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A levedura Saccharomyces cerevisiae é comumente utilizada em bioensaios de toxicidade por ser um modelo
eucariotico de facil acesso e cultivo. Assim, este trabalho propde um protocolo experimental de facil
replicacdo, utilizando esta levedura e quimicos facilmente adquiridos no mercado, para possibilitar que o
professor introduza, de forma pratica, conceitos de toxicologia para estudantes do ensino médio. Para tanto,
foi avaliado o percentual de mortalidade dessa levedura na presenca de formulagdes comerciais de etanol e
H>O; e observado um comportamento linear da mortalidade com o aumento gradual da concentracdo dos
quimicos. Foi verificada toxicidade superior do perdxido, possivelmente associada ao estresse oxidativo. Este
protocolo permite ao professor, demonstrar que a toxicidade esta intimamente relacionada a concentrago
dos quimicos e abre perspectivas para testes com outras amostras, sendo elas bioldgicas, como extratos
vegetais ou quimicas como &guas residuais, agrotoxicos e outros.

Palavras-chave: toxicidade, leveduras, bioindicadores

The yeast Saccharomyces cerevisiae is commonly used in toxicity bioassays because it is a eukaryotic model
that is easily accessible and cultivated. Thus, this work proposes an experimental protocol of easy replication,
using this yeast and chemicals easily acquired on the market, to enable the teacher to introduce, in a practical
way, concepts of toxicology for high school students. Therefore, the mortality percentage of this yeast was
evaluated in the presence of commercial formulations of ethanol and H.O; and a linear behavior of mortality
was observed with the gradual increase in the concentration of chemicals. Superior peroxide toxicity was
verified, possibly associated with oxidative stress. This protocol allows the teacher to demonstrate that
toxicity is closely related to the concentration of chemicals and opens up prospects for testing with other
samples, biological, such as plant extracts or chemicals such as wastewater, pesticides and others.
Keywords: toxicity, yeasts, bioindicators

1. INTRODUCAO

O continuo aumento do nimero de substancias quimicas e artificiais incorporadas ao cotidiano
das pessoas, bem como a industrializacdo intensiva e 0 uso de produtos quimicos na agricultura,
contribuiram para a liberagdo de muitos compostos tdxicos na agua, no ar e no solo, causando
muitos problemas ambientais [1] e aumentado a demanda por testes que verifiquem o carater toxico
de produtos, insumos ou residuos. O uso de bioensaios como ferramentas de triagem para
caracterizar contaminantes em uma variedade de matrizes ambientais, como aguas residuais,
lixiviados de aterros sanitarios ou solos expostos a contaminantes, tornou-se uma ferramenta
popular e poderosa no campo da toxicologia ambiental [2, 3, 4].

No geral, é apropriado que se utilize um conjunto de bioensaios envolvendo organismos que
representam diferentes niveis troficos, sobretudo para efluentes complexos, pois permite a
avaliacdo da toxicidade em diferentes organismos com diferentes modos de a¢éo e sensibilidade [5,
6]. Testes utilizando a planta aquatica Lemna minor, o peixe tropical Danio rerio (toxicidade
abrangente), as bactérias luminescentes Qinghaiensis vibrio e Vibrio fischeri (toxicidade para
bactérias), os microcrustaceos Daphnia magna e Artemia salina (toxicidade para invertebrados) e
embrides ou larvas dos anuros Xenopus tropicalis e Rhinella arenarum (toxicidade a embrides ou
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larvas) tém se tornado cada vez mais populares na area ambiental [e.g., 7, 8, 9, 10, 11]. Mas entre
esta gama de testes comumente aplicados, os que utilizam a levedura S. cerevisiae tém se destacado
[e.g., 12, 13, 14, 15, 16], sobretudo pelo facil acesso a essa levedura, naturalmente comercializada
em supermercados. Aliado a isso, as leveduras sdo organismos eucariontes de facil manipulacéo,
sendo consideradas excelentes modelos experimentais [17].

Assim, S. cerevisiae atende a todos os requisitos de um objeto bioldgico adequado para testes
rapidos de toxicidade. Uma outra vantagem da sua utilizacdo € a possibilidade de armazenamento
a longo prazo em estado seco (18 meses em condigBes normais de armazenamento), mas assim que
adicionamos &gua a levedura, ela ganha vida e esta pronta para uso nos bioensaios toxicidade [15].
E preciso considerar também, o alto grau de homologia de S. cerevisiae com organismos celulares
superiores e a rapida resposta na presenca de contaminantes [18].

Apesar da sua popularidade, professores raramente utilizam bioensaios praticos para trabalhar
conceitos basicos de toxicologia, como toxicidade, DL50 e outros, com estudantes do ensino médio.
Isso ocorre a despeito de a toxicologia ambiental ter desenvolvido inimeras ferramentas que
permitem desde a identificacdo de metabolitos a jusante de contaminantes ambientais e a
remediacdo de contaminantes garantindo a sustentabilidade e higiene ambiental, até a elucidagéo
de impactos bioldgicos e resultados adversos da exposi¢do aos contaminantes [19, 20]. E certo que
a disseminacdo de conceitos de toxicologia ao publico adolescente pode ajudar na formacao de
cidaddos mais conscientes dos efeitos adversos da exposicdo humana ou de componentes da
paisagem & acdo de substancias toxicas, tornando-os mais vigilantes quanto a identificacdo de
eventos poluidores impactantes. Kovacs et al. (2018) [21] demonstraram que estudantes submetidos
a cursos de toxicologia sdo mais propensos a utilizar os conhecimentos adquiridos na resolugéo de
problemas toxicol6gicos, ajudando no aprimoramento geral dos conceitos de quimica verde. Dessa
forma, alunos que adquirem conceitos de toxicologia desenvolvem uma consciéncia dos principios
e conceitos toxicolégicos que estdo ausentes no curriculo comum e reconhecam produtos e
processos quimicos que constituem risco a salde e meio ambiente [22]. Baseado nisso, este trabalho
propde um protocolo experimental de facil replicacéo, utilizando a levedura modelo S. cerevisiae,
a ser empregado por professores na tarefa de introduzir estudantes do ensino médio em
conhecimentos da area da toxicologia.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Aquisicdo e preparacao do material

Foram testadas formulacGes comerciais dos quimicos Etanol - C.HsOH (92,8 %) da marca
Itajd® e Perdxido de Hidrogénio - H,O, (40 %) da marca Farmax®. Como material biolégico foi
utilizada a levedura fermentadora comercial S. cerevisiae da marca Fleischmann®, sendo 0s
ensaios conduzidos no laboratério de Microbiologia do Instituto Federal Goiano — Campus Rio
Verde.

A levedura foi primeiramente ativada, adicionando-se a 1g do fermento bioldgico, 20 g de
sacarose (agucar cristal da marca Cristal®). Esta mistura foi ent&o solubilizada em 100 mL de agua
destilada previamente autoclavada (20 minutos, a 121°C). A solucdo foi deixada em repouso por
20 minutos para que se iniciasse o processo de fermentacdo (Figura 1). Caso a temperatura ambiente
esteja inferior a 25 °C, a ativacdo pode demorar um tempo maior que o previsto. Nestes casos é
aconselhavel realizar a mistura em agua previamente aquecida a 30 °C.
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Figura 1: Ativacéo da levedura Saccharomyces cerevisiae por meio de inducéo da atividade fermentativa
em solugdo de sacarose. A ativagdo é confirmada pelo aparecimento de bolhas de CO; na solugéo.

Apos inicio da atividade fermentativa, que indica replicacdo da levedura, foram transferidos 5
mL da solugdo de fermentacdo para 20 tubos de ensaio devidamente numerados e identificados.
Alternativamente, foram preparadas solu¢fes de 100 mL para cada concentracdo de Etanol e
Perdxido a ser testada. Estas solugdes foram preparadas contendo 0s quimicos separadamente, nas
concentracdes de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 e 10%. Destas solucdes, foram pipetados 1 mL de cada
concentracdo para os tubos contendo solugdo de fermentacdo (Figura 2), constituindo as solucGes
de bioensaio. Estas solucbes foram deixadas em repouso por 15 minutos para acao tdxica dos
quimicos avaliados.

Também foi preparada uma solucéo indicadora de azul de metileno (C1s6H1sCiN3S.xH.0) a 1 %
(m/v). Posteriormente, uma aliquota de 20 pl de cada solucdo de bioensaio foi depositada em
microtubos do tipo Eppendorf 2 mL, juntamente com 20 pl de azul de metileno, constituindo uma
solugdo de proporgdo 1:2 (1 volume da solucdo de bioensaio, contendo as células e 1 volume do
corante). A mistura foi homogeneizada, permitindo a acdo do azul de metileno na coloracdo das
células.
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Figura 2: Preparo das soluces independentes dos quimicos Etanol - C;HsOH (92,8 %) e Perdxido de
Hidrogénio - H20; (40 %), bem como preparo das solugdes de bioensaio, contendo a levedura
Saccharomyces cerevisiae exposta & acdo dos quimicos em diferentes concentragdes. Aliquotas das
solugdes de bioensaio foram submetidas a coloracgéo por azul de metileno para posterior contagem em
hemocitdmetro.

Apoés a coloragdo, 10 pl de cada mistura foram aplicados em hemocitdmetro (cdmara de
Neubauer), procedendo-se com a contagem do numero de células mortas e células vivas em
microscopio éptico trinocular (lente de 40X) Motic®. A contagem foi realizada nos quadrantes (A,
B, C e D), seguindo-se a dire¢do apontada na figura 2. As células presentes em cima das linhas
internas dos quadrantes devem sempre ser consideradas e as presentes em cima das linhas externas
ndo sdo contadas. Para calcular o nimero de células mortas e vivas por mL da solucdo de bioensaio

foi utilizada a seguinte férmula:
Numero de células contadas

X2 x 10

Numero de quadrantes
Sendo: 2 = fator de diluig&o;
10* = fator de corregdo do volume contado na camara para 1 mL.

Os dados foram transformados em percentual de células mortas por mL da solug&o de bioensaio.
Os percentuais de mortalidade foram avaliados por meio de regressdo, sendo os modelos
selecionados com base nos maiores coeficientes de determinagéo. Curvas incorporando os modelos
foram obtidas utilizando-se o software Microsoft Excel®. As equagdes correspondentes as curvas
de regresséo foram utilizadas para calcular a DL50, ou seja, a dose letal do quimico (nas condi¢Ges
avaliadas) capaz de provocar a mortalidade de 50% da populacdo de levedura.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi observado aumento linear no percentual de mortalidade de S. cerevisiae, em decorréncia do
aumento gradativo das concentracdes, independente dos quimicos testados (Figura 3). Contudo,
nas condicGes analisadas, observamos maior toxicidade pela exposi¢éo da levedura ao composto
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H.O, que ao &lcool. Analisando as curvas, é possivel observar que ja na primeira concentragdo
(1%), a taxa de mortalidade na presenca de H.O- era superior a verificada na presenca de etanol.
Os valores de B (3.3944) para a equagdo da regressdo correspondente a toxicidade de H2O2, no
entanto, sd0 menores, comprovando uma menor declividade dessa curva, quando comparada a
declividade observada para a toxicidade do etanol (3.7917). Isso indica que embora a toxicidade de
H20:seja maior para S. cerevisiae, 0s danos provocados por este quimico as células ocorreram mais
lentamente.
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Figura 3: Percentual de mortalidade da levedura Saccharomyces cerevisiae em fungdo de diferentes
concentragOes de Etanol - C.HsOH (92.8 %) (a) e Perdxido de Hidrogénio - H,O; (40 %) (b).

A DL50 calculada para o etanol foi de 13 % enquanto para H»O, ela ficou entre as concentracoes
7 % e 8 %. Estes calculos confirmam toxicidade superior de H,O; a S. cerevisiae.

Este protocolo s6 é possivel porque o azul de metileno interage com as células de leveduras
corando intensamente as células mortas que tornam-se perceptivelmente muito azuladas quando
observadas na microscopia [23, 24]. Este corante, contudo, ndo afeta a viabilidade de células vivas
das coldnias, ndo interferindo assim, nos resultados de testes de toxicidade.

No processo de fermentacdo alcéolica induzido neste protocolo, é utilizado o agucar do tipo
sacarose. Este é o principal agucar encontrado no mosto da fabricacdo de cachaca e o primeiro
passo para sua utilizacdo pela levedura S. cerevisiae é a hidrélise extracelular, através da enzima
invertase [25]. Desta forma, obtém-se glicose e frutose, que sdo transportadas para o interior da
célula, degradadas pela via glicolitica até piruvato e transformadas em etanol e gas carbdnico. A
fermentacdo alcodlica permite a obtencdo de produtos de panificacdo, a producdo em escala
industrial de bebidas alcodlicas e a producdo do combustivel bioetanol. A levedura secreta etanol
como um subproduto do seu metabolismo, contudo, o acimulo de altas quantidades de etanol no
mostro pode afetar o crescimento e a viabilidade da cultura por seu efeito toxico sobre as células
[26].

A toxicidade ndo apenas de grandes quantidades de etanol, mas de quaisquer substancias toxicas
pode ser facilmente vista em culturas de S. cerevisiae, porque na presenca de quimicos estressantes,
as células tendem a flocular, como observado nos tubos representados na figura 2. A expressao do
fendtipo floculante em S. cerevisiae pode estar relacionada a uma diversidade de fatores, como
choque frio, escassez de nutrientes, estresse osmotico e situagdes quimicamente estressantes, como
a toxicidade do etanol [27]. Este fenémeno é considerado um mecanismo de defesa, onde a adesdo
célula-célula diminuiu a &rea superficial de contato das células com o agente estressor, visando
autoprotecdo e sobrevivéncia [28, 29, 30]. Soares (2010) [31] considera a agregac¢do de células de
levedura em flocos, um exemplo de comportamento social (uma estratégia comunitaria de
sobrevivéncia a longo prazo ou um meio de protecdo contra condi¢cdes ambientais negativas). Na
mesma linha, Lei et al. (2007) [32] demonstraram que uma populacdo de células floculantes
aumenta a tolerancia ao etanol com o aumento do tamanho do floco em até 300 pm.

-
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Os genes FLO1, FLO5, FLO9, FLO10 e FLO11 codificam para a flocculina, uma familia de
proteinas da parede celular que produzem agregacao reversivel assexuada de células [33, 34]. Além
da expressdo destes genes, sob condicdes de estresse, alteracdes nas interacdes hidrofdobicas que
ocorrem na parede celular podem aumentar a capacidade de agregacéao de leveduras, levando a uma
mudangca adaptativa [35]. A floculacdo pode assim, tornar as células duas vezes mais resistentes ao
etanol (10%) e cem vezes mais resistentes ao estresse oxidativo [36]. Desta forma, é importante
que o professor chame a atencdo dos seus alunos para o evento de floculagdo que ocorrerd apos
vocé pipetar os quimicos nos tubos de ensaio contendo as células leveduriformes. A observagdo
critica deste evento permitird aos estudantes perceberem que respostas comportamentais podem
ocorrer em populacdes de bioindicadores na presenca de poluentes, podendo estas respostas serem
distintas e avaliadas em organismos.

A toxicidade do etanol a células de S. cerevisiae esta relacionada a inibicdo de enzimas
metabolicamente importantes como hexoquinase e a alcool desidrogenase. Zech e Goérisch (1995)
[37] demonstraram que a invertase de S. cerevisiae sofre inativagdo de até 100% quando submetida
a altas concentracdes de alcool (acima de 8% v:v). Por outro lado, o etanol afeta os fosfolipidios
das membranas se ligando no interior hidrofébico, causando enrijecimento, e consequentemente,
acarretando distdrbios dos sistemas de transporte [38], de forma que o indice de insaturagdo lipidica
e a fluidez da membrana tém sido relacionados com tolerancia casual de células de S. cerevisiae ao
estresse por etanol [39]. Mas os efeitos do alcool sobre a membrana de leveduras podem diferir em
funcdo das cepas e de propriedades intrinsecas de cada linhagem. Quando a membrana é afetada,
ela tem sua capacidade seletiva comprometida e passa a permitir a saida de constituintes celulares
e a entrada passiva de prétons que reduzem o potencial de membrana. Tal descontrole celular acaba
resultando em deficiéncias nutricionais, o que intensifica a inibicdo alcodlica [40, 41].

Residuos de H,O, sdo naturalmente produzidos pelo metabolismo respiratério ou oxidacéo de
acidos graxos nas células de S. cerevisiae, contudo, esta ERO (espécie reativa de oxigénio) tem
efeito antimicrobiano [42], devido a sua capacidade de danificar um grande nimero de constituintes
celulares. As ERO produzem quebras na dupla fita do DNA, peroxidam lipidios e oxidam cadeias
laterais de aminoacidos nas proteinas [43]. No geral, os danos produzidos pelo H,O, metabdlico
podem ser minimizados pela acdo de enzimas anti-oxidantes como peroxidase, catalase e
superoxido desmutase [44] e de agucares como a trealose, que protege proteinas e &cidos graxos
insaturados da oxidacdo [45], mas estas estratégias podem ser insuficientes quando concentragdes
exogenas de peroxido sdo administradas as células. Assim, foi verificada alta toxicidade de H,0; a
S. cerevisiae, sendo esta superior a observada para o etanol.

Este trabalho desenvolveu um protocolo pratico que pode ser facilmente aplicado por
professores para trabalhar conceitos de toxicologia com estudantes do ensino médio. A base
nacional comum curricular do ensino médio prevé no topico Ciéncias da Natureza e suas
Tecnologias, que os estudantes adquiram a habilidade de avaliar potenciais prejuizos de diferentes
materiais e produtos a salde e ao ambiente, considerando sua composi¢do, toxicidade e reatividade,
como também o nivel de exposicdo a eles, posicionando-se criticamente e propondo solucdes
individuais e/ou coletivas para o uso adequado desses materiais e produtos [46]. Apesar disso, 0s
protocolos atualmente disponiveis na literatura para se avaliar toxicidade ou potenciais
bioindicadores sdo complexos e impraticaveis nas estruturas atualmente disponiveis em instituicdes
de ensino brasileiras voltadas para o publico do nivel médio, inviabilizando a execucdo de aulas
préticas [e.g., 47, 48, 49]. Além disso, a maioria dos laboratorios destas instituicdes, sobretudo das
publicas, ndo dispGem dos aparatos legais de seguranca que permitem ao professor seguramente
trabalhar com substancias contaminantes, sem expor seus alunos ao risco. Pereira e da Concei¢éo
(2019) [50] desenvolveram um estudo em laborat6rios multidisciplinares de ciéncias da natureza
em 26 escolas publicas localizadas no oeste do estado do Parana e verificaram a presenca de
equipamentos de seguranga, como extintores de incéndio em apenas um dos laboratérios, contudo,
0 prazo de validade do mesmo encontrava-se vencido. Desta forma, a utilizacdo de &lcool e
peréxido de hidrogénio para induzir respostas de toxicidade em um organismo modelo de facil
acesso, como S. cerevisiae, pode prontamente auxiliar o professor na tarefa de ensinar conceitos
bésicos de toxicologia.
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4, CONCLUSAO

Este protocolo, portanto, permite ao professor trabalhar conceitos basicos de toxicologia e
demonstrar de forma prética que a toxicidade esta intimamente relacionada a concentracdo do
quimico. A utilizacdo de S. cerevisiae como bioindicador de toxicidade, neste protocolo
experimentalmente simples, pode ser explorada por professores em bioensaios diversos, visando a
testagem de novos produtos e produtos ja encontrados no mercado, abrindo perspectivas para a
avaliacdo de amostras biolégicas, como extratos vegetais ou quimicas como aguas residuais,
agrotdxicos e outros.
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