esta proteina é normalmente
citoplasmatica etransportada para o nucleo sob estresse oxidativo. Na presenca de
peroxido de hidrogénio por exemplo, a proteina Gpx3 é o receptor de peréxido,
sofrendo oxidag&o da cisteina diretamente oxidada a acido sulfénico. Esta oxidagéo
favorece uma ligacao dissulfeto intramolecular temporaria entre a proteina Gpx3 e 0
fator de transcricdo Yapl, promovendo oxidacdo das sulfidrilas dos residuos de
cisteina para formacdo de pontes disulfetos. Isto promove uma mudanca
conformacional em Yapl, causando o transporte da proteina oxidada para o nucleo
via proteina transportadora Crm1lp (DELAUNAY et al., 2002). O acumulo deste fator
no nucleo é responsavel pela regulacdo positiva de diversos genes referentes a
defesas antioxidantes (SOD1, CTT1, TRX2), sendo esta a via, a mais importante em
defesa a acdo de peroxidos organicos em geral (TACHIBANA et al., 2009; IWAI et
al., 2010).

3.10 VANTAGENS DO USO DE SACCHAROMYCES CEREVISIAE COMO
MODELO EXPERIMENTAL

A levedura Saccharomyces cerevisiae trata-se de um organismo unicelular de
facil cultivo e manipulacdo génica. Foi o primeiro eucarioto a ter seu genoma
totalmente sequenciado (GOFFEAU et al., 1996), permitindo que pesquisadores
analisassem sistematicamente e registrassem a funcéo de cada gene.

Desta forma, a delecdo de determinado gene reflete um fen6tipo mutante com
perda completa de determinada funcdo (GIAEVER et al., 2002). Tal riqueza de
informacgBes contribuiu para o desenvolvimento de técnicas para avaliagdo de

toxicogenicidade funcional, ou quimica, que é definida como o estudo de func¢bes
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biolégicas dos genes em relacdo aos agentes estressores ambientais toxicos
(HAMADEH et al., 2002; NORTH e VULPE, 2010). A existéncia de colecdes de
linhagens mutantes haploides ou diploides, tanto heterozigotos como homozigotos,
permite o estudo da funcdo de cada uma de suas proteinas na resposta biolégica
aguele agente estressor (SCHERENS e GOFFEAU, 2004).

De acordo com BRACONI et al. (2015) uma série de caracteristicas tornam
viavel a sua utilizacdo como modelo experimental ideal para a realizacdo de estudos

toxicoldgicos funcionais, tais como:

A falta de patogenicidade e a relativa simplicidade de ser unicelular;
Réapido crescimento (sob condi¢des laboratoriais ideais e controladas);
Facilidade de manipulacdo genética;

Possibilidade de armazenamento;

Resisténcia e forca a uma gama de pH;

S S o

Conhecimento amplo de repertérios de diversas teorias, devido as diversas

informacdes disponiveis para seus genes;

~

Elevado grau de conservacao funcional;
8. Disponibilidade de uma vasta gama de ferramentas experimentais
(Protocolos, software e bases de dados);

9. Possibilidade de reduzir os ensaios em animais,

Todas estas caracteristicas tornam a levedura um modelo experimental
atraente para testar os efeitos toxicos de determinadas substancias, incluindo
aqueles que induzem efeitos de perturbacédo enddcrina (KOLLE et al., 2011). A sua
utilizacdo foi fortemente sugerida, por exemplo, para a busca preliminar de
toxicidade de amostras ambientais em locais que apresentasse elevada suspeita de
contaminacao por pesticida, sendo este rastreio prévio de extrema importancia para
tomada de decisbes na biomonitorizacdo (GIL et al, 2015). Contudo, vale salientar a
existéncia de alguns problemas relacionados a utilizacdo de levedura como modelo
experimental, podendo ser destacado, por exemplo (GAYTAN et al, 2013):

1. Necessidade de elevadas concentracBes elevadas de substancias toxicas

para promoc¢do da toxicidade, devido a presenca de parede celular e

resisténcia a multidrogas;
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2. Existéncia de diferencas nas vias metabdlicas, ndo permitindo, nem sempre,
uma comparacao direta com as vias envolvidas nos seres humanos;
3. Impossibilidade de identificar 6rgdos-alvo ou avaliar o mecanismo de atuacao
através presenca de efeitos sistémicos adversos.
3.11 A ESPECIE Saccharomyces cerevisiae

De acordo com a classificagdo taxonbmica, a espécie Saccharomyces
cerevisiae esta incluida no Dominio Eukaryota; Reino Fungi; Filo Ascomycota;
Classe24 Saccharomycetes; Ordem Saccharomycetales; Familia
Saccharomycetaceae e Género Saccharomyces (KURTZMAN, 1997, VAUGHAN-
MARTINI e MARTINI, 2011). Este género apresenta estados haploides e diploides,
permitindo a delecdo de genes nédo essenciais (estado haploide), propiciando a
analise dos fenotipos de mutantes e estudos de complementariedade. Este fungo se
reproduz assexuadamente por brotamento (BOULTON e QUAIN, 2001) ou
sexuadamente por esporulacdo (meiose) ecruzamento com formacdo de diploides.
O tamanho das células varia de acordo com o seu crescimento, com ceélulas
diploides com dimensfes meédias de 5x6 pm (elipsoide) e as haploides com
aproximadamente 4 um de diametro (esferoides) (MARTIN e ARKOWITZ, 2014).

Esta levedura é um anaerdébio facultativo que apresenta metabolismo respiro-
fermentativo na presenca de oxigénio (MADIGAN et al., 2016). Em substrato
contendo altas concentracfes de glicose, por exemplo, as células reduzem a
atividade de varias proteinas dispensaveis para o metabolismo respiratorio
(oxidativo) por modificacdo/degradacdo e/ou reprimem a expressao de seus genes,
numa resposta metabdlica chamada de Repressdo Catabdlica pela Glicose (Glucose
Catabolite Repression — GCR) (GOMBERT, 2001). Este mecanismo de inativacao
por glicose pode ocorrer rapidamente pela hidrolise de enzimas envolvidas na
gliconeogénese, no ciclo do glioxilato, no transporte de acucares em geral. Ocorre
ainda, a inativacdo da expressao génica de varias proteinas envolvidas na utilizacédo
de outras fontes de carbono, proteinas da mitocondria envolvidas na cadeia
respiratéria, além de causar regressdo mitocondrial e dos peroxissomos (GURVITZ e
ROTTENSTEINER, 2006). Como dito antes, isto diminui a capacidade respiratoria
enquanto ativa o metabolismo fermentativo mesmo na presenca de oxigénio,
caracterizando o chamado efeito Crabtree positivo (GOMBERT, 2001). Com isso,

sob condi¢gbes-padrao de cultivo estas células apresentam o tal metabolismo respiro-
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fermentativo. Com isso, o fluxo pela via glicolitica € aumentado com consequente
aumento na producéo de ATP ao nivel do substrato, com diminuicdo da necessidade
da fosforilacao oxidativa e do consumo de oxigénio (FELDMANN, 2012).

Devido a sua eficiente capacidade fermentativa, S. cerevisiae é utilizada na
industria de panificacdo, na producao industrial de cervejas, vinhos, aguardentes e
outras bebidas fermentadas e na producéo de etanol a partir de caldo de cana ou
melaco (MADIGAN et al., 2016).

O metabolismo respiratério estrito s6 € observado quando as células séo
cultivadas em condi¢cdes de limitacdo severa de hexose (<5 mM no meio) ou quando
o meio contém fontes de carbono que ndo sdo agucares, tais como glicerol ou etanol
(AUSUBEL et al., 2003). No entanto, este aumento no metabolismo respiratério vem
acompanhando pela producdo de EROs e inducdo do mecanismo de resposta a
estresse oxidativo. Com isso, células cultivadas sob metabolismo respiratorio séo

mais tolerantes a presenca de agentes oxidantes externos.
3.12 PAREDE CELULAR DE Saccharomyces cerevisiae

A parede celular € um componente celular que oferece protecdo fisica e
estabilidade osmdética, oferecendo sustentacdo e protecdo mecanica a célula sem
interferir na permeabilidade seletiva e transporte de determinadas macromoléculas
pela membrana celular para o citoplasma (SMITH et al.,, 2000). Representa 15 a
30% do peso seco celular, sendo composta majoritariamente por polissacarideos
(85%) e minoritariamente por proteinas (15%), as chamadas proteinas da parede
celular (Cell Wall Proteins - CWP). Estudos realizados sobre a composicdo da
parede de células de S. cerevisiae revelaram a presenca de glucana, um polimero
de B-1,3 e 3-1,6 glicose (48-60%), mananaproteinas (20-23%) e quitina (0,6-2,7%)
(KLIS, 1994). Este componente é formado por duas camadas principais: uma
externa, composta pelas mananaproteinas e uma interna, constituida das glucanas
(KLIS, 1994). A quitina, um polimero de B-1,4 N-acetilglicosamina (Figura 9), é um
constituinte presente em pequena proporcao importante para a formacdo do septo-
primério e do circulo de constricdo entre a célula-mde e o broto, sendo fator
primordial no momento da divisdo celular. Cerca de 90% da quitina esta localizada
na cicatriz de brotamento e o restante, constituida na parede celular (SHAWN et al.,
1991).



N-acetilglicosamina
CH20OH

Figura 9 - Polimero de quitina. (Fonte:
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Figura adaptada de Fleuri e Hélia, 2005).

29

A camada de [B-glucano é constituida por um esqueleto linear central de
unidades de glicose ligadas na posi¢ao (1-3) (Figura 10), com cadeias laterais de

tamanhos variados, também de glicose porém, unidas em 3(1-6). As cadeias laterais

podem ocorrer em diferentes intervalos ao longo do esqueleto central.
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Figura 10: Polimero de glucano. (Fonte:
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()Ligncéo B-1,3

Figura adaptada de FLEURI e HELIA, 2005).
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A porcao de glucanos consiste de cadeias 3-(1,3) e B-(1,6). Os B-1,3-glucanos
formam um esqueleto linear central de unidades de glicose, sendo esta uma
estrutura altamente ramificada, com cadeias laterais de tamanhos variados, também
de glicose porém, unidas em [(1-6). As ligagbes [B-1,6-glucanos encontram-se
principalmente fora da estrutura de sustentacdo e frequentemente estao ligados por
proteinas da parede celular. Estudos realizados por CABIB et al (1997) sugeriram a
existéncia de ligacdes cruzadas entre polissacarideos e mananaproteinas, e que a
B-1,3 glucana e quitina estdo conectadas por uma ligagdo B-1,4 entre um grupo
redutor final de N- acetilglicosamina da quitina e um grupo nao redutor da glicose da
glucana. Ha evidéncias que as mananaproteinas estao presas a parede celular por
ligagbes indiretas com as [(3-1,3 glucanas, sendo estas ligadas preferencialmente a
cadeias curtas de 3- 1,6 glucanas através de um conetor de glicosilfosfatidilinositol
(GPI) (LESAGE e BUSSEY, 2006) (Figura 11).
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Figura 11 - Figura esquemédtica apresentando a composi¢do e estrutura da parede celular
daSaccharomyces cerevisiae. (Fonte: OSUMI, 1998).

Diante disto, de maneira geral, a camada de mananaproteinas, localizada na
superficie externa da parede celular da levedura, tem funcdo de proteger a célula

7

contra fatores externos e é responsavel pela porosidade da parede celular. Esta

camada retém as proteinas periplasmaticas, conferindo resisténcia as células vivas



31

de leveduras, limitando o acesso de enzimas externas, como aquelas elaboradas
por outros microrganismos (ZIOTNIK et al., 1984). Em contrapartida, a camada de
glucana entrelacada por fibrilas de quitina, adjacente a membrana plasmatica,
mantém a rigidez e a forma da célula, sendo responsavel pela estruturacdo da
parede celular perante choques mecanicos e desequilibrios osméticos (KAPTEYN et
al., 1997).

Existem basicamente duas classes de proteinas de parede celular, ligadas
covalentemente. As mananoproteinas que podem estar ligadas a cadeia 3-1,6-
glicose através de um conetor glicosilfosfatidilinositol (GPI), ou por meio de uma
ligacdo R-1,3- glucano sensivel a alcali (LESAGE e BUSSEY, 2006). A segunda
classe de proteinas da parede celular, sdo as chamadas Proteinas com repeticoes
internas (PIR), as quais estéo ligadas diretamente a capa de 3-1,3-glucanos (LEVIN,
2005) (Figura 12).

Q L C

1,6-f-Glucan 1,6-f-Glucan 1,6-f-Glucan

o]
] ] ]

Figura 12 - Apresentacao ilustrativa da parede celular de leveduras. O esqueleto interno consiste em
moléculas com ligagbes B-1,3-glucanos que delimitam a estrutura celular formando uma rede
tridimensional. A parte externa da parede possui proteinas ligadas as moléculas 3-1,3-glucanos (Pir-
CWPs), ou indiretamente ligadas através de uma interconexao entre 3-1,6-glucanos e GPI ligadas a
CWPs (Fonte: SMTIS et al., 2001).
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A parede celular das leveduras apresenta-se como uma estrutura multifuncional,

cujo as principais fungdes séo:
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e Conservacdo das condicbes osmoéticas internas da célula, impedindo a
entrada de agua na célula, visto que a osmolaridade no citoplasma € maior
guando comparado ao meio extracelular;

e Protecao contra estresse fisico. Isso acontece devido a combinacao sinérgica
existente devido a forca mecanica e grande elasticidade, permitindo a
distribuicdo pela parede contra danos mecanicos;

e A parede atua de suporte para proteinas (glicoproteinas), sendo a presenca
destas associadas a cadeia laterais e carboidratos, conferem uma barreira
seletiva a parede, ajudando a reter agua, impedindo entrada e saida de
macromoléculas indesejaveis, criando um microambiente entre a parede e

membrana plasmatica.

A arquitetura da parede celular das leveduras, em especial de S. cerevisiae,
nao é fixa, apresentando-se como uma estrutura dindmica e ajustavel, em respostas
as condicbes ambientais, no decorrer do ciclo celular (SUZUKI et al., 2004).
Constantes alteracdes na sua plasticidade e forca de tensdo permitem o crescimento
e divisdocelular. De acordo com REES et al (1982), a elasticidade pode ser atribuida
a presenga das cadeias de [B-1,3-glucana organizadas em uma espécie de “mola”
flexivel de extenséo variada. Além disso, respondem a modificacées nas condicbes
ambientais como nutrientes, disponibilidade de oxigénio, temperatura e pH, devido a
capacidade de apresentarem mecanismos de reparo, através da formacdo de
complexos especificos entre proteinas e polissacarideos, que reorganizam toda a
estrutura molecular no intuito de preservar sua integridade (LESAGE e BUSSEY,
2004).

A capa externa proteica da parede celular contém mais de 20 tipos de
mananaproteinas que desempenham papéis diferentes na construcao, preservacao,
modificacdo da estrutura e interacdo das células com suas adjacéncias, fazendo
com que as leveduras apresentem a capacidade de se adaptarem a uma ampla
variedade de ambientes. Estas proteinas de parede permitem que as células
consigam flocular, formar biofilmes, crescer como pseudo-hifas ou em forma invasiva
ajudam a reter ferro, facilitam a entrada de esterdis e sdo necessarias para crescer
em condi¢cdes anaerobicas (MRSA te al,1999). Quando as culturas atingem a fase
estacionaria, as células apresentam um incremento nos constituintes da parede

devido a mudangas que ocorrem na estrutura das mananaproteinas. Isto torna as



33

células mecanicamente mais resistentes e também restringem o acesso de enzima
hidroliticas como glucanases e zimoliases (KLIS, 2006). A composicéo e a estrutura
da parede celular também é responséavel pela tolerancia das células a presenca de
muitas substancias presentes no ambiente. Portanto, qualquer iniciativa de se utilizar
esta levedura como modelo biolégico para estudos toxicolégicos deve levar em
consideracao a interacdo desses compostos com a parede celular como eventual

primeira barreira protetora da célula.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 SUBSTANCIAS

A molécula 2-hidroxi-1,4-naftoquinona (C10H603), denominado de Lawsona,
foi obtido a partir extrato das folhas da Lawsonia inermis e cedido pelo Prof.
Alexandre Goes, do Departamento de Antibiéticos da Universidade Federal de
Pernambuco, colaborador deste trabalho. A pureza e integridade da preparacao foi
testada por cromatografia em camada delgada. A solucdo de Lawsona foi preparada
por solubilizagdo em solucéo hidroalcoolica (70% v/v) e conservada em geladeira a
4°C protegida da luz. O agente antioxidante N-acetilcisteina (NAC) foi adquirido de
preparacdo comercial, solubilizado em agua deionizada, esterilizado por filtragédo e

conservado em geladeira.

3.2 LINHAGENS E MEIOS DE CULTIVOS

A linhagem haploide de referéncia utilizada neste trabalho foi BY4741
(RAMOS-PEREZ et al. 2014). A linhagem haploide mutante para o gene YAP1
(yap1A) de BY4741 foram adquiridas da empresa Invitrogen. As células foram
mantidas em meio sélido YPD-agar (10 g/L de extrato de levedura, 20 g/L de glicose,
20 g/L de peptona bacteriologica e 20 g/L de agar), acrescido do antibiotico
aminoglicosidico Geneticina a 200 pug/mL, para a linhagem mutante. As culturas
foram mantidas frescas por repiques constantes. Os cultivos celulares forma
realizados em meio mineral sintético contendo YNB (1,7 g/L), glicose (20 g/L),
sulfato de aménia (5 g/L), leucina (0,38 g/L) e metionina, histidina e uracil (todos na
concentracdo de 0,076 g/L). O meio sintético foi inoculado com uma colénia da
linhagem a ser testada e as células cultivadas a 30°C por 24 h sob agitacdo
constante, representando o pré-inéculo. Para os ensaios, as células do pré-inéculo
foram inoculadas em meio fresco para o valor inicial de densidade o6ptica de 0,1 a
600 nm (DOinicia)) € as substancias adicionadas em seguida para as concentragdes
em estudo. As células foram cultivadas a 30°C sob agitacdo constante e amostras
foram coletadas em tempos definidos para determinacdo do valor de Densidade
Optica (DO). Todos os ensaios foram realizados em duplicata biologica e triplicata

técnica.
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3.3DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM) DA
LAWSONA

A Concentracgéo Inibitéria Minima (CIM) da lawsona foi definida neste trabalho
como a concentracdo que impediu o crescimento celular da linhagem de referencia
(CANSIAN et al, 2009). Para isto, os cultivos foram realizados em meio mineral, em
frascos de 50 mL contendo 30 ml de meio, mantidos sob agitacdo constante a 160
rom em incubadora orbital tipo shaker durante 24 horas a 30°C, com Densidade
Optica inicial (DOinicia) de 0,1. As concentracdes de lawsona testadas no
experimento foram de: 10 mg/L; 20 mg/L; 30 mg/L; 40 mg/L; 50 mg/L; 60 mg/L; 70
mg/L; 80 mg/L; 90mg/L e 100 mg/L, correspondentes a 57 mM; 115 mM; 172 mM;
229 mM; 287 mM; 345 mM; 402 mM; 459 mM; 517 mM; 574 mM, respectivamente.
O meio contendo apenas a levedura BY 4741 foi utilizado como referéncia para o
padrdo de crescimento. Para a construcdo da curva, amostras foram tomados em
intervalos de 1h e lidas em espectrofotdmetro através da DO, com comprimento de
onda pré-selecionado em 600 nm. Um gréafico exponencial foi construido com a

média aritmética de duplicatas bioldgicas e triplicatas técnicas.

3.4 CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA (CCD)

A analise da pureza e integridade da Lawsona nas solucdes uitlizadas foi
realizada pelo método cromatografico simples baseado na técnica de adsorcéo
sélido- liquido pelo Prof. Alexandre Goes, do Departamento de Antibidticos da UFPE
de acordo com o protocolo a seguir. Para preparacédo da placa utilizou-se silica-gel
como fase estacionaria (solido), de acordo com o descrito na metodologia de
DEGANI et al (1998) e as amostras foram aplicadas com a ajuda de um capilar na
base em aproximadamente 1 cm da base inferior. As amostras utilizadas foram
todas suspensas em solucéo hidroalcodlica a 70% (v/v), identificadas a seguir como:
1) Solucdo estoque de Lawsona preparada para uso armazenada a 4 meses; 2)
Solucédo estoque preparada para uso armazenada a 1 més; e para o padrao utilizou-
se o produto da Lawsona em pé. Toda a lawsona utilizada durante o estudo foi
obtida do mesmo processo extrativo. O método para revelacdo da placa deu-se
através de camaras de luz ultravioleta e a leitura nas diferentes velocidades de

migracao das amostras testadas de acordo com a substancia padrao.
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3.5 ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR

Testes de viabilidade celular foram conduzidos para avaliar o efeito toxico da
lawsona sobre as células de levedura. Para isto, células do pré-inéculo foram
usadas para inocular meio sintético, sobre concentragcbes maximas de lawsona a
574 mM, para DOinicia = 0,1 e cultivadas por 24h a 30°C sob agitacdo constante.
Cultivos sem lawsona foram usadas como controle. Depois desse tempo, as células
foram coletadas por centrifugacéo, lavadas com solucéo salina estéril (0,85% m/v) e
ressuspendidas em meio sintético novamente para DOinicia = 0,1. ApOs 24h de
cultivo a densidade Optica das culturas foi medida e a viabilidade das culturas

determinado pela formula:ADO=DOsina-DOinicapara os cultivos com e sem lawsona.

3.6 EFEITO DA LAWSONA EM DIFERENTES MEIOS DE CULTIVO

Ensaios de crescimento da linhagem parental BY4741 foram realizados em
meio sintético YNB e em meio rico YPD na presenca toxica de lawsona a 574 mM. O
meio sintético e o meio rico foram alterados, para avaliar a atuacdo dos
componentes, sob efeito da mesma concentracédo (574 mM). O meio sintético foi
alterado das seguintes maneiras: 1) substituicdo do componente YNB pelo extrato
de levedura do meio rico; 2) substituicdo do sulfato de amonia pela peptona do meio
rico. Os cultivos foram, em seus respetivos meios preparados acima citados, foram
mantidas sob agitacdo constante de 160 rpm em incubadora orbital tipo Shaker por
aproximadamentel8 horas a 30°C, com ajuste na concentracdo de células na
DOiniciar = 0,1. Para construgcdo da curva, aliquotas foram retiradas para leitura em
espectrofotdmetro (600nm) com intervalos de 2h durante 24h. A condicdo contendo
apenas o0 meio de cultura junto ao inéculo foi utilizado como padréo referéncia de

crescimento.

3.7 RELACAO ENTRE O EFEITO TOXICO DA LAWSONA E A VIA REGULATORIA
MEDIADA PELO MUTANTE YAP1

Para determinacdo da curva de crescimento, ensaios foram realizados para a
linhagem BY4741 e seu mutante isogénico yap1A, na presenca de duas fontes de

carbono: uma respiro-fermentativa (Glicose) e outra restritamente respiravel
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(Glicerol). O antioxidante N-acetilcisteina foi adicionado na concentracdo de 5mM,
como agenteprotetor celular (Esquema 1). Os ensaios aconteceram em meio
sintético YNB, com a adicdo de 1,5 mL de cada condicdo estabelecida para as
linhagens (Esquema 1) nos poc¢os de uma placa do tipo flowerplates em Micro
Fermentador System Biolector (m2p- Labs, Alemanha) a 30 °C e 800 rpm em
aerobiose, com ajuste na concentracdo inicial de células na DOinicia = 0,1. Para a
construcdo da curva, as aliquotas foram coletadas em intervalos de 30min por
aproximadamente 40h.

CONDIGOES EXPERIMENTAIS:

i 1. Referéncia: Meio de cultura + Microrganismo;
GLICOSE i g
\i 2. N-acetilcisteina (5mM);

i 3. Lawsona (172 mM);
GLICEROL /:
4. Lawsona + N-acetilcisteina;

Esquema 1 - Condicbes experimentais utilizadas no ensaio de crescimento da levedura
parental BY4741 e seu mutante yap1A na presenca de Lawonsa (172 mM), utilizando como
fonte de carbono: glicose e glicerol. O antioxidante (N-acetilcisteina) foi adicionado junto a
Lawsona como agente protetor oxidativo celular. A condicdo referéncia foi considerada
como padrdo de crescimento por conter apenas 0 microrganismo em meio sintético YNB
(Fonte: Dados do autor).

3.8 AVALIACAO DO EFEITO DA TOXICIDADE DA LAWSONA NA
PRESENCA/AUSENCIA DE OXIGENIO (02)

O efeito téxico da Lawsona sobre influéncia do Oxigénio (O2) foram testados
para a linhagem parental BY4741 e o mutante isogénico yap1A. As células foram
crescidas em erlenmeyer de 50 mL, contendo 30 mL de meio sintético YNB a 30°C,
160 rpm por 24h. As condicdes experimentais estudas para o efeito toxico da
Lawsona na presenca/auséncia de oxigénio foram as mesmas utilizadas no
esquema 1. Os ensaios foram realizados em concentragao inicial de células em 0,1
de DO, sendo adicionado 150uL de cada condicdo a duas placas de 96 pocos
distintas. Uma placa foi alocada no shaker a 30°C, 160 rpm por 24h (Condic&o
aerdbica), e a outra foi armazenada em uma jarra de anaerobiose na presenca de

um Anaerocult® A, responséavel por promover a liberacdo de gas enriquecido em
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CO2 gerando uma atmosfera anaerobica. O crescimento foi calculado pela diferenca
da DOinicia € DOsinat do crescimento em absorbancia (600nm) mensurado através do
leitor de Elisa (BioTek Instruments). O composto naftoquindnico B-Lapachona foi
utilizada no ensaio sob as mesmas condi¢des (Esquema 1) (Ramos-Pérez, 2014).

3.9 DETERMINACAO DO GRUPAMENTO SULFIDRILA

O acido 5,5-ditio-bis-(2-nitrobenzdico), DTNB é o método referéncia utilizado
para mensurar a quantidade GSH através da sua rea¢cdo com o DTNB formando o
acido 2-nitro-5-mercapto-benzoico (TNB) de cor amarela. As células da linhagem
parental BY4741 e da mutante yap1A foram cultivas em meio sintético YNB e
coletadas na fase estacionarias do crescimento (aproximadamente 20h). Em
seguida, as células foram encubadas em Lawsona a 172 mM por 4h a 30°C sob 160
rpm de agitagcdo em shaker, como pré-tratamento, em concentragao inicial de células
em 0,5 de DO. Logo foram coletadas, lavadas em solucédo salina (NaCl; 0,85% m/v)
e contadas em microscopio optico através da camera de Neubauer. Um total de 109
células foram recolhidas, suspensas em 400ul de EDTA 0,02M (pH 4,7) e quebradas
com 0,5 mg de pérolas de vidro, em ciclos de agitacdo no voértex em velocidade
maxima, por 30 segundos, intercalados por 30 segundos em gelo. Depois de
centrifugadas a 14000 rpm por 20 min, o sobrenadante foi coletado e dividido em
dois grupos. Para avaliacdo da quantidade total de grupos tibis livres, aliquotas de
100pl do sobrenadante foram misturadas com 390pl de Tris-HCL 0,2M (pH 8,2) e 10
mL do DTNB. Depois de encubadas por 30 minutos, protegidas da luz, a mistura foi
avaliada em espectrofotbmetro a 412nm (DO). Em paralelo, 225ul do sobrenadante
foram misturados com 11,25ul de acido tricloroacético a 10%, sendo este encubado
em gelo por 30 min e centrifugado a 14000 rpm por 5 min. Cerca de 400ul desse
sobrenadante foi coletado e misturado com 450 pl de Tris-HCL 0,4M (pH 8,9) e 13l
de DTNB, incubados por 5 min a temperatura ambiente e avaliado em
espectrofotometro a 412nm (DO) para determinacdo da concentracdo de tidis nao-
proteicos. Os resultados foram relativos a quantidade de grupos tiéis de residuos
proteicos, obtidos pela diferenca entre a concentragdo de grupos tidis totais e a

concentracdo de grupos tidis ndo-proteicos de cada amostra (Elsztein, 2010).
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3.10 INVESTIGACAO DO EFEITO TOXICO DA LAWSONA SOBRE A PAREDE
CELULAR DE S. CEREVISIAE

Para a avaliar o efeito tdxico da lawsona sobre a parede celular das leveduras
de S. cerevisiae, as células da linhagem parental BY4741 e mutante yap1A foram
submetidas a lise pela acdo da enzima liticase a 2,25 U/mL. As células foram
coletadas e encubadas em concentracdo toxica de lawsona a 574mM, nas mesmas
condicOes citadas acima (subsecdo 4.8). Passado este tempo de encubacgdo, as
células foram lavadas trés vezes com solugdo salina (NaCl; 0,85% m/iv) e
ressuspensas em tampao citrato de sédio (0,1 M) e (EDTA 10 mM) em pH 6,25,
contendo a enzima Lisozima na concentracéo de 2,25 U/mL, ajustando a densidade
celular inicial para 1,0. A decadéncia da absorvéncia foi medida em intervalos de 1
hora através do espectrofotdmetro a 600nm, por 3h, para visualizacdo da curva de
lise celular. Durante o experimento, as amostras foram mantidas a 30°C sob 160
rom de agitacdo. A metodologia descrita foi utilizada de acordo com o trabalho

realizado por Elsztein et al (2016).
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM) DA
LAWSONA

As hidroxinaftoquinonas possuem varias peculiaridades estruturais. Os
complexos de coordenacdo de quinonas com diferentes estados de oxidacao
refletem diferencas em suas propriedades estruturais, magnéticas e eletroquimicas,
possibilitando sua participacdo em diversos mecanismos do sistema biolégico, por
exemplo, em atividades antiproliferativa, antifingica, antiviral e antimalérico
(SALUNKE-GAWALI et al.,, 2017). No entanto, ainda ndo se sabe com preciséo
guais sdo os efeitos causados por esta substancia nos sistemas bioldgicos. No
presente trabalho foi utilizada a levedura S. cerevisiae como modelo experimental
para se estudar as alteracOes biol6gicas causadas pela lawsona. Inicialmente, o
valor de CIM da lawsona foi determinado utilizando-se a linhagem BY4741. A figura
13 mostra que a concentracdo de 172 mM ja apresenta alta toxicidade para
levedura, diminuindo em 80,13% a densidade final das culturas depois de 24 h de
incubacdo comparado ao meio referéncia. As concentracdes testadas acima de 229
mM n&o apresentaram crescimento celular, sendo esta considerada como a CIM no
presente trabalho. Esta analise ainda ndo estd relatada na literatura para S.
cerevisiae. Contudo, estudos realizados por RAHMOUN et al. (2012; 2013a; 2013b)
testaram a atividade antifangica da Lawsona sintética oriunda da empresa Sigma-
Aldrich (EUA). Os seguintes valores de CIMs foram relatados: 2.933 mM para a
levedura Candida albicans, 861 mM para Aspergillus niger, 287 mM para A. flavus e
68 mM para Fusarium oxysporum, estas trés ultimas espécies representando o0s
fungos filamentosos. O trabalho realizado por DANANJAYA et al (2017) apresentou
a concentracdo CIM de 574 mM como valor de CIM para o fungo filamentoso F.
oxysporum. Isto mostra que o efeito toxico do composto varia com as espécies de
fungo. Vérios estudos também relataram diferentes valores de CIM para Lawsona

guando diferentes métodos e meios de cultura séo utilizados.
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Figura 13 - Determinacdo da concentracao inibitéria minima (CIM) do composto Lawsona, através do
estudo do perfil cinético da curva de crescimento utilizando a linhagem BY4741 como referencial. As
concentracdes utilizadas foram: 10 mg/L (57 mM), 20 mg/L (115 mM), 30 mg/L (172 mM), 40 mg/L
(229mM), 50 mg/L (287 mM), 60 mg/L (345 mM), 70 mg/L (402 mM), 80 mg/L (459 mM), 90 mg/L (517
mM) e100 mg/L (574 mM), e a referéncia contendo o meio somente com o microrganismo. (Fonte:
dados do autor).

Sabe-se que pigmentos naturais, como por exemplo as naftoquinonas,
apresentam instabilidade estrutural em solucdo. De maneira geral, o grande desafio
no manejo destes compostos esta relacionado a sua estabilidade ser fortemente
influenciada pela presenca de luz, oxigénio, variacgdo de pH e temperatura
(SCHIOZER, 2007). Além disso, sua poténcia pode sofrer influéncia do método de
sintese utilizado em sua obtencédo, a partir do qual o nivel de pureza apresenta
interferéncia direta na atividade (DANANJAYA et al., 2017). No caso da lawsona, a
ficha de seguranca de sua utlizagdo disponibilizada pela industria
EXTRASYNTHESE (Regulamento (CE) N° 1272/2008) indica que a molécula
apresenta maior solubilidade em solucdo etanolodlica e deve ser preservada em
recipiente fechado, ao abrigo da luz, em temperaturas abaixo de 8°C. Estas

condicdes de armazenamento foram obedecidas no presente trabalho, além da



42

preparacao de novas solu¢cdes para uso imediato para evitar possivel degradacéo do
produto ao longo do tempo e perda de poténcia.

Para identificar possivel degradacdo e descartar a presenca de impurezas,
amostras da solugdo de lawsona foram avaliadas por meio Cromatografia em
Camada Delgada (CCD). Esta técnica consiste em um método de separacdo de
misturas (Fase mével) baseada nas diferentes velocidades de migracdo em razédo da
afinidade relativa com solventes, fixado na fase sélida (Fase estacionéria). O produto
testado reage produzindo manchas na placa cromatogréfica, cuja intensidade do
produto é diretamente proporcional a sua concentracao (Collins, 2010). A Figura 14
apresenta o cromatograma de duas amostras de solucdes testadas de lawsona
(inhas 1 e 2) com perfil semelhante aquela produzida pelo padrdo técnico
representado pela amostra de lawsona em pé (linha Law). A Unica diferenca
observada foi na intensidade das manchas produzidas em relacdo ao controle (Law),
sendo basicamente mantido o mesmo padrao de intensidade para as amostras. Este
resultado aponta a presenca do composto testado, demonstrando que nao houve
degradacao do produto. Além disso, ndo foi possivel identificar manchas em outros

tempos de retencéo, o que poderia indicar algum tipo de impureza.

Figura 14 - Placa de Cromatografia em camada Delgada (CCD) preparada para as amostras de
lawsona em solucado hidroalcodlica a 70% v/iv. Amostra 1- solucdo de lawsona armazenada a quatro
meses; Amostra 2 - solu¢do de lawsona armazenada por uma semana; Law — Amostra em pé da
lawsona (Padréo). (Fonte: Dados do autor).

Diante do resultado negativo acerca da presenca de impurezas, a justificativa
para este problema poderia estar relacionada com a solubilidade da lawsona. Alguns
trabalhos mostram que as solugbes de lawsona foram preparadas em diferentes
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solugbes como veiculo, a depender da finalidade do estudo, tais como: dissolucéo
em meio BSA (Caldo Batata Dextrose) (DANANJAYA et al, 2017); em solugao
estabilizantede DMSO (Dimetilsuféxido) (RAMOS-PEREZ et al, 2014); como também
em solugdo hidroalcodlica. A solucdo hidroalcodlica foi utilizada nos testes em
levedura neste trabalho, por se tratar de uma solucdo citada na literatura como
soluvel para lawsona, além de ndo ser toxica a célula utilizada como modelo de
estudo. Porém, a dissolucdo completa da lawsona nao foi alcancada, mesmo apos
varios testes de solubilidade em baixa concentracdo. Sendo assim, assume-se que a
dificuldade na padronizacdo da concentracdo nos experimentos € devida a
insolubilidade da lawsona no diluente. Com isto, durante toda a discussédo do
trabalho o foco sera dado ao efeito que a lawsona tem sobre a levedura referindo-se
a concentracbes CIM (quando ndo ha crescimento) e sub-CIM, quando ocorrer
crescimento celular, mas inferior ao da condicdo de referéncia sem a substancia

teste.

4.2 EFEITO DA COMPOSICAO DO MEIO DE CULTURA

Para se avaliar o efeito do tipo de meio de cultura, as células foram cultivadas
em meio sintético mineral ou meio rico YPD contendo concentracdo toxica da
lawsona (574,21 mM). Os resultados mostram que nessa concentracdo nao houve
crescimento das células da linhagem BY4741 quando cultivadas em meio sintético.
No entanto, absolutamente nenhum efeito toxico foi observado quando o meio de
cultura foi o YPD (Figura 15, painel A). Para se tentar identificar qual o componente
do meio rico estaria inibindo o efeito toxico da lawsona, o meio sintético foi alterado
das seguintes maneiras:

1) substituicdo do componente YNB pelo extrato de levedura do meio rico; 2)
substituicdo do sulfato de aménia pela peptona do meio rico. Os resultados
mostraram que tanto o extrato de levedura quanto a peptona produziram supressao
no efeito toxico da lawsona (Figura 15, painel B). O extrato de levedura é
constituido, como o nome indica, de um extrato do contetdo intracelular de
leveduras, provendo vitaminas e outros fatores de crescimento indispensaveis para
o cultivo de microrganismos. A peptona bacteriolégica € uma preparacdo comercial
de hidrolisado protéico constituida de oligopeptideos e aminoacidos. Neste caso, 0s

aminoacidos sao importantes em prover estrutura para muitas atividades biolégicas
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e sintese de peptideos e proteinas. Como os dois componentes foram igualmente
capazes de reverter o efeito da lawsona, muito provavelmente estes possuem um

conjunto de moléculas de dificil identificacdo que inibem a acéo da lawsona.
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Figura 15 - Painel A - Curvas de crescimento em meio sintético (YNB) e meio rico (YPD); Painel B —
Curvas de crescimento em meios preparados: Extrato de Levedura/Sulfato, YNPeptona, junto as
curvas padrfes referéncia: YNB e YPD. Todos os ensaios foram realizados para a linhagem BY4741
sob concentragéo toxica da lawsona (574 mM). (Fonte: Dados do autor).

Além da composicao, outra diferenca significativa entre os dois meios de
cultivo é o valor de pH inicial de cada um: o meio sintético apresenta pH inicial de
5,4 enquanto o meio YPD, assim como 0s meios sintéticos contendo extrato de
levedura ou peptona, apresentam valores de pH inicial acima de 6,3. Os compostos
guimicos de acao terapéutica sdo, em sua maioria, acidos ou bases fracas, que em
meio bioldgico se apresentam mais ou menos ionizados. Considerando que a forma
nao ionizada de um composto é mais lipossoluvel que a forma ionizada, o pKa e o
pH da substancia sao dois parametros que influem diretamente a passagem atraves
das membranas biologicas e, portanto, estes dois parametros sao determinantes em
varios processos, principalmente de absor¢do (Rang & Dale, 2012). A forca de um
acido depende, na definicdo de Bronsted Lowry, da sua constante de equilibrio acido
base em &gua, ou seja, do seu valor de pKa, onde cada fungdo organica possui seu
valor especifico. O pKa consiste basicamente no pH em que o composto quimico se

apresenta 50% ionizado e 50% nd&o ionizado. Em escala de valores e forca acida,
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quando o pKa é menor que 1 se tem um &cido muito forte, quando o vai de 1 a 5 se
tem um acido forte, entre 5 e 15 sem tem um acido fraco e quando é maior que 15 o
acido é muito fraco.

Considerando que o valor de pKa de 9,88 para a lawsona, tém-se um acido
bastante fraco que em solucdo aquosa nao apresenta tendéncia a ionizar. Desta
forma, os valores de pH encontrados nos meios ndo sdo capazes de modificar a
carga formal do composto quimico e, consequentemente, interferir na sua acéo
biolégica. Em vista desses resultados, 0s experimentos a seguir foram realizados
utilizando-se células cultivadas em meio mineral sintético para que seja possivel

avaliar o efeito biolégico da lawsona na levedura.

4.3 POSSIVEL RELACAO DA LAWSONA COM ESTRESSE OXIDATIVO

O mecanismo pelo qual as naftoquinonas agem em sistemas bioldgicos,
sugerem que a toxicidade seja resultado do acumulo de dois principais mecanismos:
o primeiro relacionado com a capacidade desses compostos em gerar estresse
oxidativo (ciclo redox) pela presenca caracteristica do anel quinoide e sua eletrofilia;
e 0 segundo pelo poder alquilante em formacéo de adutos pela reacdo de Michael
(RAHMOUN et al., 2012). Para se investigar sua possivel acdo oxidante, as células
da linhagem BY4741 foram cultivadas em meio suplementado ou ndo com o agente
antioxidante NAC na presenca de concentracdes de lawsona acima do CIM (>229
mM). Nao houve nenhuma alteracdo no padrdo de crescimento pela presenca de
NAC, ou seja, a inibicdo do crescimento foi completa para todas as concentracdes
testadas (dados ndo apresentados). Isto sugeriu que a acdo biologica da lawsona
nao se manifesta a partir da producdo de estresse oxidativo. No entanto, quando
foram testadas concentracdes sub-letais de lawsona foi verificado um efeito aditivo
do antioxidante sobre sua atividade inibitéria. Na Figura 16 (painel A) pode-se
verificar que a presenca de NAC na concentracdo de 5 mM nao alterou o perfil de
crescimento da levedura em meio sintético contendo glicose. Devido ao chamado
efeito Crabtree, células de S. cerevisiae cultivadas em aerobiose na presenca de
glicose em concentracdes superiores a 5 mM ativam o0 mecanismo de repressao
catabdlica e, consequentemente, o metabolismo respiro-fermentativo (BRAUER et
al, 2005). Com isso, o menor fluxo metabdlico pela cadeia respiratéria resulta na

menor producdo mitocondrial de EROs. Neste caso, ndo € esperado nenhum tipo de
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efeito positivo do NAC sobre o crescimento celular, tal qual como observado. A
presenca de Lawsona na concentracdo sub-CIM de 172,26 mM produziu um
pequeno efeito sobre o crescimento celular (Figura 16, painel A) tal qual observado
anteriormente (Figura 13). Curiosamente, a associagdo do NAC com a Lawsona
potencializou o efeito da substancia de tal forma que o perfil de crescimentofoi
semelhante aqueles na presenca de concentracfes acima do CIM, ou seja, nenhum
crescimento celular foi observado (Figura 16, painel A).

Em seguida, as células da linhagem BY4741 foram cultivadas em meio
sintético contendo glicerol como fonte de carbono. Esta molécula € metabolizada
diretamente na mitocondria e, portanto, induz metabolismo estritamente respiratorio.
Os resultados mostraram que a mesma concentracdo sub-CIM de lawsona
determinadas em meio com glicose, promove inibicdo do crescimento celular em
meio com glicerol (Figura 16, painel B). Deve-se levar em consideragdo que a
producéo tedrica de ATP por mol de glicerol € a metade do que em glicose, 0 que
explica a diferenca na biomassa final observada entre os dois cultivos (Figura 16).
Esses dados indicam que a acao biolégica da lawsona em doses sub-CIM deve se
concentrar principalmente na mitocéndria, podendo afetar a cadeia respiratoria ou o
ciclo de Krebs. Neste caso, a adicdo de NAC ao meio de cultivo ndo alterou o perfil
de crescimento na presenca de lawsona (Figura 16, painel B) e possivelmente deve

potencializar o efeito da lawsona tal como também observado no meio com glicose.
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Figura 16 - Plano A — Perfil da curva de crescimento em meio sintético YNB na presenca de Glicose;
Plano B — Curva de crescimento em YNB apresentando Glicerol como fonte de Carbono. Ambas
foram tratadas em concentracdo sub-CIM de Lawsona a 172,26 mM, avaliando o comportamento da
linhagem referéncia BY4741, na presenca do antioxidante exdgeno N-acetilcisteina (5mM) e a
associacao dos dois compostos (Lawsona e NAC). (Fonte: Dados do autor).
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O processo de potencializacdo do efeito da lawsona pelo NAC nao havia sido
descrito e os resultados obtidos neste trabalho ndo sdo capazes de elucidar esse
efeito. No entanto, LEE et al. (2011) relataram a reacdo espontanea entre NAC e um
dosprodutos de degradacdo da glicose chamado 3,4-dideoxiglicosona-3-eno (3,4-
DGE) para formagdo de um aduto NAC-DGE. Em apenas uma hora depois da
mistura das duas moléculas apenas 25% de 3,4-DGE livre estava presente no meio
de reacdo. A reacdo de ligacdo foi proposta como mostrado na Figura 17
envolvendo o grupamento sulfidrila do NAC. Dada a similaridade estrutural da
lawsona com o 3,4-DGE é possivel supor que a adicdo de NAC e lawsona no meio
de cultura produza, por meio de uma reacao espontanea envolvendo o radical -SH
do NAC, uma molécula complexa que apresente efeito tOxico muito pronunciado
para as células de levedura. Em adicéo a essa possibilidade, a capacidade reacional
da lawsona com outros compostos contendo radicais-SH poderia explicar a auséncia
de efeito desta molécula quando as células séo cultivadas no meio rico YPD (Figura
15). Com isso, a presenca de aminoacidos sulfurados como cisteina (presente na
peptona) ou de moléculas tidlicas como glutationa e proteinas sulfuradas como
tiorredoxina (presentes no extrato de levedura) poderiam rapidamente reagir com

lawsona produzindo adutos que nesses casos seriam biologicamente inertes.
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Figura 17- Modelo de reacdo esponténea entre N-acetilcisteina (NAC) e 3,4-dideoxiglicosona-3-eno
(3,4- DGE) proposto por LEE et al (2011). (Fonte: LEE et al, 2011)

Para avaliar essa possivel ligacdo entre a lawsona e compostos tidlicos
celulares, os niveis de tidis livres (basicamente glutationa reduzida - GSH) foram
determinados em extratos de células da linhagem BY4741 tratadas em concentracao
toxica de lawsona a 574,21 mM. Os resultados mostram a diminui¢cdo dos tiois livres

em 34,75% apds tratamento em relacdo a condicdo sem tratamento (Figura 20). Isto
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indica que a lawsona € capaz de depletar parte da reserva intracelular de GSH por
um processo do tipo quelagdo a partir de uma possivel ligagdo quimica espontanea
entre essas duas moléculas (Lawsona e NAC), como elucidado anteriormente, em
uma reacao do tipo reacéo de adicdo de Michael (RAMOS-PEREZ et al, 2014).

Esta capacidade reativa das quinonas em arilar diretamente grupos
nucledfilos € usualmente associada com a desintoxicacdo e a excrecdo, porém, a
depender das condi¢bes, resultam em grave toxicidade por inibicdo de grupos tiois
em enzimas e alteracdo do balanco protetor na célula (BOLTON et al, 2000; ZHANG
et al., 2009). Estudos mostram que a presenca da hidroxila no C-2 torna os
compostos quinoides (1,4-naftoquinonas) menos ativos que os hidroxilados em C-5
(KLAUS et al, 2010). Esse evento ocorre pelo fato de que a presenca da estrutura
enol em C-2 provoca tautomerizacdo que resulta em um C-3 saturado, tornando
mais dificil as reacfes de adicdo do tipo Michael nessa posicdo. Além disso, a
tautomerizacao traz mais estabilidade a estrutura quinoide e diminui seu potencial de
reducdo eletronico (KLAUS et al, 2010). Diante disto, a lawsona apresenta
capacidade em arilar compostos tidlicos, porém, em menor for¢ca se comparada a
outras naftoquinonas (Klaus et al, 2010)

A queda na reserva de GSH, e consequentemente no potencial redutor
intracelular, poderia explicar a queda no crescimento celular em glicose, que
depende parcialmente do metabolismo respiratério, e a inibicho completa do
crescimento em glicerol que depende completamente do metabolismo respiratorio,
mesmo em dose sub- CIM. Deve-se levar em consideracdo que o metabolismo
respiratério leva a grande producdo de EROs que deve ser neutralizada pelo
potencial redutor da célula expresso pela razdo GSSG/GSH. Quanto maior essa
razao, menor potencial redutor e consequentemente menor capacidade das células
de se defenderem de agentes oxidantes.

Por fim, a possibilidade da acdo da lawsona como agente causador de
estresse oxidativo foi testado a partir do cultivo das células da linhagem BY4741 em
anaerobiose, no qual o metabolismo fermentativo pleno estd funcionando. A
influéncia do oxigénio molecular (O2) sobre o efeito de toxicidade das naftoquinonas
baseia-se na hip6tese de que, sob a normoxia (condigbes normais de oxigénio), a
substancia potencializa a producdo de EROs a partir de dois possiveis ciclos redox
que produzem grandes quantidades de Oze- e H20.. O principal é mediado pela

citocromo P450 oxidoredutase responsavel pela doacdo de um elétron para a
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qguinona (Q) que se transforma no radical anion semiquinénico (SQe-) e na presenca
de O volta a forma Q a partir da formacéo do anion superéxido Oze-. O secundario €
mediado pela enzima NQO1 que adiciona dois elétrons a quinona (Q) gerando a
hidroquinona (QH>). Devido a instabilidade, a QH2 perde prétons e doa elétrons para
o Oz, gerando mais O2+-. Em condi¢cfes de hipOxia, a primeira reacdo de cada ciclo
ainda é possivel, porém, naauséncia do oxigénio molecular (O2) como receptor, 0
intermediario radical anion SQe- perder-se em rea¢cfes secundarias que acabam por
deslocar a toxicidade da naftoquinona, tornando-a menos toxica para a célula
(RAMOS-PEREZ et al, 2014).

A Figura 18 (painel A) mostra que o crescimento celular da linhagem BY4741
foi reduzido quando lawsona foi adicionada na concentragédo sub-CIM de 172 mM na
mesma proporcao em aerobiose e em anaerobiose. Isso mostra que sua acao toxica
independe da presenca de oxigénio no meio. A adicdo de NAC ao meio de cultivo
promoveu aumento no potencial toxico da lawsona também na auséncia de oxigénio
(Figura 18, painel A). O estudo realizado por RAMOS-PEREZ et al (2014) mostrou
que o derivado naftoquinbnico B-lapachona apresenta acédo toxica sobre S.
cerevisiae que é parcialmente dependente da presenca de oxigénio. Esse resultado
foi reproduzido no presente trabalho (Figura 18, painel B). A adicdo de B-lapachona
ao meio de cultura na concentracao sub-CIM de 247 mM resultou no decréscimo de
20% no crescimento celular em aerobiose em relacéo a condicao de referéncia. Este
efeito toxico foi suprimido quando as células foram cultivadas em anaerobiose, com
valores de biomassa final dos cultivos contendo B-lapachona semelhantes ao da
condicao de referéncia (Figura 18, painel B). Portanto, pode-se concluir que de fato
o efeito téxico da lawsona é independente da presenca de oxigénio e,
provavelmente, ndo deve ter relacdo com a cadeia respiratéria ou producdo de
EROs em niveis letais. Adicionalmente, a adicdo de NAC ao meio potencializou o
efeito toxico da B-lapachona, sendo mais evidente em anaerobiose (Figura 18, painel
B). Ou seja, possivelmente ocorre também uma reacdo espontanea entre essas
duas moléculas gerando um aduto téxico para as células de levedura, cuja agao

independe da presenca de oxigénio.
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Figura 18 - Crescimento celular da linhagem BY4741 estimado na diferenga da DOlnicial pela
DOFinal apés 24h de ensaio em YNB sintético, na presenca e auséncia de oxigénio, sob efeito de
lawsona a 172 mM (Painel A). O composto naftoquinénico B-lapachona também foi testado a 247 Mm
(Painel B). As barrascom pontilhados mais claros expressam a presenca de oxigénio (Aerobiose), e
as barras pontilhadas mais escuros consistem nos ensaios realizados na auséncia de Oxigénio
(Anaerobiose) (Fonte: Dados do autor).

4.4 PARTICIPACAO DA PROTEINA YAP1 NA PROTECAO CONTRA LAWSONA

No estudo realizado por RAMOS-PEREZ et al. (2014) foi mostrado que a
proteina Yapl desempenha um papel fundamental na protecdo das células de
levedura aos efeitos tdxicos da p-lapachona. Esta proteina € um fator de transcricao
gue pertence a familia bZip (basic domain/leucine zipper) que regula a expressao de
genes envolvidos na resposta a estresse oxidativo, a qual € ativada por mecanismos
gue captam o estado redox intracelular causado por espécies reativas de oxigénio e
tidis oxidados (HE et al., 2005; TASHIBANA et al., 2011). Este mecanismo envolve
residuos de cisteina de Yaplp que séo sensiveis ao estado redox da célula. Sob
estresse oxidativo, esses residuos sao ligados de forma reversivel por pontes
dissulfeto, promovendo mudancas conformacionais na proteina que ativam a sua
funcao regulatéria para a expressao dos genes alvo (HERRERO et al, 2008). Dentre
esses genes estdo aqueles envolvidos na manutencdo da reserva tidlica (GSH e
tiorredoxina) da célula, tais com os genes que codificam as enzimas y-
glutamilcisteine  sintetase, glutationa sintetase, tiorredoxina peroxidase e
ribonucleotideo peroxidase (HE et al., 2005). Por outro lado, a expressdo do préprio
gene YAPL1 é regulado por proteinas que se encontram a montante na via dos
mecanismos de protecdo a EROs: Gpx3p (glutationa peroxidase), Ybplp (proteina
requerida para a oxidacdo e localizacdo nuclear de Yaplp) e a prépria Tsalp
(tiorredoxina peroxidase) (TACHIBANA et al, 2009). Diante do fato de que a
presenca de lawsona leva a diminuicdo na reserva de GSH, o papel da proteina

Yapl na protecdo a esta substancia foi avaliado a partir do uso da linhagem mutante
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yaplA que corresponde a linhagem de referéncia BY4741 com dele¢do completa do
gene YAPL.

Os resultados da Figura 19 (painel A), em glicose como fonte de
carbono,mostram que a presenca de lawsona em concentracao sub-CIM de 172 mM
promoveu queda no crescimento da linhagem mutante yaplA que foi mais
pronunciada do que a queda no crescimento observada para a linhagem de
referéncia BY4741 (Figura 16, painel A). Também pode ser observado que a adicdo
de NAC promoveu aumento no crescimento da cultura da linhagem mutante (Figura
19, painel A). E semelhante ao que foi observado para a linhagem BY4741, a adi¢cao
de NAC ao meio de culturapotencializou o efeito da lawsona (Figura 19, painel A).
Quando glicerol foi utilizado como fonte de carbono, induzindo ao crescimento
puramente respiratorio, foi observada uma quebra acentuada no perfil de
crescimento da linhagem mutante (Figura 19, painelB) quando comparado a
linhagem parental (Figura 16, painel B). Isto se deve a deficiéncia das células
mutantes em eliminar o estresse oxidativo promovido para intensa producédo de
EROs pelas mitocondrias devido a menor disponibilidade de GSH (ver abaixo). No
entanto, o crescimento celular do mutante foi restaurado ao nivel da linhagem de
referéncia quando NAC foi adicionado ao meio (Figura 19, painel B). Também nessa
condicdo, a adicdo de lawsona na concentracdo considerada sub-CIM em cultivos
com glicose foi extremamente toxica para as células mutantes em glicerol (Figura
19). A partir desses resultados, conclui-se que a tolerancia das células de S.
cerevisiae aos efeitos toxicos da lawsona € parcialmente dependente da presenca

da proteina Yapl.
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Figura 19 - Painel A — Perfil da curva de crescimento em meio sintético YNB na presenca de Glicose;
B—Curva de crescimento em meio YNB com Glicerol como fonte de carbono. A linhagem mutante
isogénica yaplD foi utilizada em ambos os crescimentos e foram tratadas em concentracdo sub-CIM
de Lawsona a 172 mM, para avaliar o comportamento da levedura na presenca do antioxidante
exégeno N- acetilcisteina (5mM) e o efeito da associacdo dos dois compostos (Lawsona e NAC).
(Fonte: Dados do autor).

Possivelmente a dependéncia da proteina Yapl deve estar relacionada ao
conteudo intracelular de compostos tidlicos, cujos genes de sintese sao
positivamente regulados por este fator de transcricdo. A partir dessa hipotese
determinamos oconteudo de tiois livres no extrato das células mutantes yaplD. Os
resultados mostraram que esse mutante apresenta 27% menos conteudo de tiois
livres no seu interior do que a linhagem BY4741 (Figura 20), tornando-o mais
sensivel aos efeitos toxicos de EROs produzidos pelo metabolismo respiratorio
(Figura 19, painel B). Depois do tratamento com lawsona, esse conteudo de ti6is foi
reduzido em 11,3%, resultando numa queda total de mais de 38% no conteudo
intracelular de tiéis em relacdo a linhagem BY4741 ndo tratada (Figura 20). Isto
representa uma reducdo de mais de 3% em relacdo a queda de 35% observada

para linhagem BY4741 tratada com lawsona (Figura 20).
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Figura 20 - Mostra o grafico em barra da diferenca em percentual dos grupamentos tidis citosélicos
livres, do mutante yap1A em relacdo a linhagem parental BY4741 em condi¢bes normais, assim como
a perda em percentual apresentada apos tratamento com lawsona a 574 mM (Fonte: Dados do
autor).

O efeito do metabolismo oxidativo sobre a acdo da lawsona foi testado
novamente a partir de cultivos da linhagem mutante yaplA em condicbes de
anaerobiose. Os resultados mostram que as células mutantes cresceram um pouco
mais em anaerobiose do que em aerobiose (Figura 21). A adicdo de lawsona ao
meio em concentracdo sub-CIM de 172 mM foi mais tOxica tanto em aerobiose
guanto em anaerobiose para a linhagem mutante (Figura 21, painel A) do que para a
linhagem BY4741 (Figura 18, painel A). Foi observado também que B-lapachona foi
muito mais toxico em aerobiose para as células mutantes (Figura 21, painel B) do
gue foi para a linhagem BY4741 (Figura 18, painel B). No entanto, embora tenha
havido aumento no crescimento celular da linhagem mutante em anaerobiose
(Figura 21, painel B), essa condi¢cdo ndo restaurou o crescimento celular aos niveis
normais como foi observadopara linhagem parental (Figura 18, painel B). Isso
mostra que de fato a presenca da proteina Yapl é muito mais importante para a
tolerancia a B-lapachona do que para a tolerancia a lawsona. Portanto, se a lawsona
atua na formacédo de algum tipo de dano oxidativo, estes ndo induzem o mecanismo
de detoxificacdo dependente de glutationas e tiorredoxinas que € independente de

Yaplp.
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Figura 21 - Crescimento celular da linhagem mutante yaplA estimado na diferenca da DOlnicial pela
DOFinal apés 24h de ensaio em YNB sintético, na presenca e auséncia de oxigénio, sob efeito de
lawsona a 172 mM (Painel A). O composto naftoquindnico b-lapachona também foi testado a 247 Mm
(Painel B). As barras com pontilhados mais claros expressam a presenca de oxigénio (Aerobiose), e
as barras pontilhadas mais escuros consistem nos ensaios realizados na auséncia de Oxigénio
(Anaerobiose) (Fonte: Dados do autor).

4.5 INVESTIGACAO DO EFEITO TOXICO DA LAWSONA SOBRE A PAREDE
CELULAR DE S. CEREVISIAE

Em trabalho muito recente, DANANJAYA et al (2017) mostraram que a
lawsona tem efeito fungicida sobre Fusarium oxysporum devido a alteracdes
morfoldgicas significativas, com danos severos a parede celular do fungo. Um
conjunto de alteracbes compensatdrias na expressao génica e na composicado e
arquitetura da parede celular ocorrem quando a integridade da parede celular esta
comprometida, e estas alteracdes resultam em células mais resistentes a possiveis
perturbacdes da parede celular (BOORSMA et al, 2004). O trabalho realizado por
BOURDINEAUD et al (2000) mostrou que o fator de transcricdo Yapl teria alguma
funcdo na manutencdo da parede celular, regulando a expressdo do gene SRP1
responsavel por codificar uma manno-proteina de parede necesséria integridade.
Além disso, o fendtipo do mutante Yapl apresenta sensibilidade ao corante
Vermelho Congo, agente téxico que perturba a montagem das microfibras [31-3-
Glucanos. Também foi mostrado que a proteina Yapl teria papel importante na
restauracdo de danos causados na parede celular de S. cerevisiae pelo agente
biocida polihexametil bisguanida (ELSZTEIN et al., 2011). Diante desse conjunto de
fatos, analisamos a possivel influéncia da lawsonasobre a estrutura da parede
celular de S. cerevisiae e possivel participacdo de Yaplp nesse processo. Para isso,
foram realizados experimentos de lise celular usando a enzima liticase, uma enzima

com atividade p-glicolitica, que revelaria a acdo da lawsona influenciando na
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fragilidade da parede celular. As células das linhagens BY4741 e yaplA cultivadas
em diferentes meios de cultura foram tratadas lawsona na concentracéo CIM de 574
mM e submetidas ao ensaio de lise. Os resultados mostraram que nao houve
diferenca no perfil de lise entre as linhagens parental e mutante cultivadas em meio
sintético (Figura 22, painel A, B e C). Nessa condi¢do, a incubacdo com lawsona nédo
alterou o perfil de lise nem da linhagem parental (Figura 22, painel B) e nem da
linhagem mutante (Figura 22, painel C), embora os resultados anteriores tenham
mostrado que o crescimento celular é completamente inibido nessa concentracdo de
lawsona. Portanto, conclui-se que a o efeito biolégicos dessa substéncia ndo se
expressa pela producédo de danos na parede celular da levedura.

Dada a diferenca encontrada na acdo da lawsona dependendo da
composicdo domeio (Figura 15, painel A), as células de levedura foram cultivadas
em meio rico YPD antes do tratamento com lawsona. Os resultados mostraram que
nesse meio as células de levedura, parental e mutante, sdo 24% mais sensiveis a
acao da liticase (Figura 22, painelD) do que as células cultivadas em meio sintético
(Figura 22, painel A). Quando as células da linhagem parental BY4741 cultivadas em
YPD foram incubadas com lawsona, estas se tornaram muito mais sensiveis a acao
litica da liticase, com apenas 16% das células integras ao final do ensaio (Figura 22,
painel E), embora o cultivo nesse meio tenha eliminado o efeito téxico da lawsona
(Figura 15, painel A). O fato intrigante neste caso € que a auséncia da proteina Yapl
nas células mutantes suprimiu o efeito sensibilizante da lawsona em meio YPD
(Figura 22, painel F). Dados da literatura mostraram que mutacées nos genes GAS1
e GAS3 (MOUYNA et al., 2000), TOS1 (YIN et al., 2005) e NCW2 (Elsztein et al.,
2016), todos envolvidos na sintese e manutencdo da malha de B-glucanos da
parede celular, apresentaram um efeito supressor da sensibilidade celular a lise a
partir da inducdo de um mecanismo de compensacao que envolve 0 aumento no
contetdo de quitina depositada na parede celular. Essa quitina aumentada elevaria
a resisténcia a lise pela liticase. De fato, foi percebido neste estudo a partir de
analise Microscopia de fluorescéncia um pequeno aumento qualitativo na deposicao
de quitina das células yapl(] tratadas com lawsona (dados ndo mostrados), mas a
falta de quantificagdo neste aumento ndo permite maiores conclusdes. Entretanto,
pode-se concluir que a lawsona causaria alguma perturbacao na parede celular da

levedura cultivada em meio YPD que ndo estariaassociada a sua acgédo toxica,
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mas que aumentaria a sensibilidade a lise enzimatica de maneira dependente da

presenca da proteina Yap
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Figura 22 — Experimento de sensibilidade da lisecelular com a enzima liticase (2,25U/ml), apds
incubacdo em altas concentracdes de Lawsona a 574mM por 4h sobre as linhagens: BY4741
(Parental) e yap1A(Mutante); Grafico A, B e C — As linhagens cultivas em meio sintético YNB,;
Grafico A —submetidas a lise celular, sem pré-tratamento (Condi¢cdoReferéncia); GraficoB-A
linhagem BY4741 apos incubacdo em Lawsona; Grafico C — Mutante yap1A apds encubacdo em
Lawsona; Gréficos D, E e F — As linhagens cultivadas em meio rico YPD; Graficos D — Linhagens
submetidas a lise sem pré-tratamento (Condi¢cdo Referéncia); Graficos E — A linhagem BY 4741
apoés encubacdo em Lawsona; Gréfico F — Mutante Yapl apds encubacdo em Lawsona. As células
foram coletadas na fase estacionaria de crescimento, e o decaimento da curva foi monitorado
através densidade Optica relativa (%) a 600nm por 3h. (Fonte: Dados doautor).
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5 CONCLUSAO

Neste trabalho, iniciamos a andlise sobre o mecanismo de acéo da Lawosna
utilizando a levedura S. cerevisiae como modelo experimental. Os resultados
mostraram que o efeito toxico da Lawsona independe da presenca de oxigénio e,
provavelmente, ndo deve ter relacdo com a cadeia respiratéria ou producdo de
EROs em niveis letais. Além disso, revelaram que a tolerancia das células de S.
cerevisiae aos efeitos toxicos da lawsona é parcialmente dependente da presenca
da proteina Yapl e baseia-se em sua capacidade de arilar compostos tidlicos.
Possivelmente a dependéncia da proteina Yapl deve estar relacionada ao contetdo
intracelular de compostos tidlicos, cujos genes de sintese s&do positivamente
regulados por este fator de transcricdo. Estes efeitos podem ser justificados por uma
possivel reacdo espontanea envolvendo o radical -SH do NAC e a Lawsona na
formacédo de uma molécula complexa que apresenta efeito toxico muito pronunciado
para as células de levedura. Em adicdo a essa possibilidade, a capacidade reacional
da lawsona com outros compostos contendo radicais -SH poderia explicar a
auséncia de efeito desta molécula quando as células sdo cultivadas no meio rico
YPD, pela reversao total do efeito toxico. Além disso, neste estudo foi possivel inferir
gue a Lawsona causa danos a parede celular pela alteracdo na resisténcia da acao

enzimatica apds encubacéo das células em meio YPD.
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