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RESUMO

Saccharomyces cerevisiae foi 0 primeiro organismo eucarionte a ter seu genoma
completamente sequenciado e vem sendo utilizada ha vérias décadas como um modelo para
estudos celulares e moleculares. S. cerevisiae, representa um dos microrganismos mais
empregados nas industrias de fermentacdo. Durante a fermentag&o alcodlica, as células da
levedura S. cerevisiae sdo expostas a muitas condi¢des distintas de estresse que afetam seu
metabolismo, dentre os quais podemos citar o estresse osmaético, 0 aumento da temperatura
e 0 acumulo de etanol; e para se obter maior produtividade é necesséria a introducéo de
linhagens resistentes a estresse e com alto poder fermentativo. A alta pressao hidrostatica
(HHP) é um estresse que pode influenciar importantes processos fisiolégicos e bioquimicos
na S. cerevisiae com efeitos similares a outros estresses, incluindo o estresse oxidativo. O
presente trabalho tem por objetivo compreender a resposta a alta pressao hidrostatica em
cepa de destilaria de S. cerevisiae com enfoque na via de resposta ao estresse oxidativo. Os
efeitos da HHP no acumulo de espécies reativas de oxigénio nas células de S. cerevisiae,
foram analisados por citometria de fluxo utilizando a sonda fluorescente CM-H;DCFDA. Ao se
difundir para o interior da célula, o CM-H,DCFDA é clivado por esterases intracelulares
formandoum produto nao fluorescente que se acumula intracelularmente e a sua subsequente
oxidagdo, forma um produto altamente fluorescente. Essas caracteristicas nos permite inferir
gue um aumento na intensidade de fluorescéncia, detectada por citometria implica em um
maior acumulo de espécies reativas na célula. Estudos foram conduzidos com células
submetidas ao tratamento de alta pressdo hidrostatica de 50 MPa por 30 minutos,
posteriormente procedeu-se com a analise por citometria de fluxo. Os resultados obtidos
demonstraram que células expostas ao tratamento de pressao exibiram maior intensidade de
fluorescéncia, consequentemente apresentaram maior acumulo de espécies reativas, quando
comparadas com amostra controle ndo pressurizada, demonstrando portanto que HHP
desencadeia um estresse oxidativo nas células. Visando a comparacao do efeito de diferentes
estresses na geracao de espécies reativas, procedeu-se com a avaliacdo por citometria de
fluxo em células de leveduras submetidas a diferentes condi¢des de estresse. Os resultados
mostraram que ndo houve diferenga significativa na intensidade de fluorescéncia entre as
células submetidas aos estresses térmico, etanolico e osmaético e o grupo controle,. sugerindo
gue essas condi¢Bes de injuria causem estresse oxidativo, mas as células sdo capazes de
responder imediatamente apds serem submetidas aos estresses, no sentido de induzir
mecanismos de resposta aos danos oxidativos que previnem o acumulo de espécies reativas.
Diferentemente da alta presséo hidrostatica que exige das células um periodo de recuperacao
apos o tratamento para induzir mecanismos de resposta ao estresse oxidativo. As andlises de

expressao génica por gRT-PCR demonstraram um aumento na expressdo de genes



relacionados ao estresse oxidativo 15 min apds o piezotratamento, confirmando esta hipotese.
Posteriormente, foi realizado analise do acumulo de espécies reativas apds o tratamento de
HHP em linhagem que superexpressa o gene STF2 (BT0510-pSTF2), que codifica uma
proteina hidrofilica que exibe propriedades antioxidantes. BT0510-pSTF2 apresentou uma
menor intensidade de fluorescéncia comparado com a linhagem selvagem. Esses resultados
reforcam a importancia da resposta ao estresse oxidativo na inducdo de resisténcia ao

tratamento de alta presséo hidrostética.

Palavras-chave: Alta pressédo hidrostatica (HHP), Saccharomyces cerevisiae, estresse
oxidativo, citometria de fluxo



ABSTRACT

Saccharomyces cerevisiae was the first eukaryotic organism to have its genome sequenced
and has been used for several decades as a model for cellular and molecular studies. The
yeast S. cerevisiae is the most important microorganism used in the biotechnological
industries. During alcoholic fermentation, the yeast S. cerevisiae cells are exposed to several
stress conditions that may decrease their viability, including osmotic stress, high temperature
and accumulation of ethanol over the process; thus, stress tolerant yeast strains with a high
ethanol production are desirable to achieve high productivity. High hydrostatic pressure (HHP)
stress may influence important physiological and biochemistry processes in S. cerevisiae in a
similar way to others stress including oxidative stresses. The objective of this study was to
evaluate the response to high hydrostatic pressure in distillery strain of Saccharomyces
cerevisiae with focusing on response pathway to oxidative stress. The effects of HHP in the
increase accumulation of reactive oxygen species in cells of S. cerevisiae were analyzed by
flow cytometry using the fluorescent probe CM-H2DCFDA. Intracellular esterases cleave CM-
H.DCFDA producing non-fluorescent molecule and subsequent oxidation vyields highly
fluorescent product. These features enable infer that an increase in intensity of fluorescence
detected by flow cytometry implies a greater accumulation of reactive oxygen species in the
cell. Studies were conducted with cells subjected to high hydrostatic pressure treatment of 50
MPa for 30 minutes, then proceeded to the analysis by flow cytometry. The results
demonstrated that cells exposed to pressure treatment exhibited a higher fluorescence
intensity, consequently showed a higher accumulation of reactive species in the cells,
compared to the control sample untreated cells. Demonstrating thus that HHP promotes an
important oxidative stress in the yeast cells. In order to compare the effect of different stresses
on the generation of reactive species proceeded to the analysis by flow cytometry in yeast
cells subjected to different stress conditions. The results showed no significant difference in
fluorescence intensity in cells submitted to heat shock, osmotic stress and of ethanol.
However, is suggested that these injury conditions promote an oxidative stress, but the cells
are able to respond immediately upon being subjected to these stresses, in order to induce
response mechanisms to oxidative damage that prevent the accumulation of reactive species.
Differently of the HHP that requiring a cell recovery period after treatment to induce more
effective mechanism of the oxidative stress response. Analysis of gene expression levels
related to oxidative stress, after pressure treatment was carried out by RT-PCR. It was
observed that expression of genes is increased when the cells are incubated at ambient
pressure after treatment with HHP, leads to less accumulation of reactive species in the cells
maintained at ambient pressure after the HHP treatment, observed by flow cytometry analysis.

To understand the effect of HHP in the pathway oxidative stress response, was carried



accumulation analysis of reactive oxygen species following HHP treatment comparing a wild
strain (BT0510) with a modified strain that overexpressed a gene STF2 (BT0510-pSTF2), this
gene encodes a hydrophilic protein that present antioxidant properties. BT0510-pSTF2 more
efficiently responds to oxidative stress induced by HHP, because it was observed that BT0510-

pSTF2 shows a lower fluorescence intensity compared to the wild type strain BT0510.

Keywords: High Hydrostatic Pressure (HHP), Saccharomyces cerevisiae, oxidative stress, flow
cytometry
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1. INTRODUCAO

1.1. A LEVEDURA Saccharomyces cerevisiae

Leveduras sao fungos unicelulares, portanto, organismos eucariontes, heterotroficos,
imoveis e com parede celular definida. Pertencem majoritariamente ao grupo dos
Ascomicetos, e exibem uma grande heterogeneidade com relagdo ao tamanho celular,
forma, cor e divisdo sexual, mesmo entre individuos da mesma linhagem, essas

caracteristicas sao sensiveis as condicdes ambientais (FERNANDES et al., 2009).

A levedura S. cerevisiae pertence a classe Saccharomycetes, a ordem
Saccharomycetales, a familia  Saccharomycetaceae e a  subfamilia
Saccharomycetoidea, que engloba 26 géneros (Figura 1). O género Saccharomyces
possui algumas caracteristicas peculiares que o caracteriza, sendo que todas as
espécies possuem uma alta capacidade fermentativa, se dividem por gemulacdo ou
brotamento, processo no qual a nova célula se forma como uma pequena gémula na
célula mae, cresce até separar-se dela. Apos a diviséo celular, a célula filha deixa na
célula mae uma cicatriz de nascimento. O niumero de cicatrizes de gemas presentes
na parede celular representa a idade geneal6gica da célula. As células de S.
cerevisiae possuem forma elipsoidal, um tamanho que pode variar entre 1-10 um e a
média de volume é de 29 ou 55 um?3 para uma célula haploide ou diploide,
respectivamente, sendo que o tamanho celular aumenta com a idade (FERNANDES
et al., 2009; KREGER-VAN RIJ, 1987).

S. cerevisiae € comumente conhecida por levedura de brotamento, e este nome deriva
da caracteristica notavel da divisdo celular e a distingue da levedura de fisséo,
Schizosaccharomyces pombe, que também é muito utilizado como organismo modelo.
S. cerevisiae pode apresentar dois modos de reproducéo, a reproducdo assexuada
por brotamento, que consiste no modo mais comum de propagacao vegetativa em
leveduras, ou pode ainda se reproduzir sexuadamente pelo fusionamento de células
haploides de tipos sexuais opostos, a ou a. A célula diploide pode se reproduzir
vegetativamente ou em condi¢cbes de restricdo de nutrientes, induzidas a sofrer

meiose e esporulacéo, formando quatro esporos haploides, dois de cada tipo sexual.
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Figura 1: Micrografias representando a morfologia e estrutura de Sacharomyces cerevisiae. (a) Imagem
por microscopia eletronica de varredura. (b) Célula a pressédo atmosférica por microscopia eletronica
de transmisséo de 0,8 um. PC, parede celular; MP, membrana plasmatica; NM, membrana nuclear; N,
nucleo; V, vacuolo; M, mitocondria; G, complexo de golgi; ER, reticulo endoplasmatico (FERNANDES
et al. 2001; NOWLIN et al. 2014).

Uma grande diversidade de linhagens de S. cerevisiae ocorre na natureza.
Curiosamente, apesar de serem da mesma espécie, podem ser muito diferentes umas
das outras quanto ao seu gendtipo e fendtipo. Apresentam ampla dispersao no meio
ambiente, podendo ser encontradas em folhas, flores, frutos em decomposicéo, locais
como padarias, cervejarias, destilarias e industrias produtoras de etanol combustivel,
e possuem caracteristicas adaptadas a fonte energética e ao papel ecolégico em cada
habitat que ocupam (NEVOIGT, 2008).

1.1.1. Caracterizacéo: Estrutura e metabolismo

As leveduras possuem uma parede celular definida, e a composicéo da parede celular
das leveduras, consiste basicamente de polissacarideos de glicose, um polimero de
B-1,3 e B-1,6 glucanas (48-60%), manoproteinas (20-23%) e quitina, um polimero de
B-1,4 N-acetilglicosamina (0,6-2,7%). A parede celular possui duas camadas
principais: uma externa, composta de manoproteinas e uma interna, de glicose. A
camada de manoproteinas tem funcao de proteger a célula contra fatores externos e

€ responsavel pela porosidade da parede celular, enquanto que a camada de glicose
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€ responsavel pela estrutura da parede celular perante choques mecanicos e
desequilibrios osmoticos (FLEURI et al., 2005).

A parede celular de S. cerevisiae contém mais de 20 tipos de manoproteinas que
desempenham papéis diferentes na construcdo, preservacdo, modificacdo da
estrutura e interacdo das células com suas adjacéncias como, por exemplo, as
interagdes intercelulares durante a aglutinagéo ou floculagdo. Em leveduras, a quitina
€ encontrada predominantemente em septos primarios e em volta do circulo de
constricdo entre a célula mae e a célula-filha. Cerca de 90% da quitina esta localizada

na cicatriz de brotamento e o restante, na parede celular (FLEURI et al., 2005).

As leveduras, assim como os demais organismos, precisam de energia quimica
necessaria a manutencao da vida, crescimento e reproducéo, sendo que a maior parte
da energia utilizada pelas células provém da energia quimica contida na molécula de
adenosina trifosfato (ATP). O metabolismo das leveduras refere-se a assimilacéo
bioguimica e degradacdo dos nutrientes pelas células. No processo de degradacéo,
gue correspondem as vias catabolicas, os substratos sdo degradados pelas células
gerando energia na forma de ATP, sendo acoplado a geracdo de intermediarios e
poder redutor na forma de NADH e NADPH. J& na biossintese, que representa as vias
anabdlicas, as células utilizam os produtos intermediarios, o poder redutor e a energia
que produziram para sintese de novos materiais celulares (FERNANDES et al, 2009;
TARGINO, 2009).

Além disso, as leveduras da espécie S. cerevisiae consistem em organismos
anaerobios facultativas, demonstrando metabolismo tanto respiratério quanto
fermentativo. No entanto, o metabolismo fermentativo predomina sobre o respiratério
guando as concentracdes de acucares estdo elevadas, mesmo sob condicbes
aerdbicas. Esse comportamento metabdlico € provocado por um efeito conhecido
como repressao catabolica, sendo que as altas concentracBes de glicose inibe a
expressdo de genes envolvidos na via respiratoria, fazendo com que o piruvato seja
reduzido a etanol pelo processo fermentativo (FERNANDES et al, 2009; TREVISOL
et al, 2011).

A levedura S. cerevisiae apresenta fases distintas de crescimento, sendo que a
primeira fase corresponde a uma fase de adaptacéo fisiologica das células ao novo
ambiente no qual elas foram introduzidas, nesta fase o metabolismo das células esta

ativo criando condicdes ideais para a divisdo celular. Na segunda fase de crescimento,
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a presenca da glicose reprime a expresséo dos genes que codificam enzimas da via
respiratoria e de genes que codificam enzimas envolvidas no catabolismo de outras
fontes de carbono, e entdo a célula utiliza a fermentacdo da glicose como Unica via
energética e a taxa de crescimento é alta. Ao ser consumida toda a glicose, o ciclo
celular é interrompido e genes envolvidos na via aerébica do metabolismo s&o
induzidos. Comeca entédo a segunda fase exponencial ou fase respiratdria. Durante
esta fase, a célula utiliza outras fontes de carbono para gerar energia. O etanol e
outros subprodutos da fermentacéo serve como importante fonte de carbono para as
células continuar seu crescimento. Quando todas as fontes de carbono se esgotam,
as células entram na fase estaciondria e nessa fase as células acumulam acucares
de reserva como glicogénio e trealose, além de proteinas de defesa conhecidas como

proteinas de choque térmico (Hsps) (FELDMAN, 2012).

1.1.2. S. cerevisiae como modelo e sua aplicacdo biotecnolégica

Saccharomyces cerevisiae foi 0 primeiro organismo eucarioto a ter seu genoma
completamente sequenciado, com 16 cromossomos lineares contendo 12 Mb de
bases nitrogenadas e aproximadamente 6000 genes (GOFFEAU et al., 1996).
Nenhum outro organismo eucarioto possui tamanha riqueza de detalhes moleculares
sobre sua biogquimica e fisiologia, por isso tem sido utilizado também como organismo
modelo pela comprovada similaridade dos mecanismos de replicacdo, recombinacéo,
divisdo celular e producdo de metabdlitos com os organismos superiores, sendo que
cerca de 30% dos genes conhecidos envolvidos em doen¢as humanas homélogos no
genoma da levedura, muitos dos quais possuem uma ligacdo com 0s genes de
doencas humanas (FERNANDES, 2005; KARATHIA et al., 2011).

7

Apesar de simples, a levedura S. cerevisiae € um organismo conservado
evolutivamente e apresenta muitas vantagens em sua utilizacdo, como 0 genoma
pequeno, sendo cerca de 200 vezes menor do que 0 genoma humano, possui curto
ciclo de vida, de aproximadamente 90 minutos, é de facil manutencédo laboratorial e
genética. Devido ao fato de serem facilmente manipuladas geneticamente, modernas
tecnologias de DNA recombinante permitem a utilizacdo desta levedura como principal
fonte de producao de proteinas como insulina, interferon ou hormonio de crescimento,

e por isso, genes de mamiferos, principalmente humanos, podem ser introduzidos nas
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leveduras para andlises de suas fun¢des e de seus produtos (FERNANDES et al.,
2009).

A histéria de associacdo das leveduras com o desenvolvimento da civilizacdo é
bastante longa, estes microrganismos apresentam uma ampla aplicacdo industrial,
como no setor de alimentos e bebidas, sdo também fornecedoras de enzimas,
proteinas e compostos quimicos, além disso constituem uma importante fonte de
proteina e de fatores de crescimento, passivel de ser utilizada na alimentac&o animal
e mesmo humana. Outros exemplos de metabdlitos de interesse comercial produzidos
pelo microrganismo sdo &cido citrico, acido glucbénico, aminoacidos, vitaminas,
polissacarideos e micronutrientes como o selénio. A importancia das leveduras
estende-se também para o setor da saude, sendo utilizadas em biosensores,
bioterapéutica, biofarmarcia, estando ainda presente na area ambiental, como por
exemplo, no tratamento de efluentes industriais (ARAUJO et al., 2009; TARGINO,
2009).

As leveduras sao as responsaveis direta pela decomposi¢cdo do acucar em alcool
etilico e dioxido de carbono, principalmente a levedura S. cerevisiae. Justamente por
iss0, estes microorganismos séo utilizados ha milénios na producéo de péaes e bebidas
alcoolicas, por isso, se fazem presentes nas casas de milhdes de familias no mundo
todo (FERNANDES et al., 2009).

Uma vasta quantidade de processos biotecnolégicos realizados atualmente, fazem
uso da levedura S. cerevisiae. Isso se da em decorréncia, principalmente, a sua alta
adaptabilidade as alteracBes ambientais, ajustando rapidamente seu metabolismo
para lidar com tais variagdes e também a sua extraordinaria capacidade em produzir
etanol, a sua tolerancia a baixos valores de pH, a alta concentracdo de acucar e de
etanol (NEVOIGT, 2008).

Considerando a relevancia da levedura S. cerevisiae em diversos processos
biotecnoldgicos e a sua capacidade de adaptacéo a diversas condicdes ambientais,
uma variedade de estudos tem sido realizados com a finalidade de entender os
mecanismos fisiolégicos de resisténcia ao estresse, bem como promover o0
melhoramento das cepas utilizadas industrialmente a fim de aumentar a produtividade

dos processos fermentativos.
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1.2. RESPOSTA GERAL AO ESTRESSE

Para compreender como um organismo pode se adaptar a uma condicao de estresse,
primeiramente precisa-se compreender o que é o estresse. Todo organismo possuli
uma condi¢do 6tima de crescimento, na qual as atividades metabdlicas e a razdo de
crescimento mantém-se constantes. E o estresse é referido como o desvio destas
condi¢cBes normais, que vai induzir uma particular resposta celular ao dano causado.
Os principais estresses fisicos nos organismos sao temperatura, pressao, dissecacao,
acidez ou alcalinidade, estresse osmatico e idnico, além dos baixos niveis de oxigénio
(HOHMANN; MAGER, 2003; FERNANDES, 2008).

Respostas ao estresse sao particularmente importantes em microrganismos, pois o
ambiente é altamente variavel e as condicdes como, osmolaridade, temperatura ou
disponibilidade de nutrientes estdo longe de serem constantes. Alteracées no meio
externo podem interferir no correto funcionamento das atividades celulares, assim, as
células devem ser capazes de proteger e manter a homeostasia interna, em face da
variacdo das condi¢cBes externas. Uma mudanca abrupta nas condicbes ambientais
conduz a um rapido ajuste no metabolismo e no programa de expressado génica para
que a célula se adapte a essa nova situacao (Figura 2) (ESTRUCH, 2000; GASH,
2003; ROKHLENKO et al., 2006).
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Figura 2: Representacdo esquemética das diferentes respostas moleculares e fisiolégicas de S.
cerevisiae mediante alteracdes do ambiente (Adaptado: Querol, et al. 2003).



22

Tendo em vista que diversos processos biotecnoldgicos e tradicionais de producédo de
alimentos que utilizam as leveduras, expdem as células a simultaneas ou sequenciais
combinacdes de diferentes estresses ambientais, como o estresse térmico, de etanol
e de pressdo osmoética, € extremamente desejavel que as leveduras industriais sejam

resistentes a multiplos estresses.

A levedura S. cerevisiae tornou-se um organismo modelo de estudo para
compreensao da resposta das células eucariotas ao estresse, e 0s estudos com essa
levedura possibilitou também a definicdo do papel especifico de algumas proteinas
induzidas durante o estresse. O elevado grau de conservacao evolutiva das vias de
resposta ao estresse entre a levedura S. cerevisiae e 0s eucariotos superiores, nos
permite considerar a levedura como sistema modelo adequado para a caracterizagao
da resposta ao estresse em organismos mais complexos (ESTRUCH, 2000).

A resposta celular ao estresse acontece em trés fases distintas. Na primeira fase, a
imediata mudanca ocorre como uma consequéncia direta a exposi¢ao ao estresse e
ao dano causado por ele. Os processos de defesa ocorrem na segunda fase, e
interessantemente, muitas vezes 0s mesmos mecanismos podem ser requeridos
pelas células em diferentes situacdes de estresse. Por fim, a terceira fase engloba a
adaptacao e retomada da proliferacéo celular, dependendo do tipo de estresse, estas
fases podem ou ndo serem facilmente definidas (HOHMANN; MAGER, 2003).

Os mecanismos de resposta ao estresse tém a funcéo de proteger a célula dos danos
causados pelas condi¢cdes adversas, por conseguinte, atuam no reparo de danos
produzidos pelo estresse e também conduzem a célula a adquirir uma tolerancia ao
estresse, estabelecendo assim formas de prevencdo para evitar maiores danos a
célula. (HOHMANN; MAGER, 2003; STRASSBURG, et al., 2010).

Um importante aspecto da resposta ao estresse de células de levedura, é o chamado
fenbmeno de protecdo cruzada, este permite que as células expostas a uma dose
suave de um estresse, tornem-se resistentes a uma dose letal de outros estresses.
Desta forma, observa-se que o pré-tratamento das células de levedura com um suave
choque térmico conduz a uma protecao da célula contra muitos estresses severos. A
ocorréncia do fendbmeno de protecdo cruzada sugere a existéncia de uma resposta
celular comum a diferentes condi¢cdes de estresse, como 0 ajuste do metabolismo

energeético, a producao de proteinas protetoras principalmente as proteinas de choque
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térmico, além da producdo de pequenas moléculas tais como o glicerol, glicogénio e
trealose (ESTRUCH, 2000; FOLCH-MALLOL et al., 2004).

Entretanto, a resisténcia a alta pressao hidrostatica s6 € adquirida se as células forem
incubadas a pressao ambiente por um curto periodo, antes de serem expostas ao
estresse mais severo. O efeito de protecao é visto depois de 15 minutos de incubacgéo
a pressao atmosfeérica, persistindo o efeito por uma hora quando o estresse posterior
€ a propria pressao hidrostatica ou o tratamento das células com temperatura baixa,
porém o tempo de protecdo observado quando as células sdo submetidas ao
tratamento de calor é muito curto (PALHANO et al., 2004a).

A resposta geral das células ao estresse € regulada pelo Elemento de Resposta ao
Estresse (STRE do inglés Stress Response Element), localizado na sequencia
promotora de uma variedade de genes induzidos por estresse. Tais genes sao
divididos em dois grupos: aqueles cujo nivel de expressao aumenta depois de ter sido
exposto a um agente estressante, e genes em que a transcricao diminui em resposta
ao estresse. Em geral, as funcdes biologicas representadas pelo grupo de genes
regulados negativamente estdo associados com a sintese de proteinas e crescimento,
e as funcdes associadas com o0s genes regulados positivamente incluem metabolismo
de carboidratos, enovelamento de proteinas, defesa contra agentes oxidantes, reparo
do DNA, entre outras (GASH, 2003).

Os elementos de resposta ao estresse sdo controlados pelos fatores de transcri¢ao
Msn2/Msn4p. As duas proteinas Msn2 e Msn4 sao funcionalmente semelhantes e
desempenham um papel chave na regulacdo da expressao de genes de reposta ao
estresse em S. cerevisiae. Os fatores de transcricdo Msn2p e Msn4p, normalmente
estdo localizados no citoplasma, entretanto, quando as células sdo expostas a alguma
situacao estressante, estes fatores sédo rapidamente translocados para o nucleo onde
se ligam aos STREs para regulacdo de uma extensa lista de genes de resposta a
estresse (GASH et al., 2000; HOHMANN; MAGER, 2003).

Cepas mutantes de S. cerevisiae, deletadas no fator de transcricdo Msn2/4,
demonstraram ser mais sensiveis & pressdo que as cepas selvagens, esta
sensibilidade é aumentada dependendo do valor e duragéo do tratamento de pressao,
estes resultados também sdo observados quando as células sdo submetidas ao
choque térmico. No entanto, sob certas condigfes de estresse os genes identificados

como alvos destes fatores foram induzidos independentemente da delecéo de Msn2/4,
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indicando que os genes de resposta ao estresse sao regulados também por outros
fatores (BOY MARCOTTE et al. 1999; DOMITROVIC et al. 2006; GASCH, 2003).

Além dos elementos de resposta ao estresse (STRE) que séo controlados pelos
fatores de transcricdo Mns2/Msn4, existem outros dois elementos de controle
transcricional que séo ativados sob diferentes condi¢des de estresse: 0 primeiro deles
€ expresso sob condi¢des de choque térmico (HSES) e estes sao regulados pelo fator
de transcricdo Hsfl. O segundo sdo os elementos de resposta ao estresse oxidativo
(APESs) reconhecidos por Yapl/Skn7 (ESTRUCH, 2000).

1.3. ALTA PRESSAO HIDROSTATICA

A pressédo é definida como uma forca por unidade de area, aplicada em uma dada
superficie, sendo a alta pressdo hidrostatica incluida na categoria em que o mesmo
valor de pressdo pode ser mantido por um longo periodo de tempo e os valores
aplicados sdo os mesmos em todas as direcdes do espaco. Além disso, sabe-se que
a alta pressdo hidrostatica é um importante parametro termodinamico e pequenas
alteracdes nos valores desta variavel podem influenciar profundamente os sistemas
moleculares, podendo portanto ser considerada como um estresse (FERNANDES,
2005; RIVALAIN et al., 2010).

Os niveis de presséo impostos sobre os sistemas biolégicos variam de 0,1 MPa a 110
MPa. Habitats terrestres apresentam pressdes de 1 atmosfera [1 atm = 0,101
megapascal (MPa)], mas correspondem menos que 1% do volume total da biosfera.
Enquanto os oceanos que cobrem aproximadamente 70% da superficie terrestre
possuem uma profundidade média de 3800 m e pressao de 38 MPa, podendo chegar
até 110 MPa no ponto mais profundo dos oceanos localizado a 1.1000 m de
profundidade nas chamadas Fossas Marianas, localizadas no Oceano Pacifico
(SOMERO, 1992).

Ha muito tempo acreditou-se que as condi¢cdes nas profundezas do mar eram muito
extremas para suportar qualquer tipo de vida, mas surpreendentemente muitos
organismos aquaticos conseguem viver sob pressdes hidrostaticas extremamente
altas, apesar dos profundos efeitos exercidos pela pressdo em uma variedade de

estruturas e fungdes celulares, e em 1995 o termo Piezofilico (piezo = presséao e filico
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= afinidade) foi oficialmente introduzido por Yayanos (YAYANOS, 1995; SIMONATO
et al., 2006).

A alta presséo hidrostatica (HHP) é uma das mais promissoras tecnologias utilizadas
no tratamento e preservacao de alimentos, e embora ndo seja uma tecnologia recente,
pois foi empregada por Hite em 1899 como uma forma de conservacao do leite por
longos periodos, foi apenas no inicio da década de 1990 que se consolidou como uma
ferramenta biotecnolégica na descontaminacao de alimentos. O método tradicional de
descontaminacdo de alimentos utilizado ainda € através de altas temperaturas.
Entretanto a alta pressdo hidrostatica apresenta diversas vantagens quando
comparada a descontaminacdo por altas temperaturas, visto que ndo causa
mudancas nas caracteristicas organolépticas originais dos alimentos, diferentemente
de quando se emprega altas temperaturas para descontaminacdo de alimentos

(LOPES et al., 2010).

A aplicacéo da alta pressao hidrostética gera efeitos Unicos nos sistemas sob os quais
€ aplicada, podendo, levar a formacdo de produtos com novas propriedades
funcionais. A potencialidade dessa técnica e o0 emprego em diferentes campos torna
seu estudo muito atrativo para pesquisadores de diferentes areas (SCHUWARTZ et
al., 2011).

Além do uso na descontaminacdo de alimentos, a alta pressao hidrostatica tem sido
aplicada em uma variedade de processos biotecnolégicos, que incluem a modulagéo
da atividade enzimatica, desagregacao proteica, preparacdo de vacinas, entre outros
(AERTSEN et al., 2009). Recentemente, foi demonstrado que a pressdo de 50 MPa
tornou o processo fermentativo da glicose em etanol por S. cerevisiae mais rapido e
ainda aumentou o rendimento, quando comparado com a fermentacédo feita por

células a pressdo ambiente (BRAVIM et al., 2013).

Uma outra vertente de pesquisa utilizando a alta pressao hidrostatica esté relacionada
com a compreensdo dos danos e a resposta de microrganismos a este estresse. A
pressdo é um parametro fisico que pode causar aos organismos efeitos relacionados
aos outros estresses, tais como a temperatura, o etanol e o estresse oxidativo. A alta
presséao hidrostatica pode ser considerada como um sistema de estresse controlado,
acurado e reprodutivel, causando mudancas apenas em uma variavel, a reducdo do
volume, de modo que os resultados sdo mais faceis de serem interpretados que os

obtidos pela variacdo de temperatura (BRAVIM et al., 2010a).
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1.4. EFEITOS DA ALTA PRESSAO HIDROSTATICA EM S. cerevisiae

A alta pressdo hidrostatica exerce sobre as células de levedura, efeitos com
caracteristicas semelhantes a outros estresses ambientais comuns, como as altas
temperaturas e o etanol, e por isso tém sido utilizada como modelo para estudos que

visam a compreensao da resposta da célula ao estresse (BRAVIM, 2013).

O tratamento de pressdo provoca uma variedade de efeitos nas leveduras, que
interferem com as membranas celulares e, consequentemente, com a arquitetura da
célula, e os processos de polimerizacdo e desnaturacao de proteinas, que induzem
vias de sinalizacdo envolvidas na resposta da célula a este estresse. Valores de
pressdo de 50 MPa néo séo suficientes para matar ou alterar a morfologia das células
de levedura, o efeito desse estresse € mais pronunciado quando as células séo
submetidas a pressdes acima de 100 MPa (FERNANDES, 2005).

Diferentes estresses ambientais, como a temperatura, o etanol, o estresse oxidativo,
e osmotico, podem causar alteracdes nas propriedades fisicas dos lipidios das
membranas nas células. A alta pressdo hidrostatica causa danos na membrana
plasmatica pelo aumento do empacotamento das moléculas de fosfolipidios, fazendo
com que os acidos graxos figuem ordenados mais firmemente, e por consequéncia ha
uma reducao da fluidez da membrana e aumento da sua espessura, 0 que além de
interferir nos processos de difusdo, ainda pode comprometer a estrutura e a atividade
de proteinas de membrana (MENTRE; HUI BON HOA, 2001). Um aumento na
quantidade de &cidos graxos insaturados pode compensar este efeito e manter a
membrana em um estado funcional liquido-cristalino, dessa forma as células podem
controlar sua fluidez pela modulacdo da composicdo da membrana para manter um
otimo nivel de fluidez dentro da matriz lipidica (BENEY; GERVAIS, 2001).

De fato, cepas mutantes de S. cerevisae deletadas no gene OLEL, este que codifica
uma desaturase que €é responsavel pela insercdo de ligacbes duplas nas cadeias de
acidos graxos, quando crescidas em meio suplementado com acido graxo insaturado,
se mostraram mais resistentes ao tratamento de pressao quando comparadas com

células crescidas em meio contendo um acido graxo saturado, o acido palmitoleico,
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confirmando que a alteracéo da fluidez da membrana celular esta correlacionada com

resisténcia a pressao em levedura (FREITAS et al., 2012).

A alta presséo hidrostatica também afeta a estrutura das proteinas, e S4o necessarios
valores de pressdes acima de 500 MPa para provocar desnaturacdo proteica, mas
pressdes menores, de 20-40 MPa, ja sdo suficientes para induzir importantes
modificagcdes conformacionais capazes de levar a alteracbes na funcionalidade das
proteinas (MOLINA-GARCIA, 2002). A press&o forca a inser¢do de moléculas de agua
entre dominios hidrofébicos ou eletricamente carregados das proteinas e promove
uma reducdo do volume ocupado pela macromolécula. Estudos demonstram que a
desnaturacao causada pela temperatura € geralmente irreversivel e leva a agregacao,
provavelmente, devido ao aumento nas interacdes hidrofébicas, enquanto a
desnaturacdo causada pela pressédo, dentro de uma faixa limite de valor de presséo
menor que 300 MPa, é reversivel (FOGUEL; SILVA, 2004).

1.5. RESPOSTA A ALTA PRESSAO HIDROSTATICA

O tratamento de pressao hidrostatica modula muitas vias de sinalizacao relacionadas
com a resposta da célula ao estresse, induzindo e reprimindo uma variedade de
genes, de forma a conferir uma protecao as células contra os efeitos prejudiciais da
HHP (do inglés High Hydrostatic Pressure). Atualmente tecnologias de analise da
expressao génica global (microarranjo) combinadas com a bioinformatica, permite
quantificar e caracterizar com muita rapidez o nivel transcricional de todos os genes
em resposta as mudancas das condicbes ambientais. Além disso, as analises
computacionais dos resultados possibilitam determinar a funcdo e a regulacdo dos
genes, proporcionando uma melhor compreensdo das respostas fisiologicas das
células (FERNANDES et al., 2005; HIRASAWA et al., 2010).

Andlises de microarranjo demonstraram que 274 genes foram afetados apds o
tratamento de 200 Mpa por 30 minutos, sendo que a maioria dos genes induzidos
estdo envolvidos com a resposta celular ao estresse ou com o metabolismo de
carboidratos, enquanto que a maioria dos genes reprimidos estao relacionados com a
progressdo do ciclo celular e sintese proteica (FERNANDES et al.,, 2004). Em

contrapartida, em outro estudo foi observado que as células ao serem submetidas a
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valores de pressdo de 30 MPa por 16 h, um tratamento que n&do provoca a morte
celular, somente uma inibicdo do crescimento, 0s genes expressos durante este
tratamento estdo envolvidos na sintese de lipidios e no metabolismo de aminoacidos
(IWAHASHI et al., 2005).

A andlise de expressdo génica em leveduras expostas a diferentes condi¢cbes de
estresse, como altas temperaturas, pressdo osmoética e estresse de etanol, tem
revelado uma regulacdo estereotipada, denominada de resposta ao estresse
ambiental (ESR, do inglés Enviromental Stress Response), demonstrando que ha um
perfil de resposta ao estresse comum em diferentes condi¢des, mas o numero de
genes regulados na ESR pode variar conforme a intensidade ou tempo de duracéo de
um determinado estresse. Os estudos tem demostrado que os genes envolvidos na
resposta ao estresse sdo regulados pelos fatores de transcricdo Msn2p e Msn4p
(GASH, 2000). Além disto, ja foi sugerido que a regulacao de alguns genes induzidos
pelo tratamento de 200 MPa por 30 min, esta sob o controle dos fatores transcricionais
Msn2p e Msn4p. Outros piezotratamentos também demonstraram a inducéo de genes
gue séo controlados por Msn2/4p confirmando a ativacao destes fatores sob estresse
de alta pressdo hidrostatica (FERNANDES et al., 2004; IWAHASHI et al., 2003;
IWAHASHI et al., 2005).

Além disso, a investigacdo do papel de Msn2/4 na inducdo de tolerancia pelo
tratamento prévio sub-lethal de 50 MPa, demonstrou que linhagens mutantes de S.
cerevisiae deletadas no fator de transcricdo Msn2/4, foram mais sensiveis ao
tratamento posterior de 200 MPa quando comparadas com as linhagens selvagens
(DOMITROVIC et al., 2006).

Uma das respostas mais pronunciadas apés o tratamento de alta pressao hidrostatica
corresponde a via de resposta ao estresse oxidativo. Andlises de microarranjo
demonstraram que 131 genes associado com 0 estresse oxidativo estdo sendo
induzidos apos o tratamento de 200 MPa por 30 minutos (FERNANDES et al., 2004).
Adicionalmente, foi observado uma inducéo de genes relacionados com a sintese de
metionina imediatamente apds o tratamento de pressao, sendo que a metionina, tanto
livre quanto incorporada nas proteinas, apresenta um importante papel na resposta
contra o dano oxidativo. HHP também induz os genes ZWF1 e GND2 que codificam

enzimas relacionadas com a via das pentoses fosfatos, sendo que esta via possui um
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papel fundamental na geracdo de NADPH, que por sua vez é importante na resposta
ao estresse oxidativo, de forma a manter os niveis intracelulares de glutationa
reduzida (BRAVIM et al., 2013).

1.6. ESTRESSE OXIDATIVO EM S. cerevisiae

Os organismos aerdbicos sdo constantemente expostos a espécies reativas de
oxigénio (ROS), geradas durante o metabolismo normal ou pela exposicdo a
compostos que geram radicais livres. O oxigénio molecular é pouco reativo, mas
quando reduzido forma uma série de espécies reativas, incluindo anion superoxido e
peroxido de hidrogénio, que ao reagirem produzem o radical hidroxil altamente reativo.
ROS sédo agentes toxicos que podem causar danos em uma variedade de
componentes celulares resultando em peroxidacéo lipidica, oxidacdo de proteinas,
além de danos genéticos pela modificacdo do DNA. O estresse oxidativo ocorre
quando ha um desequilibrio entre a producéo de espécies reativas e a sua remogao
através de sistemas biolégicos que as eliminam ou reparam os danos por elas
causados (DEMASI et al., 2006; HERRERO et al. 2007).

A respiracdo mitocondrial (Figura 3) é a principal fonte de espécies reativas nas
células eucariontes, através do processo de fosforilacdo oxidativa. Para gerar ATP,
elétrons sdo transportados ao longo de um complexo de proteinas que constituem a
cadeia transportadora de elétrons até o aceptor final, o oxigénio molecular, com
formacao de agua, sendo que a mitocédndria produz anion superéxido pela reducdo
incompleta do oxigénio com elétrons dos componentes iniciais e intermediarios da
cadeia de transporte de elétrons (MURPHY, 2009).

A resposta de defesa a elevados niveis de ROS é crucial para manter o estado redox
da célula e prevenir a morte celular. Um importante fator dessa resposta é a
modificacdo do padrdo de expressdo génica que levam a inducdo de proteinas
antioxidantes, e tem sido demostrado que a reposta antioxidante é controlada
principalmente pelo fator de transcricdo YAP1 (Figura 4), que na auséncia de agentes
oxidantes localiza-se no citoplasma e com o0 aumento de espécies reativas de oxigénio
na célula leva a um acumulo no ndcleo, e resultando em uma inducao de diversos

genes de resposta ao estresse oxidativo (KUGE et al., 1997).
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Figura 3: Representacdo esquematica da cadeia de transporte de elétrons da mitocéndria e producao
de superoxido. Cada complexo da cadeia transportadora de elétrons causa reducdo do oxigénio
molecular a superoxido, retirando elétrons pela oxidacao de NADH a NAD*, da oxidacao de succinato

a fumarato e da oxidagéo da semiquinona (Qo).
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Figura 4: Mecanismo molecular de regulacdo para o acumulo do fator de transcricdo YAP1 no nlcleo
Neste modelo, o sitio ativo de cisteina (Cys36) da peroxirredoxina Gpx3 é oxidado a acido sulfenico,
que pode reagir com outro residuo de cisteina em GPx3 (Cys82) ou com Yapl (Cys598). A Ultima via
leva ao acumulo do fator de transcricdo Yapl no nucleo. Modificado de Paulsen e Carroll, 2009.



31

As defesas antioxidantes incluem enzimas presentes em diferentes compartimentos
celulares e sao responsaveis por manter o balanco redox da célula. Dentre as quais
podemos citar a catalase (Figura 5), sendo que S. cerevisiae apresenta duas
catalases, a catalase peroxissomal, codificada pelo gene CTAL, e a catalase citosoélica
sintetizada pelo gene CTT1. A catalase converte duas moléculas de H202 em duas de
H20 e uma de Oz, e por apresentar ions ferro Il (Fe3*) complexados em sua molécula,
reduz a primeira molécula de peréxido a agua formando um intermediario iGnico
radicalar através da oxidacdo do Fe3* para Fe** pelo atomo de oxigénio retirado do
peroxido. Em seguida, esse intermediario reage com outra molécula de peroxido de
hidrogénio, formando agua e oxigénio molecular, restaurando a enzima ao seu estado
inicial (HERRERO et al., 2007; JAMIESON, 1998).

- Catalase - :
2H;0; 2H,0 IR o)

N

Figura 5: Reac¢do de reducdo do peroxido de hidrogénio a 4gua catalisada pela catalase. A enzima
causa a reducdo de uma molécula de peréxido de hidrogénio através da retirada de um atomo de
oxigénio, que se complexa com a propria molécula. Em seguida, o atomo de oxigénio complexado na
enzima reage com outra molécula de peréxido, promovendo uma segunda reducédo e restauracdo da
enzima ao seu estado inicial.

Outra enzima muito importante na defesa da célula ao estresse oxidativo € a
superéxido dismutase (SOD) que converte o0 anion superoxido em peroxido de
hidrogénio que pode entéo ser reduzido a agua pelas catalases e peroxidases (Figura
6). S. cerevisiae apresenta duas SODs que diferem entre si pela sua localizacéo
intracelular, uma esta localizada no citoplasma e é sintetizada pelo gene SOD1, e a
outra esté localizada na matriz mitocondrial, codificada pelo gene SOD2 (HERRERO
et al., 2007; JAMIESON, 1998).
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Figura 6: Reacéo de converséo do anion superéxido (O2) em peréxido de hidrogénio (H202) catalisada
pela superéxido dismutase (SOD). A enzima SOD catalisa a conversao do O2-em H202, oxidando o ion

complexado em sua composicao para ceder elétrons ao superéxido.

Residuos de metionina das proteinas sdo particularmente susceptiveis a oxidacao por
ROS, sendo que a oxidacdo desses residuos leva a formacdo de uma mistura
racémica de metionina-S-sulfoxido (Met-S-SO) e metionina-R-sulfoxido (Met-R-SO), e
muitos organismos contem metionina sulfoxido redutase que catalisa a reducéo do
grupo tiol dos residuos de metionina oxidados. Em S. cerevisiae, dois genes sao
responsaveis pela sintese da metionina sulfoxido redutase, séo eles MXR1 e MXR2
(HERRERO et al., 2007; LE et al., 2009).

O sistema tiorredoxina (TRX) (Figura 7) também constitui uma importante defesa
antioxidante. As tiorredoxinas sao polipeptideos que contém dois residuos de cisteina,
estes reduzem grupos dissulfetos a ti6is, doando elétrons ao atomos de enxofres de
cisteina. TRX opera com o NADPH e a tiorredoxina redutase, formando um sistema
redutor eficiente que, em cooperacdo com Trx peroxidases promove a remocéo do
H202 intracelular. S. cerevisiae contém duas Trx citosolica (Trx1 e Trx2) e uma
mitocondrial (Trx3). Além disso, apresentam duas Trx redutase uma citosélica e
mitocondrial, Trrl e Trr2 respectivamente (DEMASI et al., 2005).
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Proteina reduzida
S-S
$H ’@ [
NADP+ 'J" R // Proteina oxidada
s

Figura 7: Sistema Tioredoxina (TRX). TRX opera com o NADPH e a tiorredoxina redutase que em
cooperacao com Trx peroxidases promove a remocédo do H202 intracelular
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O sistema da glutationa (Figura 8) é considerada uma das mais importantes defesas
antioxidante da célula, sendo crucial nas reacdes de detoxificagdo. A glutationa (GSH)
€ um tripeptideo formado pelas moléculas de cisteina, glutamina e glicina. Devido a
presenca do residuo de cisteina, a glutationa possui um grupo tiol em sua molécula
que é facilmente oxidado. A glutationa peroxidase catalisa a oxidagdo de duas
moléculas de glutationa reduzida (GSH) para uma molécula oxidada (GSSG),
formando uma ligacédo dissulfeto entre as duas moléculas de GSH, reduzindo o
peréxido de hidrogénio a agua pela transferéncia de elétrons da glutationa. Para que
a atividade protetora da glutationa expressa pela reducdo de espécies oxidantes,
tendo como consequéncia a oxidacdo da GSH a glutationa dissulfeto (GSSG) seja
mantida, a GSH precisa ser regenerada pela acdo da glutationa redutase. A glutationa
redutase converte a molécula de GSSG em duas de GSH, oxidando NADPH em
NADP*, com rompimento da ligacéo dissulfeto da GSSG e restauracéo dos grupos
tidis reduzidos do GSH, restabelecendo a capacidade antioxidante do sistema
(JAMIESON, 1998).

2H,0 GSSG NADPH
Glutationa Glutationa
peroxidase redutase

H,0, GSH NADP+

Figura 8: Reacgdo de reducdo do perdéxido a agua pela glutationa reduzida (GSH). A glutationa
peroxidase catalisa a reducéo de perdxido de hidrogénio a agua através da oxidacgao de duas moléculas
de GSH para uma glutationa oxidada (GSSG). A glutationa redutase reduz uma molécula de GSSG
para duas GSH, através da oxidacdo de uma molécula de NADPH para NADP*.

Considerando que para um aumento na produtividade industrial exige uma demanda
de linhagens de leveduras adaptadas a multiplos estresses encontrados durante o
processo fermentativo. Sabe-se que a alta pressao hidrostatica, corresponde a um
estresse que influencia diversos processos fisioloégicos e bioquimicos em S.
cerevisiae, sendo que a levedura responde ao piezotratamento induzindo a expressao

de varios genes de defesa, confirmando a alta pressdo hidrostatica como uma
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importante ferramenta biotecnoldgica para compreenséo da resposta da levedura ao
estresse, facilitando a selecdo de linhagens de leveduras resistentes ao estresse e

com alta produtividade.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Compreender a resposta a alta pressdo hidrostatica da célula de Saccharomyces

cerevisiae com enfoque na via de resposta estresse oxidativo.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Submeter as células de levedura ao tratamento de alta pressao hidrostatica;

o Avaliar o acumulo de espécies reativas de oxigénio em células apds o

piezotratamento;

o Submeter as células de levedura aos tratamentos de etanol, de temperatura e
pressdo osmotica e avaliar a producdo de espécies reativas de oxigénio apos 0s

tratamentos;

o Confirmar a expressao de genes relacionados a resposta ao estresse

oxidativo apOs piezotratamento;

° Analisar o acumulo de espécies reativas em célula de levedura

superexpressando STF2 (pSTF2) apos o tratamento de alta pressédo hidrostatica.
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3. METODOLOGIA

3.1. MICRORGANISMO E CONDICOES DE CRESCIMENTO

A linhagem da levedura S. cerevisiae (BT0510) utilizada no presente estudo foi
previamente isolada de destilaria do estado do Espirito Santo e identificada por testes
bioguimicos e analises moleculares (BRAVIM, 2011). Esta consiste em uma linhagem

haploide, com capacidade de floculacdo e apresenta uma alta eficiéncia fermentativa.

ApoOs a selecdo da linhagem, as células de levedura foram cultivadas em meio YEPD
(2% (p/v) de glicose, 2% (p/v) de peptona, e 1% (p/v) de extrato de levedura),
incubadas a 28 °C e 150 rpm de agitacdo até a fase logaritmica de crescimento (cerca
de 14 horas), para 0s experimentos com estresse térmico, osmaotico e de etanol (item
3.2), pressao hidrostatica (item 3.3) e posterior avaliacdo por citometria de fluxo (item
3.5).

Também foi utilizado para a realizacdo deste trabalho a linhagem geneticamente
modificada BTO0510-pSTF2 (BRAVIM, 2013), cultivada em YEPD liquido com
geneticina G418 (100 pg/mL) até a fase logaritimica de crescimento e posteriormente
foi submetida ao tratamento de alta presséo hidrostatica (item 3.3) para avaliacao do

acumulo de espécies reativas de oxigénio por citometria de fluxo (item 3.5).

3.2. TRATAMENTOS

3.2.1. Estresse térmico, osmotico e de etanol

As células foram crescidas a 28 °C com agitacdo em meio YEPD liquido até a fase
logaritmica de crescimento, como descrita no item 3.1, antes de serem submetidas
aos tratamentos subletais de etanol, temperatura e osmolaridade. Para o tratamento
com etanol, as células foram incubadas em YEPD liquido suplementado com 8% (v/v)
de etanol por 30 min a 28 °C a 160 rpm. O tratamento com temperatura foi feito com
a incubacao das células em YEPD a 37 °C por 30 min sob agitacdo. Para o estresse

osmotico, as células foram incubadas em YEPD liquido contendo 1 molar (M) de
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sorbitol. Os tratamentos foram realizados nos tempos de 30 e 60 minutos. Realizados
os tratamentos, procedeu-se com a andlise de viabilidade e acumulo de espécies

reativas por citometria de fluxo (item 3.5).

3.2.2. Alta presséo hidrostatica

No tratamento com alta presséo hidrostatica, a suspenséao celular foi colocada em um
tubo de Teflon hermeticamente fechado e alojado no interior do cilindro de pistédo de
Cobre-Berilio (célula de pressao). A presséo foi alcancada por compressdo do tubo
de Teflon na célula de pressdo, através de uma prensa hidraulica operada
manualmente (Eureka, MG, Brasil). A pressao celular interna foi medida com um

mandmetro mecanico calibrado (Woler, Brasileira, MG, Brasil).

O aparato para aplicacao de alta pressdo hidrostética utilizado no presente trabalho é
uma adaptacdo de uma célula de pressdo fabricada em aco de alta dureza
desenvolvida por E. S. Itskerich, em 1962, no “Institute for High Pressure Physics of
the Russia Academy of Science”. Esta célula foi desenhada para pressurizacédo de
amostras em um meio fluido através de um pistdo de um cilindro de ago. A vantagem
desta montagem é que apds a pressurizacdo, um conjunto de engrenagens mantém

a pressao aplicada e a unidade pode ser removida.

As células de levedura BT0510 foram submetidas aos seguintes tratamentos: (1) 50
MPa por 30 minutos a temperatura ambiente e (2) 50 MPa por 30 minutos seguida por
incubacdo a pressao e temperatura ambiente por 15 minutos. ApGs os tratamentos
procedeu-se com a analise de citometria de fluxo (item 3.4) e expressédo génica (item
3.5).

A linhagem modificada BT0510-pSTF2 foi submetida apenas ao tratamento de 50

MPa por 30 minutos.

3.3. ANALISE POR CITOMETRIA DE FLUXO
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As andlises de citometria de fluxo foram realizadas em um Attune® Acoustic
Focusing Cytometer (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, EUA) equipado com dois
lasers de excitacdo, um na faixa do azul de 20 mW (488 nm) e um na faixa do violeta

de 50 mW (405 nm), ambos com trés canais de deteccgéao.

Primeiramente, a amostra contendo as células de levedura foi levada ao citbmetro
sendo aspirada no equipamento, e entdo esta suspenséao de células foi conduzida por
um fluxo continuo de solucdo salina que conduziu as células uma a uma até a
interceptacdo do feixe luminoso do laser. Posteriormente, a populacdo de leveduras
de interesse foi selecionada dentre todos eventos detectados pelo equipamento
através do dot plot gerado pela leitura no citbmetro, este que corresponde a um grafico

de dois eixos onde cada evento lido é representado por um ponto

Neste gréfico, as células foram distribuidas conforme o forward scatter (FSC) e o side
scatter (SSC). Esses parametros sdo determinados pelo angulo de espalhamento do
laser. O FSC corresponde a espalhamentos da luz em pequenos angulos, a luz ao ser
refratada para a frente é proporcional ao tamanho relativo da célula. J4 o SSC,
corresponde a espalhamentos da luz em &ngulos maiores, fornecendo dados

proporcionais a granulosidade e complexidade das células de leveduras analisadas.

As voltagens FSC e SSC foram ajustadas até a deteccao da populacdo de levedura
analisada. Apés realizar a leitura, selecionou-se manualmente a populacao formada
através da ferramenta “gate” do software. Utilizando o software do equipamento,
gerou-se entdo histogramas da intensidade de fluorescéncia a partir do gate
construido. Dessa forma, as analises de viabilidade e acumulo de espécies reativas

de oxigénio foram feitas a partir do gate da populacéo de interesse.

3.3.1. Viabilidade

A analise da viabilidade celular por citometria de fluxo foi realizada utilizando o kit
LIVE/DEAD® Fungalight™ Yeast Viability (Invitrogen Molecular Probes, Eugene, OR,
EUA). O kit € composto por dois fluoréforos, SYTO9 e lodeto de Propidio (P1). O SYTO
9 consiste em uma sonda fluorescente de acido nucleico que se difundi em

membranas tanto de células vivas quanto de células mortas e o lodeto de Propidio,
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um corante fluorescente que também intercala em acidos nucleicos se difundindo

apenas em células com a membrana danificada.

Para a andlise, coletou-se uma aliquota de 1 mL da amostra em um microtubo. A
aliquota foi lavada em tampé&o Tris 50 mM (pH 7,2), centrifugada a 10.000 rpm por 2
minutos e ressuspendida em tampédo para concentracéo final de células de 1x10°

células/mL.

Posteriormente foi adicionado 1 pL de SYTO 9 e 1 uL de PI ao microtubo. Apés a
adicéo dos corantes, a amostra foi incubada no escuro a 30 °C por 15 minutos para
posterior leitura. Para a leitura das amostras o equipamento foi configurado para emitir
o laser azul (488 nm) e coletar a fluorescéncia através dos detectores BL1 (530/3bb0
nm) e BL3 (640 nm).

Para analise de viabilidade foi realizado o controle positivo, em que as células de

levedura foram submetidas a temperatura de 80 °C por 10 min.

3.3.2. Acumulo de espécies reativas

A avaliacdo do estado redox da célula por citometria de fluxo foi feito pelo uso da
sonda fluorescente CM-H2DCFDA (Life Technologies, Eugene, Oregon, EUA). O
corante ao se difundir para o interior da célula, é clivado por esterases intracelulares
nas duas ligagbes éster, formando um produto impermeavel & membrana da célula.
Essa molécula ndo fluorescente se acumula intracelularmente e a sua subsequente
oxidacdo proporciona a formacdo de um produto altamente fluorescente. Assim o
estado redox da célula pode ser monitorado pela deteccdo do aumento da

fluorescéncia por citometria de fluxo ou microscopia de fluorescéncia.

Primeiramente, CM-H2DCFDA foi dissolvido em dimetilsulfoxido (DMSQO) para preparo
de uma solugéo estoque de 10 mM e, entéo, diluiu-se o corante em PBS formando

uma solucéo de 1 mM.

Para a andlise, coletou-se uma aliquota de 1 mL da amostra em um microtubo. A
aliquota foi lavada em tampéo fosfato salino (PBS), centrifugada a 10.000 rpm por 2

minutos e ressuspendida para uma concentracéo final de células de 1x10° células/mL.



40

Posteriormente, foi adicionado 10 pL do corante ao microtubo com a amostra
previamente lavada e diluida. Ap6s a adi¢do do corante, a amostra foi incubada no
escuro a 30 °C por 30 minutos para posterior leitura. A leitura foi conduzida no
equipamento configurado para emitir o laser azul (488nm) e coletar a fluorescéncia
através do detector BL1 (530 nm).

Para avaliacdo do acumulo de espécies reativas foi feito o controle positivo, onde as

células de levedura foram mantidas a 15 mM de H202 por 60 minutos.

3.4. EXPRESSAO GENICA POR RT-PCR EM TEMPO REAL

Para confirmar a inducéo de alguns genes relacionados com a resposta da célula ao
estresse oxidativo apds o tratamento de pressao hidrostatica, foi realizado analise de
RT-PCR em tempo real (QRT-PCR). Os genes escolhidos, bem como a sequéncia e
o tamanho de cada fragmento estdo descritos na Tabela 1. O gene ALG9 foi utilizado
como gene de referéncia (TESTE et al., 2009).

Apos os tratamentos de pressao (item 3.3) as células foram imediatamente colocadas
no gelo. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 5000 g por 3 min a 4 °C,
lavadas com agua ultrapura e centrifugadas novamente, sendo o precipitado
imediatamente congelado em Nz liquido e mantido a -80 °C até o momento da extracédo
de RNA.

Para extracdo de RNA as células foram ressuspendidas em tampédo AE (50 mM de
acetato de sodio, 10 mM de EDTA, pH 5,3) e 10% de SDS. A extragdo prosseguiu
com fenol/cloroférmio e a amostra foi precipitada com 3 M de acetato de sédio e etanol
absoluto. Apés a extracdo, seguiu-se a lavagem do RNA com etanol 70% e

ressuspensao com agua ultrapura.

A qualidade e quantidade de RNA foi determinada usando o espectrofotometro
Nanodrop® 2000 Spectrophotometer (Thermo Scientic, Carlsbad, EUA). Uma aliquota
de 1 pl de RNA foi submetida as leituras nos comprimentos de onda de 260 nm e

varredura de 220 nm. Os resultados foram avaliados no programa Nanodrop® 2000.

Para a remocéao de qualquer residuo de DNA gendmico, 1 pug de RNA total foi tratado
com o kit DNase RQ1 (PROMEGA, Madison, EUA) durante 30 min a 37 °C. Para
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inativacdo da enzima adicionou-se & amostra 1 ul de stop solution (20mM de EDTA)
por 10 min a 65 °C.

ApoOs tratamento com a DNase, prosseguiu-se com a confeccdo da fita de cDNA
utilizando o kit “High Capacity cDNA Reverse Transcription” (Applied Biossystems,
Califérnia, EUA). Para isso, utilizou-se 2 ul de tampéo da RT (10x), 0,8 uL de 25x
mistura de dNTP (100mM), 2 pL de primer randdmico (10x) e 1 pL da enzima
MultiScribe Reverse Transcriptase. As amostras foram incubadas na seguinte ordem:

10 minutos a 25 °C, 50 °C por 50 minutos e, posteriormente, 85 °C por 5 minutos.

Para a reagédo do PCR em tempo real utilizou-se o equipamento Applied Biosystems
7500 Fast Real-Time PCR (Life Technologies, Carlsbad, EUA). O volume total de
reacao foi de 20 pl contendo: 1,0 pl de cDNA, 10 ul do kit SYBR Green PCR Master
Mix (Applied Biosystems, California, EUA), 1,0 ul de cada primer a uma concentracao
de 10 pM. As amostras foram submetidas a um ciclo de 95 °C por 10 minutos, 40
ciclos de 95 °C por 15 segundos e 60 °C por 1 minuto, finalizando-se por um ciclo de

95 °C por 15 segundos.

A andlise dos dados gerados foi feita com o auxilio do software SDS Software System
(7500 version 2.0.1, Applied Biosystems, Carlsbad, EUA). Por meio deste software
determinou-se o threshold, ou limiar de deteccdo, de cada amostra testada. O
threshold corresponde a um ponto de referéncia, uma vez que neste ponto todas as
amostras possuem a mesma intensidade de fluorescéncia. Uma vez determinado o
threshold, foi estabelecido o numero de Ct (do inglés threshold cycle) de cada
amostra. O numero de Ct serve como base de comparacao entre as amostras, pois
se refere ao numero de ciclo no qual a curva de amplificacdo de cada amostra atinge

o threshold estabelecido.

A eficiéncia de cada par de primer (Tabela 1) foi avaliada pelo método de diluicédo
seriada usando um mix de DNA como padrao. O valor de eficiéncia foi calculado pela

(1Pt}

seguinte formula: E=[107(-1/a)], onde “a” é o slope entre cada concentracao conhecida
de cDNA utilizada na curva padrao (primer com eficiéncia de 100% apresentam slope
de -3,32). Valores de eficiéncia entre 90 e 110% foram considerados, utilizando-se a
seguinte férmula para o célculo da expresséo relativa, 222¢T, onde AACT = [(CTtratado

- CTControIe) - (CTTratado-Referéncia - CTControIe-Referéncia)].



Tabela 1: Oligonucleotideos utilizados como primers na reacdo de qRT-PCR
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Eficiéncia
o _ Tamanho do )
Gene Sequéncia do primer _ do primer
amplicon (pb)
(%)
Foward: ACGGCCCTATCTTACTGAA
CTT1 79 95
Reverse: TACACGCTCCGGAACTCTTT
Foward: AACCAGGATACCGTCACAGG
SOD2 130 97
Reverse: TTCCAGTTGACCACATTCCA
Foward: CGGTGAATCTCCAAATCACA
STF2 108 96
Reverse: CACTGGGGGTATTTCACCAT
Foward: TACGCAGAGAATGGCATC
ZWF1 57 102
Reverse: GTGGCCGAAAGGTTTCTCT
Foward: TGGATTGTTCGCTCATTCA
MXR1 123 96
Reverse: CCATTTTGGTTGCCATTCT
Foward: ACGAGTCCGGTGTCTACCA
MXR2 105 98
Reverse: CCAGGGGATACCTCTTCGT
Foward: ACATCGTCGCCCCAATAAAT
ALG9* 145 92

Reverse: GATTGGCTCCGGTACGTAAA

* Gene de referéncia

3.5. ANALISES ESTATISTICAS

Os graficos foram feitos no software Graph Pad Prism (versdo 5.0, Graph Pad,

Califérnia, EUA) com utilizagdo de média e desvio padréo para as barras e o calculo

dos erros, e todos os experimentos foram feitos em triplicata, exceto a analise da
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expressao génica, que foi feita em duplicata. Os dados foram submetidos a andlise de
variancia (ANOVA) e suas médias foram comparadas pelo teste de Tukey com nivel
de significancia de 5% (p<0,05).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. ACUMULO DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO APOS O
PIEZOTRATAMENTO

Visando observar o acumulo de espécies reativas causado pela alta presséo
hidrostatica em S. cerevisiae, células da linhagem BT0510 foram crescidas até a fase
exponencial de crescimento (D.O.s00nm=1,0) e submetidas ao tratamento de 50 MPa
por 30 min. Apés o tratamento de pressdo prosseguiu-se com a investigacdo do
estado redox da célula (Figura 9) utilizando a sonda fluorescente CM-H2DCFDA, que
ao se difundir para o interior da célula, € clivado por esterases intracelulares, formando
um produto impermeavel a membrana da célula. Essa molécula nédo fluorescente se
acumula intracelularmente e a sua subsequente oxidagdo proporciona a de um
composto altamente fluorescente. Assim o estado redox da célula pode ser
monitorado pela deteccdo do aumento da fluorescéncia por citometria de fluxo.
Portanto pelas caracteristicas da sonda fluorescente utilizada, podemos inferir que
quanto maior a intensidade de fluorescéncia, maior € o acimulo de espécies reativas

na célula.

Células submetidas ao tratamento de 50 MPa apresentaram uma maior intensidade
de fluorescéncia quando comparadas com o controle negativo (p<0,05), que
correspondem as células mantidas a pressdo ambiente de 0,1 MPa (Figura 10). Sendo
assim, o tratamento de alta pressdo hidrostatica promove um acumulo de espécies
reativas na célula. Outros trabalhos jA sugeriram que a alta pressédo hidrostatica
promove estresse oxidativo nas células, visto que diversos genes relacionados com a
resposta ao dano oxidativo sdo expressos apés o tratamento por HHP, tais como
catalase (CTT1), superéxido dismutase mitocondrial (SOD2) e a isoforma mitocondrial
da tioredoxina peroxidase (PRX1) (BRAVIM et al., 2013; FERNANDES et al., 2004).
E os resultados do presente trabalho confirmam que o piezotratamento desencadeia

um estresse oxidativo nas células.
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Figura 9: Histograma da intensidade de fluorescéncia emitida pelo corante CM-H2DCFDA em células
de S. cerevisiae submetida ao tratamento de 50 MPa por 30 min. Controle negativo, que correspondem
as células mantidas a pressao atmosférica, 0,1 MPa (vermelho), e as células submetidas a 50 MPa
(laranja). Os experimentos foram realizados em triplicata, mas somente uma esta representada.

Outros trabalhos reforgcam a importancia dos mecanismos de defesa ao dano oxidativo
para reduzir os efeitos provocados pela alta presséo hidrostatica. Ja foi observado que
células de S. cerevisiae crescidas em meio contendo glutationa foram protegidas dos
efeitos deletérios do piezotratamento (PALHANO et al.,, 2004b). Estudo com
Escherichia coli também destaca que a defesa ao estresse oxidativo tem um
importante papel na sobrevivéncia das células mediante tratamento de presséo, pois
as células pressurizadas quando incubadas em meio anaerdbico foram mais
resistentes ao tratamento de 400 MPa por 15 min, quando comparadas com células
crescidas em meio aerébico. Além disso, mutantes afetados em genes de resposta ao
estresse oxidativo, mostraram-se mais susceptiveis do que as cepas parentais
(AERTSEN et al., 2005).
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Figura 10: Representacao do acumulo de espécies reativas em células de S. cerevisiae submetidas ao
tratamento de 50 MPa por 30 min. Controle negativo, que correspondem as células mantidas a pressao
atmosférica, 0,1 MPa (vermelho), e as células submetidas a 50 MPa (laranja). As leveduras foram
crescidas até a fase exponencial de crescimento antes de serem submetidas ao tratamento de estresse.
O experimento foi realizado em triplicata (letras diferentes significam que ha diferenca significativa entre
0 controle e o tratamento (p<0,05).

O estresse oxidativo promovido pela alta pressao hidrostatica pode estar relacionado
com a disfuncéo da cadeia transportadora de elétrons na mitocdndria. Sabe-se que
as mitocéndrias constituem uma importante fonte de espécies reativas de oxigénio, e
perturbacdes que afetam sua atividade metabdlica pode promover um maior acimulo
de ROS na célula. Tem sido observado que a alta pressao hidrostatica promove um
mal funcionamento da atividade mitocondrial em S. cerevisiae, visto que um grande
namero de genes relacionados a respiracdo se mostraram reprimidos ap0s o
piezotratamento, como por exemplo FLX1, proteina carreadora de FAD mitocondrial;
YDJ1 proteina transportadora mitocondrial, PET130, biossintese de proteinas
mitocondriais e AAT1, aspartato transaminase mitocondrial (FERNANDES et al.,
2004, RAY et al., 2014).

Além disso, recentemente foi demonstrado que o dano mitocondrial leva ao aumento
na geracao de espécies reativas em células de leveduras a partir da superficie do
reticulo endoplasmatico (LEADSHAM et al.,, 2013). Sabe-se que a alta pressao
hidrostatica induz alteracbes nas membranas celulares, incluindo a membrana do
reticulo endoplasmatico, alterando portanto sua atividade metabélica (BRAVIM et al.,

2010b). Essas observacgfes sugerem que o reticulo endoplasmética pode influenciar
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no acumulo de espécies reativas em células de S. cerevisiae submetidas ao

tratamento de alta presséo hidrostética.

Adicionalmente, os genes relacionados com a lancadeira glicerol-3-fosfato estéo
altamente induzidos apds o piezotratamento (BRAVIM et al., 2013). A lancadeira é
constituida por duas isoenzimas, a glicerol desidrogenase citosélica codificada pelo
gene GPD1, e pela glicerol-3-fosfato desidrogenase mitocondrial codificada pelo gene
GUT2. Sendo que, a langadeira glicerol-3-fosfato contribui muito para a geracéo de
espécies reativas de oxigénio, pois a mesma transfere equivalentes redutores do
citosol para a mitocondria para a reducéo da ubiquinona a ubiquinol utilizado na cadeia
transportadora de elétrons (Figura 11) (LARSSON et al., 1998).

NADH +H* NAD*

GPD1
CH,0H CH,OH
o=c¢ HO—C—H
'CH,0P05? CH,OPO;3~
Diidroxiacetona Glicerol-3-fosfato

fosfato

Citoplasma

Matriz mitocondrial

Figura 11: Representacao esquematica da lancadeira glicerol-3-fosfato. O NADH produzido na glicélise,
ndo pode ser utilizado diretamente pela cadeia transportadora de elétrons para a formagéo de ATP.
Como a geragcédo de NADH ocorre no citosol e a membrana mitocondrial € impermeavel, é possivel
transportar os elétrons do NADH para a mitocdndria pelo circuito glicerol-3-fosfato. A enzima glicerol-
3-fosfato desidrogenase citoplasmética (GPD1) catalisa a redu¢&o de diidroxiacetona fosfato utilizando
o poder redutor do NADH. O glicerol-3-fosfato difunde-se até a face externa da membrana mitocondrial
onde localiza-se a glicerol-3-fosfato desidrogenase mitocondrial (GUT2). A diidroxiacetona fosfato é
regenerada formando FADH2, que por sua vez entrega seus elétrons a coenzima Q para seguir a
sequéncia da cadeia transportadora de elétron.

4.2. COMPARACAO DO PIEZOTRATAMENTO COM OS OUTROS ESTRESSES

Com o objetivo de comparar o acumulo de espécies reativas em S. cerevisiae

submetidas ao piezotratamento as células foram submetidas a diferentes condi¢cdes
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de estresse. Os estresses testados foram: 37 °C por 30 min 8% de etanol por 30 min
e 1M de sorbitol também por 30 min. Estes estresses foram escolhidos por serem
estresses comuns a processos industriais de fermentacdo. As analises por citometria
de fluxo demonstraram que a intensidade de fluorescéncia das células submetidas ao
tratamento de pressao é maior quando comparado com 0s outros estresses (Figura
12).

Controle negativo Controle positivo 8% Etanol 30°
&30 1M sorbitol 50 MPa 30
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Figura 12: Histograma da intensidade de fluorescéncia emitida pelo corante CM-H2DCFDA em células
de S. cerevisiae submetida a diferentes tratamentos por 30 min. Controle negativo, que correspondem
as células mantidas a presséo atmosférica (vermelho), 37 °C (verde), 8% (v/v) de etanol (roxo), 1 M de
sorbitol (azul), 50 MPa (laranja), estes tratamentos foram conduzidos no tempo de 30 minutos e o
controle positivo (rosa), refere-se as células submetidas ao tratamento de 15 mM de H202 por 60
minutos. O experimento foi realizado em triplicata, mas somente uma replicata esta representada.

Os estresses de etanol, temperatura e osmolaridade ndo promovem acumulo de
espécies reativas na célula, visto que, ndo observou-se diferenca estatistica
significante (Tukey, p<0,05) na intensidade de fluorescéncia, em amostras de células
submetidas aos referidos estresses em comparagao com o controle (Figura 13), que
correspondem ao grupo de células que nédo foram submetidas a nenhum tipo de

estresse. Diferentemente do tratamento com alta pressao hidrostatica, onde observou-
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se diferenca significativa na intensidade de fluorescéncia quando comparado ao

controle.
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Figura 13: Representagdo do acumulo de espécies reativas em células de S. cerevisiae sob diferentes
estresses por 30 min. Controle negativo, que correspondem as células mantidas a pressédo atmosférica
(vermelho), 37 °C (verde), 8% (v/v) de etanol (roxo), 1 M de sorbitol (azul), 50 MPa (laranja) e o controle
positivo 15 mM por 60 min (rosa) As leveduras foram crescidas até a fase exponencial de crescimento
antes de serem submetidas ao tratamento de estresse. O experimento foi realizado em triplicata (letras
diferentes significa que existe diferenca significativa entre os tratamentos — p < 0,05).

Os resultados que comparam o acumulo de espécies reativas em células de S.
cerevisiae sob diferentes estresses com o tratamento de alta pressédo hidrostatica,
foram bastante intrigantes, visto que ha relatos na literatura que a temperatura, o
aumento da pressdo osmoética e 0 estresse de etanol, promove nas células um
estresse oxidativo, portanto o resultado esperado seria a observagdo do aumento da
intensidade de fluorescéncia, e consequentemente aumento do acumulo de espécies
reativas em células submetidas a estes tratamentos, mas como mencionado
anteriormente ndo houve diferenca significativa em relacdo ao grupo controle. Sendo
observado aumento da intensidade de fluorescéncia somente quando as células foram

submetidas ao tratamento de 50 MPa por 30 min.

Ja foi demonstrado que genes induzidos por etanol estdo de uma forma geral
envolvidos no metabolismo energético, enderecamento de proteinas, homeostase
ibnica e resposta ao estresse inclusive resposta ao estresse oxidativo, visto que a

exposicdo celular ao etanol aumenta a atividade da catalase citoplasmética, que é
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codificada pelo gene CTT1 e de SOD2 (a isoforma mitocondrial da superdxido
dismutase). Além disto, o etanol provoca um acumulo do fator de transcri¢do Yapl, o
principal fator de transcricdo que regula a defesa contra danos oxidativos em células
de leveduras (ALEXANDRE, et al. 2001; BLEOANCA, et al. 2013). Analises de
microarranjo em células de levedura submetidas ao estresse térmico também
demonstraram um aumento na inducdo de genes relacionados com a resposta ao
estresse oxidativo, destacando o gene CTT1, que codifica a catalase citoplasmatica
(GASH et al., 2000). Além disso, varios genes que protege as células do dano
oxidativo foram induzidos em resposta ao estresse osmatico, incluindo genes
envolvidos no metabolismo redox, na fungcdo mitocondrial e biossintese de compostos
antioxidantes, como CTT1, SOD2, e TRX2 (GASH et al., 2010; MARTINEZ-
MONTANES et al., 2010). Esses dados sugerem portanto, que essas condices

adversas podem promover danos oxidativo nas células.

Como mencionado anteriormente, diversos trabalhos sugerem que o0s estresses
ambientaais provocam um desequilibrio no estado redox das células de leveduras, no
entanto, tais observacfes sdo baseadas em sua maioria em analises de expressao
génica, de modo que variagcbes nas condicdes Otimas de crescimento deste
microrganismo levam a um aumento na sintese de enzimas antioxidantes, no entanto,
ndo h& descrito analises do acumulo de espécies reativas de oxigénio em células de

levedura submetidas a diferentes condicdes de estresse.

Diante do presente exposto, para melhor compreender as respostas que previnem o
acumulo de espécies reativas na célula induzidas pelos estresses de etanol,
temperatura e pressao osmdtica, procedeu-se com a analise de viabilidade de
maneira a investigar o efeito dos diferentes tratamentos sobre a sobrevivéncia das

células.

Apébs submeter as células aos tratamentos de 37 °C, 8% de etanol (v/), 1M de sorbitol
e 50 MPa por 30 minutos procedeu-se com aplicagdo do corante para avaliar a

sobrevivéncia das células mediante as condigfes citadas.

A analise de viabilidade foi realizada por citometria de fluxo utilizando o Kkit
LIVE/DEAD® que € baseado na permeabilidade da membrana plasmatica das
leveduras e € composto por dois fluoroforos, sendo que, o SYTO9, um fluoréforo que
cora 0 material genético das leveduras, € permeavel tanto em células vivas quanto

mortas. O lodeto de Propidio, por sua vez, é um corante que penetra apenas em
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células estressadas as quais apresentem membrana permeabilizada. Portanto as
células coradas tanto com o iodeto de propidio quanto com o SYTO9 séo tidas como
células mortas, ao passo que as células coradas apenas com o SYTO9 representam

as células vivas, dessa forma é possivel avaliar a sobrevivéncia das células.

A partir dos dados obtidos pela leitura no citdmetro de fluxo, foi construido dot plots
(Figura 15) separando as populacfes de células vivas e mortas. O grafico dot plot
consiste em um gréafico de dois eixos, onde cada evento lido € representado por um
ponto. No caso da andlise realizada, no eixo x € observado a intensidade de
fluorescéncia do SYTO9 e no eixo y esta representado a intensidade de fluorescéncia
do iodeto de propidio, e essa disposi¢cao possibilita separar as populacdes de células

vivas e de células mortas.

Os resultados obtidos pela analise de citometria de fluxo demonstraram que nao ha
diferenga significativa (Tukey, p<0,05) na taxa de sobrevivéncia das células
submetidas aos diferentes estresses (Figura 14). Sendo assim, os tratamentos de
etanol, temperatura, osmolaridade e alta pressdo realizados, exercem efeitos

similares na viabilidade de células de levedura.
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Figura 14: Representacao da sobrevivéncia celular de células de S. cerevisiae submetida ao estresse
térmico de 37 °C (verde), 8% (v/v) de etanol (roxo), estresse osmotico em meio suplementado com 1
molar de sorbitol (azul), e o tratamento de 50 MPa (laranja) por 30 min. As células das leveduras foram
crescidas até a fase exponencial de crescimento e o experimento foi realizado em triplicata (ndo se
observa diferenca estatistica entre os diferentes tratamentos).
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Figura 15: Viabilidade celular de suspensfes celulares de leveduras submetidas a diferentes tratamentos a partir da representacdo por dot plots. Eventos no
guadrante superior da direita referem-se a células que coraram com SYTO 9 e com PI, portanto, células mortas. Eventos no quadrante inferior da direita
referem-se a eventos que coraram apenas com SYTO 9, células vivas. Os eventos presentes fora dos dois quadrantes foram considerados eventos n&o
corados. Eventos fora desses dois quadrantes foram considerados néo corados. (a) Controle positivo, células mantidas a 80°C por 10 min. (b) Controle negativo,
amostra contendo células que ndo forma submetidas a nenhum tratamento. (c) Amostra de células mantidas a 37 °C por 30 min. (d) Células tratadas com 8%
de etanol (v/v) por 30 min. (e) Amostra contendo células tratadas com 1M de sorbitol por 30 min. (f) Células submetidas ao tratamento de 50 MPa por 30 min.
As andlises foram feitas em triplicata. Os resultados de apenas uma replicata estéo representados.
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Com o objetivo de investigar os efeitos dos estresses térmico, osmotico e etanol no
acumulo de espécies reativas em células de levedura, procedeu-se com a analise da
intensidade de fluorescéncia de CM-H2DCFDA em amostras submetidas aos
tratamentos de 37 °C, 8% de etanol (v/v), 1M de sorbitol e 50 MPa no tempo de 60
minutos (Figura 16), para avaliar o efeito da maior exposicao das células a esses
estresses no acumulo de espécies reativas. N&o foi observado diferenca significativa
( p<0,05) sobre a intensidade de fluorescéncia das células submetidas aos estresses

de temperatura, etanol e osmolaridade por 60 minutos.
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Figura 16: : Histograma da intensidade de fluorescéncia emitida pelo corante CM-H.DCFDA em células
de S. cerevisiae submetida a diferentes tratamentos por 60 min. Controle negativo, que correspondem
as células mantidas a pressao atmosférica (vermelho), 37 °C (verde), 8% (v/v) de etanol (roxo), 1 M de
sorbitol (azul), 50 MPa (laranja), estes tratamentos foram conduzidos no tempo de 60 minutos e o
controle positivo (rosa), refere-se as células submetidas ao tratamento de 15 mM de H202 por 60
minutos. O experimento foi realizado em triplicata, mas somente uma replicata esta representada.

Tem sido demonstrado que os estresses térmico, osmoético e de etanol induzem genes
de resposta ao estresse oxidativo (ALEXANDRE et al., 2001; GASH et al., 2000).
Sugerindo portanto que os referidos estresses promovem danos oxidativos nas
células. No entanto, os resultados obtidos demonstraram que as células submetidas

aos tratamentos de 37 °C, 8% de etanol e 1M de sorbitol ndo apresentaram diferenca
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na intensidade de fluorescéncia em relagéo ao controle, tanto no tratamento por 30

minutos quanto no tratamento realizado no periodo de 60 minutos.

Essas observagdes indicam que as condicbes de injaria mencionadas acima,
promovem estresse oxidativo nas células, no entanto imediatamente apds serem
submetidas a esses estresses as células sdo capazes de induzir mecanismos de
respostas aos danos oxidativos que previnem o acumulo de espécies reativas nas
células, e por consequéncia ndo sendo detectado diferenca na intensidade de
fluorescéncia nas células submetidas aos tratamentos de temperatura, etanol e

pressao osmotica, quando comparadas com a amostra controle.

Dessa forma, a exposi¢ao ao etanol, temperatura e osmolaridade induzem nas células
respostas antioxidantes imediatamente apds o estresse, que previnem o acumulo de
espécies reativas na célula. Ao contrario do tratamento com alta pressao hidrostatica
que exige das células um curto periodo de recuperacéo para induzir mais efetivamente
0S mecanismos de resposta ao estresse oxidativo, visto que foi observado aumento
significativo da intensidade de fluorescéncia em comparacdo as células controle
(Figura 13).

Jéa foi observado que a alta pressao hidrostatica exige um curto periodo de incubacao
a pressao atmosférica apds o estresse para induzir respostas de resisténcia.
Adicionalmente, as células sob pressédo subletal sdo capazes de induzir genes
responsivos ao estresse, entretanto a traducao desses genes é comprometida devido
a inibicdo do aparato de sintese proteica (PALHANO, et al. 2004; FERNANDES, et al.
2004). Desta forma, a incubacdo a pressdo ambiente possibilita as células
responderem e evitar danos provocados pela alta pressao hidrostatica.

4.3. ESTRESSE OXIDATIVO APOS O PIEZOTRATAMENTO SEGUIDO POR
INCUBACAO A PRESSAO AMBIENTE

Visando observar o acumulo de espécies reativas em células incubadas a presséo
ambiente apO0s o piezotratamento, realizou-se a analise de intensidade de
fluorescéncia do corante CM-H2DCFDA em células da linhagem BT0510 submetida
aos tratamentos de 50 MPa por 30 min e 50 MPa por 30 min seguida por incubacao a

pressao ambiente por 15 min.
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Os resultados obtidos por citometria de fluxo (Figura 17) demonstraram que células
de S. cerevisiae expostas ao tratamento de 50 MPa por 30 minutos seguido por
incubacdo a pressdo ambiente por 15 minutos, apresentaram uma reducdo da
intensidade de fluorescéncia comparadas com células submetidas ao tratamento de
50 MPa por 30 minutos e analisadas imediatamente ap0s o estresse. Sendo que, hdo
foi observado diferenca significativa ( p<0,05) entre o tratamento com alta presséo
hidrostatica seguido por incubacéo a pressao ambiente e o0 grupo controle de células

mantidas a pressao ambiente (Figura 18).
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Figura 17: Histograma da intensidade de fluorescéncia emitida pelo corante CM-H2DCFDA em células
de S. cerevisiae submetida ao tratamento de alta presséo hidrostatica de 50 MPa por 30 min (laranja)
e 50 MPa por 30 min seguido de incubacgdo a pressdo ambiente por 15 min (rosa claro). O controle

negativo (vermelho), refere-se as células mantidas a pressao atmosférica — 0,1 MPa. Os experimentos
foram realizados em triplicata, mas somente uma replicata esta representada.

Ja foi demonstrado que células de S. cerevisiae expostas ao tratamento de 50 MPa
por 30 minutos seguido por incubacdo a pressdo ambiente por 15 minutos,
apresentam uma maior inducdo de genes relacionados a resposta das células ao
estresse em comparagcao com as células analisadas imediatamente apés o estresse,

confirmando que o periodo po6s tratamento com alta pressdo hidrostatica é
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fundamental para recuperagdo das células, possibilitando a efetiva inducdo dos
mecanismos de resposta a pressao hidrostatica (BRAVIM et al., 2013; FERNANDES
et al., 2004; PALHANO et al., 2004a).

Essas observacdes sdo coerentes com os dados obtidos no presente trabalho, visto
que a reducdo na intensidade de fluorescéncia na amostra mantida por 15 min a
pressao ambiente, esta relacionada com o periodo de recuperacao que € exigido das
células apds o piezotratamento. Dessa forma, como o0s genes de resposta ao estresse
tem uma maior inducdo apds o periodo de recuperacao, as células submetidas ao
tratamento de 50 MPa por 30 min seguido por incubacao a pressédo ambiente por 15
min, induzem mais efetivamente as respostas antioxidantes que previnem o acumulo
de espécies reativas na célula, e por consequéncia é observado uma reducdo da

intensidade de fluorescéncia.
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Figura 18: Representacdo do acumulo de espécies reativas em células de S. cerevisiae apos
tratamento de pressao de 50 MPa por 30 min (laranja) e tratamento de pressao de 50 MPa por 30 min
seguido de incubacdo a pressdo ambiente por 15 min (rosa claro), e o controle negativo que
corresponde as células mantidas a presséo atmosférica — 0,1 MPa (vermelho). As leveduras foram
crescidas até a fase exponencial de crescimento antes de serem submetidas ao tratamento de estresse.
O experimento foi realizado em triplicata (letras diferentes significa que existe diferenca significativa
entre os tratamentos — P < 0,05).

4.4. EXPRESSAO GENICA

Com o objetivo de melhor compreender a reducao do acumulo de espécies reativas
na ceélula apos o tratamento de pressao hidrostatica, foi realizada a analise por RT-
PCR para comparar a expressao génica de células da linhagem BT0510 submetidas
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a dois tratamentos de pressao hidrostatica: 50 MPa por 30 min e 50 MPa por 30 min
seguido por incubacgdo das células a pressao ambiente por 15 min. Diferentes genes
relacionados com a resposta da célula ao estresse oxidativo foram escolhidos para
esse analise (Tabela 2), sendo eles CTT1, STF2, SOD2, ZWF1, MXR1 E MXR2.

Tabela 2: Descricdo dos genes utilizados na analise por RT-PCR

Gene Funcéo

CTT1 Codifica a catalase citoplasméatica que tem um importante papel na

protecdo ao dano oxidativo pelo H20»

STF2 Envolvido na resisténcia a estresse por desidratagéo e exibe

propriedades antioxidantes

SOD2 Sintetiza a superoxido dismutase que protege as células ao dano

oxidativo por anion superoxido

ZWF1 Glicose-6-fosfatase desidrogenase involvido na adaptacao ao estresse
oxidativo pela geracdo de NADPH

MXR1 Sintetiza a metionina sulfoxido redutase que esta relacionada com a

resposta ao dano oxidativo pela reducéo dos residuos de metionina
MXR2

O gene CTT1, codifica uma catalase citoplasmética envolvida na dismutacédo do H202
em H20 e Oz (Figura 5) . Outro gene analisado foi o0 SOD2 que sintetiza a superoxido
dismutase mitocondrial que converte o anion superoxido em peréxido de hidrogénio
gue pode entdo ser reduzido a agua pelas catalases e peroxidases (MORANO et al.,
2012). Enquanto que o gene STF2 codifica uma proteina que modula a razdo de
hidrélise de ATP por uma ATPase, e tem sido também relacionada com a reposta ao
dano oxidativo na célula (LOPEZ-MARTINEZ et al., 2012; DIENHART, et al., 2002).

O gene ZWF1, também analisado no presente trabalho, codifica uma glicose-6-fosfato
desidrogenase (G6PDH) citoplasmatica que catalisa o primeiro passo irreversivel da
via das pentose-fosfato (Figura 19), a qual regenera NADPH a partir de NADP*. Sabe-

se que ZWF1 estéa envolvido na protecdo das células contra o estresse oxidativo, visto



59

que células de S. cerevisiae deficientes na G6PDH demonstraram maior

suscetibilidade e foram incapazes de induzir adaptacao ao estresse oxidativo. G6PDH

promove resisténcia ao estresse oxidativo pela geracao do poder redutor para reaces
de detoxificacdo (IZAWA et al., 1998; LEE et al., 1999).
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Figura 19: Representacdo esquematica da via das pentoses fosfato com geracdo de NADPH pela
enzima glicose-6-fofato desidrogenase sintetizada pelo gene ZWF1. G6PH, Glicose-6-fosfato
desidrogenase; PGLS, fosfoglicolactonase PGD, fosfogliconato desidrogenase; RPIA, ribulose-5-

fosfato isomerase; RPE, ribulose-5-fosfato epimerase.

Por fim, os outros dois genes analisados foram MXR1 e MXR2, que sdo responsaveis

pela sintese da metionina sulfoxido redutase. Sabe-se que a oxidagdo dos residuos
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de metionina leva a formagao de uma mistura racémica de metionina-S-sulfoxido (Met-
S-S0O) e metionina-R-sulfoxido (Met-R-SO), e a metionina sulféxido redutase catalisa
a reducédo do grupo tiol dos residuos de metionina oxidados (HERRERO et al., 2007;
LE et al., 2009).

A andlise da expressao génica por RT-PCR (Figura 20) demonstrou que o0s niveis de
expressao relativa, da maioria dos genes analisados, sdo maiores em células de S.
cerevisiae submetidas ao tratamento de 50 MPa por 30 min seguido por incubacgéo a
pressdo ambiente por 15 min. No entanto, ndo se observa uma diferenca expressiva
nos niveis de expressao relativa dos genes MXR1 e MXR2, e como esses genes
atuam no reparo ao dano oxidativo causado em proteinas, sugere-se portanto que a
célula, em resposta ao tratamento de alta pressao hidrostatica, despende energia no
sentido de evitar ao maximo o dano as macromoléculas fundamentais para sua
sobrevivéncia, visto que os genes CTT1, STF2, SOD2 e ZWF1 envolvidos nos
mecanismos de detoxificacdo para evitar o acumulo de espécies reativas na célula,

foram altamente induzidos mediante tratamento com alta pressao hidrostatica.
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Figura 20: Nivel de expresséao relativa (RQ) dos genes por andlise de RT-PCR em tempo real ap6s
tratamento de pressao de 50 MPa por 30 min (laranja) e tratamento de pressao de 50 MPa por 30 min
seguido de incubacao a pressao ambiente (rosa claro). Os genes testados foram CTT1, STF2, SOD2,
ZWF1, MXR1 e MXR2 (representados no eixo Y). A intensidade na expressao destes genes foi
normalizada pelo gene constitutivo ALG9 néo representado.

Andlises de microarranjo de células de S. cerevisiae submetidas ao tratamento sub-

letal e posteriormente mantidas por um curto periodo a pressdo ambiente
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demonstraram uma maior inducdo de genes de resposta ao estresse de alta pressao
hidrostatica, quando comparadas as células analisadas imediatamente ap0s o
piezotratamento. Resultados semelhantes foram obtidos no presente trabalho, visto
gue ha uma maior inducédo dos genes de resposta ao estresse oxidativo em células
mantidas a pressdo ambiente apds serem expostas ao tratamento de presséo.
Enquanto as células estdo sob uma pressao subletal elas sdo capazes de induzir
genes responsivos ao estresse, porém, a traducdo destes genes € comprometida
devido a inibicdo do aparato de sintese proteica sob pressao; entdo, quando as células
retornam para a pressdo atmosférica apds o tratamento sub-letal os novos mRNA
sintetizados podem ser traduzidos (FERNANDES, 2004; PALHANO et al., 2004a).

Dessa forma, essa resposta ao dano oxidativo mais pronunciada apds incubacédo a
pressdo ambiente, acarreta em um menor acumulo de espécies reativas nas células
mantidas a pressao ambiente apo6s o tratamento de HHP, observada por anélises de
citometria de fluxo (Figura 18).

4.5. COMPARACAO DO ACUMULO DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO
DAS LINHAGENS SELVAGEM E MODIFICADA APOS O PIEZOTRATAMENTO

Visando observar a influéncia do gene STF2 no acumulo de espécies reativas na
célula mediante tratamento de alta presséo hidrostatica, realizou-se uma comparacéo
na intensidade de fluorescéncia de CM-H2DCFDA apds o piezotratamento entre duas
linhagens de S. cerevisiae, BT0510 e BT0510-pSTF2. BT0510 consiste em um
linhagem selvagem previamente isolada de destilaria (BRAVIM, 2007) e que foi
utilizada nos demais experimentos, ja BT0510-pSTF2 é uma linhagem geneticamente

modificada (BRAVIM et al., 2013) que superexpressa o gene STF2.

Realizado o tratamento de 50 MPa por 30 min em ambas as linhagens, procedeu-se
com a analise por citometria de fluxo. Os resultados obtidos demonstraram que a
intensidade de fluorescéncia, apés o piezotratamento, foi menor na linhagem
modificada BT0510-pSTF2 do que na linhagem BT0510 (Figura 21). Ja foi descrito
gue a proteina codificada pelo gene STF2 exibe propriedades antioxidantes, evitando
o acumulo de espécies reativas na célula (LOPEZ-MARTINEZ et al., 2012). Essas

observagbes sugerem que a menor intensidade de fluorescéncia (Figura 22) em
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células da linhagem modificada BT0510-pSTF2 apds ser submetida ao estresse de
pressédo, deve-se as respostas antioxidantes induzidas pela superexpressao de STF2,
reduzindo portanto o acumulo de espécies reativas na célula, e por isso observa-se

uma menor intensidade de fluorescéncia na linhagem BT0510-pSTF2.
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Figura 21: Histograma da intensidade de fluorescéncia emitida pelo corante CM-H2DCFDA comparando
diferentes linhagens de S. cerevisiae apds o tratamento de 50 MPa por 30. A comparacdo da
intensidade de fluorescéncia foi feita entre a linhagem BT0510 (que ndo apresenta modificacéo -
laranja) e a linhagem BT0510-pSTF2 (linhagem transformada com STF2 - lilas). E o controle negativo
(vermelho), correspondem as células mantidas a pressdo atmosférica 0,1 MPa. Os experimentos foram
realizados em triplicata, mas somente uma replicata esta representada.

O gene STF2 sintetiza uma proteina citoplasmatica que atua como fator de
estabilizacdo que aumenta a acao da proteina Inh1lp, esta por sua vez atua inibindo a
atividade da ATP sintase mitocondrial, de modo que Stf2p facilita a ligacédo de Inhlp
na subunidade F1 da ATPase impedindo a hidrolise do ATP. Além disso, o que se
discute € que Stf2p atue na estabilizacdo de outras proteinas celulares, sugerindo
portanto que Stf2p estd envolvido na modulagcdo da atividade de proteinas
antioxidantes aumentando a capacidade dessas moléculas de remover as espécies
reativas de oxigénio da célula (HONG;PEDERSEN, 2002; LOPEZ-MARTINEZ et al.,

2012). Adicionalmente, a atividade antioxidante de Stf2p, pode estar relacionada com
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a natureza hidrofilica dessa proteina, pois as proteinas hidrofilicas sdo caracterizadas
por apresentarem um elevado teor de residuos de aminoacidos carregados, assim
como a histidina ou outros aminoacidos pequenos como a glicina, alanina, serina ou
treonina que podem atuar na remocao de espécies reativas de oxigénio (AMARA et
al., 2014).

J& foi descrito que a linhagem de S. cerevisiae com superexpressao do gene STF2
apresentam maior resisténcia mediante estresse de desidratacdo, além disso, a
quantificacdo do acumulo de espécies reativas por sonda fluorescente revelou que as
células de levedura com capacidade de superexpressar STF2 apresentam uma
reducdo na geracdo de espécies reativas, em comparacdo com células controle,
demonstrando que o gene STF2 tem um papel muito importante na prevencao ao
acumulo de espécies reativas na célula (LOPEZ-MARTINEZ et al., 2012). Essas
observacfes corroboram com os resultados apresentados, visto que ha um menor
acumulo de espécies reativas na linhagem BT0510-pSTF2 submetida ao tratamento

com alta pressao hidrostatica.
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Figura 22: Representacéo do acumulo de espécies reativas em células de S. cerevisiae. A comparacao
da intensidade de fluorescéncia foi feita entre a linhagem BT0510 (que n&o apresenta modificacdo -
laranja) e a linhagem BT0510-pSTF2 (linhagem transformada com STF2 - lilas). As leveduras foram
crescidas até a fase exponencial de crescimento antes de serem submetidas ao tratamento de estresse.
O experimento foi realizado em triplicata (letras diferentes significa que existe diferenca significativa
entre os tratamentos — P < 0,05).

Tem sido demonstrado que a linhagem transformada com a superexpressao do gene
STF2 (BT0510-pSTF2), apresenta uma maior producdo de etanol em relacdo a
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linhagem controle, que ndo apresenta modificacdo, apés 48 horas de processo
fermentativo. Diferentemente da linhagem controle em que h& uma reducdo da
porcentagem de etanol, BT0510-pSTF2 mantém a produtividade até 72 horas do
processo fermentativo (BRAVIM et al., 2013). Estes resultados demonstram a
importancia dos mecanismos de defesa aos danos oxidativo nas células de levedura
para o melhoramento do processo fermentativo, sendo fundamental a compreensé&o
da resposta das células a este estresse, possibilitando a selecdo de linhagens

resistentes ao estresse oxidativo.
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5. CONCLUSOES

A alta pressdo hidrostética, assim como outros estresses ambientais, induz ao
estresse oxidativo em células de S. cerevisiae. O presente estudo comprovou este
efeito através do aumento da intensidade de fluorescéncia nas células de levedura
submetidas a alta pressédo hidrostética e, consequentemente, por um maior acumulo

de espécies reativas nas células apos o piezotratamento.

Por outro lado, ndo foi observado aumento na intensidade de fluorescéncia de células
de levedura submetidas aos estresses térmico, osmotico e de etanol. Dados da
literatura indicam que essas condi¢cdes de injuria causam estresse oxidativo.
Sugerimos, portanto, que estes estresses promovem uma resposta mais eficaz as
células, que séo capazes de induzir respostas aos danos oxidativos que previnem o
acumulo de espécies reativas. Alta presséao hidrostatica exige das células um periodo
de recuperacdo apods o tratamento para induzir mais efetivamente mecanismos de

resposta ao estresse oxidativo.

O estresse oxidativo promovido pela alta pressao hidrostatica pode estar relacionado
com a disfuncao da atividade metabdlica da mitocondria, e além disso foi sugerido que
o reticulo endoplasmaético influencia na geracdo de espécies reativas pelas células
apos o piezotratamento. Por fim, foi demonstrado que a alta presséo hidrostatica ativa
a lancadeira glicerol-3-fosfato que pode atuar como fonte de espécies reativas.

As analises por citometria de fluxo demonstraram que células de S. cerevisiae
submetidas ao tratamento de 50 MPa por 30 min, apresentaram maior acumulo de
espécies reativas quando comparadas as células submetidas a alta presséo
hidrostatica e mantidas por 15 min a pressao ambiente. Concluindo-se que o segundo
tratamento induz mecanismos de resposta ao dano oxidativo que previnem o acumulo
de espécies reativas na célula. Adicionalmente, a maior expressdo de genes
relacionados a resposta ao estresse oxidativo mediante tratamento de pressao
ocorreu, principalmente, ap0s o periodo de incubacdo a pressdo ambiente,
confirmando que as células precisam deste periodo para responder mais

eficientemente ao estresse de alta pressao hidrostética.

A linhagem modificada com superexpressdo do gene STF2 (BT0510-pSTF2)

demonstrou uma maior capacidade de responder aos danos oxidativos gerados pelo
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tratamento da alta pressao hidrostética, visto que células da linhagem BT0510-pSTF2
submetidas a alta pressédo previnem o acumulo de espécies reativas. A capacidade
aumentada na producdo de etanol da linhagem BT0510-pSTF2 reforcam a
importancia dos mecanismos de defesa aos danos oxidativos nos processos

industriais.

A levedura Saccharomyces cerevisiae € amplamente utilizada nas industrias de
panificacdo e de fermentacdo. Sabe-se que nos processos industriais a levedura é
submetida a uma combinacdo de condicbes que afetam seu metabolismo, portanto
para uma melhor eficiéncia desses processos, torna-se desejavel que as células de
levedura sejam resistentes a multiplos estresses. Sendo que, o presente trabalho
apresenta uma importante contribuicdo ao fornecer subsidios para elucidacdo das vias

de resposta ao estresse em Saccharomyces cerevisiae.
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