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INTRODUCAO

Células perdem viabilidade ao sofrerem danos como hipdxia, exposi¢cdo a produtos
toxicos e auséncia de componentes nutricionais. Ao sofrer injuria pode desenvolver diferentes
tipos de morte celular. Em resposta a esses estimulos a morte celular pode ocorrer em
minutos ou levar horas para acontecer. Em relagé@o a apoptose sendo classificada como uma
morte celular programada (MCP) as principais caracteristicas morfoldgicas que uma célula
apresenta sdo a condensacdo da cromatina, a ruptura do DNA, a transferéncia da
fosfatidilserina para a face externa da membrana plasmatica. Para o funcionamento da
apoptose existem enzimas essenciais, que sao denominadas metacaspase, sendo
classificadas em cisteino-proteases pertencentes ao Cla CD da subfamilia C14 (TSIATSIANI
et al.,, 2011). Existem trés tipos distintos de metacaspase; a tipo I, tipo Il e tipo Ill, as
metacaspases de tipo | possuem um pro-déminio N-terminal contendo uma repeti¢&o rica em
prolina, ja as metacaspases de tipo Il ndo apresentam este pro-déminio, porém possuem uma
regido de ligacdo entre as subunidades P2 e P10, ja @ metacaspase do tipo Il a subunidade
Pio antecede a subunidade Py (TSIATSIANI et al., 2011). As metacaspases de tipo | sédo
encontradas em leveduras como na Saccharomyces cerevisiae e recebe o0 nome de YCAL
(do inglés yeast caspase-1), fungos e protozoarios, enquanto que a metacaspase tipo Il sdo
encontradas em plantas (MACHADO et al., 2013; TSIATSIANI et al., 2011). As metacaspases
tem uma especificidade de clivagem por proteinas apés residuos basicos de arginina ou lisina.
Porém a metacaspase ja foi associada as diversas fungfes na levedura S. cerevisiae como
regulacédo do ciclo celular e a morte celular programada (CARMONA-GUTIERREZ et al., 2011;
LEE et al., 2008). Através do metabolismo celular pode ocorrer a formagdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) (JAMIESON, 1998). A formacdo de ERO pelas mitocondrias é um
evento continuo e fisiolégico sob condicGes aerdbicas, porém as mesmas possuem sistemas
antioxidantes enziméticos, como as enzimas superéxido dismutase (SOD) e glutationa
peroxidase. Os sistemas de defesa ndo enzimaticos consistem em moléculas que sao
soliveis em ambiente aquoso. Em geral atuam como eliminadores radicais, sendo oxidados
por EROs e assim removendo os oxidantes da solucdo, uma destas defesas é a glutationa
(GSH) (JAMIESON, 1998). Em condic¢des fisiologicas, os sistemas oxidante e antioxidante da
organela estdo em equilibrio, mas sob condigcbes em que um excesso de EROs é gerado e/
ou o sistema de defesa antioxidante é exaurido, um estado de estresse oxidativo é criado.
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OBJETIVO

Estudar o efeito in vivo do H,O, sobre a atividade da metacaspase (YCA1) de
Saccharomyces cerevisiae.

MATERIAIS E METODOS

As cepas da levedura Saccharomyces cerevisiae utilizadas foram do tipo selvagem
(BY4742) e nocaute do gene da metacaspase (Aycal). O meio utilizado para o cultivo da
levedura foi YPD, constituido por extrato de levedura, peptona e dextrose, e o meio YPD sélido
que teve acréscimo de agar bacteriolégico. Para avaliacdo do efeito do H>O- sobre a levedura
foram inoculadas inicialmente as cepas Aycal e BY4742 em 10 mL de meio YPD liquido. A
inoculacéo foi incubada a 30°C sob agitacdo orbital constante de 180 rotacdes por minuto
(rpm) em um Shaker (Novatécnica) durante 18 horas. Com o pré-inoculo, foi realizada a leitura
da densidade 6ptica (DO) no espectrofotbmetro Bio-Rad SmartSpec Plus em um comprimento
de onda de 660 nm, a partir dos valores obtidos foi incubado 107 células/mL em 10 mL de
YPD, com concentragdo de H,O, 2 mM), durante 20 horas a 30°C sob agitacdo de 180 rpm
em Shaker. Posteriormente foi realizado a leitura destas amostras da DO no
espectrofotdmetro em um comprimento de onda de 660 nandmetros. Dados tratados pelo
programa GrandPad Prism.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Realizamos a avaliacdo da viabilidade celular das cepas de S. cerevisiae em diferentes
concentracdes de H.O; (0, 0,5, 1 e 2 mM), uma vez que é descrito que o H,O, induz morte
das células do tipo selvagem (FARRUGIA e BALZAN, 2012; LEFEVRE et al., 2012), o que foi
observado através da porcentagem de células que apresentaram marcacdo por Pl, em
contrapartida, as células do tipo nocaute sdo mais resistentes ao efeito induzido pelo H,0;
apresentando uma menor porcentagem de células marcadas com Pl (figura 1A). Esses
resultados confirmam dados obtidos em outros estudos que demonstram que a deficiéncia da
YCAL na S. cerevisiae provoca uma desregulacéo das defesas antioxidantes, sugerindo que
a YCAL esta envolvida no processo de morte induzido por H.O», porém em concentracdes
saturantes de H>O, (2 mM) mesmo as cepas nocautes da YCAL apresentaram uma MCP,
sugerindo que outros fatores podem ser alterados nessas condicbes (FARRUGIA et al., 2012;
LEFEVRE et al., 2012).

A avaliacdo do perfil do ciclo celular em condigbes de carenciamento realizamos a
incubacao das cepas em meio suplementado (YPD) ap6s um periodo de carenciamento de 5
horas, com o intuito de avaliar a durag&o do ciclo celular em condi¢cdes normais, nossos dado
demonstraram um aumento substancial da duracéo do ciclo celular da cepa nocaute, uma vez
gque a passagem da fase G; para S se tornou mais prolongada, enquanto a passagem de G2/M
€ nitidamente mais rapida quando comparado com a cepa selvagem (Figura 1B). Segundo
Lee et al., (2008) a YCAL é capaz de regular o ciclo celular, nossos dados confirmam esse
achado demonstrando o envolvimento da YCA1 na regulac&o do ciclo celular da levedura S.
cerevisiae, uma vez que sua auséncia implica na modulacdo da passagem de Gipara S e de
S para G2/M, independente do carenciamento do meio de cultura, diferentemente do que
observamos com a cepa selvagem.
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Figura 1: (A) Comparacéo por citometria de fluxo da taxa de sobrevivéncia das células
tratadas com H20- (0, 0,5, 1 e 2mM respectivamente). (B) Tempo de duracdo das fases do
ciclo celular em meio YPD ap06s 5 horas de carenciamento em NaCl 0.9%.

@

o

(=3

<
|

N
o
1

Tempo (minutos)
N
i

Viabilidade celular (%)

A
60 _ [ Selvagem

[ Selvagem @B Nocaute
80 @8 Nocaute
60
40t I
20

H | LB Ol | m
T T T N %
0,5 1 2 ©

o

H,0, (mM) Fases do ciclo celular

Observamos que a fase lag, ou seja, fase de adaptacdo celular ao meio na cepa
selvagem leva em torno de 6 horas, enquanto que na cepa nocaute nao apresenta a fase lag.
ApOs esta fase, se inicia a multiplicagéo celular, a etapa exponencial, a cepa selvagem possui
uma fase exponencial de aproximadamente de 8 a 12 horas, diferentemente da cepa nocaute
gque apresenta constante crescimento, ndo sendo possivel observar o fim da fase exponencial
(Figura 2A). Peculiarmente a cepa selvagem nédo apresentou fase de adaptacdo celular,
apenas um crescimento exponencial que permanece aproximadamente por 6 horas
mostrando um decaimento, ou seja, a fase estacionaria. A cepa nocaute assim como no
grafico 1, ndo apresenta fase lag, mas somente a fase exponencial, sem cessar durante as
20 horas de incubacdo. Ambas as cepas ndo atingem densidade Optica acima de 15, ao
contrario do observado na figura 4 onde alcan¢cam densidade 6ptica acima de 15 (Figura 2B).

Figura 2: (A) Curva de crescimento das cepas selvagem (pontilhado) e nocaute (retilinea),
em meio YPD sem troca de meio de cultura e sem H,O; durante 20 horas. (B) Curva de
crescimento das cepas selvagem (pontilhado) e nocaute (retilinea), em meio YPD sem troca
de meio de cultura durante 20 horas, com 2mM de HO:..
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CONCLUSAO

A apoptose € uma forma de morte celular que leva a remoc¢éo de células indesejadas
ou danificadas. Com o trabalho e os resultados aqui apresentados foi possivel concluir que a
enzima metacaspase de levedura, a YCAL, nado esta relacionada somente com a regulacéo
do ciclo celular em casos de privagdo nutricional. Mas existe um papel importante desta
enzima na regulacdo da morte celular programada de células invidveis da S. cerevisiae,
gquando submetidas a ocasido de estresse oxidativo causado por peréxido de hidrogénio, ou
mesmo envelhecimento celular.
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