
 Influência da pressão hidrostática em
Saccharomyces cerevisiae: correlação com

estresses químicos e físicos

 

Fernando Lucas Palhano Soares

Dissertação de Mestrado em Biologia Vegetal.

Mestrado em Biologia Vegetal
Universidade Federal do Espírito Santo

Vitória, março de 2005.



Influência da pressão hidrostática em
Saccharomyces cerevisiae: correlação com

estresses químicos e físicos

Fernando Lucas Palhano Soares

Mestrado em Biologia Vegetal
Universidade Federal do Espírito Santo

Vitória, março de 2005.

Dissertação realizada no Laboratório de
Bioquímica e Biologia Molecular
CBM/UFES sob a orientação da
Professora Dra Patricia M. B. Fernandes,
submetida ao Programa de Pós
Graduação em Biologia Vegetal da
Universidade Federal do Espírito Santo
como requisito parcial para a obtenção do
grau de Mestre em Biologia Vegetal.



Palhano, Fernando Lucas Soares, 1979

Influência da pressão hidrostática em Saccharomyces cerevisiae: correlação com estresses
físicos e químicos. [Vitória] 2005

XVI, 118 p., 29,7 cm (UFES, M. Sc., Biologia Vegetal, 2005)

Orientador: Pfa Dra Patricia M. B. Fernandes.
Dissertação, Universidade Federal do Espírito Santo, PPGBV.

1- Resposta celular ao estresse; 2 - Pressão hidrostática; 3 – Óxido nítrico; 4 - RT-

PCR semi-quantitativo;  5 - Baroresistência.

I. Universidade Federal do Espírito Santo – Biologia Vegetal.

II. TÍTULO



Dedico este trabalho a meus pais, Jorge e Inêz,

meus grandes incentivadores, que me deram tudo o

que eles podiam para que eu pudesse me dedicar

inteiramente a este trabalho.



AGRADECIMENTOS

A toda minha família, em especial: minha mãe Inêz, meu pai Jorge, minha noiva Tatiana,

minha irmã Patrícia e meu sobrinho Pedro Henrique, pela paciência, colaboração e pelo amor

e carinho em todos os momentos.

A Profa Patricia M. B. Fernandes, por ter me orientado. Agradeço tudo que com ela aprendi, o

respeito, pelo elevado espírito crítico além da liberdade que me foi dada de pensar e realizar

os experimentos. 

Aos colegas de Laboratório de Bioquímica e Biologia Molecular: Carlos, Eliomara, Fernanda,

Helena, Jéssica, Mirella Binoti, Mirella Pupo, Olavo, Paulo, Poliana, Silas, Soraya, Umberto,

pelos momentos que passamos juntos aprendendo, além disso, somos uma equipe e soubemos

trabalhar muito bem em conjunto, sempre ajudando uns aos outros.

Aos professores do Programa de Pós Graduação em Biologia Vegetal (PPGBV), por todo o

apoio e constante troca de informações.

Aos funcionários do Departamento de Fisiologia: Elias, Maria Helena, Nino, Penha, Soninha,

pelo apoio dispensado para a execução deste trabalho.  

Aos colegas da Pós Graduação, pelos momentos de estudo e bate papo nem sempre

científicos.

Aos demais Professores da UFES que juntos com os professores do PPGBV me

proporcionaram um ensino e orientação de qualidade que coloca nossa universidade entre as

melhores do país.

Aos Prof Elisardo Vasquez e Profa Silvana Meirelles do Departamento de Ciência

Fisiológicas - UFES e Dr Alan Wheals da Universidade de Bath, Inglaterra, pela discussão

que permeou nosso trabalho com NO.



A Profa Regina Keller do Departamento de Engenharia Ambiental - UFES, pelo uso de

equipamentos de seu laboratório. A Profa Eleonora Kurtenbach, do Departamento de

Bioquímica Médica - UFRJ, por nos disponibilizar alguns primers usados nesta dissertação.

Aos Profs R. S. de Biasi, do IME-RJ, Alan Wheals, da Universidade de Bath, Inglaterra e J.

Broach da Universidade de Princeton, EUA, pelas revisões de nossos trabalhos. 

A Profa Ana Cristina Chiaradia, do Departamento de Ciências Fisiológicas - UFES, pela

efetiva participação no título dessa dissertação.   

Ao CNPq que financiou minha bolsa e o projeto que minha dissertação esta inserida.



SUMÁRIO

Introdução 17

1- Resposta dos organismos ao estresse......................................................................................... 17

2- Leveduras como modelo de célula eucarionte………………………………………………... 17

3- Aquisição de resistência ao estresse...........................................................................................  18

4- Resposta de leveduras Saccharomyces cerevisiae aos estresses...........................................…. 19

5- Oxido nítrico (NO).....................................................................................................................  21

6- A pressão hidrostática................................................................................................................  22

      6.1- Efeitos da pressão hidrostática em macromoléculas.........................................................  22

      6.2- Efeitos da pressão hidrostática em alimentos...................................................................  23

      6.3- Efeitos da pressão hidrostática em células e processos celulares.....................................  24

7- Efeitos da pressão hidrostática em Saccharomyces cerevisiae..................................................  25

8- Regulação da transcrição de genes responsivos ao estresse......................................................  26

Objetivos 30

1- Objetivo geral.............................................................................................................................  30

2- Objetivos específicos.................................................................................................................  30



Material e métodos 32

1- Microorganismos e condição de crescimento............................................................................ 32

2- Determinação da taxa de gemulação.......................................................................................... 32

3- Tratamento com pressão hidrostática.........................................................................................  32

4- Doadores de Óxido Nítrico........................................................................................................  33

5- Determinação de NO.................................................................................................................. 33

6- Tratamento com temperatura alta............................................................................................. 35

7- Tratamento com temperaturas baixas........................................................................................ 35

8- Tratamento com peróxido de hidrogênio.................................................................................. 35

9- Tratamento com etanol...............................................................................................................  35

10- Viabilidade celular................................................................................................................... 35

11- Extração de proteínas e análise por Western blotting..............................................................  35

12- Extração do RNA.....................................................................................................................  36

13- Síntese da primeira fita de cDNA............................................................................................  37

14- PCR semi-quantitativo.............................................................................................................  37

15- Aquisição de imagens..............................................................................................................  39

16- Extração e dosagem dos níveis de trealose.............................................................................. 39

17- Análises estatísticas……………………………………………………………………….….  39

Resultados 40

1- Taxa de gemulação de células de levedura tratadas com pressão hidrostática.......................... 40



 

2- Efeito do NO no ciclo celular de levedura................................................................................. 40

3- Detecção de diferentes isoformas da NOS................................................................................. 42

4- Indução de barotolerância mediada por NO………………………………………………….. 44

5- Barotolerancia induzida por pré-tratamento com peróxido de hidrogênio................................ 47

6- Barotolerancia induzida por pré-tratamento com etanol............................................................ 50

7- Indução de barotolerância por exposição a 10 °C...................................................................... 50

8- Analise semiquantitativa da transcrição dos genes YER067W, HSP30 e HSP12 por RT-

PCR................................................................................................................................................  50

9- Indução de tolerância ao estresse por pré-tratamento sub-letal de pressão hidrostática............ 54

10- Otimização do tempo de incubação após o pré-tratamento de pressão para indução de

resistência contra estresses severos................................................................................................ 56

11- Análise semiquantitativa por RT-PCR dos genes induzidos pela pressão hidrostática……... 56

12- Sobrevivência de cepas mutantes hsp12, hsp30 e yer067w à alta pressão hidrostática........... 57

13- Dosagem dos níveis de trealose em células submetidas ao tratamento compressão

hidrostática..................................................................................................................................... 57

Discussão 62

1- Efeitos da pressão hidrostática nas células de levedura……………………………………….  62

2- Papel do NO na resposta de leveduras ao estresse de pressão hidrostática............................... 62

3- Pré-tratamento com peróxido de hidrogênio e HHP.................................................................. 63

4- Pré-tratamento com etanol e HHP.............................................................................................  64

5- Choque frio e HHP.....................................................................................................................  67

6- Efeitos da pressão hidrostática nas células de levedura............................................................. 69



Conclusões e Perspectivas 75

Referências bibliográficas 78

Anexos 92

Anexo I- DOMITROVIC, T, PALHANO, F.L, BARJA-FIDALGO, C, DEFREITAS, M,

ORLANDO, M.T.D. e FERNANDES, P.M.B. Role of nitric oxide in the response of

Saccharomyces cerevisiae cells to heat shock and high hydrostatic pressure. FEMS Yeast

Research, v.: 3, p.: 341-346, 2003……………………………………………………………….  92

Anexo II- PALHANO, F.L., ORLANDO, M.T. e FERNANDES, P.M.B. Induction of

baroresistance by hydrogen peroxide, ethanol and cold-shock in Saccharomyces cerevisiae.

FEMS Microbiology Letters, v.: 233, p.: 139-145, 2004………………………………………  98

Anexo III- PALHANO, F.L., GOMES, H.L., ORLANDO, M.T., KURTENBACH, E. e

FERNANDES, P.M.B. Pressure response in the yeast Saccharomyces cerevisiae: From

cellular to molecular approaches. Cellular and Molecular Biology, v.: 50, p.: 447-457,

2004……..              

105

Lista de Tabelas
Tabela 1. Lista de cepas utilizadas nesta dissertação..................................................................... 32

Tabela 2. Sequência dos primers utilizados nas reações de RT-PCR semiquantitativo................. 38

Lista de Ilustrações

Fig 1. Visão geral das vias de sinalização em resposta ao estresse em S. cerevisiae.....................  29



Fig 2. Diagrama da câmara de alta pressão hidrostática................................................................ 34

Fig 3. Taxa de gemulação de células tratadas com pressão.......................................................... 41

Fig 4. Efeito do aumento da concentração de diferentes doadores de NO no crescimento de S.

cerevisiae.......................................................................................................................................   43

Fig 5. Analise por Western blotting da expressão das isoformas endotelial, neuronal e indizível

da NOS (NOS3, NOS1 e NOS2).................................................................................................... 45

Fig 6. Indução de barotolerância através do tratamento com doadores de NO.............................. 46

Fig 7. Indução de barotolerância por pré-tratamento com H2O2.................................................... 48

Fig 8. Resistência à alta pressão hidrostática em presença de glutationa....................................... 49

Fig 9. Barotolerância induzida pelo etanol..................................................................................... 51

Fig 10. Choque-frio induzindo barotolerância............................................................................... 52

Fig 11. Análise semiquantitativa por RT-PCR dos genes mais induzidos por pressão................. 53

Fig 12. Tolerância de células tratadas com pressão contra estresses severos................................ 55

Fig 13. Estudo do período ótimo de pressurização capaz de induzir resistência contra estresses

severos........................................................................................................................................... 58

Fig 14. Análise da transcrição dos genes induzidos por pressão por RT-PCR semiquantitativo... 59

Fig 15. Análise de sobrevivência de cepas mutantes submetidas à pressão hidrostática de 200

MPa por 30 min.............................................................................................................................. 60

Fig 16. Dosagem dos níveis de trealose em células submetidas ao tratamento com pressão

hidrostática..................................................................................................................................... 61

Fig 17. Modelo de sinalização em resposta ao estresse de pressão................................................ 72



Lista de abreviaturas e siglas

AMPc Adenosina 3’, 5’ – monofosfato cíclico

atm Atmosfera

ATP Adenosina trifosfato

BeCu Liga de cobre e berílio

cDNA Ácido desoxirribonucléico complementar

DNA Ácido desoxirribonucléico

dNTP Desoxiribonucleosídeos trifosfatados

DO Densidade optica

DTT Ditiotreitol

EDTA Ácido etilenodiaminotetracético

ESR Resposta ao estresse ambiental

GSH Glutationa

Gsh1 Gama glutamil cisteína sintetase

H+-ATPase H+ adenosina trifosfatase

HHP Alta Pressão Hidrostática

Hog1 Fator de transcrição de estresse osmótico

HSE Elemento de choque térmico

Hsf1 Fator de transcrição de choque térmico

Hsps Proteínas de choque térmico

HT Alta Temperatura

MPa Megapascal

Msn2/4 Fatores de transcrição de estresse

NOS Óxido nítrico sintase



NOS1 Óxido nítrico sintase, isoforma neuronal

NOS2 Óxido nítrico sintase, isoforma induzível

NOS3 Óxido nítrico sintase, isoforma endotelial

ORF Sequência aberta de leitura

P Fosfato

PIP Proteínas Induzidas por Pressão

pb Pares de bases

PMSF Fenil-metil sulfonil fluoreto

PCR Reação em cadeia da polimerase 

PKA Proteína quinase dependente de AMPc 

PVDF Polifluoreto de Vinilideno

RNA Ácido Ribonucléico

RNAm RNA Mensageiro

ROS Espécies reativas de oxigênio

RT Transcriptase reversa

SDS Dodecil sulfato de sódio

SDS-PAGE Eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS

SGD Saccharomyces Genome Database (Banco de dados do genoma de

leveduras)

Skn7 Fator de transcrição estresse oxidativo

SNAP S-nitroso-N-acetilpenicilamina

SNP Nitroprussiato de sódio

SSC Tampão Citrato de Sódio e NaCl

STRE Elemento responsivo ao estresse

TAE Tampão tris-acetato-EDTA

Taq Thermus aquaticus

TE Tampão Tris - HCL - EDTA 

Tps1 Alfa fosfato trealose sintase

UCT Temperatura Ultra Fria 

UFC Unidades formadoras de colônias

Yap1 Fator de transcrição estresse oxidativo 

YEPD Extrato de lêvedo petona dextrose

 wt Cepa do tipo selvagem



RESUMO

Leveduras são organismos unicelulares expostos a ambientes altamente variáveis, acerca de

viabilidade de nutrientes, temperatura, pH, radiação, acesso ao oxigênio e, especialmente,

atividade da água. A evolução tem selecionado leveduras tolerantes, até certo ponto, a estes

estresses ambientais. Altas pressões hidrostáticas (HHP) exercem um amplo efeito sobre

células de leveduras, interferindo nas membranas celulares, arquitetura celular e em processos

de polimerização e desnaturação de proteínas. O padrão de expressão gênica de S. cerevisiae

em resposta a HHP revelou um perfil de resposta ao estresse. A maioria dos genes induzidos

estão envolvidos na defesa ao estresse e metabolismo de carboidratos, enquanto a maioria dos

genes reprimidos pertencem a categoria de progressão do ciclo celular e síntese de proteínas

(Fernandes et al., 2004). O óxido nítrico (NO) é uma molécula simples e única que possui

diversas funções em organismos, incluindo a de mensageiro intracelular e intercelular. A

influência do NO no crescimento de Saccharomyces cerevisiae e como molécula sinalizadora

em resposta ao estresse de HHP foi avaliada. Células respirando foram mais sensíveis a um

aumento na concentração intracelular de NO que células crescendo fermentativamente.

Baixos níveis de NO demonstraram um efeito citoprotetor durante o estresse causado pela

pressão hidrostática. A indução da NO sintase foi isoforma-específica e dependente do estado

metabólico da célula e da via de resposta ao estresse. Estes resultados suportam a hipótese que

um aumento na concentração intracelular do NO leva à proteção contra o estresse de HHP.

Além disso, a aquisição de tolerância a alta pressão hidrostática de 220 MPa em resposta ao

pré-tratamento com 0,4 mM de peróxido de hidrogênio, 6 % de etanol ou choque frio de 10 ºC

por diferentes intervalos de tempo foi estudado na levedura S. cerevisiae. A proteção

conferida por estes diferentes tratamentos foi similar, aproximadamente 3 log, e dependente

do tempo. A análise da indução dos principais genes induzidos pela pressão sobre estas



condições foi investigada por RT-PCR. Nossos resultados revelaram que a resposta celular a

HHP possui características comuns com os estresses de peróxido de hidrogênio e etanol, mas

difere em alguns aspectos ao choque frio. Também, foi observado que média pressão induz

parada no ciclo celular e proteção contra estresses severos, como alta temperatura, alta

pressão e congelamento. Entretanto, esta proteção foi significante apenas quando as células

eram incubadas à pressão atmosférica após o tratamento com HHP. A expressão dos genes

que são induzidos por HHP e são relacionados à resistência a este estresse também foi

analisada, e, para a maioria destes, a maior indução foi atingida após 15 min pós-

pressurização. Juntos estes resultados implicam em uma interconexão entre estes estresses.  



ABSTRACT
Yeasts are unicellular organisms that are exposed to a highly variable environment,

concerning the availability of nutrients, temperature, pH, radiation, access to oxygen and,

specially, water activity. Evolution has selected yeasts to tolerate, to a certain extent, these

environmental stresses. High hydrostatic pressure (HHP) exerts a broad effect upon yeast

cells, interfering with the cell membranes, cellular architecture and in processes of

polymerisation and denaturation of proteins. Gene expression patterns in response to HHP

revealed a stress response profile. The majority of the upregulated genes are involved in stress

defence and carbohydrate metabolism while most of the repressed ones are in cell cycle

progression and protein synthesis categories (Fernandes et al, 2004). Nitric oxide (NO) is a

simple and unique molecule that has diverse functions in organisms, including intracellular

and intercellular messenger. The influence of NO on cell growth of Saccharomyces cerevisiae

and as a signal molecule in stress response of HHP was evaluated. Respiring cells were more

sensitive to an increase in intracellular NO concentration than fermentatively growing cells.

Low levels of NO demonstrated a cytoprotective effect during stress from HHP. Induction of

NO synthase was isoform-specific and dependent on the metabolic state of the cells and the

stress response pathway. These results support the hypothesis that an increase in intracellular

NO concentration leads to stress protection against HHP. In addition, the acquisition of

tolerance to high hydrostatic pressure of 220 MPa (HHP) in response to a 0.4 mM hydrogen

peroxide, 6 % ethanol or 10 ºC cold shock pretreatment for different lengths of times was

studied in the yeast S. cerevisiae. The protection conferred by these different treatments was

similar, around 3 log cycles and time-dependent. Analysis of the induction of the most

pressure up-regulated genes under these conditions was investigated by RT-PCR. Our results

revealed that the cell stress response to HHP shares common features with hydrogen peroxide

and ethanol stresses, but differs in some way to cold shock. Also, it was seen that mild

pressure induced cell cycle arrest and protection against severe stresses, such as high

temperature, high pressure and ultra cold shock. Nevertheless, this protection was only



significant if the cells were incubated at atmospheric pressure after the HHP treatment.

Expression of genes that were upregulated by HHP and are related to resistance to this

stresses were also analysed, and, for the majority of them, higher induction was attained after

15 min post-pressurization. Taken together, the results imply an interconnection among

stresses. 
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Introdução

1- Resposta dos organismos ao estresse.

A sobrevivência de organismos vivos é dependente da sua habilidade de sentir alterações

no ambiente e responder apropriadamente à nova situação. Isso é válido para as mais diversas

formas de vidas, desde organismos procariontes, eucariontes primitivos, vegetais e animais. O

mecanismo molecular induzido quando os organismos são expostos a condições adversas é

denominado de “resposta ao estresse”. O mecanismo de resposta ao estresse protege as células

contra os potenciais efeitos deletérios do estresse e auxilia a reparar qualquer dano molecular

(SIDERIUS e MAGER, 1997). Conseqüentemente, células de organismos unicelulares e

multicelulares devem contar com mecanismos para detectar alterações do ambiente e serem

capazes de ajustar seu programa de expressão gênica de forma a melhor se adequarem às

novas condições de crescimento (CRAIG, 1992). A compreensão desses mecanismos e a

identificação de genes importantes para a sobrevivência celular sob condições extremas são

de grande interesse, não só pela possibilidade de aplicação biotecnológica visando a produção

de organismos melhor adaptados ao meio, como também por contribuir no entendimento de

patologias, já que a viabilidade da célula depende de sua capacidade de adaptar-se ao

ambiente que a cerca e de sobrepujar as condições desfavoráveis para sua proliferação

(MURRAY et al., 2004).

2- Leveduras como modelo de célula eucarionte.

O conhecimento atual confirma que muitos princípios da resposta ao estresse são

conservados entre eucariotos, tornando a levedura Saccharomyces cerevisiae um bom modelo

de célula eucariota para o estudo da resposta ao estresse (HOHMANN, 2002). 

Por serem facilmente cultivados, possuírem ciclo de vida curto e por permitirem fácil

manipulação gênica, esses organismos foram utilizados em estudos de extrema importância

para a compreensão da fisiologia da célula eucariótica, como por exemplo, o controle do ciclo

celular (KATAOKA et al., 1985). Em abril de 1996, foi depositada em um banco de dados

público, genome-www.stanford.edu/Saccharomyces/, a seqüência completa do genoma de

levedura Saccharomyces cerevisiae (GOFFEAU et al., 1996, 1997). Esse foi o primeiro

eucarioto e também o primeiro organismo modelo a ter o genoma completamente

seqüenciado.
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S. cerevisiae possui diferentes fases de crescimento. Durante a primeira fase exponencial

ou fase fermentativa, a fermentação da glicose é a única via energética usada pela célula e a

taxa de crescimento é alta. Em leveduras, a presença de glicose reprime a expressão dos genes

que codificam para enzimas da via respiratória, assim como genes que codificam para

enzimas envolvidas no catabolismo de outras fontes de carbono. Quando a glicose é

totalmente consumida, o ciclo celular é interrompido e genes envolvidos na via aeróbica do

metabolismo são induzidos. Essa fase do crescimento é conhecida como segunda fase

exponencial ou fase respiratória.  Durante esta fase, a célula usa outras fontes de carbono para

gerar energia. O etanol, principal produto da fase fermentativa, serve como importante fonte

de carbono para as células na fase respiratória. Durante a fase respiratória, ao contrário da fase

fermentativa, a célula depende de oxigênio e a produção de radicais livres é aumentada

(CARLSON, 1999). Quando todas as fontes de carbono se esgotam, as células mudam seu

metabolismo e entram em estado de latência. Nessa fase, conhecida como fase estacionária, as

células acumulam açúcares de reserva como glicogênio e trealose, além de proteínas de defesa

conhecidas como proteínas de choque térmico (Hsps). As células ficam nesta fase até que as

condições ótimas para seu crescimento sejam restituídas.   

3- Aquisição de resistência ao estresse em S. cerevisiae.

Um aspecto intrínseco da resposta ao estresse de células de levedura é o fenômeno da

resistência adquirida ao estresse. Células de diversos organismos podem resistir a estresses

severos quando são previamente expostas a uma forma branda do mesmo estresse (SIDERIUS

e MAGER, 1997). No caso de leveduras S. cerevisiae, um curto pré-tratamento das células

com 0,7 M de NaCl leva a um aumento na sobrevivência das células subseqüentemente

tratadas com 1,4 M de NaCl (TROLLMO et al, 1988). O mesmo tendo sido descrito para

células expostas ao choque térmico severo quando primeiro tratadas com um choque térmico

brando (COOTE et al, 1991). Esse estresse brando pode desencadear uma resposta celular que

prepara as células a superar o estresse severo. 

A existência de uma resposta celular geral ao estresse começou a se evidenciar com a

descoberta do evento da proteção cruzada, que consiste na indução de  proteção contra um

determinado estresse através do pré-tratamento com um estresse de natureza diferente. O pré-

tratamento das células com choque osmótico brando confere resistência ao choque térmico

(VARELA et al, 1992), assim como exposição de leveduras a concentrações altas de etanol

ou ácidos fracos confere termotolerância (COOTE et al, 1991). Entretanto, apesar do

fenômeno da proteção cruzada ser um indicativo de uma rota comum de resposta ao estresse,
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isto é apenas parcialmente verdade, já que em algumas situações a aquisição de tolerância não

ocorre. Por exemplo, o tratamento de células de levedura com H2O2 não promove resistência

contra a droga geradora de superóxido menadiona (JAMIESON, 1992), enquanto o tratamento

com menadiona protege as células contra o H2O2. Similarmente, pré-exposição ao choque

térmico resulta em aquisição de tolerância contra etanol, mas o inverso não é verdadeiro

(PIPER, 1995). Portanto, a falha na indução de proteção nas situações descritas sugere que a

resposta celular ao estresse parece conter elementos em comum, no entanto, diferentes

condições impõem mudanças celulares específicas.               

4- Resposta de Saccharomyces cerevisiae aos estresses.

Os mecanismos de resposta ao estresse buscam proteger a célula dos potenciais danos

causados pelas condições adversas e também atuam no reparo de danos produzidos pelo

estresse. Para tanto, ocorrem mudanças metabólicas e um rearranjo no padrão de expressão

gênica, levando a célula a um novo estado fisiológico. Isso significa que proteínas não

expressas em condições normais são sintetizadas ou o nível de expressão de genes

regularmente expressos é alterado em relação à situação anterior ao estresse. Desse modo, a

célula não só se recupera das lesões causadas pelo agente estressante como também fica mais

protegida contra danos futuros. 

A resposta celular ao estresse mais bem caracterizada em S. cerevisiae é a induzida por

choque térmico. Quando células crescidas sob temperatura ótima de 28oC são transferidas

para 40oC, observa-se uma série de alterações no metabolismo. A célula sofre uma parada no

ciclo celular na fase G1 e uma repressão geral na síntese de proteínas; simultaneamente,

ocorre um acúmulo intracelular do dissacarídeo trealose e o aparecimento das proteínas de

choque térmico (HSPs). Muitas dessas HSPs, como por exemplo as das famílias das Hsp60p,

Hsp70p e a Hsp90p, atuam como chaperoninas, auxiliando no correto enovelamento de

proteínas (BECKER e CRAIG, 1994), enquanto que a Hsp104p participa do processo de

dissolução de agregados intracelulares formados por  proteínas comprometidas pelo estresse

térmico (PARSELL et al., 1994). O calor também prejudica o funcionamento das proteínas

implicadas na cadeia respiratória. Como resultado, a redução do oxigênio torna-se menos

eficiente, refletindo numa produção aumentada de radicais livres. Entre as proteínas induzidas

por choque térmico estão enzimas como catalases e superóxido dismutases, que catalisam

diretamente a degradação do peróxido de hidrogênio, promovendo, então, proteção contra o

estresse oxidativo (HOHMANN e MAGER, 1997).  
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A trealose é um dissacarídeo não redutor cuja função acreditava-se ser fonte de energia e

carbono. No entanto, com o avanço do conhecimento de anidrobiose,  uma nova função como

protetor celular foi atribuída a este açúcar na célula. Devido a sua estrutura química, a

molécula de trealose interage facilmente com proteínas e fosfolipídeos de membrana. Essa

característica é muito importante para o papel protetor da trealose em estresses como

congelamento e desidratação, ambos envolvidos na remoção de água nos sistemas biológicos.

A trealose, por sua vez, é capaz de substituir a água de hidratação das biomoléculas durante

estes processos, prevenindo a fusão da fase lipídica, bem como a desnaturação das proteínas.

A trealose substitui as moléculas de água ligando-se tanto às cabeças polares dos

fosfolipídeos, quanto aos domínios hidrofílicos das proteínas, mantendo assim a fluidez da

membrana e o enovelamento protéico (SINGER e LINDQUIST, 1998). A observação de que

o choque osmótico ou alcoólico também induz o acúmulo de trealose sugere que essa

molécula pode estar implicada nos mecanismos de proteção contra outros estresses (PANEK,

1995). 

Estudos de microarranjo em células de Saccharomyces cerevisiae submetidas a uma

ampla variedade de estresses químicos e ambientais mostraram que a resposta para  cada

situação específica possui características particulares. Entretanto, analisando-se os genes

normalmente expressos é possível detectar uma regulação estereotipada após a transição para

condições estressantes, denominada de resposta ao estresse ambiental (ESR). Embora o

número de genes regulados na ESR possa variar conforme a intensidade ou tempo de duração

do estresse, em geral, observa-se uma forte repressão de genes codificantes para proteínas

envolvidas na síntese de proteínas e ciclo celular. Especula-se que a redução do número de

transcritos e seus produtos podem ajudar na conservação de energia enquanto a célula se

adapta a nova condição, um papel que já havia sido proposto para a redução de genes

codificantes de proteínas ribossomais (WARNER,1999). Em contraste, os genes induzidos na

ESR estão envolvidos em várias funções celulares, como metabolismo de carboidratos,

enovelamento de proteínas, defesa contra agentes oxidantes, reparo do DNA entre outras

(GASH et al., 2000). É a proteção conferida pela expressão desses genes que provavelmente

contribui para os fenômenos de proteção cruzada (LEWIS et al., 1995).  

5- Oxido nítrico (NO). 

O óxido nítrico (NO) é considerado uma molécula sinalizadora envolvida na regulação de

um grande número de funções celulares, atuando como um mensageiro intercelular e

intracelular regulando células vizinhas (MONKADA et al., 1991). Inversamente, o NO é
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implicado como um efetor altamente citotóxico envolvido na progressão de várias condições

patológicas (SAMDANI et al., 1997). Sendo um radical livre, o NO pode reagir com oxigênio

molecular (O2) e superóxido (O2
-), gerando agentes oxidantes como peroxinitrito (-OONO)

(CHIANG et al, 2000a). Estes compostos podem causar danos a vários componentes celulares

como proteínas, lipídeos e DNA. Por outro lado, o NO pode atuar como molécula

sinalizadora, ativando ou inibindo atividades enzimáticas e controlando cascatas de

transdução de sinais (MURAD, 1994). 

NO é produzido pela óxido nítrico sintase (NOS). Em mamíferos, as isoformas de NOS

ocorrem na forma constitutiva (neuronal NOS1 e endotelial NOS3) e induzível (NOS2).

Pequenas quantidades de NO gerada pela isoforma constitutiva da NOS participam na

regulação da tonicidade do sistema vascular e regulação do sistema nervoso central. Por outro

lado, a expressão do gene que codifica para a NOS2 é induzida em macrófagos e outros tipos

de células em resposta a agentes inflamatórios (WENDEHENNE et al, 2001). 

Recentemente foi mostrado que o NO não é produzido apenas em mamíferos, mas

também em células de diversos organismos como invertebrados, plantas e microorganismos

(LUCKHART e ROSEMBERG, 1999). Em plantas, NO tem sido implicado em muitas

funções fisiológicas, do desenvolvimento da planta até resposta de defesa (BOLWELL,

1999). Apesar da grande presença do NO nos sistemas biológicos, pouco é conhecido sobre

sua ação no metabolismo celular. A levedura S. cerevisiae possui constitutivamente uma

proteína homóloga a NOS neuronal de mamífero (KANADIA et al., 1997). Foi mostrado um

efeito citoprotetor e citotóxico do NO em resposta ao estresse de cobre (CHIANG et a.l.,

2000b). Estes resultados sugerem que o NO pode estar envolvido em vias de resposta ao

estresse em leveduras. Entretanto, nem a regulação da expressão da NOS em células de

levedura, nem o papel da via de sinalização do NO são conhecidas. 

   6- A pressão hidrostática.

Altas pressões hidrostáticas caracterizam a maior parte da biosfera quando analisamos os

volumes ocupados pelos componentes terrestres e aquáticos. Habitats terrestres, onde as

pressões são de 1 atmosfera [1 atm = 0,101 megapascal (MPa)] ou menos, respondem por

menos que 1% do volume total da biosfera (SOMERO, 1992). Os oceanos, que cobrem

aproximadamente 70% da superfície terrestre, possuem profundidade média de 3800 m e

pressão de 381 atm (38 MPa). Aproximadamente 79% do volume dos componentes marinhos

situam-se abaixo de 1000 m. A região mais profunda da Terra, as Fossas Marianas, localizada

no Oceano Pacífico, possuem aproximadamente 11.000 m de profundidade (~ 110 MPa).
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Mesmo alguns lagos, ex. Lago Baikal na Rússia (profundidade máxima de 1632 m),

apresentam ambientes de alta pressão.

Surpreendentemente, muitos organismos aquáticos conseguem viver sob pressões

hidrostáticas extremamente altas, apesar dos profundos efeitos exercidos pela pressão numa

variedade de estruturas e funções celulares (ZIMMERMAN, 1971). Além dos ambientes

aquáticos, células de organismos terrestres ocasionalmente estão submetidas a altas pressões,

como por exemplo, componentes de determinados tecidos, como articulações em animais ou

tecidos vasculares em plantas, podem experimentar pressões relativamente altas de até 20

MPa e 100 MPa, respectivamente (ELO et al., 2004; PETERS, et al., 2000). 

Altas pressões hidrostáticas têm ganhado uma grande importância biotecnológica na

última década devido a estudos na descontaminação de alimentos, produção de vacinas entre

outros (ROTHSCHILD e MANCINELLI, 2001).

Resumidamente, pode-se classificar a biociência que estuda os efeitos da pressão

hidrostática em três categorias principais: 1- Efeitos da pressão hidrostática em alimentos, 2-

Efeitos da pressão hidrostática em macromoléculas, 3- Efeitos da pressão hidrostática em

células e processos celulares.

6.1 Efeitos da pressão hidrostática em alimentos. 

 Novos métodos alternativos para processamento de alimentos, ou novas combinações de

métodos existentes, são continuamente investigados pela indústria com o propósito de

produzir alimentos com maior qualidade e economicamente rentável (HOOVER et al, 1989).

O tratamento com alta pressão hidrostática revelou-se uma técnica potencial na preservação

de alimentos desde que Hite demonstrou, em 1899, que os microorganismos que contaminam

o leite podiam ser destruídos com aplicação de pressão hidrostática (SMELT, 1998).

Entretanto, apenas recentemente a indústria de alimentos tem utilizado a pressão hidrostática

na descontaminação de alimentos (SAN MARTIN et al, 2002). 

O método tradicional de descontaminação de alimentos é o uso de altas temperaturas.

Entretanto, o uso de altas temperaturas geralmente causa mudanças nas características

organolépticas dos alimentos, como alteração da cor, flavor, degradação de várias vitaminas,

textura, etc (MOLINA-GARCIA, 2002). Todas essas mudanças resultam em produtos

diferentes do produto fresco original. A mudança no comportamento dos consumidores, que

buscam produtos processados com características do produto original, forçou o

desenvolvimento de novas técnicas de processamento de alimento pelas indústrias. Entre as

vantagens do uso de altas pressões, quando comparado com o uso de altas temperaturas,
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observa-se: i) as características organolépticas dos alimentos são conservadas, ii) é necessário

um gasto energético menor, pois, após a obtenção do valor de pressão desejado não é

necessário adicionar energia ao sistema, iii) a pressão é homogênea em todos os pontos do

sistema. Apesar do custo dos aparelhos de pressão ainda ser elevado, já são comercializados

na Europa, Japão e EUA, produtos processados por pressão, como preparações de frutas,

sucos de laranja e maçã, bolo de arroz, lula crua, guacamole, ostras, etc (SMELT, 1998).

A combinação de dois ou mais processos pode aumentar a eficiência de inativação

empregando-se um menor valor de pressão (ROSS et al, 2003). Vários trabalhos mostram o

efeito sinérgico de altas pressões com baixos valores de pH (ROBERTS e HOOVER, 1996),

agentes antimicrobianos (HAUBEN et al., 1996), óleos essenciais (PALHANO et al., 2004c),

sistema lactoperoxidase (GARCÍA-GRAELLS et al., 2003), etc. 

Assim como aconteceu com o processamento térmico, o desenvolvimento de novas

tecnologias, como a pressão hidrostática, requer um detalhado conhecimento para que a

eficiência máxima de inativação seja alcançada. Isso envolve estudos sobre os valores de

pressão usados para os vários microorganismos e como esta inativação é afetada por

relevantes processos e parâmetros, como o tempo de processamento, pressão e temperatura,

tipo de alimento, pH, etc (GARCÍA-GRAELLS et a.l., 2003). Mais ainda, é importante

compreender como são as respostas dos microorganismos à pressão e quais fatores podem

influenciar na tolerância adquirida contra a pressão hidrostática.

6.2- Efeitos da pressão hidrostática em macromoléculas. 

Dentre as macromoléculas estudadas usando-se pressões hidrostáticas destacam-se as

proteínas. O uso de altas pressões hidrostáticas no estudo de biomoléculas vem crescendo nos

últimos anos (FOGUEL e SILVA, 2004). Este crescimento pode ser explicado pelas

vantagens que a pressão hidrostática apresenta em relação às outras ferramentas de estudo. Os

métodos clássicos de estudo de enovelamento, desnaturação e agregação de proteínas usam o

calor ou agentes desnaturantes como principais ferramentas. Entretanto, perturbações

causadas pela temperatura envolvem mudanças no volume e na energia total do sistema. Ao

contrário, as perturbações causadas pela pressão dependem apenas das mudanças do volume

do sistema em estudo (ALVAREZ-MARTINEZ et al., 2003). Enquanto a desnaturação

causada pela temperatura é geralmente irreversível e leva à agregação, provavelmente devido

ao aumento nas interações hidrofóbicas, a desnaturação causada pela pressão (dentro de uma

faixa limite) é reversível. Outra grande vantagem do uso de pressões é a estabilização de
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intermediários enovelados de proteínas, proporcionando uma oportunidade única para

caracterização de sua estrutura e dinâmica (FOGUEL e SILVA, 2004).

6.3- Efeitos da pressão hidrostática em células e processos celulares.

Ao ser submetida a altas pressões, a célula sofre uma redução no volume de reação, o que

leva a alteração de diversos componentes celulares de maneira a favorecer uma conformação

mais compacta. Além de provocar mudanças estruturais em biomoléculas, a pressão também é

capaz de alterar o equilíbrio de reações para a formação de espécies de menor volume

(MENTRÉ et al., 1999). 

A pressão hidrostática afeta severamente a membrana plasmática promovendo uma maior

compactação dos lipídeos, especialmente na periferia de proteínas inseridas na membrana

(BRAGANZA E WORCESTER, 1986; REYES et al., 1993). Esse fenômeno é explicado pela

redução de volume associado a uma organização mais densa e ordenada dos lipídeos. Como

conseqüência, observa-se uma redução na fluidez e um aumento na espessura da membrana, o

que, além de interferir nos processos de difusão, ainda pode comprometer a estrutura e,

conseqüentemente, a atividade de proteínas de membrana. 

Proteínas citoplasmáticas também podem sofrer os efeitos da pressão hidrostática. Embora

sejam geralmente necessárias pressões acima de 500 MPa para provocar desnaturação,

pressões menores, de 20-40 MPa, já são suficientes para induzir importantes modificações

conformacionais capazes de levar à alterações na funcionalidade das proteínas (MOLINA-

GARCIA, 2002). Isso ocorre devido à reorganização da camada de hidratação das proteínas

quando submetidas à pressão hidrostática. A pressão força a inserção de moléculas de água

entre domínios hidrofóbicos ou eletricamente carregados de maneira a promover uma redução

do volume ocupado pela macromolécula (MENTRÉ e HUI BON HOA, 2001; SILVA et al.,

2001). Esse fenômeno leva ao enfraquecimento de interações iônicas e hidrofóbicas, tanto

entre complexos protéicos, quanto na estrutura da própria proteína. De fato, foi comprovado

que mesmo pressões modestas de 20 MPa são suficientes para induzir a dissociação de

microtúbulos, in vitro (microtúbulos isolados) e in vivo (fuso mitótico celular) (ROBINSON e

ENGELBORGHS, 1982; SALMON, 1975).

Interações proteína-DNA também podem ser perturbadas pela pressão hidrostática. Como

exemplo, foi demonstrado que a enzima de restrição BamHI perde afinidade por seu sítio no

DNA devido a uma modificação estrutural induzida pela pressão de 30 MPa (LYNCH e

SLIGAR, 2002). Apesar da síntese de DNA ser bastante sensível à pressão, sendo inibida, in
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vitro, a 50 MPa, a síntese de RNA é um processo bastante estável sob pressão, persistindo

mesmo até mais de 100 MPa (YAYAMOS e POLLARD, 1969). 

Além das alterações estruturais, a constante de ionização de moléculas carregadas são

afetadas pela pressão. A pressão hidrostática tende a favorecer o equilíbrio em direção à

produção de espécies ionizadas, uma vez que moléculas carregadas interagem mais

fortemente com a água, levando à redução do volume (ABE et al., 1999). De fato, foi

demonstrado que células de S. cerevisiae submetidas à pressão hidrostática sofrem

acidificação intracelular, provavelmente em decorrência da dissociação de prótons de

açúcares fosforilados e do H2CO3  (ABE e HORIKOSHI, 1995; 1997). 

Sendo assim, a pressão hidrostática constitui um estresse físico com características muito

particulares, cujos mecanismos celulares utilizados para contrabalançar seus efeitos ainda

permanecem pouco entendidos. 

7- Efeitos da pressão hidrostática em Saccharomyces cerevisiae.

As conseqüências do estresse de pressão hidrostática para as células eucarióticas ainda são

pouco conhecidas até mesmo para organismos modelos já bem caracterizados como a

levedura S. cerevisiae. Inicialmente, foi demonstrado que um pré-tratamento com temperatura

não letal (40oC) é capaz de induzir resistência em células de levedura submetidas ao estresse

de pressão (IWAHASHI et al., 1991). Esses dados sugerem que a pressão causaria os mesmos

tipos de danos induzidos por temperaturas elevadas e, portanto, a resposta celular a esses dois

estresses seria idêntica (IWAHASHI et al., 1993). De fato, foi demostrado que alguns fatores

importantes para a sobrevivência ao calor, como a proteína de choque térmico Hsp104p,

assim como o acúmulo de trealose, também contribuem para a resistência à pressão

hidrostática (FUJI et al., 1996; FERNANDES et al., 1997). 

Para células em fase exponencial de crescimento, a ausência da trealose torna as cepas

mutantes deletadas na trealose 6-P sintase (tps1) mais sensíveis à pressão hidrostática,

principalmente após a faixa de 100 MPa. Entretanto, foi demonstrado que para células de fase

estacionária, essa diferença de sobreviência entre as cepas selvagem e tps1 não é tão

pronunciada (FERNANDES et al., 1997). Sabe-se que  células em fase final de crescimento,

além de acumularem trealose expressam uma série de genes regulados por estresse que

estariam contribuindo para o aumento de sobrevivência da cepa mutante. Esse resultado

indica que, provavelmente, outros fatores além da trealose são responsáveis pela

sobrevivência à pressão. Corroborando essa idéia, foi demostrado que mesmo as mutantes

tps1 são capazes de adquirir baroresistência quando submetidas a um pré-tratamento térmico,
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mostrando que a trealose não é essencial para aquisição de resistência (FERNANDES et al.,

1997, 2001).

Estudos posteriores envolvendo fisiologia celular e expressão gênica revelaram que a

pressão hidrostática não é essencialmente igual ao estresse causado pelo calor (MENTRÉ e

HUI BON HOA, 2001; FERNANDES et al., 2004; PALHANO et al., 2004ab). Portanto, fica

mais evidente que a pressão hidrostática causa um efeito complexo na fisiologia celular,

fazendo com que a resposta à pressão hidrostática seja única. Como a levedura S. cerevisiae

normalmente não enfrenta ambientes de alta pressão, o que se observa é uma resposta celular

desencadeada pelos danos causados pela pressão e ao mesmo tempo uma soma da parte

compartilhada de aspectos em comum com respostas celulares aos estresses mais variados

como alta temperatura, baixa temperatura, etanol, oxidativo, osmótico, etc.   

8- Regulação da transcrição de genes responsivos ao estresse.

Em S. cerevisiae, a regulação da síntese dos genes de estresse está sob o controle de

fatores de transcrição que são translocados para o núcleo quando a célula é exposta ao agente

estressante. Destacam-se dois sistemas principais de transdução de sinal: o do fator de

transcrição Hsf1p e o dos fatores Msn2/Msn4p (ESTRUCH, 2000). 

A resposta ao choque térmico é ativada, principalmente, pelo fator de transcrição Hsf1p.

Quando o mesmo se torna fosforilado em resposta a temperaturas elevadas, este fator é

translocado para o núcleo e promove o aumento no nível de expressão dos genes cuja

seqüência promotora apresenta o elemento de choque térmico (HSE) (MAGER e KRUIJFF,

1995). 

Outro fator de transcrição, também participante da resposta ao choque térmico e

comumente ativado por outros tipos de estresse, é o Msn2p e seu homólogo Msn4p. A

migração desses fatores para o núcleo está relacionada à baixa atividade da  PKA. Isso ocorre

devido à diminuição dos níveis intracelulares do AMPc provocada pela baixa taxa de

crescimento, característica essa, comum a células sob estresse ou carência nutricional. Dessa

forma, a expressão dos genes sob controle desses fatores é reprimida durante o crescimento de

S. cerevisiae em meio rico contendo fonte de carbono fermentável e induzida na fase de

transição para o metabolismo respiratório, sob condições de limitação de nitrogênio e por

diversos tipos de estresses, como choque térmico, alta osmolaridade, acidez e exposição ao

etanol (MARTINEZ-PASTOR et al., 1996). 

 Msn2/4p reconhecem a seqüência constituinte do elemento responsivo ao estresse (STRE).

Essa seqüência foi identificada em muitos genes induzidos por estresse e está presente em
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diversos genes já descritos que compõem a denominada resposta ao estresse ambiental (ESR).

Uma busca no banco de dados do genoma de levedura identificou 186 genes contendo a

seqüência STRE em seu promotor. Entretanto, foi experimentalmente comprovado que a

simples presença da seqüência no promotor não garante que o gene seja regulado pelo

respectivo fator de transcrição (ESTRUCH, 2000). 

De fato, alguns tipos de estresse promovem, além da ativação dos fatores Msn2/4p e

Hsf1p, a indução de outras vias de sinalização específicas. Na resposta ao estresse causado

por meio hiper-osmótico, um dos eventos mais proeminentes é o acúmulo intracelular de

glicerol.  O acúmulo desse soluto permite à célula regular sua pressão de turgor e assim

adaptar-se às condições osmóticas do meio. A regulação, tanto dos genes responsáveis pela

síntese de glicerol, quanto de outros genes importantes para a sobrevivência sob alta

osmolaridade, está sob o controle do fator de transcrição Hog1p. O mesmo é ativado por duas

vias de sinalização independentes, deflagradas pelas proteínas de membrana Sho1p ou Sln1p

que funcionam como sensores de osmolaridade. Ambas são ativadas, provavelmente, por

alterações estruturais da membrana plasmática (ABERTYN et al., 1994). 

Nas respostas ao estresse oxidativo e à exposição a metais pesados, outros fatores de

transcrição são especificamente ativados, Yap1p e Skn7p. Mutantes yap1/skn7 são

hipersensíveis ao estresse oxidativo. Esses fatores de transcrição controlam vários genes

relacionados à defesa contra radicais livres, como por exemplo, o gene codificante para a

enzima Gsh1p, implicada na biosíntese da glutationa, uma molécula que atua como agente

redutor neutralizando substâncias com alto poder oxidativo. Outras proteínas atuantes nas

defesas antioxidantes também são reguladas por Yap1p e Skn7p, como as tioredoxinas

Trx1p/Trx2p, as superóxido dismutases Sod1p/Sod2p e catalases Cta1p/Ctt1p. Além disso, a

exposição ao cobre, através da ativação de Ace1p, induz especificamente os genes

CUP1/CUP2, codificantes para proteínas capazes de se ligar ao cobre (WELCH et al., 1989).

Na figura 1 estão representadas  as vias de sinalização em resposta a estresses em S.

cerevisiae.

Interessantemente, é muito comum que genes responsivos ao estresse possuam mais de

uma seqüência reguladora em seu promotor, podendo ser regulados de maneira diferente em

cada situação. Esse é o caso de genes como o CTT1 e o gene CUP1 que, apesar de serem

controlados pelos fatores de transcrição Yap1p e Skn7p, também possuem a seqüência HSE

em seu promotor, sendo, portanto, regulados por Hsf1p e induzidos por choque térmico.

Entretanto, alguns genes importantes, como o codificante para a proteína Hsp30p, ainda não

possuem seu mecanismo regulador completamente elucidado. A indução do gene HSP30 não
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depende nem de STRE nem de HSE (HAMER et al., 1985). Portanto, fica claro que a

resposta celular ao estresse constitui um fenômeno complexo e envolve um intricado

mecanismo de regulação cuja compreensão envolve uma cuidadosa análise da resposta

celular, não a um só tipo de situação, mas sim aos vários fatores que compõem o ambiente.   
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Fig 1. Visão geral das vias de sinalização em resposta ao estresse em S. cerevisiae. Mediante  ao

estímulo de estresse, fatores de transcrição são fosforilados e translocados para o núcleo onde

desencadearão a transcrição de genes possuindo seqüências reguladoras em seus promotores. Além

disso,  há a repressão de genes relacionados à replicação  celular o que induz a parada na fase G1 do

ciclo mitótico. Estresses como calor, estresse osmótico e exposição ao etanol levam ao acúmulo de

trealose. Modificado de http://biochemie.web.med.uni-muenchen.de/

Yeast_Biology/13_Regulation.htm  
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Objetivos

1 – Objetivo geral.

Analisar as relações entre os estresses causados pela pressão hidrostática, óxido nítrico,

altas temperaturas, baixas temperaturas, etanol e estresse oxidativo em células de levedura

S. cerevisiae. 

 

2 – Objetivos específicos.

1. Analisar o efeito da pressão hidrostática no ciclo celular da levedura e o tempo que as

células levam para recobrar o crescimento normal;

2. Determinar o efeito citotóxico do óxido nítrico (NO) em células de levedura

Saccharomyces cerevisiae crescendo na fase fermentativa ou respiratória;

3. Analisar o papel do NO na indução de barotolerância em leveduras;

4. Detectar a presença das isoformas da NO sintase (NOS) em leveduras, em diferentes

fases de crescimento, na presença de fontes de carbono variáveis.

5. Investigar o efeito do pré-tratamento com peróxido de hidrogênio, etanol ou baixa

temperatura na sobrevivência de células de levedura submetidas à alta pressão

hidrostática;

6.  Determinar o período de exposição ao peróxido de hidrogênio, etanol e baixa

temperatura ideal para a indução máxima da barotolerância;

7. Analisar por RT-PCR a indução dos genes YER067W, HSP30 e HSP12 (genes

induzidos por pressão hidrostática) nas condições de exposição ao peróxido de

hidrogênio, etanol ou baixa temperatura;

8. Investigar o efeito do pré-tratamento de alta pressão hidrostática (HHP) na

sobrevivência de células de levedura submetidas a estresses severos de choque

térmico, alta pressão hidrostática ou congelamento;

9. Determinar o efeito da incubação à pressão e temperatura ambiente após o pré-

tratamento com HHP na sobrevivência das células a estresses severos;

10.  Analisar por RT-PCR a indução dos genes HSP30, HSP12, HSP26, DDR2 e ERG25

(genes induzidos por pressão hidrostática) em células de leveduras tratadas com
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pressão hidrostática e posteriormente incubadas por diferentes períodos à pressão

ambiente.
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MATERIAL E MÉTODOS

1. Microorganismos e condição de crescimento.

Células de levedura Saccharomyces cerevisiae tipo selvagem Y440, proveniente do

Laboratório do Dr. J. Broach da Universidade de Princeton, EUA, foram usadas para todos os

experimentos desta dissertação, exceto para os estudos envolvendo sobrevivência de cepas de

S. cerevisiae contendo mutações nos genes fortemente induzidos pela pressão, onde foram

utilizadas cepas gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Allan Wheals, University of Bath,

provenientes do banco de cepas EUROSCARF, assim como sua respectiva selvagem BY4741

cedida pela Profa. Dra. Elvira Carvajal, UERJ. As cepas utilizadas (Tabela 1) foram crescidas

em meio rico YEPD (2% glucose, 1% extrato de levedura, 2% peptona) ou YEPGal (2%

galactose, 1% extrato de levedura, 2% peptona) pH 5,6 a 28 0C com constante aeração até a

fase fermentativa (DO600  nm= 1,0) ou fase respiratória (DO600 nm= 10,0).

Tabela 1. Lista de cepas utilizadas nesta dissertação.

ORFs deletadas Genótipo

 YER067W MATa his3delta1 leu2delta0 met15delta0 ura3delta0

yer067w::KanMX4

 YFLO14W
(HSP12)

MATa his3delta1 leu2delta0 met15delta0 ura3delta0

yfl014w::KanMX4

YCR021C
(HSP30)

MATa his3delta1 leu2delta0 met15delta0 ura3delta0

ycr021c::KanMX4

BY4741 (Selvagem) MATa his3delta1 leu2delta0 met15delta0 ura3delta0
Y440 (Selvagem) MATa leu2-3

2- Determinação da taxa de gemulação.

As células de levedura foram fixadas em solução de formaldeido a 20%, diluídas e

contadas no microscópio óptico usando-se um hematocitômetro. A taxa de gemulação foi

determinada pelo número de células gemulando dividido pelo total de células.

3- Tratamento com pressão hidrostática. 
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Para o tratamento com HHP, foi utilizado um sistema de alta pressão hidrostática

desenvolvido pelo Prof Dr Marcos T.D. Orlando (ORLANDO, 1999).

As células de levedura foram colocadas em um tubo de Teflon utilizando-se uma cápsula

de pressão de BeCu, com diâmetro interno e externo de 36 mm e 10 mm, respectivamente,

similar à usada em outros trabalhos (FERNANDES at al., 1991; ORLANDO, 1999;

DOMITROVIC et al., 2003). A pressão foi obtida pela compressão do tubo de Teflon usando-

se uma prensa hidráulica operada manualmente (Eureka Ltda, MG, Brasil). A pressão interna

foi medida usando-se um manômetro calibrado (Woler Ind. Brasileira, MG, Brazil). Um

desenho esquemático da câmara de alta pressão é mostrado na Fig 2. As amostras foram

pressurizadas em meio rico YEPD pH 5,6 em ausência de bolhas de ar. O tempo para

compressão e descompressão das amostras foi menor que 1 min, para os dois processos.

As células de levedura foram submetidas a valores de pressão hidrostática de 25, 50, 75,

100 e 220 MPa por 30 min a temperatura ambiente (∼25 ºC).  

4- Doadores de Óxido Nítrico.

Nitroprussiato de sódio (SNP), (Merck Chemical Ind., Darmstadt, Germany) e S-nitroso-

N-acetilpenicilamina (SNAP) gentilmente cedido pelo Dr. Jamil Assreuy, UFSC, SC, foram

usados como doadores de NO. As soluções foram preparadas dissolvendo-se o sal em água

estéril ultrapura imediatamente antes do uso. As culturas de leveduras foram tratadas com

SNP ou SNAP em concentrações variando de 0,5 a 3,0 mM. Além disso, experimentos

similares foram conduzidos com nitrito e nitrato de sódio  afim de verificar se ambos tinham

algum efeito citotóxico em células de levedura (Merck Chemical Ind.).

5- Determinação de NO.

NO foi dosado indiretamente utilizando o método de Griess (GRANGER et al 1990),

medindo-se o nitrito formado pela decomposição do NO: 0,4 ml 1% (p/v) sulfanilamida em

2,5% (v/v) de ácido fosfórico e 0,4 ml 0,5% (p/v) N-(1-naftil) etilenodiamino diidrocloreto

em 2,5% (v/v) de ácido fosfórico foram adicionados à 0,2 ml da amostra. Após 10 min à 25

°C, foi feita a medida da absorbância a 540 nm. Como padrão de dosagem foi utilizado nitrito

de sódio (0-25 µM).
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Fig 2. Diagrama da câmara de alta pressão hidrostática. CuBe significa a liga de cobre e berílio

usada e WC carbeto de tungstênio. 
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6- Tratamento com temperatura alta. 

Células de levedura (DO600 nm= 1,0) foram submetidas a temperaturas de 40 °C ou 54 °C

por 30 e 20 minutos, respectivamente. 

7- Tratamento com temperaturas baixas. 

Células de levedura (DO600 nm= 1,0) foram submetidas a 10 °C por 1, 2 e 4 horas.

Para os tratamentos severos de temperatura fria (UCT), as leveduras foram congeladas em

nitrogênio liquido por 24 horas e descongeladas a temperatura ambiente. 

8- Tratamento com peróxido de hidrogênio. 

Células de levedura crescidas até a primeira fase logarítmica (DO600 nm= 1,0) foram

tratadas com 0,40 mM de peróxido de hidrogênio por 30, 45 e 60 minutos. Em seguida aos

tratamentos, as células foram centrifugadas, lavadas com água ultrapura estéril, e, após nova

centrifugação, as células foram ressuspendidas em meio rico. Subseqüentemente, a cultura foi

submetida à alta pressão hidrostática.

9- Tratamento com etanol.

Células de S. cerevisiae (DO600 nm= 1,0) foram tratadas com 6% de etanol por 0.5, 1.0, 1.5,

2.0, 2.5 ou 4.0 horas. Após o tratamento as células foram pressurizadas em meio rico na

presença  ou ausência do etanol. 

10- Viabilidade celular.

 Após os tratamentos, as células foram diluídas apropriadamente e plaqueadas em meio

sólido YEPD. A viabilidade celular foi determinada por contagem de unidades formadoras de

colônias (UFC) após dois dias de crescimento a 28 °C. Todas as placas foram feitas em

duplicata.

Como controle para todos os tratamentos, as células de levedura foram crescidas em meio

rico até a primeira fase exponencial e então submetidas, sem pré-tratamento, aos estresses

severos (alta pressão hidrostática, choque térmico ou congelamento em N2 liq). 

11- Extração de proteínas e análise por Western blotting. 
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As células foram coletadas por centrifugação (2000 X g) e lavadas 3 vezes em água estéril

gelada. O precipitado foi ressuspendido em 5 µl de tampão de extração (50 mM Tris-Base, pH

7,2; 300 mM de NaCl; 1,5 µM pepstatina e PMSF). As células foram rompidas com pérolas

de vidro (425-600 µm, Sigma, St. Louis, EUA) agitando-se por 1 min, intercalando 1 min no

gelo. Esse procedimento foi repetido 5 vezes. 

A concentração de proteína foi determinada pelo método de Lowry (Lowry et al, 1951) e

ajustada para 50 µg. Cada amostra contendo 50 µg de proteina foi submetida à eletroforese e

imunotransferência. A eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) foi feita em gel

10% de acrilamida. Após a eletroforese, as proteínas foram transferidas para membranas

PVDF (Amersham Pharmacia Biotech, Sunnyvale, EUA) durante 2 h (80 mA) em tampão

Tris-glicina (25 mM Tris-HCl, pH 7,0, glicina 192 mM) contendo 20 % de metanol. As

membranas PVDF foram incubadas em TBS (Tris-HCl 20 mM pH 7,5, 500 mM NaCl, 0,05%

Tween-20) contendo 2 % de albumina de soro bovina (Sigma, St. Louis, EUA) por 12 h a 4

°C. Então, as membranas foram incubadas por 2 h a temperatura ambiente com os seguintes

anticorpos primários: coelho (policlonal) anti-NOS2 (sc-651) ou anti-NOS3 (sc-8311) (2

µg.ml-1, Santa Cruz Biotech., Santa Cruz, CA, EUA) ou de camundongo (monoclonal) anti-

NOS1 (1:500, Sigma, St. Louis, EUA). Após extensiva lavagem em TBS, as membranas

PVDF foram incubadas com anticorpo anti IgG de coelho conjugado com a enzima

peroxidase (1: 2000, Sigma, St. Louis, EUA). A imunoreatividade das proteínas foi

visualizada usando-se 3,3’-diaminobenzidina (Sigma, St. Louis, EUA), substrato para a

peroxidasee a imagem capturada por uma câmera digital (Nikon, Coopix 885, S. Korea).

12- Extração do RNA. 

Para extração de RNA, tanto das amostras controle quanto das tratadas, 4 ml de células

Y440 na DO(600 nm) 1,0 foram crescidas a 28 oC. Os tratamentos foram os seguintes: 

a- Controle (células crescidas a 28 ºC sem nenhum tratamento), 

b- 50 MPa por 30 min, 

c- 50 MPa por 30 min seguido de 0,1 MPa por 15 min, 

d- 50 MPa por 30 min seguido de 0,1 MPa por 30 min, 

e- 50 MPa por 30 min seguido de 0,1 MPa por 60 min, 

f- 6% de etanol por 60 min, 

g- 10 ºC por 2 h, 

h- 0,4 mM de peróxido de hidrogênio por 45 min. 
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Após o tratamento, as amostras foram imediatamente colocadas no gelo. Em seguida, as

amostras foram centrifugadas a 5000 g por 3 minutos a 5 oC, sendo o precipitado

imediatamente congelado em N2 líquido e mantido a –20 oC até o momento da extração de

RNA. Os precipitados congelados correspondentes às células foram ressuspendidos em 400 µl

de tampão AE (acetato de sódio 50 mM, EDTA 10 mM, pH 5,3). A extração do RNA total foi

prosseguida pelo método de fenol acídico (AIBA et al., 1981).

Ao precipitado de células suspenso em 400 µl de tampão AE, foram adicionados 40 µl de

dodecil sulfato de sódio (SDS) 10%. A suspensão foi brevemente agitada e logo em seguida,

foram acrescentados 500 µl de fenol equilibrado a pH 5,5. Após agitação intensa por 5 min, as

amostras foram incubadas a 65oC por 4 minutos e logo em seguida, rapidamente resfriadas em

N2 líquido, sendo, então, centrifugadas a 10.600 g por 5 minutos a 4 oC. A fase aquosa obtida

foi transferida para novos tubos contendo igual volume de fenol clorofórmio (2 : 1) e após

agitação intensa, as amostras foram novamente centrifugadas a 10.600 g por 10 minutos a 4
oC. À fase aquosa proveniente dessa centrifugação, foram adicionados 500 µl de etanol 100 %

gelado e 25 µl de acetato de sódio 3 M. A solução foi incubada por 2 h a – 20 oC e depois

submetida à centrifugação a 10.600 g  por 30 minutos a 4 oC. 

O precipitado de RNA foi lavado com etanol 70 % e  em seguida solubilizado em água

ultrapura para os diversos procedimentos experimentais ou em etanol 70 % para estocagem a

–20 oC. Para a remoção de qualquer resíduo de DNA genômico, as amostras de RNA total

foram tratadas com  0,5 U DNAse I livre de RNase para cada 1 µg de RNA, durante 15

minutos a 37 oC.

13.  Síntese da primeira fita de cDNA. 

 Amostras de RNA extraídas de células de levedura conforme descrito no item 12 foram

submetidas à síntese da primeira fita de cDNA. Para 25 µl de volume de reação contendo 1 µg

de RNA, adicionou-se: 0,2 µg/µl de hexadoxinucleodídios randômicos pd  (N)6, 0,34 mM de

cada dNTP, tris-HCl 50 mM pH 8,3, KCl 75 mM, MgCl2 3 mM, DTT 6,8 mM e 60 U de

transcriptase reversa M-MLV (Life Technologies). A reação foi a 37oC por 1 hora e

interrompida com inativação da enzima a 90oC por 5 minutos. O cDNA resultante foi

estocado a –20oC até a realização dos ensaios de PCR.

14. PCR semi-quantitativo.

O cDNA resultante foi amplificado em 25 µl de meio de reação contendo 2,5 µl da reação

de primeira fita, 50 pmol de oligonucleotídeos específicos, dNTPs 200 µM, MgCl2 1,5 mM,
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2.5 U de Taq polimerase (Promega), 2,5 µl tampão da enzima (Tris-HCL 10 mM, KCl 50 mM

e 0,1% de Triton ® X-100). Na Tabela 1 estão descritos os genes avaliados, a seqüência dos

seus respectivos oligonucleotídeos, assim como o tamanho do fragmento amplificado. A

condição utilizada para a amplificação dos fragmentos correspondentes ao fragmento de

cDNA dos genes HSP30 e HSP12 foi de 94 oC por 1 minuto, 47 oC por 1 minuto e 72 oC por

1 minuto seguido de 5 minutos de incubação a 72 oC, enquanto que para os genes YER067W,

ACT1, o programa utilizado foi o mesmo exceto pela temperatura de anelamento alterada para

56 ºC e 53 oC, respectivamente. As curvas de amplificação para esses quatro genes foram

obtidas através da coleta de amostras de PCR a ciclos de 24, 30, 36 e 40 (Fig 10) ou 24, 32 e

40 (Fig 14). Para a comparação do nível de expressão dos genes HSP26 e DDR2, as amostras

foram coletadas nos ciclos de número 24, 32 e 40. As condições de PCR para esses genes

foram similares aos genes descritos acima, exceto pela temperatura de anelamento alterada

para 37 ºC e 46 oC, respectivamente. Para o gene ERG25 as amostras foram coletas nos ciclos

30, 38 e 45, nas seguintes condições 94 ºC por 1 min, 38 ºC por 0,5 min e 72 ºC por 1,5 min.

Todos os experimentos foram feitos em triplicata.

Tabela 2. Sequência dos primers utilizados nas reações de RT-PCR semiquantitativo.

RNAm alvo
(tamanho do

fragmento em pb)

Seqüência do oligonucleotídeo

HSP12

(192)

Senso, 5’CCAGACTCTCAAAAGTCATA3’

Anti-senso, 5’CATGTAATCTCTAGCTTGGT3’

HSP30

(377)

Senso, 5’TTGACTAGATATGCCTTAGC3’

Anti-senso, 5’GTGTAATAACCCCACTTGTA3'

HSP26

(629)

Senso, 5’CAGTCCATTTTTTGATTTC3’

Anti-senso, 5’TTACCCCACGATTCTTGAGA3’

DDR2

(165)

Senso, 5’GTTTTCATTTCTGCCATC3’

Anti-senso, 5’TCAAAAAGGCCAAAGCAC3’

ERG25

(906)

Senso, 5’CGTTTTCAACAACGCTAC3’

Anti-senso, 5’TTGAGCATTGTTTTCAGC3’

YER067W

(504)

Senso, 5’ATGACAAAGAAGGATAAGAAGGAAGTAAAAGTTCAAACG3'  

Anti-senso, 5’TTGGATCCACGCGGAACCAGATTTGCGCCTACAGGATGT3’

ACT1

(755)

Senso, 5’TACGTTTCCATCCAAGCC GTT3’

Anti-senso, 5’AACATACGCGCACAAA AGCAGA3’
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15. Aquisição de imagens.

As amostras foram visualizadas através de eletroforese em gel de agarose 2 % corado com

brometo de etídio (Sigma, St. Louis, EUA). As imagens foram geradas por uma câmera

digital (Nikon, Coopix 885, S. Korea). 

 

16- Extração e dosagem dos níveis de trealose.

Para extração de trealose, tanto das amostras controle quanto das tratadas, 30 ml de

células Y440 na DO(600 nm) 1,0 foram crescidas a 28 oC (PARROU et al., 1997). Os

tratamentos foram os seguintes: 

a- Controle (células crescidas a 28 ºC sem nenhum tratamento), 

b- 50 MPa por 30 min, 

c- 50 MPa por 30 min seguido de 0,1 MPa por 15 min, 

d- 50 MPa por 30 min seguido de 0,1 MPa por 30 min, 

e- 50 MPa por 30 min seguido de 0,1 MPa por 60 min, 

Após o tratamento, as amostras foram imediatamente colocadas no gelo. Em seguida, as

amostras foram centrifugadas a 5000 g por 2 minutos. O pellet foi lavado com água estéril

gelada e centrifugado com descrito acima. Esta etapa foi repetida mais uma vez. O precipitado

foi imediatamente congelado em N2 líquido e mantido a –20 oC até o momento da extração da

trealose. Os precipitados congelados foram ressuspendidos em 125 µl de carbonato de sódio

0,25 M e aquecido a 95 °C por 2 h. Após a extração, o pH da suspensão foi ajustado para 5,2

usando 75 µl de ácido acético 1M e 300 µl de tampão acetato 0,2 M pH: 5,2. As amostras

foram incubadas durante a noite 37 °C em presença de 3 mU de trealase (Sigma, St. Louis,

EUA). A glicose liberada foi determinada com o reagente de glicose oxidase (BioSystems

S.A, Barcelona, Espanha).

17- Análises estatísticas.

Todos as placas foram feitas em duplicata e cada experimento foi feito em triplicata.

Utilizando-se o programa Prism (Graphpad Software, Inc, San Diego, EUA), foram feitos

os gráficos e o desvio padrão de três experimentos independentes foi representado por barras

de erro.
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RESULTADOS
1- Taxa de gemulação de células de levedura tratadas com pressão hidrostática.

Na levedura S. cerevisiae a presença do broto (ou gêmula) reflete a posição no ciclo

celular; a célula no intervalo G1 do ciclo não está gemulando e o broto aparece no momento

em que a célula entra na fase S. Quando as células de S. cerevisiae são expostas à limitação de

nutrientes, ao feromônio sexual ou ao estresse brando, elas param em um ponto exato no final

da fase G1 do ciclo celular conhecido como START (CRAIG, 1992, LEW et al., 1992,

WHEALS, 1987). Verificamos que esse fenômeno também acontece quando células de

levedura são submetidas a HHP de 50 MPa por 30 min , levando a parada de crescimento,

ocorrendo acúmulo de células sem gêmula (Fig 3).

As células de levedura em primeira fase exponencial (DO600nm= 1,0) foram pressurizadas a

50 MPa por 30 min e então incubadas à pressão atmosférica por 120 min. Foi observada uma

diminuição no número de células gemulando durante o estresse de pressão, atingindo o valor

mínimo 45 min após o tratamento com pressão. As células começam a recobrar o crescimento

60 min após o estresse. Apenas 2 h depois, a taxa de gemulação volta ao normal. Para

comparar o efeito da pressão hidrostática no crescimento celular, foi feito o mesmo

experimento após o choque térmico de 40 ºC por 30 min. As células pressurizadas mostraram

uma resposta mais lenta e demoraram mais para recobrar o crescimento que células tratadas

com calor (Fig 3).

2- Efeito do NO no ciclo celular de levedura.

Visando observar o efeito do NO em S. cerevisiae, culturas de células em diferentes fases

exponenciais de crescimento foram tratadas com diferentes concentrações dos doadores de

NO, SNP ou SNAP, durante 6h. Em concentrações variando de 0,1 a 1,0 mM,  o SNP não

teve feito inibitório em células na fase fermentativa, além disso, a taxa de gemulação

permaneceu igual ao controle. Células tratadas com concentrações acima de 1,5 mM

apresentaram um aumento no tempo de geração, demonstrando um efeito citotóxico do NO

(Fig. 4 A). A inibição do ciclo celular é grandemente aumentada na fase respiratória, onde

uma concentração baixa de 0,5 mM de SNP foi suficiente para causar uma forte diminuição

no crescimento celular (Fig. 4 C). Células
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Fig 3. Taxa de gemulação de células tratadas com pressão. Células de Saccharomyces cerevisiae

foram submetidas à alta pressão hidrostática de 50 MPa por 30 min, em seguida as células foram

incubadas a pressão atmosférica (0,1 MPa) por 120 min (triângulos). A resposta ao choque térmico foi

usada como controle (quadrados). A área delimitada em vermelho corresponde taxa de gemulação das

células durante os estresses de calor ou pressão, enquanto a área em azul representa a taxa de

gemulação das células após os estresses testados.

0.00

0.25

0.50

0.75

1.00

Tempo (min)

Ta
xa

 d
e 

G
em

ul
aç

ão

0         30         60         90        120
0.00

0.25

0.50

0.75

1.00

Tempo (min)

Ta
xa

 d
e 

G
em

ul
aç

ão

0         30         60         90        120



42

de levedura na fase respiratória, tratadas com 1,5 mM de SNP têm uma diminuição de 50% na

taxa de gemulação comparada com células não tratadas. Estes resultados estão de acordo com

trabalhos anteriores que demonstram que a citotoxicidade mediada pelo NO é aumentada pelo

O2 e outras espécies reativas (CHIANG et al., 2000a). Além disso, a nitrosilação da região

heme do complexo IV na cadeia respiratória reconhecidamente resulta em uma potente

inibição da respiração e contribui para os efeitos citotóxicos do NO.

Entretanto, SNAP, outro doador de NO, quando usado nas mesmas concentrações que

SNP mostrou efeitos citostáticos, não causou alterações no ciclo celular (Fig. 4 B e D). Uma

cinética distinta de liberação de NO é descrita para ambos compostos (BULTER e MEGSON,

2002), por tanto, o método de Griess foi usado para se comparar quantitativamente o NO

liberado pelos dois doadores. Como o NO é um composto extremamente instável, sua

dosagem é feita de forma indireta pela determinação de nitrito, o produto de sua degradação.

Após 30 min de incubação em meio de cultura sem células, SNAP e SNP geraram

quantidades similares de nitrito (20-30 µM). Entretanto, na presença de células de levedura, a

liberação de NO pelo SNP foi mais rápida, atingindo o mesmo valor (25µM) em poucos

minutos e a decomposição do SNAP não foi afetada pela presença de células no meio. Esta

observação está de acordo com as diferentes características químicas destes compostos e

sugere que a cinética de liberação do NO é um importante fator na sua toxicidade. Outra

explicação baseia-se no efeito tóxico do cianeto liberado pelo SNP. Entretanto, dados da

literatura atestam que o cianoferrato formado, [Fe(CN)6]4-, é biologicamente inerte e é

improvável que cause envenenamento por cianeto (BULTER e MEGSON, 2002). Além do

mais, quando células de levedura foram tratadas com SNP decomposto, ou com nitrito e

nitrato, nenhum efeito citotóxico foi observado (dados não apresentados).   

3- Detecção de diferentes isoformas da NOS.

Para a detecção das diferentes isoformas da NOS (NOS1, NOS2 e NOS3), foram feitas

análises por Western blotting em S. cerevisiae em diferentes fases do crescimento, na

presença de glicose ou galactose (Fig. 5). Não foi observada banda no gel relacionada a

nenhuma das isoformas da NOS em células em fase estacionária. Entretanto, durante a

primeira e a segunda fases exponenciais, uma banda pode ser observada para cada uma das

isoformas testadas. As massas moleculares observadas no gel são correspondentes com as

isoformas encontradas em camundongos: 160, 130 e 132 kDa para a NOS1, NOS2 e NOS3,

respectivamente.
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Fig 4. Efeito do aumento da concentração de diferentes doadores de NO no crescimento de

S. cerevisiae. Células na primeira fase exponencial foram crescidas em presença de SNP (A) ou

SNAP (B) em concentrações variando entre 1,0 a 3,0 mM. Células na segunda fase exponencial

foram crescidas com 0,5, 1,0 e 1,5 mM de SNP (C) ou SNAP (D). Amostras das culturas foram

retiradas a cada hora durante 6 h e foi observada a absorbância a 600 nm. Cada ponto representa a

média de três experimentos independentes. As barras de erro são menores do que os pontos. 

 

0 1 2 3 4 5 6
0

1

2

3

4
Controle
1.0 mM SNP
2.0 mM SNP
3.0 mM SNP

Tempo (h)

(D
O

 6
00

nm
)

0 1 2 3 4 5 6 7
0

1

2

3

4
Controle
1.0 mM SNAP
2.0 mM SNAP
3.0 mM SNAP

Tempo (h)

(D
O

 6
00

nm
)

0 1 2 3 4 5 6

10

11

12

13 Controle
0.5 mM SNP
1.0 mM SNP
1.5 mM SNP

Tempo (h)

(D
O

 6
00

nm
)

0 1 2 3 4 5 6

10

11

12

13

14

Controle
0.5 mM SNAP
1.0 mM SNAP
3.0 mM SNAP

Tempo (h)

(D
O

 6
00

nm
)

(A) (B)

(C) (D)

 

0 1 2 3 4 5 6
0

1

2

3

4
Controle
1.0 mM SNP
2.0 mM SNP
3.0 mM SNP

Tempo (h)

(D
O

 6
00

nm
)

0 1 2 3 4 5 6 7
0

1

2

3

4
Controle
1.0 mM SNAP
2.0 mM SNAP
3.0 mM SNAP

Tempo (h)

(D
O

 6
00

nm
)

0 1 2 3 4 5 6

10

11

12

13 Controle
0.5 mM SNP
1.0 mM SNP
1.5 mM SNP

Tempo (h)

(D
O

 6
00

nm
)

0 1 2 3 4 5 6

10

11

12

13

14

Controle
0.5 mM SNAP
1.0 mM SNAP
3.0 mM SNAP

Tempo (h)

(D
O

 6
00

nm
)

(A) (B)

(C) (D)



44

As isoformas constitutivas da NOS1 e NOS3 (conhecidas como neuronal e endotelial em

mamíferos) foram expressas em células crescendo em fase exponencial, mas não foram

detectadas na fase estacionária. Por outro lado, a expressão da NOS2 (chamada induzível em

mamíferos, expressa principalmente em macrófagos) foi claramente induzida durante

fermentação, como pode ser visualizado como um forte sinal no Western blot (Fig. 5, linha 2).

Mesmo quando a galactose (uma fonte de carbono menos repressiva em relação à glicose) foi

usada como substrato fermentativo, a enzima foi claramente detectada (Fig. 5).

O tratamento térmico de 40 °C por 1 h não leva a uma indução das isoformas de NOS (Fig

5, linhas 5,6 e 7). Ao contrário, comparando células não tratadas com células tratadas com

calor, nas duas fases exponenciais (Fig 5, linhas 2 e 5), foi observada uma diminuição na

expressão da NOS2, indicando que a indução da NOS não faz parte da cascata de proteção

induzida pelo calor. Entretanto, diferentemente do calor, os resultados de Western blot

mostraram que a expressão da NOS2 não foi diminuída quando as células foram submetidas

ao tratamento de 50 MPa por 30 min (Fig. 5).

4- Indução de barotolerância mediada por NO.

Para analisar o papel do NO na indução de barotolerância em leveduras, células de

levedura em primeira fase exponencial (DO600 nm= 1,0) foram tratadas com 1 mM de SNP por

10 min e submetidas à pressão de 220 MPa por 30 min, em meio rico. O mesmo experimento

foi conduzido com células tratadas com  1,0 mM de SNAP durante 90 min. Como controle

negativo, as células foram submetidas à mesma pressão hidrostática sem nenhum tratamento

prévio. A sobrevivência das células foi aumentada pelo NO quando liberado por SNP ou

SNAP na concentração de 1,0 mM (Fig 6), sendo a taxa de sobrevivência 500 vezes maior

que células não tratadas.
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Fig 5. Analise por Western blotting da expressão das isoformas endotelial, neuronal e

induzível da NOS (NOS3, NOS1 e NOS2): linha 1, células em fase estacionária crescidas em

YEPD; linha 2, células em primeira fase exponencial em YEPD; linha 3, segunda fase exponencial

em YEPD; linha 4, primeira fase exponencial em YEPGal; linha 5, primeira fase exponencial em

YEPD tratadas com 40 ºC por 1 h; linha 6, segunda fase exponencial em YEPD tratadas com 40

ºC por 1 h; linha 7, primeira fase exponencial em YEPGal tratadas com 40 ºC por 1h; linha 8,

primeira fase exponencial em YEPD tratadas à 50 MPa por 30 min. 
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Fig 6. Indução de barotolerância através do tratamento com doadores de NO. Células em

primeira fase exponencial foram pressurizadas a 220 MPa por 30 min após tratamento com 1,0

mM de SNP por 10 min (C) ou após 90 min na presença de 1,0 mM de SNAP (D). Como controle

negativo, as células foram submetidas à mesma pressão hidrostática sem o prévio tratamento (B).

A barra negra (A) representa as células que não foram pressurizadas. A barra de erro indica a

média do erro padrão de três experimentos independentes.
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5- Barotolerância induzida por pré-tratamento com peróxido de hidrogênio.

Foi investigado o efeito do pré-tratamento com peróxido de hidrogênio na tolerância de

leveduras expostas a alta pressão hidrostática. Na figura 7, observa-se que o pré-tratamento

com 0,4 mM de H2O2 é capaz de induzir baroresistência. A baroresitência das células foi

dependente do tempo, sendo que depois de 45 min de tratamento foi obtido o maior valor de

sobrevivência. Após 60 min a barotolerância diminui. 

Um dos genes mais importantes na resposta ao estresse oxidativo é o gene GSH1 que

codifica para γ-glutamilcisteina sintase, enzima requerida para biossíntese de glutationa

(GSH). GSH é o mais abundante componente intracelular contendo o grupo tiol e atua como

um seqüestrador de radicais livres através de seu grupamento sulfidril que possui atividade

redox (Jamieson, 1998). Quando pressurizadas na presença de GSH, as células de levedura

foram protegidas dos efeitos deletérios da HHP (Fig. 8). É importante notar que apesar do

meio rico YEPD conter glutationa, a concentração deste composto no meio não é suficiente

para conferir resistência a HHP, já que células submetidas a HHP em água, solução salina ou

YEPD mostraram a mesma taxa de sobrevivência (dados não mostrados). 



48

Fig 7. Indução de barotolerância por pré-tratamento com H2O2. Células de S. cerevisiae

crescendo em primeira fase exponencial (107 células.ml-1) foram tratadas com 0,4 mM de H2O2

por diferentes períodos de tempo, lavadas com água e ressuspendidas em meio rico. Em seguida,

foram submetidas a 220 MPa por 30 min. O ponto zero representa células submetidas à pressão

hidrostática sem pré-tratamento com peróxido de hidrogênio. 
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Fig 8. Resistência à alta pressão hidrostática em presença de glutationa. Células de S.

cerevisiae crescidas em meio rico na primeira fase exponencial (107 células.ml-1) foram

pressurizadas a 220 MPa por 30 min na presença de diferentes concentrações de glutationa. O

ponto zero representa as células submetidas à pressão na ausência de glutationa. 
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6- Barotolerância induzida por pré-tratamento com etanol.

A viabilidade das células de S. cerevisiae expostas a HHP foi analisada em células pré-

expostas ao estresse subletal de etanol (Fig. 9). Um aumento na tolerância a HHP foi

observado após o tratamento com 6% de etanol, alcançando o máximo de sobrevivência entre

1,5 e 2 h de tratamento. Após 4 h de tratamento com etanol, ainda existe alguma proteção,

sendo menor que 1 log. Uma importante característica da proteção conferida pelo etanol é que

ele deve estar presente durante a pressurização. Quando as células pré-tratadas com etanol

foram ressuspendidas em meio fresco YEPD imediatamente antes da pressurização, a

barotolerancia não foi observada. 

7- Indução de barotolerância por exposição a 10 °C.

A figura 10 mostra o efeito do pré-tratamento com temperatura baixa de 10 °C na indução

de baroresistência em leveduras. É observado um aumento significativo na sobrevivência

celular após incubação das células a 10 °C por 1 ou 2 h. Observou-se uma leve diminuição na

barotolerância após 4 h de tratamento. 

8- Análise semiquantitativa da transcrição dos genes YER067W, HSP30 e HSP12

por RT-PCR. 

Entre os genes induzidos pela pressão hidrostática destacam-se os genes YER067W,

HSP30 e HSP12 (FERNANDES et al., 2004). Para a análise da expressão desses genes

quando as células são submetidas a diferentes estresses (H2O2, etanol, baixa temperatura e

pressão hidrostática), foi feita a análise semiquantitativa da transcrição por RT-PCR. Os

resultados apresentados na figura 11 revelam que os genes YER067W, HSP30 e HSP12 são

fortemente induzidos por etanol, H2O2 e por pressão hidrostática. Entretanto, o estresse

causado pela mudança da temperatura de 28 ºC para 10 ºC foi capaz de induzir apenas o gene

HSP12.  
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Fig 9. Barotolerância induzida pelo etanol. Células de S. cerevisiae crescidas em meio rico em

primeira fase exponencial (107 células.ml-1) foram tratadas com 6% de etanol por diferentes períodos

de tempo e pressurizadas a 220 MPa por 30 min em presença de etanol. O ponto zero representa as

células submetidas à pressão sem tratamento com etanol. 
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Fig 10. Choque-frio induzindo barotolerância. S. cerevisiae crescendo em primeira fase

exponencial (107 células.ml-1) foram submetidas à baixa temperatura de 10 ºC por diferentes períodos

de tempo. As amostras foram incubadas rapidamente (aproximadamente 2 min)  até atingirem a

temperatura ambiente, e submetidas à alta pressão de 220 MPa por 30 min. O ponto zero representa

células submetidas à pressão serem submetidas ao choque-frio. 
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Fig 11. Análise semiquantitativa por RT-PCR dos genes mais induzidos por pressão. O

RNA total das leveduras foi amplificado por RT-PCR usando-se os primers listados na Tabela 1.

As amostras de PCR foram retiradas após 24, 30, 36 e 44 ciclos e analisadas em gel de agarose 2%

corado com brometo de etídio. As mudanças na expressão dos genes YER06W, HSP30 e HSP12

foram analisadas após o tratamento com: 6% de etanol por 60 min (C), 10 ºC por 2 h (D) e 0,4

mM de H2O2 por 45 min  (E). Células sem nenhum tratamento (A) ou tratadas com 50 MPa por 30

min (B) foram usadas como controle negativo e positivo, respectivamente. O gene da actina,

ACT1, foi usado como controle constitutivo da expressão gênica. 
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9- Indução de tolerância ao estresse por pré-tratamento sub-letal de pressão

hidrostática

Células de S. cerevisiae em primeira fase exponencial foram tratadas com HHP de 25, 50,

75 e 100 MPa por 30 min e imediatamente submetidas aos seguintes estresses: alta

temperatura de 54 ºC por 20 min (HT), HHP de 220 MPa por 30 min (HP), ou congelamento

em N2 líquido por 24 h (UCT). 

O tratamento severo com temperatura HT é letal para as células, no entanto, o pré-

tratamento com pressão hidrostática confere alguma proteção, menor que uma ordem de

magnitude (Fig 12A). O tratamento com 220 MPa por 30 min também é letal para as células e

diferente do observado para o HT, submetendo as células a pressões sub-letais não houve

indução de resistência (Fig 12B). O congelamento em N2 líqüido leva a uma drástica redução

da viabilidade celular e o pré-tratamento com 25 MPa não foi capaz de induzir resistência.

Além disso, o pré-tratamento com pressões maiores que 25 MPa antes do congelamento

diminuem a viabilidade da cultura, levando uma completa inativação após o tratamento de

100 MPa (Fig  12C).

Entretanto, se as células forem colocadas à pressão atmosférica (0,1 MPa) com aeração

por um período de 15 min após o tratamento com pressão sub-letal, elas adquirem resistência

contra um estresse severo subsequente (Fig 12). Estes resultados mostram que a máxima

indução foi atingida com o pré-tratamento a 50 MPa para todos os estresse severos testados.

Este efeito pode também ser observado, em menor extensão, com pressões de 25 e 75 MPa,

mas 100 MPa não induz uma significante proteção contra HT e HP. O pré-tratamento de 100

MPa só induziu proteção considerável  contra o congelamento. 
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Fig 12. Tolerância de células tratadas com pressão contra estresses severos. Células de

Saccharomyces cerevisiae na primeira fase exponencial (107 células.ml-1) foram submetidas a

diferentes valores de pressão hidrostática por 30 min antes do estresse de A) 54 °C por 20 min, B)

220 MPa por 30 min e C) congelamento em N2 liq por 24 h. Os símbolos sólidos representam

células que, após o tratamento com pressão, foram submetidas imediatamente aos estresses

severos e os símbolos abertos são usados para representar as células que foram incubadas a

pressão atmosférica (0,1 MPa) por 15 min antes do estresse severo. As barras de erro representam

o desvio padrão de três experimentos. 
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10- Otimização do tempo de incubação após o pré-tratamento de pressão para

indução de resistência contra estresses severos.

Para determinar qual período de incubação à pressão atmosférica após o barotratamento

seria capaz de induzir a máxima resistência contra os estresses severos testados, as células de

levedura foram pressurizadas a 50 MPa por 30 min e então incubadas à pressão atmosférica

com aeração por, 15, 30 ou 60 min antes de serem submetidas aos estresse severos (HT, HP

ou UCT). Verificamos que a máxima resistência foi obtida após 15 min à pressão atmosférica.

(Fig 13). 

O barotratamento protege as células contra o estresse térmico após 15 min a 0,1 MPa e

esta resistência foi transiente, diminuindo progressivamente, mostrando quase nenhuma

resistência 60 min após a pressurização (Fig 13A). Entretanto, para HP, a resistência

adquirida foi mantida durante o período de 60 min (Fig 13B). Para o estresse de

congelamento, foi observada uma tendência de aumento na proteção conferida pela pressão

até 60 min após o barotratamento (Fig 13C).

11- Analise semiquantitativa por RT-PCR dos genes induzidos pela pressão

hidrostática.

Como a indução máxima de resistência com o pré-tratamento de 50 MPa por 30 min foi

atingida após incubação à pressão atmosférica, tornou-se importante analisar a expressão de

genes que são induzidos por pressão e que são conhecidos por serem importantes na

tolerância contra a pressão hidrostática alta e baixas temperaturas. 

Entre os genes mais induzidos por pressão (e por calor e frio) estão HSP12, HSP26 e

DDR2. HSP30 é induzido por pressão e calor, mas é reprimido pelo frio. ERG25 é induzido

por pressão e frio, mas não por calor (Fernandes et al, 2004; Sahara et al, 2002; Gasch et al,

2000). Para analisar a expressão destes genes, foi feito RT-PCR semiquantitativo das células

de levedura (DO600 1,0) submetidas a 50 MPa por 30 min e também para células que foram

incubadas à pressão atmosférica por 15, 30 e 60 min após a pressurização (Fig 14). Como

mostrado previamente, HSP12 e HSP30 são induzidos por HHP de 50 MPa (Fernandes et al,

2004) e a analise da expressão mostrou que esta indução aumenta após 15 min a 0,1 MPa.

HSP12 e HSP30 permanecem induzidos durante os 60 min após o tratamento com HHP (Fig

14). Surpreendentemente, a 50 MPa, HSP26 foi induzido apenas 30 min pós-pressurização

(Fig 14). Os resultados apresentados na Fig 14 indicam que, apesar de DDR2 ter sido induzido

por 200 MPa (Fernandes et al, 2004), este gene não foi induzido por 50 MPa em nenhuma

situação testada. O gene ERG25 foi fracamente expresso e necessitou de mais ciclos de
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amplificações para ser visualizado. Este gene foi induzido por 50 MPa e permanece expresso

até 30 min pós- pressurização, retornando ao mesmo nível do controle após 60 min a pressão

atmosférica (Fig 14).

12- Sobrevivência de cepas mutantes hsp12, hsp30 e yer067w à alta pressão

hidrostática.

A figura 15 mostra a taxa de sobrevivência das mutantes comparada à cepa selvagem

BY4741 frente a HHP. Nesse caso, o resultado indicou que a ausência destes genes em células

expostas a um estresse súbito de pressão não refletiu num aumento da sensibilidade ao

tratamento.

13- Dosagem dos níveis de trealose em células submetidas ao tratamento com pressão

hidrostática.

Foi verificado se a pressão hidrostática de 50 MPa por 30 min seria capaz de induzir uma

mudança nos níveis intracelulares do dissacarídeo trealose em leveduras. Para isso foram

realizados os mesmos tratamentos descritos no item 11 de resultados. Observa-se que a

pressão hidrostática de 50 MPa não é capaz de induzir o acúmulo de trealose em S. cerevisiae

(Fig 16), além disso, mesmo depois de tratadas com pressão e incubadas por 15, 30 e 60 min

as células apresentam os mesmos níveis de trealose de células controle (Fig 16). Como

controle positivo, as células foram tratadas com 40ºC por 30 min (Fig 16), situação descrita na

literatura onde a síntese e o acúmulo de trealose atinge altos níveis (PARROU et al, 1997).
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Fig 13. Estudo do período ótimo de pressurização capaz de induzir resistência contra estresses

severos. Células de S. cerevisiae em primeira fase logarítmica foram submetidas à pressão hidrostática

de 50 MPa por 30 min e então incubadas a pressão atmosférica por diferentes períodos de tempo, com

constante aeração, a 30 °C. As células foram então submetidas a A) 54 °C por 20 min, B) 220 MPa por

30 min e C) congelamento em N2 liq por 24 h. As barras de erro representam o desvio padrão de três

medidas. 
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Fig 14. Análise da transcrição dos genes induzidos por pressão por RT-PCR

semiquantitativo. Células sem nenhum tratamento (A) foram usadas como controle. As

mudanças na expressão gênica foram analisadas após tratamento com 50 MPa por 30 min (B)

seguido por incubação a pressão atmosférica por 15 (C), 30 (D) e 60 (E) min. O gene da

actina, ACT1, foi usado como controle constitutivo da expressão. 
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Fig 15. Análise de sobrevivência de cepas mutantes submetidas à pressão hidrostática de

200 MPa por 30 min. As células de levedura foram crescidas até a DO600nm = 1.0 e então

submetidas a HHP. A concentração inicial para toda as cepas correspondia a 107 células/ml.

Como controle foi usada a cepa selvagem BY4741 (A). As cepas deletadas correspondem a

hsp12 (B), hsp30 (C), e yer067w (D).
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Fig 16. Dosagem dos níveis de trealose em células submetidas ao tratamento com pressão

hidrostática. Células sem nenhum tratamento (A) foram usadas como controle. As mudanças nos

níveis de trealose foram analisadas após tratamento com 50 MPa por 30 min (B) seguido por

incubação a pressão atmosférica por 15 (C), 30 (D) e 60 (E) min. O tratamento com 40 ºC por 30

min foi usado como controle positivo para os níveis de trealose (F).
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DISCUSSÃO
1- Efeitos da pressão hidrostática nas células de levedura.

Altas pressões hidrostáticas promovem um vasto efeito nas células vivas e, a respeito da

regulação do crescimento, o efeito do estresse permanece por um período maior comparado

com células estressadas com calor pelo mesmo intervalo de tempo (Fig 3). Isto pode sugerir

que, mesmo após as células de levedura terem sido retiradas da pressão, elas continuam

sofrendo mudanças metabólicas e respondendo ao estresse. Como já descrito para várias

situações de estresse, como, por exemplo, choque osmótico, alta concentração de etanol, alta

temperatura e estresse oxidativo, foi observada após a pressão hidrostática (FERNANDES et

al., 2004) a indução de genes codificantes para enzimas envolvidas tanto em vias de síntese

quanto de degradação de carboidratos (ALEXANDRE et al., 2001; YALE e BOHNERT et

al., 2001; GASCH et a.l., 2000). Apesar da co-indução desses genes ser aparentemente

antagônica, o fenômeno poderia ser justificado como sendo um mecanismo que permitiria à

célula rapidamente modular a atividade das enzimas correspondentes, de maneira a otimizar a

degradação ou síntese de glicogênio. A indução desses genes provavelmente aumenta a

capacidade da célula de ajustar seu metabolismo energético às flutuações das condições

ambientais (GASH et al., 2000). Essas evidências, somadas a outras, reforça a idéia que a

pressão hidrostática causa uma resposta celular caracterizada pela indução de genes

relacionados a estresses e parada no ciclo celular.  

2- Papel do NO na resposta de leveduras ao estresse de pressão hidrostática.

Foi observado que, em altas concentrações, o NO é capaz de interagir com o fator de

transcrição Ace1p de S. cerevisiae, impedindo sua atividade (SHINYASHIKI et al., 2000).

Neste caso foi proposto que, em presença de O2, o NO reage com grupos tiol do fator Ace1p,

impedindo sua ligação na região promotora de genes ligados ao estresse de cobre, como

CUP1, SOD1 e CRS5. Somado ao efeito citotóxico do NO, isso poderia explicar a maior

sensibilidade das células tratadas com altas concentrações de NO ao estresse causado por

cobre. De forma inversa, o NO, em baixos níveis, interage com o fator transcripcional Ace1p,

aumentando sua atividade tornado as células mais resistentes ao estresse com cobre

(CHIANG et al., 2000b). 

Não se conhece a interação do NO com outros fatores de transcrição de levedura, podendo

ser o caminho envolvido na resposta celular à presença de NO. Entretanto, a diminuição na
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expressão da NOS2 durante o tratamento com calor sugere que, mesmo que o NO funcione

como um indutor de Hsps, provavelmente ele não é essencial no mecanismo de resposta ao

estresse em células submetidas ao calor. Além disso, não ocorre acúmulo de trealose durante

o tratamento com todas as concentrações de SNP testadas (dados não apresentados),

indicando que a trealose-6-fosfato sintase, uma Hsp, não é induzida por NO. 

Uma condição de estresse leva as células a ajustarem seu metabolismo induzindo a

alteração na expressão gênica. Genes não essenciais são reprimidos enquanto genes que

codificam para proteínas que desempenham um importante papel na proteção celular contra o

estresse são induzidos (MAGER e HOHMANN, 1997). Os resultados apresentados revelam

que após o tratamento com 50 MPa por 30 min, a concentração intracelular de NOS2

permanece no mesmo nível que células crescendo em primeira fase exponencial. Esta

observação não apenas confirma que a pressão hidrostática induz uma resposta ao estresse

diferente do calor, mas também sugere que o NO pode ter um papel como uma molécula

sinalizadora no estresse induzido pela pressão hidrostática. 

3- Pré-tratamento com peróxido de hidrogênio e alta pressão hidrostática.

O anion superóxido (O2
-), peróxido de hidrogênio (H2O2) e radical hidroxil (OH) são as

mais importantes espécies reativas de oxigênio (ROS) produzidas pelas células. ROS causam

danos oxidativos em ácidos nucléicos, lipídeos, proteínas, carboidratos e outros componentes

celulares (COSTA e MORADAS-FERREIRA, 2001). Já foi mostrado que o pré-tratamento

com 0,4 mM de H2O2 induz resistência contra um subseqüente estresse causado por H2O2

(Davies et al, 1995). Além disso, uma correlação entre HHP, alta temperatura e estresse

oxidativo já foi proposta (IWAHASHI et al., 1993). Na Fig 7 é mostrado que um pré-

tratamento com 0,4 mM de H2O2 é capaz de induzir tolerância contra HHP. 

A levedura S. cerevisiae é capaz de perceber o estresse oxidativo e construir uma resposta

molecular envolvendo a indução de defesas contra radicais livres. A resposta ao H2O2 é

caracterizada por uma forte indução de genes envolvidos na detoxificação do H2O2 (como

superóxido desmutases, glutationa peroxidase e tiol-antioxidantes específicos), bem como

genes envolvidos em reações oxidativas e redutoras dentro da célula (tioredoxina, tioredoxina

redutases, gutaredoxina, e glutationa redutase) (GASCH et al., 2000). O estresse oxidativo

leva a indução de 150 genes (> 2 vezes induzido), dos quais 66 são envolvidos na categoria de

resposta ao estresse ambiental (ESR). Análises de microarranjo de S. cerevisiae submetidas a

HHP revelam que entre os 131 genes induzidos pela pressão (> 2 vezes induzido), destacam-

se genes que codificam para proteínas implicadas no estresse oxidativo, como catalase
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citoplasmática e CuZn superóxido desmutase (FERNANDES et al., 2004). Foi demonstrado

que o pré-tratameto com H2O2 induz barotolerância, indicando a mudança no padrão de

expressão gênica induzida pelo estresse oxidativo pode levar a resposta necessária para

manter a estabilidade celular durante o estresse de alta pressão, demonstrando a inter-relação

destes dois estresses.

Leveduras possuem dois transportadores específicos para GSH, capazes de internalizar

este composto quando presente no ambiente extracelular (PENNINCKX, 2002). Quando GSH

é adicionado ao meio de cultura, as células podem rapidamente captá-lo e usá-lo na forma

reduzida como substrato para a enzima glutationa peroxidase eliminar as espécies ativas de

oxigênio. Foi observado que concentrações entre 1 e 10 mM de GSH mostraram o mesmo

efeito de indução de resistência. Isto pode ser devido à saturação do sistema de transporte.

Na figura 8 observa-se que a presença de glutationa (GSH) é capaz de proteger as células

contra a HHP. Estes resultados reforçam o fato que HHP causa estresse oxidativo na célula e

confirma a importância do mecanismo de defesa oxidativo, como o induzido pelo tratamento

com H2O2, podendo este diminuir os danos causados pela pressão. 

O estresse oxidativo promovido pela pressão hidrostática  pode estar relacionado ao mau

funcionamento da cadeia respiratória sob altas pressões. Estudos com Shewanella benthica,

um organismo de águas profundas, mostraram que, sob pressões de até 60 atm, a cadeia

respiratória é modificada, já que os citocromos normalmente ativos a 1 atm não são funcionais

sob pressão. A respiração passa a contar com uma quinol oxidase para a redução do oxigênio

e bombeamento de elétrons para o espaço periplasmático (KATO e QURESHI, 1999). Como

não há descrição de um mecanismo tão especializado para a levedura S. cerevisiae, o processo

de respiração deve ficar severamente comprometido. Essa observação é coerente com o

grande número de genes relacionados à respiração que se mostraram reprimidos após a

pressão hidrostática, como por exemplo FLX1, proteína carreadora de FAD mitocondrial;

YDJ1 proteína transportadora mitocondrial, PET130, biossíntese de proteínas mitocondriais e

AAT1, aspartato transaminase mitocondrial (FERNANDES et al., 2004).

 4- Pré-tratamento com etanol e alta pressão hidrostática.

A viabilidade das células de S. cerevisiae expostas a HHP foi analisada em células

expostas previamente ao estresse subletal de etanol (Fig 9). É importante notar que células

pressurizadas diretamente em etanol não apresentam baroresistência, sendo fundamental que

as células sejam tratadas por 1,5 - 2 h para adquirirem barotolerância. Uma possível

explicação para esta característica é que durante o tratamento com etanol, as células se
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adaptam a maior concentração do mesmo, mudando algumas de suas propriedades físicas,

devido ao efeito de etanol em reduzir a habilidade de hidratação da água pelos pontos de

hidratação (JONES, 1989). Após a remoção do etanol, uma nova situação ocorre na célula

devido à presença de moléculas de água ocupando os pontos de hidratação antes ocupados

pelo etanol. Mesmo a mudança transcripicional induzida pelo pré-tratamento com etanol não é

capaz levar as células a barotolerância, já que macromoléculas associadas à água constituem

domínios particularmente sensíveis as forças de pressão (Fig 17). 

Células de S. cerevisiae pré-expostas a concentrações subletais de etanol adquirem

tolerância contra um subseqüente estresse letal de etanol (COSTA et al, 1993). Foi mostrado

por microarranjo que genes que são induzidos por etanol são de uma forma geral envolvidos

no metabolismo energético, endereçamento de proteínas, homeostase iônica e resposta ao

estresse (ALEXANDRE et al, 2001). A exposição celular ao etanol aumenta a atividade da

catalase T citoplasmática (codificada pelo gene CTT1) e da isoforma mitocôndrial da

superóxido desmutase (codificada pelo gene SOD2). Entretanto, os níveis de glutationa e da

isoforma citoplasmática da superoxido desmutase (codificada pelo gene SOD1) permanecem

inalterados (COSTA et al, 1993; PIPER, 1995). CTT1 e SOD2 são ambos induzidos pela HHP

(FERNANDES et al., 2004) sugerindo que tanto a pressão quanto o etanol promovem

importante estresse oxidativo nas células.

O papel do etanol como agente que afeta o estado físico-químico e as funções biológicas

em várias membranas celulares é bem conhecido (JONES et al, 1989). Os lipídeos de

membrana são conhecidos moduladores da fluidez da membrana e acredita-se que eles

desempenham um papel essencial na tolerância de S. cerevisiae ao etanol (CHI e

ARNEBORG, 1999). Entretanto, tem havido muitas discrepâncias entre os trabalhos a cerca

do efeito do etanol na composição lipídica da célula. Alguns autores encontraram um aumento

na fluidez correlacionado com a exposição ao etanol (JONES et al., 1989; HERRERO et al.,

1982; ALEXANDRE et al., 1994; KAJIWARA et al., 1996), enquanto outros acreditam que 
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Fig 17. Esquema ilustrando os efeitos do etanol nas macromoléculas celulares. (A) Membrana

de célula de levedura crescendo em meio rico. A principal molécula que interage com os lipídeos de

membrana e proteínas é a água (    ). Quando o etanol (            ) é adicionado ao meio, este compete

com as moléculas de água por pontos de hidratação antes ocupados pela água (B).  A resposta

bioquímica celular (seta azul) é capaz de reverter os efeitos danosos provocados pela HHP (seta

vermelha) (C). Entretanto, se o etanol for removido, as moléculas de água passam a ocupar os pontos

antes ocupados pelo etanol, e mesmo a resposta bioquímica celular não é capaz de compensar os

efeitos provocados pela HHP (seta cinza) (D).   
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esta condição leva a uma diminuição da fluidez da membrana (PIPER, 1995; CHI e

ARNEBORG, 1999; YOU et al., 2003). De fato, o etanol aumenta a quantidade de ácidos

graxos insaturados nos resíduos dos fosfolipídeos de membrana (JONES et al., 1989; CHI e

ARNEBORG, 1999; KAJIWARA et al., 1996; YOU et al., 2003; SAJBIDOR e GRECO,

1992; ALEXANDRE et al., 1994b). Apesar de membranas insaturadas possuírem um maior

grau de desordem que bicamadas saturadas, elas são menos sensíveis a HHP devido ao fato de

suas regiões de maior movimentação formarem uma barreira para a acessibilidade das

moléculas de água (MENTRÉ e HUI BOM HOA, 2001). Além disso, HHP induz um aumento

na ordem e diminui a fluidez em membranas plasmáticas. O fato que a insaturação de

bicamadas é importante na resistência à pressão é confirmado pela indução pela pressão do

gene responsável pela desaturase (OLE1), uma enzima que introduz uma dupla ligação em

ácidos graxos de membrana de leveduras (FERNANDES et al., 2004).

A exposição à concentração subletal de etanol induz uma resposta caracterizada pela

indução de proteínas de choque térmico, enzimas anti-oxidantes e mudanças na composição

da membrana plasmática. Estas características provavelmente são responsáveis pela indução

de baroresistência após o pré-tratamento com etanol.

5- Choque frio e alta pressão hidrostática.

Entre os numerosos estresses ambientais, mudanças de temperatura são provavelmente os

estresses mais comuns para todos os organismos vivos. A Fig 10 mostra o efeito de um pré-

tratamento com 10 ºC induzindo baroresistência. Efeitos similares foram vistos em

Staphylococcus aureus e Lactobacillus sanfranciscensis submetidos respectivamente a

temperaturas de 0 ºC e 12,5 ºC antes da HHP (NOMA e HAYAKAWA, 2003; SCHEYHING

et al., 2004). 

S. cerevisiae mostra um aumento de aproximadamente 500 vezes na viabilidade quando as

células são submetidas ao tratamento com choque térmico antes da HHP (IWAHASHI et al,

1991; FERNANDES et al, 2001). A maior característica do tratamento com altas

temperaturas é a indução de proteínas de choque térmico (HSPs), que previnem a perda de

estrutura de outras proteínas (CRAIG, 1992; PIPER, 1997). Entretanto, ao contrário do

choque térmico, o enovelamento protéico não é o maior problema das células em baixas

temperaturas. Os maiores problemas que surgem sob baixas temperaturas são a redução da

fluidez da membrana e a parada na síntese de proteínas. Em S. cerevisiae, vários genes

relacionados ao choque frio foram identificados. No trabalho de Sahara et a.l., 2002 é

apresentada uma análise global de genes expressos em células de levedura expostas a 10 °C.
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Um grande número de genes responsáveis por várias funções celulares são diversamente

induzidos ou reprimidos sobre condições de baixa temperatura. 

Interessantemente, a maioria dos genes que codificam para HSPs foram reprimidos,

enquanto apenas HSP12 e HSP26 foram induzidos. Estes dois genes são induzidos também

por HHP em temperatura ambiente (FERNANDES et al., 2004). Além disso, um trabalho

recente mostrando mudanças de expressão gênica induzidas por pressão em baixa

temperaturas, confirmou a indução desses dois genes (IWAHASHI et al., 2003). A função das

proteínas Hsp12p e Hsp26p ainda é pouco entendida nas condições de estresse. Entretanto, a

indução de ambos os genes tem sido relacionada a estresses que causam danos na membrana,

como osmótico (YALE e BOHNERT, 2000), etanol (ALEXANDRE et al., 2001) e pressão

hidrostática (FERNANDES et al., 2004), sugerindo que a indução destas HSPs pode estar

relacionada com a desestabilização da membrana. Outra possibilidade é apresentada por

Motshewene et al., 2004, onde, após confirmar que a proteína Hsp12p localiza-se na parede

celular, propôs que esta proteína, altamente hidrofílica, atua na parede celular interrompendo

as pontes de hidrogênio e interações iônicas entre polímeros de polissacarídeos adjacentes

resultando em uma estrutura mais flexível. 

Outra característica ligada à adaptação a baixas temperaturas é o aumento na proporção de

ácidos graxos cis-insaturados nos lipídeos de membrana, aumentando então a fluidez de

membrana (QUINN et al., 1989). Em leveduras, a desaturação dos ácidos graxos é feita por

uma ∆9 desaturase, codificada pelo gene OLE1 (ZHANG et al., 1999). Análises de

microarranjo feitas em leveduras submetidas a baixas temperaturas (SAHARA et al., 2002) e

HHP (FERNANDES et al., 2004) demonstraram a indução do gene OLE1, indicando que as

células podem sentir o estado de fluidez da membrana e possui mecanismos para compensar

os efeitos das condições ambientais.

É sugerido que o estresse oxidativo pode ser um entre vários fatores que contribuíram para

a injúria causada pelo resfriamento em plantas (O’KANE et al., 1996). Durante a estocagem

no frio (4 ºC) de células tubulares humanas, um aumento na formação de radicais livres tem

sido documentado (SALAHUDDEN et al, 2000). A relação entre o resfriamento e uma

resposta antioxidante nas células de levedura é apresentada no trabalho de Zhang et al., 2003.

Neste trabalho foi mostrado que a mudança da temperatura de 30 ºC para 10 ºC induz um

aumento nos níveis transcripcionais dos genes SOD1, CTT1 e GSH1, genes relacionados ao

estresse oxidativo. Mais ainda, a atividade da Sod1p e catalase, e os níveis intracelulares de

H2O2 foram aumentados pela diminuição da temperatura. Estes dados somados ao fato de o
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pré-tratamento com H2O2 induzir a baroresistência, reforçam a idéia de uma relação entre o

estresse oxidativo e a pressão hidrostática.

6- Alta pressão hidrostática como um indutor de resistência em leveduras.

A observação de que HHP variando de 25 a 100 MPa não induz resistência contra estresse

está de acordo com observações prévias onde células submetidas a 50 MPa por 15 min não

mostram aumento na viabilidade após um subseqüente pressão de 200 MPa e que pré-

tratamentos maiores que 15 min matam todas as células submetidas a 200 MPa

(FERNANDES et al, 1997). Por outro lado, um curto período de tempo após o pré-tratamento

com pressão hidrostática aumenta a sobrevivência celular a subseqüentes estresses letais (alta

temperatura, HHP e congelamento) (Fig 12). Neste caso pode-se inferir uma relação entre a

parada em G1 no ciclo celular e o atraso da resposta à pressão. O efeito protetor foi observado

após 15 min de incubação a pressão atmosférica e em relação ao estresse severo de pressão e

congelamento estes efeito persistiu por 1 h (Fig 13). Ao contrario, a proteção contra o estresse

severo de temperatura foi curto, consistente com o fato que a indução das HSPs após o

tratamento com choque térmico é transiente (MILLER et al., 1979). Em bactérias, proteínas

induzidas por pressão (PIP) são maximamente induzidas 60-90 min após o estresse, indicando

que em relação às muitas outras proteínas induzidas pela pressão, a indução das PIP é lenta

(BARTLETT et al., 1995). Além disso, resultados de microarranjo de células pressurizadas

tem demonstrado que genes que codificam para o processo de síntese protéica são reprimidos

(FERNANDES et al., 2004). A síntese de proteínas é certamente uma das funções celulares

mais sensíveis a pressão, sendo completamente bloqueada a 67 MPa em E coli e várias células

de mamíferos (GROSS e JAENICKE, 1994; LANDAU, 1967; MENTRÉ e HUI BOM HOA,

2001). O desacoplamento dos ribossomos é, muito provavelmente, o maior fator que contribui

para essa inibição (GROSS e JAENICKE, 1990; GROSS et al., 1993). De fato, a alta pressão

hidrostática tem efeito distinto sobre a síntese de proteínas e ácidos nucléicos: a síntese de

RNA é mantida sob pressões onde a síntese de DNA e proteínas são completamente inibidas

(MENTRÉ e HUI BOM HOA, 2001). Muitos grupos têm mostrado a tradução de genes que

codificam para proteínas de resposta a estresse ocorre apenas após o choque de pressão

(BARTLETt et al., 1995; GROSS e JAENICKE, 1994).

Isto leva a conclusão de que as células sob pressão subletal são capazes de induzir genes

responsivos ao estresse, entretanto, a tradução destes genes é comprometida devido à inibição

do aparato de síntese protéica sob pressão. Altas pressões não causam apenas a inibição da

síntese protéica, mas também a desnaturação e dissociação de proteínas, sendo ambas
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reversíveis após pressões de até 100-300 MPa (MENTRÉ et al., 1999; VERJOVSHI-

ALMEIDA et al., 1986). Quando as células retornam para a pressão atmosférica após o

tratamento subletal com pressão, as alterações das organelas e sistemas biológicos são

rapidamente revertidos (MENTRÉ e HUI BOM HOA, 2001) e, então, os novos RNAm

sintetizados podem ser traduzidos. 

Existe uma importante relação entre adaptação ao estresse e controle do crescimento. A

expressão de genes relacionados ao crescimento é estimulada pela alta atividade da proteína

quinase dependente de AMPc (PKA). A expressão dos genes relacionados à resposta geral ao

estresse parece estar sob controle negativo da via Ras-AMPc, por outro lado a PKA parece ser

controlada por mecanismos dependentes de estresse. Craig e Gross, 1991 propuseram que a

proteína Hsp70p atuaria como sensor para resposta celular às mudanças de temperatura.

Hsp70p desempenha um papel central no crescimento normal da célula, que envolve ligação e

liberação de outros polipeptídeos para facilitar, ou prevenir, interações inter e intra-molecular,

sendo que Hsp70p realiza a mesma função em condições de estresse. Estresses que induzem

desnaturação protéica aumentam a demanda de Hsp70p, resultando na indução da resposta ao

choque térmico. Os autores especulam que Hsp70p pode interagir diretamente com o fator de

transcrição ao choque térmico (HSF). Sob condições normais de crescimento, Hsp70p poderia

manter o fator de transcrição HSF na forma inativa e sob choque térmico o aumento na

concentração de proteínas desenoveladas recrutaria as Hsp70p presentes na célula. Com isso a

interação da Hsp70p com HSF seria perdida, HSF ficaria na forma livre e ativa, levando a

produção de outras HSPs. Posteriormente, Geymonat et al., mostraram uma interação positiva

entre um tipo de Hsp70p com Cdc25p, uma proteína relacionada ao controle da via Ras em

leveduras (GEYMONAT et al., 1998). Em seguida, foi proposto um modelo no qual estresses,

de uma maneira geral, poderiam levar esta Hsp70p a interagir com proteínas desnaturadas

reduzindo sua interação com Cdc25p, inativando então as proteínas Ras e eventualmente a

proteina quinase A (ESTRUCH, 2000). Já que HHP causa desenovelamento protéico,

extrapolamos o modelo proposto por Estruch para o estresse causado pela pressão

hidrostática. A Fig 18 apresenta o modelo proposto relacionando o estresse da pressão

hidrostática levando a parada do ciclo celular em G1 e a indução de resposta ao estresse. De

fato, a pressão causa marcantes mudanças na fisiologia da levedura, levando a uma parada em

G1 no ciclo celular, como visto na Fig 3, e indução de vários genes relacionados à resposta ao

estresse (FERNANDES et al., 2004). É possível que várias vias de sinalização regulem

fatores de transcrição, como Msn2p e Msn4p, em resposta a HHP. Alguns genes regulados

por Msn2/4p, como HSP12 e HSP26, são expressos sobre pressão, mas outros, como os
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implicados no metabolismo da trealose, não são, indicando a existência de vários mecanismos

envolvidos na proteção contra condições desfavoráveis. 

Já foi mostrado, por análises de microarranjo, a expressão de genes afetados por HHP de

200 MPa por 30 min sendo confirmado por RT-PCR semiquantitativo a indução dos genes

mais expressos sob 200 e 50 MPa por 30 min (FERNANDES et al., 2004). Interessantemente,

os resultados mostrados na Fig 14 mostram que os genes HSP12 e HSP30 são induzidos por

pressão de 50 MPa por 30 min e uma maior indução é observada após as células retornarem a

pressão atmosférica. Mais ainda, HSP26 só é expresso 30 min após as células retornarem a

pressão atmosférica. 

HSP30 codifica para uma proteína que diminui a atividade da H+-ATPase (H+ adenosina

trifosfatase). Estresses como alta pressão hidrostática, choque térmico, exposição ao etanol e

osmótico promovem na levedura uma acidificação citoplasmática (PIPER, 1997). Essa

acidificação citoplasmática pode comprometer várias vias bioquímicas na célula

principalmente alterando a atividade de diversas enzimas citoplasmáticas, podendo levar a

célula à morte. A função da H+-ATPase de membrana é bombear H+ para fora da célula as

custas de ATP. Hsp30p atua diminuindo a atividade da H+-ATPase estimulada pelo estresse.

Sendo a H+-ATPase a maior consumidora do ATP celular, especialmente em células

estressadas, a indução de Hsp30p pode desempenhar um papel na conservação de energia em

condições de estresse (PIPER, 1997).

É importante notar que células deletadas nos genes HSP12, HSP30 e YER067W, os três

principais genes induzidos pela pressão (FERNANDES et al., 2004) mostraram o mesmo

nível de sobrevivência que sua parental selvagem BY4741, quando submetidas à pressão de

200 MPa por 30 min (Fig 15). Esses resultados nos mostram que apesar de acreditarmos que a 
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Fig 18. Modelo de sinalização em resposta ao estresse de pressão. A) Sobre condições normais de

crescimento, Hsp70p (Ssa1p) interage com Cdc25p, induzindo Ras, uma proteína ligadora de GTP, a

ativar a adenilato ciclase (Cyr1p) a produzir AMPc a expensas de ATP. AMPc liga especificamente a

sub-unidade regulatória da PKA (Bcy1p), liberando a sub-unidade catalítica (Tpk1/2/3p) para

fosforilar seus substratos. B) Altas pressões hidrostáticas induzem desnaturação protéica que recruta a

chaperona Hsp70p. 
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indução destes genes é importante na resistência ao estresse causado pela HHP, a célula

possui outros sistemas que compensam a ausência desses genes.  

 Hsp26p é uma pequena proteína de choque térmico de S. cerevisiae que possui atividade

molecular de chaperona e, como os outros membros da família Hsp, protege as proteínas de

agregação irreversível. Já foi mostrado que a dissociação do complexo Hsp26 é um pré-

requisito para sua eficiente atividade de chaperona (HASLBECK et al., 1999).

O perfil da baroproteção observado para as células de levedura após retornarem para

pressão atmosférica pode ser entendido pelo fato que os genes mais induzidos pela pressão

hidrostática codificam para proteínas relacionadas com a proteção de membranas, e os

maiores problemas causados pela pressão e o choque frio são a redução de fluidez de

membrana e a parada na síntese de proteínas. Os resultados apresentados sugerem que uma

vez que estas proteínas protetoras de membranas são sintetizadas e começam a desempenhar

seu papel no processo de proteção, elas estabilizam a célula por um longo período, resultando

na proteção contra alta pressão e congelamento que é observada mesmo 60 min após

descompressão.

Por outro lado, foi observado que as proteínas produzidas após o tratamento com pressão

são suficientes apenas para uma proteção transiente contra os efeitos deletérios do calor. É

bem conhecido que o principal problema causado pelo calor nas células esta associado como

enovelamento protéico (PIPER, 1997), e a pressão não induz grandes quantidades de Hsps

com atividade chaperona. Cavicchioli e Watson, 1986, mostraram que células estressadas com

calor e incubadas por 3 h a temperatura de 23 ºC perdem progressivamente a termotolerância,

mas, retêm altos níveis da maioria das proteínas de choque térmico. Por exemplo, no caso da

proteína Hsp26p, o complexo formado por essa proteína pode ser dissociado sob pressão e

uma inicial proteção pode ser observada, entre outros fatores, relacionada com a atividade de

chaperona desta proteína. Algum tempo após retornar a pressão normal, o complexo Hsp26p

se associa fazendo com que esta proteína perca sua atividade de chaperona.

É bem conhecido que os níveis do dissacarídeo trealose se elevam em células expostas a

vários tipos de estresse especialmente à exposição ao calor (PARROU et al., 1997). Esse

açúcar junto com as Hsps auxilia na proteção de proteínas e membranas contra os efeitos

deletérios de vários tipos de estresse inclusive contra HHP (FERNANDES et al., 1997).

Entretanto, não observamos diferença nos níveis de trealose quando tratamos as células com

50 MPa por 30 min (Fig 16). Visando investigar a possibilidade da síntese da trealose ser

induzida após o tratamento com pressão, foi feita a dosagem dos níveis de trealose em células

tratadas com 50 MPa por 30 min e incubadas à pressão ambiente por 15, 30 e 60 min.
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Novamente, não houve alteração nos níveis de trealose nestas células quando comparadas ao

controle (Fig 16). Portanto, a proteção induzida pelo tratamento com pressão contra os

estresses severos de alta temperatura, alta pressão hidrostática e congelamento (Fig 12) não

podem ser explicados por alterações nos níveis de trealose e sim por outros fatores explicados

no decorrer desta dissertação.     

DDR2 codifica para uma proteína de resposta a vários estresses, Ddr2p, cuja expressão é

ativada por uma variedade de agentes xenobióticos e estresses físicos e ambientais.

Entretanto, estudos gênicos usando mutantes com esse gene ausente demonstraram que DDR2

não é um gene essencial contra estes tipos de estresse. A sobrevivência celular contra agentes

que causam danos ao DNA e após altas temperaturas não foi significantemente afetada pela

deleção deste gene e este mutante adquire termotolerância nos mesmos níveis da cepa

selvagem (KOBAYASHI et al., 1996). DDR2 é induzido pela pressão de 200 MPa mas não

por 50 MPa. Aparentemente, DDR2 não é importante no processo de baroproteção.

Estresses que causam desestabilização de membranas, como osmótico (YALE e

BOHNERT, 2001), etanol (CARTWRIGHT et al., 1987), frio (SAHARA et al., 2002) e

pressão hidrostática (FERNANDES et al., 2001; PERRIER-CORNET et al., 1999) provocam

uma discreta indução do gene ERG25 (ALEXANDRE et al., 2001; FERNANDES et al.,

2004; SAHARA et al., 2002; YALE e BOHNERT, 2001). Erg25p é uma esterol desaturase,

implicada na biosínteses de ergosterol e foi sugerido que esta enzima pode estar ligada a

membrana (BARD et al., 1996). Nos estresses citados acima, a célula pode manter a

integridade da membrana ativando vários mecanismos que são capazes de minimizar os

efeitos deletérios do estresse. Por outro lado, o choque térmico reprime o gene ERG25 em

leveduras (GASCH et al., 2000). Entretanto, foi mostrado em leveduras, que a adição de

ergosterol induz tolerância contra calor e etanol em cepas auxotróficas para ergosterol

(SWAN e WATSON, 1998) e vesículas de membranas contendo colesterol (molécula análoga

ao ergosterol, encontrada em mamíferos) provaram ser mais resistentes a HHP que vesículas

sem colesterol (BENEY et al., 1997; MENTRÉ e HUI BOM HOA, 2001). O ergosterol é

esteróide contendo uma cadeia insaturada enquanto o colesterol possui uma cadeia saturada.

Células de S. cerevisiae enriquecidas com ergosterol mostram maior resistência contra o

etanol que células enriquecidas com colesterol. As membranas biológicas tem sido implicadas

como um sensor primário do estresse ambiental e os esteróides de membrana parecem ser

importantes nessa sensibilidade e na tolerância aos estresses.                                  
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Conclusões e Perspectivas

 Observamos que em concentração de 1 mM os dois doadores de NO testados foram

capazes de levar a uma proteção celular de 1000X contra a pressão hidrostática.

Entretanto, são necessários mais estudos a fim de estabelecer se existe a ação

específica do NO sobre alguma via de resposta de defesa ao estresse ou se o NO gera

um estresse oxidativo capaz de levar a barotolerância. 

 Observamos a presença das três isoformas descritas de NOS (endotelial, neuronal e

induzível) em diferentes fases metabólicas de S. cerevisiae. Apesar de termos usado a

técnica de Western blotting, que é altamente específica, vale lembrar que os anticorpos

usados são contra as isoformas de camundongos, como descrito em material e

métodos. Apesar de existirem proteínas de leveduras com alto grau de similaridade

com as NOS descritas, ainda não se isolou nenhuma NOS em levedura. Portanto, é

interessante no futuro, uma busca no banco de dados de leveduras, ORFs que possuam

similaridade de seqüência primária com as NOS descritas, afim de clonar e estudar

estas proteínas, na tentativa de caracterizar a presença de alguma NOS em S.

cerevisiae.

 Acreditamos que o fato de os estresses de peróxido de hidrogênio, etanol e baixa

temperatura levarem a barotolerância seja, entre outros fatores, devido ao estresse

oxidativo gerado pelos três estresses. Além disso, alguns genes relacionados ao

estresse oxidativo como CTT1 (catalase), SOD1 e SOD2 (superóxido desmutase) são

induzidos por HHP (FERNANDES et al, 2004). Seria interessante provar que a HHP

gera um estresse oxidativo celular. Isso é possível através do uso de sondas sensíveis a

oxidação, como diacetato de 2’,7’- diclofluoreceina, através do uso de fluorímetro

(ZHANG et al., 2003) mensurando a produção de peróxido de hidrogênio intracelular.

 Outro fator que acreditamos que seja importante na tolerância a HHP é o nível de

saturação dos ácidos graxos da membrana celular. Existem vários indícios de que

membranas mais insaturadas são mais resistentes a HHP (MENTRÉ e HUI BOM

HOA, 2001), entretanto, ainda não há nenhum trabalho na literatura provando que
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células de levedura com uma proporção maior de ácidos graxos insaturados na

membrana são mais tolerantes a HHP. Solicitamos cepas transgênicas de leveduras ao

Dr Knipple, da Universidade de Cornell, EUA, que gentilmente nos as enviou cepas

deletadas no gene OLE1 (discutido no texto) e no seu lugar foram inseridos genes de

desaturases de diferentes insetos, fazendo com que a proporção entre os ácidos graxos

de membrana seja diferente para cada cepa. Foram realizados alguns experimentos de

viabilidade contra HHP com estas cepas e, apesar de termos obtidos resultados

interessantes, não conseguimos reproduzir o fenótipo encontrado no trabalho

publicado pelo Dr Knipple (YOU et al., 2003). Portanto, são necessários mais

experimentos para que possamos nos assegurar que não houve contaminação das cepas

enviadas, para então confirmamos nossos dados. Além disso, também recebemos do

Dr Knipple uma cepa deletada no gene OLE1 sem outro gene que possa compensar a

ausência dessa desaturase, com isso em meio de cultura comum esta cepa é inviável. A

viabilidade desta cepa é dependente de meio de cultura suplementado com ácido

palmitoleico (C16:1) e ácido oléico (C18:1), os principais produtos da enzima Ole1p.

Seria interessante crescer esta cepa em diferentes proporções de C16:1 e C18:1 e

avaliar sua tolerância a HHP. Com isso poderíamos observar qual a proporção ideal de

ácido palmítico (C16), ácido esteárico (C18), ácido palmetoleico (C16:1) e ácido

oléico (C18:1) que leva a maior tolerância celular contra a HHP.   

 Mostramos que a pressão de 50 MPa é capaz de levar as células a tolerância contra o

estresse de calor, pressão e congelamento (Fig. 12, p 55). Entretanto, a proteção só foi

efetiva após 15 min de incubação à pressão ambiente (ver discussão). Acreditamos que

a síntese das proteínas relacionadas à indução de tolerância contra os estresse testados

se encontra bloqueada durante o tratamento por pressão. Seria interessante tratar as

células com 50 MPa e em seguida incubar estas células por 15 min na presença de um

inibidor da síntese protéica (como cicloheximida) afim de se determinar se é realmente

a síntese de proteínas após o estresse com pressão responsável pela tolerância

adquirida.

 É sabido que a indução de um gene não está sempre diretamente relacionado a sua

tradução. Seria interessante avaliar a similaridade entre o perfil de expressão gênica

gerada pela pressão (FERNANDES et al., 2004) e o perfil de proteínas (proteoma)

induzidas após este estresse. Obviamente que recomendamos a extração de proteínas
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após, pelo menos, 15 min de tratamento com HHP. Essa é uma ferramenta valiosa para

a análise dos principais fatores envolvidos no estresse causado pela HHP.

 Fizemos uma proposta de que os fatores de transcrição Msn2/4 são responsáveis pela

regulação da resposta ao estresse de células de leveduras submetidas a HHP (Fig. 17, p

71). Existem várias formas de comprovar esta teoria. Uma delas é a análise de cepas

que possuem construções que permitem avaliar o nível da indução desses fatores

através do ensaio com gene reporter β-galactosidase (BOY-MARCOTTE et al., 1998).

Além disso, estas cepas são mutadas em algumas diesterases (enzimas que degradam

cAMP), permitindo o controle intracelular de cAMP. Desta forma será possível

observar se uma alteração nos níveis de cAMP são capazes de alterar a sensibilidade

celular a HHP. Este trabalho está sendo conduzido no Laboratório de Expressão

Heteróloga de Proteínas, UFRJ coordenado pela Profa Dra Eleonora Kurtenbach.

 Outro fato que nos chamou atenção é a ausência da indução dos genes envolvidos na

biosíntese de trealose (FERNANDES et al., 2004), e que a concentração de trealose

não se mostrou alterada mesmo quando as células eram tratadas com pressão e

incubadas a pressão ambiente por diferente s intervalos de tempo (Fig 16, p 61).

Apesar de os níveis de trealose não serem de extrema importância para células

submetidas a HHP, seu papel não deixa de ser importante neste estresse

(FERNANDES et al., 1997, 2001). Com isso surgiu-nos uma dúvida: Será que a HHP

realmente não é capaz de induzir a síntese de trealose? Para responder esta pergunta

estamos utilizando cepas selvagens e mutante no gene responsável pela degradação

intracelular da trealose (NTH1). Observamos o acúmulo de trealose nestas cepas

incapazes de degradar este dissacarídeo. Mais ainda, esse acúmulo parece ocorrer

apenas 15 min pós-pressurização, indicando que assim como a tradução do RNAm, a

HHP também estaria bloqueando a síntese de trealose. Desta forma, aparentemente as

células de levedura acumulam trealose após o estresse de pressão hidrostática, através

de um mecanismo aparentemente independente da indução gênica, e rapidamente a

degradam. Uma hipótese a ser investigada é a indução paralela da via de síntese e

degradação de trealose conhecida como “ciclo fútil” induzida por outros estresses em

leveduras (PARROU et al., 1997). 
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