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RESUMO

Neste trabalho fizemos um breve levantamento tedrico sobre a utilizagdo da levedura
Saccharomyces cerevisae, na historia da humanidade, desde a sua utilizagdo para
producao de pao e destilados, passando pelo desenvolvimento da Bioquimica e sua
utilizagdo como prd- bidticos. Ressaltamos também a utilizagdo do Saccharomyces
cerevisae como um modelo celular adequado para testes de citotoxicidade de produtos
naturais ou sintéticos, complexos inorganicos metalicos e outros farmacos. O
metabolismo energético desta levedura ¢ similar ao de células tumorais, apresentado um
grande consumo de agtcar na presenca de oxigénio (efeito Warburg) e um segundo
fenomeno denominado “efeito Crabtree” que se caracteriza pela capacidade de realizar
mudangas reversiveis em suas condi¢cdes metabdlicas. Serdo discutidos alguns resultados
experimentais obtidos no Laboratorio de Bioquimica e Fotobiologia (LABIOFOT),
utilizando o Saccharomyces cerevisae, a fim de ilustrar a importancia desta levedura em
ensaios de inativacdo fotodindmica de micro-organismo Finalmente serdo apresentadas
novas estratégias de utilizacdo do Saccharomyces cerevisae através do melhoramento

genético

Palavras-chave: Saccharomyces cerevisiae, metabolismo energético, atividade

antimicrobiana.



ABSTRACT

In this work we have made a brief theoretical study on the use of yeast Saccharomyces
cerevisiae in the history of mankind, from its use for the production of bread and
distillates, through the development of biochemistry and its use as probiotics. We also
emphasize the use of Saccharomyces cerevisae as a suitable cellular model for
cytotoxicity testing of natural or synthetic products, inorganic metal complexes and other
drugs. The energetic metabolism of this yeast is similar to that of tumor cells, presented
a high sugar consumption in the presence of oxygen (Warburg effect) and a second
phenomenon called "Crabtree effect" characterized by this ability to make reversible
changes in its metabolic conditions. We will discuss some experimental results obtained
in the Laboratory of Biochemistry and Photobiology (LABIOFOT), using Saccharomyces
cerevisae, in order to illustrate the importance of this yeast in photodynamic inactivation
tests of microorganisms. Finally, new strategies for the utilization of Saccharomyces

cerevisae will be presented through genetic improvement.

Key words: Saccharomyces cerevisae, energetic metabolism, antimicrobial activity.
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1. INTRODUCAO

O nome Saccharomyces foi utilizado em 1837 para definir fungos provenientes
do acucar fermentado. O género Saccharomyces contém as espécies de leveduras mais
utilizadas pelo homem nas atividades de panificagdo e producdo de etanol, seja para
bebidas ou combustiveis. Destaca-se também o seu uso como probiotico, utilizado para
recompor a flora intestinal prejudicada, por exemplo, pelo uso excessivo de antibidticos
por via oral (1). O termo cerevisae € um termo antigo franc€s que significa cerveja (2).

A figura 1 ilustra uma medicagdo probidtica contendo Saccharomyces cerevisae
em suspensdo em pequenas ampolas com 5 mL. O probiotico Florax (produzido pelos
laboratérios Hebron) tem sido utilizado no LABIOFOT (Laboratorio de Bioquimica e
Fotobiologia — Instituto de Quimica — Universidade Federal de Uberlandia) para o
isolamento de cepas puras de Saccharomyces cerevisae, utilizadas em experimentos de

inativacao fotodinamica utilizando corantes sintéticos e naturais.

Figural: Probidtico Florax

Florax - SM .
Saccharomyces cerevisiae 5
e Fu s

Hebron
—p L
faconetes J¢ S
Conteudo: 5

Fonte: https://www.farmadelivery.com.br/florax-sm-adulto-sabor-framboesa-c-5-flaconetes-

de-5ml-cada Acessado em 06/04/2019

Outros probidticos disponiveis no mercado farmacéutico contém outras espécies
de leveduras, como o Saccharomyces boulardii (Figura 2), e esse modelo celular foi

também utilizado em experimentos no LABIOFOT.


https://www.farmadelivery.com.br/florax-sm-adulto-sabor-framboesa-c-5-flaconetes-de-5ml-cada
https://www.farmadelivery.com.br/florax-sm-adulto-sabor-framboesa-c-5-flaconetes-de-5ml-cada
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Figura 2: Probiotico com Saccharomyces boulardii.
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Fonte: OptiBac Probiotics Acessado em 06/04/2019
A descoberta de que a ingestdo de frutos fermentados causava entorpecimento e
prazer, ja era conhecida pelos animais (Figuras 3 e 4), antes que os seres humanos

descobrissem como controlar o processo fermentativo e qual a sua natureza molecular.

Figura 3: Alce embriagado

Fonte: https://www.mdig.com.br/index.php?itemid=21101
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Figura 4: Elefantes embriagados pela ingestdo de frutos da amarula

Fonte: https://awebic.com/animais/alguns-elefantes-ficaram-bebados-com-fermentado-de-
fruta-de-marula-e-o-resultado-foi-esse/

Com relagdo a fruta amarula, com o calor ocorre um processo natural de
fermentagdo da fruta, ocasionando uma concentragdo de alcool muito grande. A
fermentagdo adicional que acontece no estomago dos animais, deixam eles embriagados
com as mesmas sensacdes de um ser humano bébado, com sinais e sintomas que possam
aparecem em casos de bebedeira.

A descoberta do processo fermentativo pelo homem, data da antiguidade, desde
os tempos dos habitantes das cavernas, pelos sumérios, egipcios antigos, assirios,
chineses e babilonios (2).

Acredita-se que a humanidade tornou-se agricola para dominar esses processos
fermentativos feitos por leveduras, consideradas como “as plantas mais antigas cultivadas
pelo homem”. Hoje as leveduras como o Saccharomyces cerevisae pertencem ao reino
dos fungos (2).

O primeiro relato da producdo da cerveja data de 7000 a c, porem a natureza do
processo fermentativo alcodlico ndo era compreendida, até que o cientista francés Louis

Pasteur em 1857 descobriu que o processo fermentativo alcodlico ndo depende de


https://awebic.com/animais/alguns-elefantes-ficaram-bebados-com-fermentado-de-fruta-de-marula-e-o-resultado-foi-esse/
https://awebic.com/animais/alguns-elefantes-ficaram-bebados-com-fermentado-de-fruta-de-marula-e-o-resultado-foi-esse/
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oxigénio, necessitando de células organizadas e integras. Porém se as leveduras forem
oxigenadas, ocorre producao de gas carbonico e biomassa que faz crescer o pao (3).

O trabalho de Pasteur para cervejeiros e produtores de vinhos da época levou a
identificacao das leveduras certas que produziam vinho e pao e ndo vinagre. Pasteur
demonstrou que o processo fermentativo depende de células vivas, ndo sendo possivel
extrair os componentes intracelulares responsaveis pela fermentacao (3).

Em 1897 foi possivel extrair os componentes intracelulares da levedura e
promover fermentacdo na auséncia de células vivas. Esse trabalho feito pelo quimico
alemao Eduard Buchner, recebeu o prémio Nobel em 1907 e ¢ considerado o inicio da
Bioquimica (4).

A levedura Saccharomyces cerevisae ¢ a mais importante levedura utilizada para
fins fermentativos, conhecida como levedura do pao, do vinho, da cerveja (1). A
utilizagdo de Saccharomyces cerevisae em panificacdo e bebidas fermentadas teve um
grande avango com o isolamento de cepas puras isoladas por Christian Hansen em 1888
(D).

A levedura Saccharomyces cerevisiae foi o primeiro organismo eucariotico a ter
seu genoma totalmente sequenciado em 1996 (6). E um modelo celular eucariético ideal
para estudos bioldgicos, possuindo um mecanismo de regulagdo do ciclo celular similar
ao de células eucaridticas humanas (7).

Desta forma a levedura Saccharomyces cerevisiae vem sendo utilizada para a
descoberta de novos produtos naturais ou sintéticos com propriedades anticancerigenas e
antifingicas (8).

A facilidade e seguranga de seu cultivo em agar Sabouraud, permitiu ao
LABIOFOT utilizar este modelo celular em ensaios de viabilidade celular in vitro,
utilizando diferentes fotosensibilizadores e outros compostos. O dgar Sabouraud' contém
uma alta concentracao de glicose e pH 5,6, pH esse que se mantém inalterado o que
dificulta o crescimento de bactérias contaminantes. A composi¢do do Agar Sabouraud é
de 10g/l de peptona que consiste em uma mistura de aminoacidos e polipeptidios
resultantes da quebra de proteinas por agdo de uma enzima proteolitica, 40g/1 de glicose

e 20g/1 de agar esses que sdo carboidratos.

! Composicdo do Agar Sabouraud: Peptona 10 g/L; Glicose 40g/L; agar 20g/L.
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2. OBJETIVOS

A proposta deste trabalho foi fazer uma breve revisao tedrica sobre a levedura
Saccharomyces cerevisae e sua importancia para o homem. Serdo enfatizados a
morfologia estrutural da levedura, seu metabolismo energético e oncogénico, inativacao
por farmacos naturais e sintéticos, bem como a capacidade tintorial do Saccharomyces
cerevisae frente a fotossensibilizadores e sua utilizagdo como modelo celular para ensaios

de inativagdo fotodinamica.

3. METODOLOGIA

A metodologia utilizada neste trabalho envolveu inicialmente uma pesquisa
bibliografica em sites de consulta, como o Google, de artigos e revistas sobre a levedura
Saccharomyces cerevisae. Foram também consultadas monografias e dissertagdes
produzidas no LABIOFOT utilizando esta levedura, bem como alguns experimentos
praticos realizados.

A observagdo do crescimento das colonias tipicas da levedura em estudo foi feita
em agar Sabouraud.

As caracteristicas tintoriais da levedura Saccharomyces cerevisae, frente ao corante
fenotiazinico azul de toluidina, foram observadas em solucdo e em esfregacos feitos
diretos em laminas de microscopia 6tica. Foram feitas também coloragdes dos esfregagos
com a coloragdao de Gram e azul de metileno e rosa de bengala.

Todos os materiais utilizados foram lavados e secos. Posteriormente sofreram

desinfeccao utilizando etanol 70%, exposi¢ao a radiagdo UV e autoclavagao.

4. MORFOLOGIA DA LEVEDURA SACCHAROMCES CEREVISAE

A levedura Sacharomyces cerevisae ¢ um micro-organismo eucarioto unicelular,
pertence ao reino dos fungos. Por ter similaridade com células vegetais era antigamente
pertencente ao reino das plantas.

O género Saccharomyces incluem muitas espécies de fungos, sendo a espécie

cerevisae a mais importante para o homem (9). Estas leveduras possuem uma forma oval



18

ou eliptica com dimensdes de 4 a 6 um dependendo da forma existente da levedura

(Figura 5).

Figura S: Estrutura do Sacharomyces cerevisae

secretqr‘yvesylé;t "2

plasma membrane
cell wal
fimbriae

RKM.COM.AU

Fonte: www.rkm.com.au

O crescimento do Sacharomyces cerevisae em agar Sabouraud leva de 24 a 48 horas
em cAmara umida a 30° C. As coldnias resultantes sdo brancas, cremosas, lisas e de bordas

uniformes (Figura 6).


http://www.rkm.com.au/
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Figura 6: Meio agar Sabouraud apresentando o crescimento homogéneo de colonias da
levedura Saccharomyces. cerevisiae espalhados sobre o 4gar com uma alca de platina. A

fonte das leveduras foi o probiotico Florax (vide Figura 1).

~ I‘W i{‘ I/ {-’4: ¥
\ 5@.' I.ﬁ s

‘*"'-L...

Fonte: LABIOFOT

As coldnias isoladas da placa da Figura 6 foram diluidas na escala Mac Farland 0,5
que ¢ o padrio de turvagdo mais frequentemente utilizado nos laboratérios de
microbiologia, para determinar a intensidade da multiplicagdo em meios de cultivo
liquidos. Esta multiplicagdo se manifesta nos meios liquidos por um aumento das
particulas (bactérias) que se opdem a livre passagem da luz, provocando turvagdo ou
opacidade no meio. Quanto maior o nimero de bactérias, maior sera a opacidade do meio
de cultura, e diluidas adicionalmente 1000 vezes. Exatamente 20 uL dessa suspensao de

leveduras foram depositados em varias gotas na superficie do agar Sabouraud (Figura 7).
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Esse procedimento pode ser utilizado para obtencao de clones puros da levedura para
quantificagdo das unidades formadoras de colonias (UFC’s/mL) em ensaios de

viabilidade celular.

Figura 7: Unidades Formadoras de Colonias de Saccharomyces cerevisae obtidas pela
deposicdo de 20 pL. de uma suspensdo Mac Farland 0,5 diluida 1000 vezes, em agar

Sabouraud.

Fonte: LABIOFOT

A levedura Sacharomyces cerevisae ¢ um microrganismo extremamente importante
para o estudo de células eucaridticas superiores. Possui similaridades estruturais com
células eucaridticas (animais e vegetais) e procaridticas (10).

Como células eucarioticas as leveduras possuem varias organelas delimitadas por
membranas como o nucleo, mitocdndrias, peroxissomas, vactiolos e outras organelas.
Similarmente as células eucaridticas possuem um citoesqueleto organizado constituido
de actina disposta em filamentos no citoplasma e associada @ membrana celular. O
citoesqueleto esta diretamente relacionado @ movimentacao, adesdo e brotamento dessas
leveduras (9).

O processo de producado de energia utiliza a mitocondria durante a respiragao celular
e a via glicolitica em condi¢des de anaerobiose (fermentacao).

Diferente das bactérias o Saccharomyces cerevisae nao possui peptidoglicana em

sua parede celular e sim um alto teor de B-glicanas e quitina. Possuem um reticulo
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endoplasmatico e um aparelho de Golgi envolvidos na sintese de proteinas e transporte
de lipideos (9).

O alto teor de polissacarideos B-glicanas (>75%) presente na parede celular do
Saccharomyces cerevisiae faz desta levedura um probidtico funcional que auxilia na

regulacao da glicemia e tem propriedades imunomoduladoras (Figura 8).

Figura 8: Probiotico funcional a base de parede celular de Saccharomyces cerevisae.
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Fonte: www.semsfarmaceutica.com.br

Similarmente as células procaridticas o Saccharomyces cerevisae possui uma
parede celular, responsavel pela forma celular que confere resisténcia a variacdes de
pressdo osmotica, temperatura e outras formas de estresse. Em vez de ser formada por
peptidoglicana como nas bactérias, a parede celular do Saccharomyces cerevisae é
constituida principalmente de quitina, manoproteinas e outras glicanas. Na parede celular
existem também vdrias enzimas envolvidas na regulacdo do metabolismo das leveduras,
transporte e sinalizacao (5).

Os lipideos encontrados na membrana plasmatica sdo similares aos encontrados em
células eucarioticas de organismos superiores, porem em vez de colesterol a membrana

plasmatica das leveduras contém ergosterol (Figura 9).

Figura 9: Estrutura do colesterol (a) e ergosterol (b)


http://www.sems.com.br/
mailto:contato@semsfarmaceutica.com.br
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Fonte: www.researchgate.net/figure/figura-2-estrutura-molecular-plana-do-colesterol-

1-e-ergosterol-2_fig18 296195078

Na auséncia de oxigénio, ou seja, em anaerobiose ocorre um aumento de 4dcidos
graxos saturados presentes nos lipideos de membrana e diminuicao do ergosterol. J4 em
aerobiose ocorre mudanca nesse perfil lipidico, implicando a importancia do oxigénio

na sintese de alguns lipideos complexos insaturados e esteroides (5).

5. 0 SURGIMENTO DA BIOQUIMICA

A pesquisa com leveduras, principalmente as envolvidas com o processo de
fermentacdo (Baker's yeast) permitiu um grande avango na microbiologia,
possibilitando a associagdo de micro-organismos a algumas doengas humanas (3).

Apesar dos trabalhos de Pasteur (Figural0) terem proporcionado um grande avango
na quimica das fermentagdes e na microbiologia, a sua convic¢do de que a fermentacao
somente poderia ser realizada por um organismo vivo, organizado com varias organelas,
levou a teoria do vitalismo, que por muito tempo atrasou o entendimento da natureza

quimica do processo de fermentacao (11).

Figural0: Louis Pasteur


http://www.researchgate.net/figure/figura-2-estrutura-molecular-plana-do-colesterol-1-e-ergosterol-2_fig18_296195078
http://www.researchgate.net/figure/figura-2-estrutura-molecular-plana-do-colesterol-1-e-ergosterol-2_fig18_296195078
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Fonte: https://brasilescola.uol.com.br/biologia/louis-pasteur.htm

Em 1860 Pasteur declara que a fermentacdo alcoolica ¢ um processo fisiologico:

“The chemical changes of fermentation are associated with a vital activity,
beginning and ending with the latter. I believe that alcoholic fermentation never occurs
without either the simultaneous organization, development and multiplication of cells or
the continued life of cells already formed” (11).

Vérios pesquisadores tentaram, sem sucesso, extrair 0s componentes
intracelulares de leveduras para ver se era possivel ocorrer fermentagao alcoolica in vitro.
Destacam-se, por exemplo, os trabalhos de Maria Manaseina que em 1870 afirmou ter
conseguido, por aquecimento de Saccharomyces cerevisae, um extrato livre de células
capaz de realizar de fermentar agticar em alcool (12). Entretanto seus resultados nao
foram reproduzidos por outros pesquisadores.

Varios pesquisadores tentaram romper a parede celular do Saccharomyces
cerevisae utilizando diferentes procedimentos, como o uso de detergentes, a maceragao
das leveduras com digestao quimica, ¢ outros procedimentos desnaturantes de proteinas,
mas sem sucesso porque os extratos obtidos ndo eram capazes de realizar a fermentagao
alcoolica (13).

Em 1897 Eduard Buchner, um quimico alemdo pouco conhecido, faz uma
publicacao preliminar que abalaria a teoria vitalista de Pasteur e abriria as portas para a
investigacao intracelular dos mecanismos moleculares da fermentacao alcoolica (11).

Eduard Buchner inicia a sua comunicagao cientifica com a seguinte frase:

“Separation of fermentative action of living yeast cells has never previously been

achieved; in what follows, a procedure is described that accomplishes this task™ (12).


https://brasilescola.uol.com.br/biologia/louis-pasteur.htm
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No final de 1986, Eduard Buchner estava de férias trabalhando com seu irmao
Hans Buchner, professor do Instituto de Munich cujo interesse cientifico era em
imunologia e terapéutica (12).

Hans Buchner sabia que o soro humano tinha propriedades antissépticas contra
bactérias e postulou junto com Eduard Buchner se o extrato de leveduras tinha também
esta propriedade (12).

Através da colaboragao de um técnico (Martin Hall), foi desenvolvido uma nova
metodologia para obtengdo de um extrato de leveduras livres de células vivas. O
procedimento, publicado por Eduard Buchner em seu artigo, descrevia uma metodologia
de maceracao mecanica das leveduras com areia de quartzo e terra de diatoméacea, seguida
de prensagem mecanica e hidraulica (13).

Desta forma obtiveram um caldo verde, rico em proteinas, que era facilmente
contaminado pelo crescimento de bactérias. No intuito de evitar essa contaminagao
bacteriana Eduard Buchner fortuitamente adicionou sacarose a esse extrato. Tamanha foi
sua surpresa ao perceber que essa mistura era capaz de realizar a fermentagdo da sacarose
produzindo etanol e CO0,.

Embora esse experimento nao fosse direcionado ao estudo da fermentacgao,
Eduard Buchner percebeu de imediato a grandeza de sua descoberta. Nao foi uma
descoberta acidental baseada apenas na sorte, pois Eduard Buchner ja trabalhava com
fermentagdo e sabia dos acontecimentos da época, sendo até desencorajado pelos seus
superiores em tentar abrir a levedura e extrair seus componentes intracelulares (11,12).

Como o proprio Pasteur disse: “Chance favours the prepared mind” e Eduard
Buchner, considerado um pesquisador sem talento para a quimica por seu orientador de
doutorado Adolf von Baeyer, era o “homem certo na hora certa” (11).

Sua descoberta abalou os conhecimentos quimicos e bioldgicos da época,
introduzindo uma nova era, levando ao desenvolvimento da bioquimica moderna de hoje.
Pela primeira vez o impossivel se tornava possivel, permitindo a realiza¢cdo de estudos do
processo de fermentacdo in vitro, ou seja, no tubo de ensaio.

Em 1907, aos 47 anos de idade, Eduard Buchner (Figura 11) recebeu o prémio
Nobel por suas investigagdes bioquimicas e sua descoberta da fermentacdo livre de

leveduras viaveis (5).

Figura 11: Eduard Buchner
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Fonte: Eduard Buchner — Facts. NobelPrize.org. Nobel Media AB 2019. Wed. 17 Apr 2019.
<https://www.nobelprize.org/prizes/chemistry/1907/buchner/facts/>

Eduard Buchner chamou de zimase o componente extraido da levedura
responsavel pela fermentagdo in vitro. Os enzimologistas posteriormente vieram a
descobrir que o processo de fermentagao alcodlica envolvia 14 reagdes quimicas, cada
uma delas catalisada por uma enzima diferente. A rota metabolica envolvida na
fermentacdo alcoolica foi denominada de glicélise, via glicolitica ou via EMP (Emben-

Meyerhof-Parnas) (5).

6. 0 METABOLISMO ENERGETICO DO SACCHAROMYCES CEREVISAE

O sucesso de Eduard Buchner em obter, o que ¢ hoje algo muito simples, foi usar
condig¢des de extragdo que preservaram as atividades das enzimas envolvidas na glicdlise,
sensiveis ao aquecimento, detergentes ou outras condi¢cdes desnaturantes de proteinas.

A via glicolitica detalhada em 1940 envolve a lise da molécula de glicose
contendo seis carbonos, em duas moléculas de trés carbonos denominadas de piruvato.
Durante a lise e oxidagdo da molécula de glicose, ocorre inicialmente uma preparacao da
glicose com o gasto inicial de duas moléculas de ATP. A produgao de dois intermediarios
bioquimicos de alta energia, o 1-3 bifosfoglicerato e o fosfoenolpiruvato permite a sintese

de quatro moléculas de ATP (Figura 12 A e B) no citossol (5).
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Figura 12: Intermediarios bioquimicos de alta energia encontrados na glicélise. A) 1,3

BPG B) PEP.
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Fonte: http://labs.icb.ufmg.br/lbcd/grupof/13bis.html

Este processo de produgdo de energia, denominado de fosforilagdo ao nivel do
substrato, ndo envolve oxigénio e ocorre no citossol das leveduras e células eucaridticas
de organismos superiores. A via glicolitica ¢ um mecanismo primitivo de obten¢do de
energia que ocorre sem consumo de oxigénio e que foi conservado em organismos
superiores, que utilizam o oxigénio como aceptor final de elétrons extraidos das
substancias alimentares (14).

O destino metabolico do piruvato depende das condi¢des oferecidas as células.
A redugdo do piruvato seja para etanol, acido latico, CO> e H>O ou outros produtos da
fermentagdo, ocorre pela necessidade de converter a coenzima nicotinamida adenina

dinucleotideo reduzida (NADH) para sua forma oxidada (NAD+) (Figural3).


http://labs.icb.ufmg.br/lbcd/grupof/13bis.html
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Figural3: Producdo de etanol para regenerar a coenzima NAD+ (14).
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Fonte: James Theoga Raj CandlLin SJ. Cross-talk in NAD* metabolism: insights
from Saccharomyces cerevisiae. Curr Genet. 2019 Apr 16: 4-16.

Neste processo uma molécula de glicose ¢ convertida a duas moléculas de
piruvato (um cetodcido). O piruvato sofre posteriormente uma descarboxilacio
produzindo CO; e acetaldeido, o qual por sua vez ¢ reduzido a etanol, regenerando a
coenzima NAD". O piruvato pode sofrer varias reagdes diferentes (Figura 14), mas

sempre com o0 mesmo objetivo, regenerar a coenzima NAD+ (Figura 15).

Figura 14: Destinos metabolicos do piruvato


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=James%20Theoga%20Raj%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30993413
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lin%20SJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30993413
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30993413
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Fonte: David L. Nelson and Michael M. Cox. Lehninger: Principles of Biochemistry, 2013.

Editora: Macmillan.

Figura 15: Estrutura da coenzima nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD+ ¢ NADH)
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Fonte: https://en.wikipedia.org/wiki/Nicotinamide_adenine_dinucleotide

A levedura Saccharomyces cerevisae ¢ um micro-organismo aerdbio facultativo,
podendo crescer também na presenga de oxigénio, onde o agucar ¢ transformado em
biomassa, CO; e H,O (Figura 16). O destino metabdlico do piruvato e seus produtos

finais, depende da presenga ou auséncia de oxigénio (15).


https://en.wikipedia.org/wiki/Nicotinamide_adenine_dinucleotide
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Figura 16: Diagrama do catabolismo da glicose em células de Saccharomyces cerevisiae.
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Neste processo denominado de respiragao celular, o piruvato € transportado para

o interior das mitocondrias, onde é convertido em acetil coenzima A e oxaloacetato. Esses

metabolitos reabastecem o ciclo de Krebs, o qual direciona elétrons para cadeia de

transporte de elétrons. Estes elétrons, transportados por coenzimas e proteinas especificas

tem como aceptor final o oxigé€nio que € reduzido para agua (Prof. Dr. Carlos Alberto de

Oliveira, comunicacao pessoal).

O transporte de elétrons cria um gradiente de protons na mitocondria, que

direcionados para a enzima ATPase promovem a sintese do ATP, processo esse

denominado de fosforilagao oxidativa (Figura 17).

Ao contrario da glicolise, na respiragdo celular mitocondrial ndo existe a

formacao de intermediérios quimicos de alta energia como o 1-3BPG e o PEP, mas sim

uma condicdo energética da propria mitocondria, criada pelo gradiente de protons
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formados durante o transporte de elétrons. Este processo ficou conhecido como modelo
quimiosmético de producao do ATP (16).

O mecanismo de formagdo do ATP mitocondrial foi palco de inimeros “embates
cientificos”, com a proposicao de varias teorias diferentes (Prof. Dr. Carlos Alberto de

Oliveira, comunicacao pessoal).

Figura 17: Formacao do ATP mitocondrial.

Chemiosmotic Model

Intermembrane P s A e :
space (P side) " o 4 ( )2H
4H* e

o R/ ]
4+ + 4+ + bl i B+ + | R Rl 8 s ]
T e ¥ il Vo { } f | ]
/ \ AT e [ | ¢ \
é "_ QH, | 1 /,:AQHZ* Lj. m : | v \ |
oo, “ < { £ B e e } = Y
\

Matrix
(N side)

Succinate Fumarate 2H*

NADH + H*

Proton-motive force

Chemical potential | Electrical potential | . ATP synthesis driven
—

(inside alkaline) | (inside negative) By provon IMative force

Fonte: David L. Nelson and Michael M. Cox. Lehninger: Principles of Biochemistry, 2013.
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A regulagdo da produgdo e regeneragio do NAD' em células eucaroticas
superiores ¢ um processo complexo e dificil de ser estudado. Entretanto a levedura
Saccharomyces cerevisae ¢ um organismo eucarotico celular adequado a estes estudos
possibilitando o entendimento de doencas relacionadas a idade, onde existe uma

perturbagdo na homeostasia da nicotinamida adenina dinucleotideo (17).

7. 0 ORGANISMO MODELO SACCHAROMYCES CEREVISAE

As questdes éticas e as restrigdes experimentais levaram os pesquisadores a
encontrar modelos unicelulares de células eucardticas que sejam de fécil propagacao e
manipulagdo. Neste sentido as leveduras tém se destacado, principalmente a levedura
Saccharomyces cerevisae, antigamente chamada de Candida robusta, devido ao seu uso

historico pela humanidade e por ter um genoma totalmente seqiienciado (6).
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A utilizagdo da levedura Saccharomyces cerevisae como um modelo de células
eucarioticas superiores apresenta uma série de vantagens, tais como (18):

- capacidade de desenvolvimento em substrato barato e facilmente disponivel;
- facilidade de obtencao e de multiplicagao;

- utilizacao de nutrientes nas suas formas mais simples;

- possibilidade de cultivo independente do ambiente;

- pequena exigéncia de agua e de area;

- formagao de produtos de valor nutritivo € medicamentos;

- possuem vias de sinalizacao e ciclo de vida similar &s células humanas;

- realizam um metabolismo energético similar ao de células tumorais, etc.

Desta forma esta levedura tem sido utilizada como modelo celular para estudar
mecanismos moleculares e celulares de eucariotos superiores. Destacam-se, por exemplo,
a utilizagdo desta levedura para entender os mecanismos de envelhecimento, regulagao
da expressdo génica, transducdo de sinal, distirbios neurodegenerativos, assim como,
ciclo e morte celular através por apoptose e outras vias de morte celular (19).

Outros trabalhos utilizaram este modelo celular para avaliar situagdes de estresse
quimico, osmotico, nutricional e térmico (20). O estudo da viabilidade desta levedura
frente a alguns metais como o cobre, zinco e outras nanoparticulas inorganicas, tem
propiciado o desenvolvimento de novos compostos com propriedades antifingicas e
antitumoral (20).

O alto grau de conservagdo de processos basico celulares entre Saccharomyces
cerevisae € eucariotos superiores faz desta levedura uma ferramenta adequada para a
descoberta de novas drogas. Por ser também relacionada a um importante patégeno
humano, a Candida albicans, o Saccharomyces cerevisae (Candida robusta) ¢ também
muito utilizado para a descoberta de novas drogas antifingicas, sejam oriundas de
produtos naturais ou sintéticas (21).

Através de estudos do metabolismo do Saccharomyces cerevisae foi constatado que
estas células apresentam também semelhangas em relacdo ao metabolismo de células
tumorais. Isto propiciou considerar esta levedura um modelo metabolico favoravel para
o rastreamento de alvos de drogas para aplicagdes em terapias anticancer (21).

C¢lulas tumorais e de Saccharomyces cerevisae possuem um crescimento rapido e
precisam de grandes quantidades de energia utilizando a glicose como substrato principal.
Da mesma forma que as células tumorais, a levedura Saccharomyces cerevisae consome

grandes quantidades de glicose mesmo na presenga de oxigénio. Este efeito foi constatado
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em 1924, por um pesquisador alemdo Otto Warburg (Figura 18) que recebeu o prémio
Nobel em medicina em 1931. O efeito Warburg, também chamado de “glicolise aerobia”
caracteriza-se pela ndo utilizagdo mitocondrial do piruvato proveniente da glicolise em

condigdes de aerobiose (22, 23, 24).

Figura 18: Otto Heinrich Warburg

Fonte: https://en.wikipedia.org/wiki/Otto_Heinrich_Warburg

Além do efeito Warburg, as células tumorais exibem um segundo fendmeno
metabolico, chamado de “efeito Crabtree” (25, 26), onde a adicdo de glicose inibe a
respiracdo celular, favorecendo a glicolise. Esse comportamento foi também observado
na levedura Saccharomyces cerevisiae, que em condigdes de aerdbiose e na presenca de
alta concentracao de glicose produz etanol ao invés de biomassa e CO,. Tal fendmeno
esta relacionado com o transporte de piruvato para dentro da mitocondria, bem como
inibi¢do do ciclo de Krebs e respiragdo celular, sendo uma éarea de bastante interesse para
a descoberta de novas drogas com propriedades antitumorais (26).

O modelo Saccharomyces cerevisae foi utilizado com sucesso no LABIOFOT para
testes de viabilidade de complexos inorganicos de zinco, cobre e europium (Figural9).
As unidades formadoras de colonias (UFC’s) foram visualizadas e quantificadas na

diluicdo 10™* de uma diluicdo serial da levedura, apds tratamento.


https://en.wikipedia.org/wiki/Otto_Heinrich_Warburg
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Figura 19: Ensaios de citotoxicidade empregando Saccharomyces cerevisae utilizando o

método de deposicao de 50 pL em varias gotas na superficie do agar Sabouraud.

Fonte: LABIOFOT

A seta acima mostra uma colonia da levedura Saccharomyces cerevisae removida
com uma al¢a metélica e espalhada em uma lamina de microscopio para fazer a coloragdo
de Gram. Observa-se na figura 20 que as células de Saccharomyces cerevisae sio Gram

positivas.

Figura 20: coloragdo de Gram de Saccharomyces cerevisae

Fonte: LABIOFOT FOTO TIRADA 28/05/2019
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No LABIOFOT estudamos também os efeitos de fotossensibilizadores, como o azul
de metileno (AM), o azul de toluidina (AT) e a rosa de bengala (RB) em células de
Saccharomyces cerevisae obtidas de fermentos comerciais e probidticos farmacéuticos.

Existem fotossensibilizadores utilizados especificamente para matar células
cancerigenas que tém sido efetivos na morte de células fungicas e vice-versa. No
LABIOFOT foram feitos estudos da interagcdo dos corantes cationicos AT ¢ AM com as

leveduras em estudo (Figura 21).

Figura 21: Estruturas do AT e AM.

CH;
"h-..'.-d“'*-uc-n.
Hs ;L g[ CHs fof;:I:+faffHNfH
L“"N = g—+""""\-\.\_‘_'_-'-. ~ [N riJ S
L

|
LH, CHa Hy

AM AT
Fonte: https://slideplayer.com.br/slide/3265716/

As células de Saccharomyces cerevisae quando ressuspensas na dilui¢ao 1,0 de
Mac Farland interagem fortemente com o corante azul de toluidina em solugdo que
permanece aderido as células, mesmo apds varias didlises (em agua destilada) para
remover o corante ndo ligado (Figura 22).
Figura 22: A) Suspensio de células de Saccharomyces isoladas de UFC’s formadas em
agar Sabouraud. B) Suspensdo de células de Saccharomyces incubadas com AT (100
umol/L) por 4 horas e dializadas quatro vezes com agua destilada.

A B


https://slideplayer.com.br/slide/3265716/
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Fonte: LABIOFOT FOTO TIRARA DIA 28/05/2019

Quando as células de Saccharomyces cerevisae sao coradas através de um
esfregaco feito com alca metdlica em ldmina de microscopio, as células ficam
avermelhadas e ndo azuis. Esta coloracdo diferente, da original, ¢ decorrente da

metacromasia do AT quando em contato com moléculas anionicas da levedura (Figura
23).

Figura 23: Saccharomyces cerevisae corados com AT (100 umol/L) em lamina de

microscopio.

Fonte: LABIOFOT LABIOFOT FOTO TIRARA DIA 28/05/2019
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A coloragao das leveduras com azul de metileno (AM), um corante catidnico

fenotiazinico, ndo apresentou metacromasia e as células foram coradas em azul (Figura

24).

Figura 24: Saccharomyces cerevisae corados com AM (100 umol/L) em lamina de

microscopio.

Fonte: LABIOFOT LABIOFOT FOTO TIRARA DIA 28/05/2019

A interacdo dos corantes fenotiazinicos com a levedura Saccharomyces cerevisae,
como o AT e AM, ocorre por interacdo eletrostatica entre os corantes catidnicos e
grupamentos anidnicos presentes nas células, como polifosfatos, polissacarideos e DNA.

Quando se faz um esfregaco das células de Saccharomyces cerevisae em uma
lamina de microscopio, ocorre a lise de muitas células liberando para o meio exterior
grupamentos anionicos, que interagem fortemente com o AT, como o DNA. No intuito
de avaliar a interacdo do AT com DNA puro, foi feito um esfregaco do DNA em uma
lamina de microscépio e depois corada com AT 100 pmol/L (ou AM) 40 minutos.

Os resultados obtidos evidenciaram que o AT interage com o DNA, sofre
metacromasia e as laminas sdo coradas em um tom rosa e nao azul, como € a cor original

do AT (Figura 25).
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Figura 25: Lamina de microscopia contendo um esfregaco de DNA e corada com AT.

Fonte: LABIOFOT

O AM, embora tenha similaridades estruturais com o AT ndo apresentou

metacromasia (Figura 26).

Figura 26: Lamina contendo um esfregaco de DNA e corada com AM.
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Fonte: LABIOFOT

O fotosensibilizador RB apesar de ser um corante anionico (Figura 27) também

cora fortemente as leveduras e ndo apresentou metacromasia.
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Figura 27: A) Saccharomyces cerevisae corados com rosa de bengala (100 pmol/L) em

lamina de microscopio. B) estrutura da RB.

(A)

Fonte: LABIOFOT

(B)

Fonte: https://en.wikipedia.org/wiki/Rose_bengal

No LABIOFOT quando as células de Saccharomyces cerevisae foram incubadas
com AT a 100 pmol/L (30°C e 20 minutos), irradiadas por 20 minutos com um sistema
feito com 600 LED em série (Figura 28), a viabilidade celular caiu drasticamente,

indicando que o AT ¢ um excelente fotosensibilizador (Figura 29 A e B).


https://en.wikipedia.org/wiki/Rose_bengal
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Figura 28: Estrutura do equipamento de irradia¢do desenvolvido no LABIOFOT.

Fonte: Paula, Lucas Ferreira de. Desenvolvimento de dispositivos de irradiagdo utilizando LED
e sua aplicagdo a fotoinativagao de Staphylococcus aureus E Trichophyton rubrum. 2010. 128 f.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Exatas e da Terra) - Universidade Federal de Uberlandia,
Uberlandia, 2010.

Figura 29 A: Crescimento de Sacharomyces cerevisae em varias dilui¢des seriadas (n°
1=10 "'; n°2 = 10%; n° 3= 10%%; n° 4= 10>; n° 5=10"* e n° 6= 107). As células foram

incubadas na auséncia de luz e na auséncia de fotossensibilizadores.
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Fonte: LABIOFOT
Figura 29 B: Crescimento de Sacharomyces cerevisae em varias diluigdes seriadas (n°
1=10 '; n°2 = 102; n° 3= 10%%; n® 4= 103; n° 5=10* e n° 6= 10°). As células foram

incubadas na presenga de luz e na presenca de 100 pmol/L de AT.

Fonte: Cassiana Maurer De Carli.Inativagdo fotodinadmica de Saccharomyces cerevisiae: utilizagdo
dos corantes azul de metileno e azul de toluidina como farmacos fotossensibilizadores; 2016; Trabalho
de Conclusdo de Curso; (Graduacdo em Biotecnologia) - Universidade Federal de Uberlandia.

A figura 30 evidencia os resultados da inativagao fotodinamica de Saccharomyces

cerevisae com AT 50 pmol/L. Observa-se a forte inibi¢cao do crescimento das leveduras

(Figura 30 A e B).
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Figura 30: Inibi¢ao do crescimento de Sacharomyces cerevisae por 50 umol de AT. As
células foram pré-incubadas como fotossensibilizador por 20 minutos, no escuro e, depois
irradiadas por 20 minutos com o LED 600.
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Fonte: LABIOFOT

A habilidade do corante AT em interagir com componentes anidnicos da levedura
pdde ser também mimetizada in vitro, utilizando ouro coloidal como superficie anidnica.
Nota-se que o AT ¢ capaz de agregar e precipitar as moléculas de ouro coloidal. Também
houve agregacgdo das particulas de ouro coloidal mudando sua cor original vermelho tijolo

para roxo (Figura 31 A e B).
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Figura 31 A: Dilui¢do em série de uma solucao de AT (62,5 umols/L) em agua destilada,

seguida pela adicdo de igual volume de ouro coloidal e incubagdo por 24 horas na

geladeira (4°C). A seta indica a coloracdo roxa das particulas de ouro coloidal agregadas

pelo AT a 7,81 umols/L.

Figura 31 B: Agregacdo do ouro coloidal com AT diluido. A figura ilustra com mais
detalhes a forte agregagdo das particulas de ouro coloidal pelo AT. A cor vermelho

tijolo das particlas de ouro coloidal mudou para roxo.

Fonte: LABIOFOT

A viabilidade celular de células de Saccharomyces cerevisae foi avaliada pela
contagem de micro-organismos replicantes (UFC’s) utilizando o método desenvolvido
por Thomas e colaboradores (29) e denominado single plate-serial dillution spotting (SP-
SDS). Esta metodologia ¢ mais confidvel do que a utilizagao da redugdo da resazurina
para avaliar a viabilidade celular.

Esta metodologia foi padronizada no LABIOFOT com sucesso, sendo a dilui¢ao
10 ou 10 adequadas para a contagem das UFC’s. Observa-se na figura 32 o crescimento
das UFC’s apos deposicdo de 50 pL das células (no agar Sabouraud) em diferentes

diluicdes seriadas.
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Figura 32: Método utilizado no LABIOFOT para avaliar a viabilidade celular das células

de Saccharomyces cerevisae. Seta= diluigdo 10,

Fonte: LABIOFOT

8. PERSPECTIVAS FUTURAS

Experimentos de engenharia genética permitiram a obtencdo de diferentes
mutantes, estudo de genes e produtos genéticos para avaliacdo de diferentes patologias
humanas, bem como para aumentar a resisténcia ao etanol, ou também para produgdo de
biodiesel (30, 31, 32).

O genoma do Saccharomyces cerevisae contendo apenas 6000 genes ¢ uma
ferramenta mais atrativa para o estudo da a¢do de drogas ou aumento da capacidade
fermentativa. Células eucaridticas de organismos superiores contem muito mais genes
(25000 genes codificadores) e uma organiza¢do celular mais complexa, sendo sua
manipulac¢ao mais dificil e dispendiosa, pois a manutengao dos clones de células tumorais
necessita de mais infraestrutura laboratorial (31).

No LABIOFOT, estudando os efeitos de uma mistura 1:1 de AT e AM (25
umol/L) no processo de inativagdo fotodinamica, encontramos um mutante diferente da
levedura, denominada de RED Saccharomyces cerevisae contendo uma coloragdo
diferente das células (33, 34). Infelizmente, devido a problemas na autoclave perdemos o

mutante vermelho (Figura 33).



Figura 33: RED Saccharomyces cerevisae

Fonte: LABIOFOT

Figura 34: Colonia Trichopyton rubrum

Fonte: http://www.publicdomainfiles.com/show_file.php?id=13545967819889
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A levedura Saccharomyces cerevisae sempre esteve associada ao progresso da
humanidade. E sem davida um micro-organismo extraordinario que permitiu o
desenvolvimento da microbiologia e da bioquimica, e permitird a descoberta de novos
medicamentos para combater doencas humanas porque ¢ um modelo bioquimico

excelente, cujas rotas metabolicas sao similares as de células eucarioticas superiores.
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