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RESUMO

Backes, Luana Tais Hartmann. Ficocianina na protecio da toxicidade da alfa-
synucleina e delecio do gene SIR2 em Saccharomyces cerevisiae. 2015. 142 f.
Dissertacdo (Mestrado em Envelhecimento Humano) — Universidade de Passo Fundo,
Passo Fundo, 2015.

O aumento dos niveis de estresse oxidativo influencia na doenga de Parkinson, que ¢
uma patologia neurodegenerativa, de maior risco no envelhecimento. A formacao de
agregados da proteina parkinsoniana alfa-synucleina (aSyn), leva a quadros geradores
de toxicidade, evento-chave na progressdo da patologia. A necessidade de novas
terapéuticas capazes de controlar e prevenir os danos causados pelo estresse oxidativo
torna-se importante e, esta capacidade pode advir do uso de substincias funcionais
naturais. O nosso estudo analisou o efeito protetor da ficocianina, principal pigmento da
microalga Spirulina platensis, no modelo Saccharomyces cerevisiae com expressao para
a proteina aSyn e dele¢do do gene SIR2 (ASIR2). O efeito da ficocianina foi analisado
através de parametros da peroxidagdo lipidica, atividade enzimatica da Catalase,
Glutationa e da Superoxido dismutase e também na viabilidade celular, representados
por ensaios em triplicatas e avaliados por andlise de variancia e teste de Tukey. Nossos
resultados revelaram que a ficocianina frente a expressdo de aSyn e na dele¢do do gene
SIR2, aumenta de forma significativa a atividade enzimatica da CAT, GPX e mantém os
niveis de SOD, aumenta a viabilidade celular ¢ diminui os niveis de peroxidacao
lipidica. A ficocianina nos apresentou ser uma promissora substancia funcional para a
investigacao de novas terapias contra os danos causados pelo estresse oxidativo, nas
patologias neurodegenerativas e neste caso em especial, para a preven¢do da doenca de
Parkinson.

Palavras-chave: 1. Antioxidante. 2. Doenca de Parkinson. 3. Envelhecimento. 4. Estresse
oxidativo. 5. Spirulina platensis.



ABSTRACT

Backes, Luana Tais Hartmann. Phycocyanin in protection against alpha-synuclein
toxicity and deletion of the SIR2 gene in Saccharomyces cerevisiae. 2015. 142 f.
Dissertagdo (Mestrado em Envelhecimento Humano) — Universidade de Passo Fundo,
Passo Fundo, 2015.

The increase in oxidative stress levels influence the Parkinson's disease is a
neurodegenerative disorder of aging in higher risk. The formation of protein aggregates
of alpha-Parkinsonian synucleina (aSyn) leads to generating frames of toxicity key
event in the progression of the disease. The need for new therapies that can control and
prevent damage caused by oxidative stress becomes important and this capacity can
result from the use of natural functional substances. Our study examined the protective
effect of phycocyanin, the main pigment of Spirulina platensis in Saccharomyces
cerevisiae model expression for the aSyn protein and deletion of SIR2 gene (ASIR2).
The effect of phycocyanin was analyzed by parameters of lipid peroxidation, enzymatic
activity of catalase, glutathione and superoxide dismutase and also in cell viability,
represented by assays in triplicate and analyzed using ANOVA and Tukey's test. Our
results showed that the expression of phycocyanin opposite aSyn and deletion of SIR2
gene significantly increases the enzymatic activity of CAT and GPX maintains SOD
levels, increases cell viability and decreases the levels of lipid peroxidation. The
phycocyanin introduced us to be a promising functional substance for the investigation
of new therapies against damage caused by oxidative stress in neurodegenerative
diseases mainly for prevention of Parkinson's disease.

Key words: 1. Antioxidant. 2. Parkinson’s disease. 3. Elderly. 4. Oxidative stress. 5. Spirulina
platensis.
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1 INTRODUCAO

O envelhecimento ¢ um fenomeno de amplitude global e na atualidade se
observa notéavel crescimento da populagdo idosa em relagdo aos demais grupos etarios.
A porcentagem da populagdo idosa no mundo tem demonstrado um significativo
aumento, e a perspectiva para 2050 ¢ que 22% da populacdo mundial sejam composta
por idosos, onde os idosos com 80 ou mais anos representara o grupo etario de maior

crescimento no mundo (NOALE et al., 2012; TEIXEIRA; GUARIENTO, 2010).

Dentre as assertivas hipoteses abordadas nas teorias do envelhecimento,
verifica-se a influéncia do processo oxidativo no envelhecimento celular. Este processo
foi descrito por Harman em 1956, em que propunha que o envelhecimento estava
associado a moléculas produzidas pelo metabolismo oxidativo, denominadas radicais
livres. De acordo com o autor, o fenomeno de envelhecimento € o resultado do acamulo
de lesdes moleculares provocadas pelas reacdes dos radicais livres nos componentes
celulares ao longo da vida, que conduzem a perda de funcionalidade celular e a doencas
relacionadas com o aumento da idade, conduzindo a morte (HARMAN, 1988;

RISTOW; SCHMEISSER, 2011).

Neste contexto, o envelhecimento ¢ um dos principais fatores de risco para o
desenvolvimento de doengas neurodegenerativas como a doenga de Parkinson
(OUTEIRO et al.,, 2007). Os danos causados pelo estresse oxidativo tem sido
investigados por diferentes autores e as respostas desses estudos evidenciam fortes
relagdes com as doengas neurodegenerativas (KUMAR et al., 2012; OUTEIRO et al.
2009; RISTOW; SCHMEISSER, 2011). Sabe-se que a base molecular destes
mecanismos precisa ainda ser desvendada a fim de garantir o desenvolvimento de novas
terapéuticas explorando conhecimentos que desvendem as patologias associadas a

idade, com énfase a doenca de Alzheimer e doenca de Parkinson (KOURTIS;
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TAVERNARAKIS, 2011; MACEDO et al, 2014; OUTEIRO et al., 2009; YU;
CHUNG, 20006).

A doenga de Parkinson é uma patologia neurodegenerativa, que acomete cada
150 a 200 individuos de 100.000 habitantes por ano, na populagao mundial (COLLIER;
KANAAN; KORDOWER, 2011). Esta doenca se manifesta principalmente em
pacientes 1idosos, e tem maior prevaléncia na América do Norte e FEuropa
(MUSGROVE; KING; DICKSON, 2012; BACKES; SCORTEGAGNA; BERTOLIN,
2013; DICKSON, 2012; FREITAS; MAGALHAES, 2011; MOTA; FIGUEIREDO;
DUARTE, 2004).

A doenca de Parkinson leva a disfun¢do e a perda seletiva dos neuronios
dopaminérgicos presentes na substancia nigra do cérebro. Essa ¢ responsavel pela
secrecdo do hormoénio dopamina nos ganglios da base e controlam e ajustam a
transmissao dos comandos conscientes vindos do cortex cerebral para os musculos do
corpo humano (FELLNER; STEFANOVA, 2012). Os neurdnios dopaminérgicos e
outras estruturas produtoras de serotonina, noradrenalina e acetilcolina estdo envolvidos
na génese das doencas neurodegenerativas (COLLIER; KANAAN; KORDOWER,
2011; IMAI; LU, 2011; KUMAR et al, 2012; MARQUES; OUTEIRO, 2012;
TOFARIS, 2012; VENDEROVA; PARK, 2012; TREDICI; BRAAK, 2012).

A origem da doenca de Parkinson estd relacionada ao estresse oxidativo, um
fendmeno resultante da exposi¢ao e acumulo de toxinas geradas por fatores extrinsecos
e intrinsecos sejam esses, fatores ambientais, fatores de radiacdo, agrotdxicos, agentes
quimicos e toxicos, poluentes, tabagismo, alcoolismo, dieta desequilibrada, processos
inflamatérios dentre outros (COUNE et al.,, 2013; HARMAN, 1988; TEIXEIRA;
GUARIENTO, 2010; VENDEROVA; PARK, 2012; VIVES-BAUZA;
PRZEDBORSKI, 2011). Essa patologia caracteriza-se diretamente pelo acumulo e a
agregacao da proteina alfa-sinucleina, que representa a molécula-chave responsavel pela

toxicidade neuronal e o agravo da patogenia (BENDOR; LOGAN; EDWARDS, 2013;
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KLEIN;  WESTENBERGER, 2012; MARQUES; OUTEIRO, 2012;
POLYMEROPOULOS et al., 1997; TERAOKA et al., 2012).

A alfa-sinucleina ¢ uma proteina composta por 140 aminoacidos com um peso
molecular aproximado de 14 kDa e possui estrutura helicoidal desdobrada, que esta
presente nos terminais pré-sinapticos nao amiloides apresentando uma localizagao
nuclear (BENDOR; LOGAN; EDWARDS, 2013; MARQUES; OUTEIRO, 2012;
SOPER et al., 2011). O contetido dopaminérgico ¢ transportado até o axonio ao longo
de microtibulos em dire¢do a periferia da célula. Em condigdes patoldgicas, a alfa-
sinucleina se acumula em oligdmeros e agregados que leva a disfuncdo do transporte
axonial, ocorrendo assim a diminuicdo da liberacdo de neurotransmissores, gerando
quadros de toxicidade e, consequentemente agravando o processo degenerativo. Estes
eventos sdo fatores de risco para o desenvolvimento da doenca de Parkinson
(EISBACH; OUTEIRO, 2013; OUTEIRO et al., 2009; SAMPAIO-MARQUES et al.,
2012).

Recentes estudos apontam que as alteracdes e modificagdes causadas pela
toxicidade de alfa-sinucleina no cérebro de pacientes afetados pela doenca de Parkinson
e outras alfa-sinucleopatias, tem sido indicadas pelo acimulo de inclusdes nos corpos de
Lewy que contém substancias fosforiladas, causadas pelo estresse oxidativo (OUTEIRO

et al., 2009; XILOURI; BREKK; STEFANIS, 2012; XUAN et al., 2011).

Os Corpos de Lewy possuem como componente primario a alfa-sinucleina. Estes
sdo estruturas celulares presentes nos neurdnios afetados devido a diminui¢do do
horménio dopamina (TREDICI; BRAAK, 2012; WAN; CHUNG, 2012). Quando
presentes nos neurdnios sobreviventes, os corpos de lewy levantam a idéia de que o
menor peso molecular da proteina alfa-sinucleina pode constituir as espécies toxicas
(MARQUES; OUTEIRO, 2012; SAMPAIO-MARQUES et al., 2012; BEYER; ARIZA,
2012; DETTMER et al., 2013; EISBACH; OUTEIRO, 2013; PACHECO; AGUAYO;
OPAZO, 2012; WITT, 2012). A toxicidade causada pelas in clusdes de alfa-sinucleina
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ainda ndo esta bem esclarecida. As investigacdes buscam entender a relacdo entre o
transporte axonal e a integragdo de resquicios neurais junto as membranas receptoras
(EISBACH; OUTEIRO, 2013), no entanto sabe-se que esta toxicidade promove um
processo de agregacdo ou a formagdo de inclusdes agravando as patologias

neurodegenerativas (OUTEIRO et al., 2009).

O cérebro, por utilizar grandes concentragdes de oxigénio para manutencio e
equilibrio dos sistemas, ¢ vulneravel ao estresse oxidativo, contribuindo de forma
enfatica para o desenvolvimento de patologias decorrentes do envelhecimento, dai a sua
grande vulnerabilidade aos agentes produtores de radicais livres (RL) (COUNE et al.,
2013; KOURTIS; TAVERNARAKIS, 2011; MARQUES; OUTEIRO, 2012; RISTOW;
SCHMEISSER, 2011; TERAOKA et al., 2012; YU; CHUNG, 2006).

A modulagdo do estresse oxidativo nas células pode ter também relagdo com o
gene SIR2. Segundo Outeiro e seus colaboradores (2007) a dele¢do do gene SIR2 em
células neuronais humanas pode fornecer um caminho para intervengao na doenca de
Parkinson, através da diminui¢do do acimulo de alfa-sinucleina nas estruturas dos
corpos de Lewy, evitando a perda de neurdnios dopaminérgicos e protegendo da morte
celular. No entanto, de acordo com diferentes autores, estas respostas necessitam de
maiores investigacdes a fim de desvendar o paradoxo das suas propriedades
neuroprotetoras (GUARIENTE et al., 2010; KUMAR et al., 2012; OLIVEIRA et al.,
2012; OUTEIRO et al., 2007, SAMPAIO-MARQUES, et al., 2012; SINCLAIR et al,
1997; YU; CHUNG, 2006).

Os antioxidantes sdo substiancias moleculares que neutralizam radicais livres,
aceitando ou doando elétrons para eliminar a condi¢do desemparelhada do radical.
Mesmo presentes em baixas concentragdes em relagdo ao substrato oxidante, os
antioxidantes tem o poder de inibir as taxas de oxidacdo, impedindo o ataque das
espécies reativas de oxigénio sobre os lipideos, aminoédcidos e as bases do DNA,

evitando a perda da integridade celular (LU et al., 2010; MACEDO et al., 2014).
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Para a manutencdo dos processos oxidativos que afetam o organismo, existem as
defesas antioxidantes naturais, incluindo enzimas como superdxido dismutase (SOD),
catalase (CAT), glutationa redutase (GSH) e glutationa peroxidase (GPX) (RISTOW;
SCHMEISSER, 2011). Sabe-se que, se os radicais primarios nao forem desativados
imediatamente pelas enzimas endogenas ou moléculas antioxidantes, surgirdo danos
biologicos nas macromoléculas. Este acimulo de danos, com o passar da idade nas
células e tecidos, ¢ resultante do aumento da produg@o de espécies reativas de oxigénio,
ou de uma diminuicdo da capacidade antioxidante e na velocidade de remogdo e
reparagao das mesmas, caracterizando o estresse oxidativo (HARMAN, 1988;
TEIXEIRA; GUARIENTO, 2010; KOURTIS; TAVERNARAKIS, 2011; KUMAR et
al., 2012).

Alguns compostos antioxidantes podem ser capazes de proteger as células
neuronais por meio da eliminacdo dos radicais livres e ativacdo dos mecanismos de
defesa antioxidantes (MACEDO et al, 2014; MARQUES; OUTEIRO, 2012;
VENDEROVA; PARK, 2012). Além disso, a terapéutica de associa¢do, com o0s
antioxidantes e os farmacos especificos pode ser benéfica e melhorar a eficacia da
terapia padrdo para o tratamento de doengas neurodegenerativas (ARON; TSVETKOV;
FINKBEINER, 2013; COLLIER; KANAAN; KORDOWER, 2011).

A cura para a doenga de Parkinson ainda nao ¢ conhecida pela ciéncia. A busca
de terapias a base de antioxidante poderia ser capaz de controlar a taxa de progressao e
corrigir alteragdes de aspectos multiplos da doenga (MACEDO et al., 2014; YASUDA;
NAKATA; MOCHIZUKI, 2012). Para tanto, ¢ de extrema urgéncia e necessidade a
descoberta de novas estratégias de intervengdes terapfuticas a partir de fontes
antioxidantes naturais que tenham propriedades benéficas e agdes protetivas capazes de
controlar o ataque dos radicais livres e auxiliar a modulagdo das enzimas antioxidantes
contra os danos causados pelo estresse oxidativo (BERMEJO et al., 2008; MACEDO et
al., 2014; PABON, 2011; SAMPAIO-MARQUES et al., 2012).
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Neste sentido, surgiu o interesse cientifico em analisar o potencial antioxidante
de uma substancia natural, a ficocianina, uma ficobiliproteina presente na cianobactéria
Spirulina platensis, frente a manutengao dos danos celulares causados pelo estresse

oxidativo no modelo Saccharomyces cerevisiae.

As cianobactérias sao microalgas fotossintetizantes (BACHSTETTER et al.,
2010; CHEONG et al.,, 2010) e possuem especificos pigmentos, dentre eles,
carotenoides, clorofila e biliproteinas, os quais conferem diferentes propriedades
funcionais (BOUSSIBA; RICHMOND, 1979; CHEONG et al., 2010). A Spirulina
platensis possui ficobilissomas, pigmentos de complexo proteicos, compostos
principalmente por polipeptideos chamados ficobiliproteinas. As duas ficobiliproteinas
mais importantes presentes nesta microalga sdo a ficocianina e aloficocianina, com
atividade antioxidante, sendo que a ficocianina, ¢ o principal componente do extrato
aquoso da Spirulina platensis (BERMEJO et al., 2008; BHAT; MADYASTHA , 2000;
MIRANDA et al, 1998).

Na atualidade, a Spirulina platensis estd ganhando mais aten¢do por suas
propriedades medicinais e nutricionais (ZHOU et al., 2013). Em muitos paises, ¢ usada
como suplemento na alimentagdo e na farmacologia, devido ao seu potencial
nutracéutico, anti-inflamatério ¢ antibacteriano (BERTOLIN et al., 2009; COLLA;
BAISH; COSTA, 2008; COSTA et al., 2005).

Recentes estudos apontam que a ficocianina pode ser um anti-estressor do
sistema nervoso, pois atua diminuindo a patogenicidade de doengas neurodegenerativas
ativando a microglia, além de prevenir as infec¢des virais (GUARIENTI et al., 2010;
ZHOU et al., 2013). Para tal, a ficocianina apresenta-se como estimulante do sistema
imunologico (CHEONG et al., 2010). Estudos realizados por Bermejo et al. (2008),
sugerem que a ficocianina, ¢ um potente destruidor de radicais livres, devido a sua

capacidade quelante e inibitéria sobre a peroxidacdo lipidica micro-somal, e pode ter
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papel antioxidante importante na atividade neuroprotetora, porém, ainda nio se tem

exata comprovacao deste potencial.

Em nosso estudo, a ficocianina foi analisada quanto a capacidade antioxidante de
protecao frente & toxicidade de alfa-synucleina e sob a dele¢ao do gene SIR2 in vitro,
utilizando o modelo levedura Saccharomyces cerevisiae, que representa um dos mais
importantes modelos experimentais usados em pesquisas para compreender a biologia
basica do envelhecimento (MANNARINO et al., 2010; OUTEIRO et al., 2007;
TENREIRO et al., 2013). As leveduras sao microrganismos unicelulares, eucarioticos,
se reproduzem por divisdes mitdticas ou por reproducdo sexuada (KAEBERLEIN,
2010; RALSER; MICHEL; BREITENBACH, 2012). Em comparagdo com outros
sistemas, ela permite quantificar a longevidade e avaliar a atividade antioxidante de
compostos de forma rapida, econdmica e reprodutivel, devido seu fendmeno de
brotamento, isto se da devido ao facil cultivo, além de curto tempo de geragdo quando
comparado com as células animais (DENG; CHOW, 2011; MANNARINO et al., 2010;
KAEBERLEIN, 2010; KOURTIS; TAVERNARAKIS, 2011; OUTEIRO et al., 2009;
TENREIRO; OUTEIRO, 2010) .

Apesar da diferenga fisiologica entre a levedura e o ser humano, o estudo por
meio deste modelo experimental tem proporcionado as introspecgdes chaves abrindo
caminhos que modulam o envelhecimento patoldégico no ser humano, principalmente
devido a sua capacidade de proporcionar facilidade na obtengao de mutagdes genéticas e

moleculares, devido ao conhecimento de seu genoma (TENREIRO; OUTEIRO, 2010).

Alguns estudos afirmam que Saccharomyces cerevisiae ¢ um poderoso modelo
na elucidagdo de aspectos moleculares associados ao efeito citotoxico da alfa-
sinucleina, por possuir mecanismos de envelhecimento (SAMPAIO-MARQUES et al.
2012). Neste sentido, ¢ viavel mutacdes genéticas para expressdo de alfa-synucleina,
acentuando os niveis de estresse oxidativo nas proprias células da levedura, tornando-a

um modelo estressor, induzido pela toxicidade (EISBACH; OUTEIRO, 2013). Desta
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forma, torna-se possivel a quantificagdo dos niveis de protecdao da ficocianina contra a
citotoxicidade de alfa-synucleina (MANNARINO et al., 2010). Recentes estudos a
partir do modelo levedura mostram que quando ocorre a mutagiao para expressao alfa-
sinucleina em Saccharomyces cerevisiae, esta expressdo se da na membrana plasmatica
e forma inclusdes. A expressao de alfa-sinucleina em leveduras também foi mostrada
para inibir o crescimento, provocar o acumulo de goticulas lipidicas, alterar trafego de
vesiculas e o aumento de espécies reativas de oxigénio (OUTEIRO; LINDQUIST,
2003; HOWITZ et al., 2003; KAEBERLEIN, 2010; MANNARINO et al., 2010,
TENREIRO et al., 2013).

E possivel também a partir do modelo levedura, mutagdes como a delecdo do
gene SIR2, o que a torna um modelo homoélogo e fidedigno ao ser humano (SIR1) na
representacdo das doencas neurodegenerativas (BUTTNER et al., 2010; RALSER;
MICHEL; BREITENBACH, 2012; SAMPAIO-MARQUES et al., 2012; SINCLAIR et
al, 1997). O gene SIR2 pode representar um forte alvo para terapias onde a agregacao
de proteinas ¢ dominante na patogénese da doenca de Parkinson (JADIYA et al., 2011;
LORES-ARNAIZ; BUSTAMANTE, 2011; OLIVEIRA et al., 2012). A modulacao das
sirtuinas pode ser um caminho para mimetizar os efeitos do envelhecimento, que ¢
causador de patologias neurodegenerativas decorrentes dos danos causados pelo estresse
oxidativo (ALBANI et al., 2009; OUTEIRO; MARQUES; KAZANTSEV, 2008;
WEBSTER et al., 2012; PAIS et al., 2013).

O nosso objetivo foi avaliar efeito protetor da ficocianina frente a toxicidade
causada pela expressao da proteina alfa-sinucleina e a delecdo do gene SIR2 em células
de levedura Saccharomyces cerevisiae, através da analise da peroxidagdo lipidica, da
viabilidade celular e da medida da atividade de enzimas antioxidantes endégenas SOD,

CAT e da GPX.
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FICOCIANINA NA PROTECAO DA TOXICIDADE DA ALFA-
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Resumo

O estresse oxidativo pode caracterizar um fator preponderante na modulagdo da
doenca de Parkinson (DP), uma patologia neurodegenerativa de risco aumentado no
processo do envelhecimento humano. A partir da formagdo de agregados da proteina
alfa-synucleina (aSyn), evento-chave para progressdo da DP, quadros de estresse
oxidativo e de toxicidade sdo gerados. A investigacdo de substancias funcionais naturais
que possam controlar e prevenir esses danos torna-se importante. Neste estudo,
investigamos o efeito protetor da ficocianina, pigmento da cianobactéria Spirulina
platensis, no modelo Saccharomyces cerevisiae com expressdo para a proteina alfa-
synucleina e na dele¢ao do gene SIR2 (ASIR2). Para tal, analisamos os parametros de
peroxidagdo lipidica (TBARS), atividade das enzimas SOD, CAT, GPX e viabilidade
celular. Nossos resultados revelaram que a ficocianina, frente a expressdo da alfa-
synucleina e na dele¢ao do gene SIR2, aumenta de forma estatisticamente significativa
os niveis de SOD, CAT e da GPX e também aumenta a viabilidade celular e atenua de
forma estatisiticamente significativa os niveis de peroxidacao lipidica. Esses resultados
foram ainda mais expressivos frente a delecdo do gene SIR2. A ficocianina mostrou ser

uma promissora substancia funcional para a investigacdo de novas terapias contra os
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danos causados pelo estresse oxidativo nas patologias neurodegenerativas e nesse caso

de estudo para a doenga de Parkinson.

Palavras-chave: Antioxidante, Doenca de Parkinson, Envelhecimento, Estresse

oxidativo, Spirulina platensis.

Abstract

Oxidative stress can characterize a major factor in the modulation of Parkinson's
disease (PD), an increased risk neurodegenerative disease in the human aging process.
From the formation alpha-synuclein protein (aSyn) aggregates, a key event for
periodontal disease progression, conditions of oxidative stress and toxicity are
generated. An investigation of functional natural substances that can control and prevent
the damage becomes important. In this study, the protective effect of phycocyanin, a
cyanobacterium Spirulina platensis pigment, in the Saccharomyces cerevisiae model
with expression for the protein (aSyn) and deletion of SIR2 gene (ASIR2) were
investigated. To accomplish this, lipid peroxidation parameters (TBARS), activity of
SOD, CAT and GSH enzymes and cell viability were analyzed. The results showed that
against the expression of alpha-synuclein and deletion of the SIR2 gene, phycocyanin
increased the levels of SOD, CAT and GPX and the cell viability, and attenuates the
levels of lipid peroxidation in a statistically significant form. Phycocyanin proved to be
a promising functional substance in the investigation of new therapies against the
damage caused by oxidative stress in neurodegenerative diseases in this case of study on

Parkinson's disease.
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2.1 Introducéo

A doenca de Parkinson ¢ uma patologia neurodegenerativa com risco aumentado
no processo do envelhecimento humano. Apesar dos estudos intensivos sobre a base
molecular dessa doenga, ainda ndo se tem uma compreensdao abrangente de todos os
mecanismos subjacentes & mesma, comprometendo o desenvolvimento de estratégias
terapéuticas  eficazes (BENDOR; LOGAN; EDWARDS, 2013; KLEIN;
WESTENBERGER, 2012; OUTEIRO et al., 2009). A doenga de Parkinson e outras
sinucleinopatias se caracterizam pelo acamulo e a agregacdo da proteina alfa-
synucleina, uma proteina pré-sinaptica, a qual parece ser a molécula-chave responsavel
pela toxicidade neuronal e o consequente agravo da patogenia (MARQUES; OUTEIRO,
2012; OUTEIRO et al., 2009) .

A formacdo de agregados de alfa-sinucleina ¢ modulada por estimulos internos e
externos, e tem forte relacdo com o aumento dos niveis de estresse oxidativo (BEYER;
ARIZA, 2012; DETTMER et al, 2013; EISBACH; OUTEIRO, 2013;
POLYMEROPOULOS et al.,, 1997, TERAOKA et al., 2012). A alfa-synucleina ¢
susceptivel a modificagdes oxidativas induzidas pelos radicais livres (PACHECO;
AGUAYO; OPAZO, 2012; WITT, 2012). Estas alteragdes e modificagdes causadas
pela toxicidade de alfa-sinucleina no cérebro de pacientes afetados pela doenca de
Parkinson tém sido relacionadas pelo acimulo de inclusdes dos corpos de Lewy,
fazendo relagdo ao estresse oxidativo (OUTEIRO et al., 2008; OUTEIRO et al., 2009;
XILOURI; BREKK; STEFANIS, 2012; XUAN et al., 2011).

Diante deste contexto, diferentes autores sugerem que a modulacao do estresse
oxidativo nas células pode também ter relacdo com o gene SIR2. Segundo Outeiro e
seus colaboradores (2007) a dele¢ao do gene SIR2 em células neuronais humanas pode
fornecer um caminho para intervencdo na doenca de Parkinson, através da diminuicao
do acumulo de alfa-sinucleina nas estruturas dos corpos de Lewy, evitando a perda de

neurdnios dopaminérgicos e protegendo da morte celular. Para isto se faz necessario

Luana Tais Hartmann Backes 25



ppgEH/UPF Ficocianina na protegdo da toxicidade da alfa-synucleina e deleg¢@o do gene
SIR2 em Saccharomyces cerevisiae

maiores estudos sobre a SIR2 a fim de elucidar seu efeito sobres as doencas
neurodegenerativas e desvendar o paradoxo das suas propriedades neuroprotetoras
(OUTEIRO et al., 2009; OUTEIRO; LINDQUIST, 2003; SAMPAIO-MARQUES et al.,
2012).

A investigacdo e identificacdo de novas estratégias de intervengdo terapéutica
que possam controlar os danos causados pelo estresse oxidativo, sio muito importantes,
e podem advir do uso de substancias naturais com potencial antioxidante (BERMEJO et
al., 2008; MACEDO et al., 2014). Neste estudo, verificamos a utilizagao da ficocianina,
quanto a capacidade de protecao frente a toxicidade da alfa-synucleina e na dele¢ao do
gene SIR2. Para tal, realizamos as analises de peroxidacao lipidica, viabilidade celular e
atividade das enzimas antioxidantes endogenas SOD, CAT e a GPX, no modelo

Saccharomyces cerevisiae transformado a nivel genético.

A ficocianina ¢ uma ficobiliproteina, de cor azul ciano, solivel em agua
caracterizada como o principal componente do extrato aquoso da cianobactéria
Spirulina platensis (COSTA et al.,, 2005). A Spirulina platensis representa um
microrganismo fotossintetizante que habita dguas alcalinas, salobras, marinhas e doces
(BACHSTETTER et al., 2010; CHEONG et al., 2010). Esta microalga ¢ legalmente
autorizada como complemento alimentar na Europa, Japao e Estados Unidos pelo FDA,
que recentemente, emitiu o primeiro certificado Generally Recognized as Safe (GRAS)
para a Spirulina platensis deliberando o seu uso como alimento, sem apresentar risco a
saude (COLLA; BAISH; COSTA, 2008; DENG; CHOW, 2010). No Brasil, a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) reconheceu a Spirulina platensis como
composto possivel de ser utilizado nas formulacdes de alimentos (ANVISA, 2009;
ZHOU et al., 2013). E o seu pigmento ficocianina, atualmente vem sendo apresentado
com potenciais terapéuticos importantes, como na agdo anticolesterolémica
(BERTOLIN et al., 2009; CHEONG et al., 2010), propriedades antiiflamatorias e

antibacterianas (CHEONG et al., 2010), capacidades funcionais antioxidantes
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(BERMEJO-BESCOS; PINERO-ESTRADA; FRESNO, 2008; PABON, 2011),
estimulante do sistema imunologico (DENG; CHOW, 2010).

Sendo o interesse deste estudo em relagdo ao uso da ficocianina objetiva poder
corroborar com os achados dos referidos autores e também elucidar as possiveis
capacidades funcionais da ficocianina frente a doenga de Parkinson e de outras
sinucleinopatias, utilizando o modelo Saccharomyces cerevisiae, transformado
geneticamente para a expressdo da proteina alfa-synucleina e para a delecdo do gene

SIR2.

2.2 Metodologia
2.2.1 Modelo experimental

A levedura Saccharomyces cerevisiae foi utilizada como modelo experimental, a
partir das linhagens BY4741-025 (EMPTY) (cepa controle), BY4741-140 (EMPTY-
aSyn) (cepa controle com expressdo para alfa-synucleina), SIR2-025 (ASIR2) (cepa
com delecao ao gene SIR2) , SIR2-140 (ASIR2-aSyn) (cepa com dele¢cdo ao gene SIR2
e expressdo para alfa-synucleina), provenientes do Instituto de Medicina Molecular —

Laboratério de Neurociéncias da Universidade de Lisboa, Portugal.

2.2.2 Condicoes de crescimento da levedura

As células de levedura Saccharomyces cerevisiae foram mantidas em placas de
Petry com meio de cultivo Yeast Peptone Dextrose (YPD) solido, sob refrigeragao a 4
°C. Para a conducao dos cultivos experimentais, as células foram submetidas a 3 etapas
de cultivo: Pré-inoculo, in6culo e inducdo. Para o pré-indculo, as amostras foram
cultivadas em tubos do tipo Falcon de 15 mL contendo 20 % do seu volume preenchido
por meio SC-ura RAF 1% durante 24 horas. Apds as 24 horas realizou-se a leitura da

densidade optica em 600nm (DOgponm) Onde esperava-se uma absorbancia em torno de
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(DOgoonm) 0,8 Abs. Da mesma maneiro seguiu o processo de inoculo. E apos 24 horas,
foi realizado o processo de inducdo, etapa onde ocorre a expressao da toxicidade de
alfa-synucleina nas células. As amostras foram induzidas em tubos do tipo Falcon de 50
mL contendo 10 mL de meio SC-ura GAL, com e sem tratamento de ficocianina,
cultivadas a 30 °C, sob agita¢ao de 200 rpm, por um periodo de 16 horas (MACEDO et
al., 2014). E neste momento que ocorre a indugdo do estresse oxidativo nas células,
através da expressdo da proteina alfa-synucleina contida no DNA das células que
passam a gerar quadros de toxicidade, tornando nosso modelo estressor, sem a
necessidade da aplicacdo de elementos quimicos. Apds este periodo, realizou-se a
leitura da densidade 6ptica em 600nm (DOgponm) Onde esperava-se uma absorbancia em

torno de (DO600nm) 0,2 Abs.

Neste processo ¢ também aplicado o tratamento da substancia em estudo, a
ficocianina. As células com tratamento de ficocianina foram induzidas em 10 mL de
meio SC-ura GAL. A ficocinina foi adicionada a esse meio para atingir a concentragao
de 48 mg/mL, concentracdo estabelecida em estudos anteriores. Os cultivos sem

tratamento foram realizados nas mesmas condi¢des, porém na auséncia de ficocianina.

2.2.3 Preparagao do extrato proteico de ficocianina e aplicacdo do tratamento nas células

A ficocianina, extrato aquoso da Spirulina platensis, purificada e concentrada,
proveniente da Companhia de Parry Nutraceuticals Division - EID Parry (india), foi
adicionada ao meio SC—ura GAL. Para tal, preparamos uma solugdo com concentragao
final de 48 mg/mL. Esta concentragdo, foi escolhida visto os testes de toxicidade da
ficocianina, realizados como ensaios preliminares, pelo nosso grupo de pesquisadores

junto ao IMM — Lisboa, que demosntram maior potencial antioxidante nesta dosagem.

Em capela de fluxo laminar foi realizado o processo de filtracdo e esterilizacao

do extrato de ficocianina para a posterior utilizacdo nos meios de cultivo com
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Saccharomyces cerevisiae. O processo foi realizado através do uso de filtros de seringa

do tipo Minisart RC20 com membranas hidrofilicas de celulose de 0,2 uM.

2.2.4 Avaliagdo da peroxidagao lipidica pelo método de TBARS

Um dos métodos para quantificagdo dos produtos da peroxidacdo lipidica ¢ a
analise da formacao de substancias que reagem ao acido tiobarbitirico (TBARS). Esse
método consiste na analise dos produtos finais da peroxidacdo lipidica que, ao reagir
com o acido tiobarbiturico (TBA), formam bases de Schiff (FERREIRA;
MATSUBARA, 1997, MANNARINO et al., 2010). Tais complexos sdo coloridos e sua
concentragdo pode ser determinada espectrofotometricamente a 532nm (NETO et al.,
2008). Inicialmente, foram recolhidas por centrifugacdo 50 mg de células com e sem
tratamento de ficocianina. As células foram lavadas duas vezes com agua destilada
gelada, ressuspensas em 500 uLL. de TCA 10% (acido tricloro acético) e transferidas para
tubo do tipo falcon. Foram adicionadas 1,5 g de pérolas de vidro para que ocorresse a
lise celular, sob agitacdo vigorosa de 6 ciclos de 20 s no vortex e 6 ciclos alternados de
20 s no gelo, sucessivamente. O extrato foi recolhido em micro tubo, as pérolas de vidro
foram lavadas com 500 pl de TCA 10% e centrifugadas a 4000 rpm por um periodo de
4 minutos, obtendo-se o sobrenadante (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999). Com a
execugao deste procedimento obtivemos a quantidade de 0,3 ml de amostra. A essa
amostra adicionamos 0,6 ml do acido tiobarbitirico (TBA 1%), 0,1 ml de acido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) obtendo um volume total de 1 mL de reagdo para
cada amostra. Na sequéncia, a mistura reacional foi incubada a 100 °C por 15 minutos.
Os tubos foram entdo resfriados e a absorbancia medida espectrofotometricamente a
532 nm. O calculo da concentracdo de TBARS foi realizado a partir da construgdo de
uma curva-padrdo de tetraetoxipropano. Os resultados foram expressos em nmol
MDA/mL" de células. Os niveis destas substancias sio utilizados como marcadores da
peroxidacdo lipidica nos estados de estresse oxidativo (FERREIRA; MATSUBARA,
1997; YILDIRIM et al., 2007).
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2.2.5 Dosagem da atividade enzimatica da superoxido dismutase (SOD), pelo método de

deteccdo de adrenalina-citocromo

O método utilizado para a determinacdo da atividade da SOD, baseia-se na da
medida da velocidade de formagao do adrenocromo, observada a 480 nm, em um meio
de reacdo contendo glicina-NaOH (50 mM, pH 10) e adrenalina (1 mM). Para tal, 3 ml
do cultivo foi submetido a duas lavagens com tampao fosfato de sédio, pH 7,0 (0,5 ml)
a 6000 rpm durante 5 minutos. Apos este procedimento, acrescentamos 1,5 g de pérolas
de vidro e 0,5 mL do tampao fosfato para o processo de lise celular, em 3 ciclos
sucessivos com duragdo de 1 minuto, de agitacdo em vortex e banho de gelo. Logo apds
estas etapas o material foi centrifugado a 1500 rpm por 3 minutos. O sobrenadante foi
retirado e colocado em tubos de ensaio para as posteriores dosagens. Todos os
experimentos foram realizados em triplicatas e estes em triplicatas. Para zerar o
equipamento utilizamos tampao glicina. As dosagens foram realizadas a partir de trés
diferentes quantidades de amostras, 20, 40 ¢ 60 pL. Apds, adicionamos 17 pL de
adrenalinae entdo a leitura. A partir do grafico, foi calculado quantos pL correspondem
a inibi¢do de 50 %, sendo que a unidade de SOD ¢ definida como a quantidade de
enzima que inibe em 50% a velocidade de formagdo do adencromo (BOVERIS et al.,
1983; MCCORD; FRIDOVICH; 1969; NELSON; COX, 2005). Os resultados foram

expressos em unidades de SOD por mg de proteina.

2.2.6 Dosagem da atividade enzimatica da catalase (CAT) pelo método de decomposicao do

perdoxido de hidrogénio (H,0,)

A catalase, enzima intracelular encontrada na maioria dos organismos decompoe
o peroxido de hidrogénio (H,O;) (NELSON; KIESOW, 1972). A decomposicao do
peroxido de hidrogénio pela catalase pode ser acompanhada pelo decréscimo da
absorbancia em 240 nm, onde a diferenga da absorbancia (240) por unidade de tempo ¢

usada para medir a atividade da catalase. A preparagdo da amostra iniciava-se com a
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adi¢do de 2000 pL de tampao fosfato de potassio (TFK) 50 mM pH 7,0, para zerar o
equipamento. Posteriormente, a cubeta era retirada do equipamento, lavada com agua
destilada e colocada novamente no espectrofotdmetro. Em seguida acrescentamos 1910
uL de tampao TFK 50 mM pH 7,0 e adicionamos 20 uL da amostra diluida. Na
sequéncia pipetamos 70 uL de peréxido de hidrogénio (H,O,) a cubeta (NELSON;
KIESOW, 1972). A medida da atividade da CAT ocorre através da velocidade com que
o perdxido de hidrogénio ¢ reduzido pela acdo da enzima, provocando diminui¢do no
valor da absorbancia em 240nm. A diferenca na leitura das absorbancias a 240nm, em
determinado intervalo de tempo (15 segundos), permite estabelecer a velocidade de
reducdo do H,0,, que e proporcional a velocidade da reacdo enzimatica catalisada pela
CAT 2 H,O, — 2H,0 + O, (NELSON; KIESOW, 1972). O calculo da atividade da
CAT foi frelaizado pelo uso da equagdo: (2,3/At) (a/b).(log al/a2), onde At é a variacao
do tempo de reagao (15s), a € o volume de hemolisado na cubeta, b € a concentracdo da
amostra em g/dL, al ¢ o valor da absorbancia no tempo zero (t = 0) e a2 ¢ o valor da

absorbancia no tempo final (t = 15s). A unidade final foi em ml/mg/min.

2.2.7 Dosagem da atividade enzimatica da glutationa (GPX) por DTNB

A andlise de dosagem da atividade enzimatica da glutationa GPX ¢ um processo
enzimdtico sensivel e especifico. A glutationa ¢ oxidada pelo acido 5,5'-ditiobis(2-
nitrobenzoico) (DTNB). A glutationa oxidada ¢ reduzida pela taxa de formag¢ao de TNB
e sua absorbancia ¢ lida em 412 nm, sendo proporcional a soma da GSH e da GSSG
presentes. A glutationa desempenha um papel importante no processo metabdlico da
detoxificagdo eletrofilica sendo considerado um fidvel indice de estressores oxidativos

(ANDERSON, 1985; CLARKE, 1997; VANDEPUTTE, 1994).

Inicialmente foi pipetado uma quantidade equivalente a 2 ml da amostra em
tubos de parede grossa e centrifugado a 2000 rpm por 10 minutos. Apds foi retirado o
sobrenadante e adicionado 1,3 mL de TCA 10% (4cido tri-cloro acético) para reagir e

novamente centrifugado 4 2000 rpm por 20 minutos e entdo retriamos o sobrenadante.

Luana Tais Hartmann Backes 31



ppgEH/UPF Ficocianina na protegdo da toxicidade da alfa-synucleina e deleg¢@o do gene
SIR2 em Saccharomyces cerevisiae

Na sequéncia o sobrenadante foi acrescido de 130 uL. de DTNB e homogeneizado. A
leitura foi realizada em 412 nm. O célculo final das amostras foi obtido a partir da
constru¢dao de uma curva padrao com Cisteina 0,5 mM, TFK 0,05 M pH 6,8, DTNB 10

mM e H,0. O resultado final estd expresso em nmol/mg de proteina.

2.2.8 Viabilidade celular

A viabilidade celular foi determinada através da citometria de fluxo, realizada no
equipamento FACSBDLSR Fortessa, equipado com o BP 695/40 ¢ a 685 LP. Para
analisar a viabilidade celular, as células de levedura foram incubadas com 5 pg ml” de
iodeto de propidio (PI), durante 30 minutos ao abrigo da luz. Foi analisado o
comprometimento celular da levedura Saccharomyces cerevisiae com e sem o
tratamento de ficocianina. A analise dos dados foi realizada utilizando software FlowJo
e a exclusdo de dobletos celulares com base em parametros de dispersao -W Forward-A.
Os resultados foram expressos como MFI (intensidade média de fluorescéncia) de uma

molécula (OWUSU-ANSAH; YAVARI; BANERJEE, 2008).

2.2.9 Analise estatistica

Os resultados obtidos neste estudo foram representados como a média £ DP de
pelo menos trés triplicatas, e entdo avaliados por analise de variancia ANOVA e teste de

Tukey a 5% de significancia (p<0,05), utilizando-se o programa PASW Statistics 18.0.

2.3 Resultados

2.3.1 Peroxidagao lipidica frente a toxidade de alfa-synucleina e na delegdo do gene SIR2
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Os resultados estdo apresentados na Figura 1 sdo relativos a peroxidagao lipidica
- TBARS frente a toxidade de alfa-synucleina e na delecdo do gene SIR2 em
Saccharomyces cerevisiae. Verificamos que o tratamento com ficocianina diminuiu os
niveis de peroxidacdao lipidica para as cepas BY4741-025 e SIR2-025, quando

comparamos com as cepas nao tratadas com ficocianina.

Figura 1. Peroxidacio lipidica frente a toxidade de alfa-synucleina e na

delecdo do gene SIR2.
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Efeito da ficocianina na peroxidagdo lipidica realizada através do método TBARS (Substancias Reativas ao Acido
Tiobarbittrico), em células de Saccharomyces cerevisiae. Essas células sdo representadas pelas cepas controle
(BY4741-025), cepa controle com mutagdo genética para a expressdo de alfa-synucleina (BY4741-140), cepa com

delegdo ao gene SIR2 (SIR2-025) e a cepa com delecdo ao gene SIR2 e mutagio genética para a expressio de alfa-
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synucleina (SIR2-140), apds 16h de indugdo em SC-ura GAL e expressdo de aSyn tratados com concentragdes de 48

mg/ml de extrato aquoso de ficocianina. Letras diferentes representam diferenca estatistica significativa.

O tratamento com ficocianina foi capaz de diminuir de forma significativamente
estatistica os niveis de peroxidacao lipidica nas cepas BY4741-025 em comparagdo com
as cepas nao tratadas com ficocianina (p<0,008). Essa reducdo nos niveis de perdxidos
foi ainda mais expressiva frente a delecao do gene SIR2. A cepa SIR2-025 F comparada
a cepa nao tratada SIR2-025, teve diminuicao significativa (p<0,004). Estes resultados
nos mostram que a ficocianina atenuou os indices de TBARS com valores em torno de

40% na cepa SIR2-025 F.

2.3.2 Dosagem da atividade da CAT frente a toxidade de alfa-synucleina e na dele¢do do gene
SIR2

Os resultados da Figura 2 representam a atividade da catalase em
Saccharomyces cerevisiae frente a toxidade de alfa-synucleina e na delegdo do gene
SIR2. O uso da ficocianina mostrou que os indices de atividade catalase foram
estatisticamente diferentes nas cepas com expressao a alfa-synucleina. Essa
significancia foi encontrada tanto para a cepa controle quanto para a cepa deletada ao

gene SIR2.
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Figura 2. Dosagem enzimatica da CAT frente a toxidade de alfa-synucleina

e na delecdo do gene SIR2.
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As células de levedura estdo representadas pelas cepas controle (BY4741-025), cepa controle com mutagdo genética
para a expressdo de alfa-synucleina (BY4741-140), cepa com delegdo ao gene SIR2 (SIR2-025) e a cepa com delegao
ao gene SIR2 e mutagdo genética para a expressdo de alfa-synucleina (SIR2-140). Letras diferentes representam

diferenga estatistica significativa.

As dosagens dos niveis da atividade da CAT em Saccharomyces cerevisiae nos
mostraram que a ficocianina reagiu de forma acentuada sobre cepa com delecao ao gene
SIR2 (SIR2-025F), revelando significativo aumento na dosagem da atividade
enzimatica em comparacao com a cepa SIR2-025 (p<0,0001). A delecdo do gene SIR2
frente ao tratamento de ficocianina aumenta a decomposi¢ao do peroxido de hidrogénio

(H,0,) resultando maior atividade da CAT sobre as células.

A ficocianina aumentou os niveis enzimaticos na cepa BY4741-025 F em

comparagdo com a BY4741-025 (p<0,0002). O aumento enzimatico da CAT também
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foi observado na cepa BY4741-140 F em comparagdo com a cepa BY4741-140
(p<0,0010).

Os dados mostram que a ficocianina aumentou os niveis da enzima CAT frente a
expressdao de alfa-synucleina, podendo ser observado através da cepa SIR2-140 F em

comparacao a cepas SIR2-140 sem tratamento (p<0,0004).

2.3.3 Dosagem da atividade enzimatica da GPX frente a toxidade de alfa-synucleina e na
dele¢do do gene SIR2

Os resultados da Figura 3 representam a atividade da glutationa (GPX) em
Saccharomyces cerevisiae frente a toxidade de alfa-synucleina e na dele¢do do gene
SIR2. O uso da ficocianina mostrou diferenga significatva nos indices de GPX quando

as cepas expressam alfa-synucleina.
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Figura 3. Dosagem da atividade da GPX frente a toxidade de alfa-

synucleina e na delecdo do gene SIR2.
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As células de levedura estdo representadas pelas cepas controle (BY4741-025), cepa controle com mutagdo genética
para expressao de alfa-synucleina (BY4741-140), cepa com dele¢do ao gene SIR2 (SIR2-025) e a cepa com delegao

ao gene SIR2 e mutacdo genética para a expressdo de alfa-synucleina (SIR2-140). Letras diferentes representam

diferenga estatistica significativa.

As cepas com expressdo para alfa-synucleina tratadas com ficocianina
mostraram um aumento nos niveis da atividade de GPX. A cepa BY4741-140
apresentou um aumento significativo (p<0,0001) (7,61 + 0,25 nmol/mg) em comparagao
as cepas BY741-140 ndo tratadas (5,64 £ 0,10 nmol/mg). Da mesma maneira, a
ficocianina aumentou os niveis sobre a cepa SIR2-140 (10,19 £ 0,20 nmol/mg) em

comparacao com a cepa SIR2-140 nao tratada (7,72+ 0,46 nmol/mg) (p<0,0001).
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A cepa SIR2-140 tratada com ficocianina também mostrou um aumento

significativo em comparacao com as de mais cepas.

2.3.4 Dosagem da atividade da SOD frente a toxidade de alfa-synucleina e na delegdo do gene
SIR2

Os resultados da Figura 4 representam a atividade da superoxido dismutase
(SOD) em Saccharomyces cerevisiae frente a toxidade de alfa-synucleina e na delegdo
do gene SIR2. Os resultados mostram que a ficocianina manteve constante os niveis de
atividade da SOD, mostrando um aumento importante na cepa deletada ao gene SIR2 e

com expressao para alfa-synucleina.
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Figura 4. Dosagem da atividade da SOD frente a toxidade de alfa-

synucleina e na delecdo do gene SIR2.
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As células de levedura estdo representadas pelas cepas controle (BY4741-025), cepa controle com mutagdo genética
para a expressdo de alfa-synucleina (BY4741-140), cepa com delecdo ao gene SIR2 (SIR2-025) e a cepa com delegao
ao gene SIR2 e mutagdo genética para a expressdo de alfa-synucleina (SIR2-140). Letras diferentes representam

diferenga estatistica significativa.
Quando analisamos a cepa com expressao de alfa-syucleina e deletada ao gene

SIR2, tratada com ficocianina, percebemos um aumento de 40 % na atividade

enzimatica da SOD.

O tratamento com ficocianina sobre a atividade das enzimas endogenas do
sistema de Saccharomyces cerevisiae, revelou aumento significante para GPX e CAT, e
manteve niveis constantes para SOD. O aumento foi mais relevante para a enzima CAT,
seguida da enzima GPX. Queremos ressaltar que essa significancia foi ainda mais

expressiva para a delecdo do gene SIR2.
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2.3.5 Determinacdo da viabilidade celular

Os resultados a partir da analise de viabilidade celular por citometria de fluxo,
utilizando-iodeto de propidio (PI), revelam que o tratamento com ficocianina reduziu a
morte celular na cepa BY4741-140, em comparagdo com a cepa que nao recebeu o
tratamento. Estes dados mostram que o uso da ficocianina aumenta a viabilidade celular

na cepa controle com expressao para alfa-synucleina (Figura 5 A ¢ B).
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Figura 5. Determinacio da viabilidade celular por PI frente a toxidade de

alfa-synucleina e delecio do gene SIR2.

A B
Ficocianina
0 3 14,0 - a
] “ 12,0 -
C | | = ’
:“l { i =100
l o ia H]
ey g"‘ =
" ! 2 80 -
\ 45} | 201 2 ab b
é IE; e 8 . J | X T é 6 0 _ I b :[
"l ! E 40 I b 9
a ]‘; b | \% b b
! b “ 20 -
) : [ f ~ 00 T T T T
of 12l L a9 @3) \§5 e \b‘Q } < b\é‘ < &
1 — SR | P S a— N N ’ (a4 NN, @' \b(
Lﬁ,}, '“T TS T ‘ﬁ - b/‘\b‘ &\b\ CJ\ C:,\Q./ b‘\l N Qg” Q:‘V
4% & NASISTAMEPS SIS
DR 451, q;&

PI fluorescence

(A) Representa a morte celular pelo iodeto de propidio (PI) em células de Saccharomyces cerevisiae
representada pelas cepa BY4741-025¢ cepa BY4741-140 apds tratamento com ficocianina. (B)
Representa os resultados da analise de Viabilidade celular através da porcentagem de células postivas
para PI, em Saccharomyces cerevisiae representada pelas cepas BY4741-025, cepa BY4741-140, cepa
SIR2-025 e a cepa SIR2-140, tratados e ndo com concentracdo de 48 mg/ml de ficocianina. Letras

diferentes representam diferenga estatistica significativa.

Os dados da Figura 5 (A) revelam que a ficocianina diminui os niveis de morte
celular por PI, aumentando a viabilidade celular nas células de Saccharomyces

cerevisiae em cepa controle e cepa com expressdo de alfa-synucleina.
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Os resultados mostram que a cepa BY4741-140 teve o maior indice de morte
celular em comparagdo as demais cepas, € quando tratada com ficocianina, estes niveis

diminuiram significativamente (p<0,0012).

A Figura 5 (B) mostra que a cepa SIR2-140, quando tratada com ficociania

diminui os niveis de morte celular numa porcentagem em torno de 37,6 %.

2.4 Discussao

Os nossos resultados abrem novos caminhos de oportunidades para o
desenvolvimento de terapias preventivas ou de reversdao contra os danos causados pela
toxicidade celular da alfa-synucleina a partir da utilizagdo do ficobiliproteina
ficocinaina da cianobactéria Spirulina platensis. Também nos apresenta a evidéncia de
possibilidade da dele¢do do gene SIR2 estar comprometido ou vinculado a manutenc¢ao
da vida, visto os nossos resultados de aumento da atividade das enzimas antioxidantes,

da atenuagdo da peroxidacao lipidica e reducao da morte celular.

Um dos principais mecanismos de lesdo causada pelo estresse oxidativo como
resultado da geracdo de radicais livres ¢ a oxidacdo da camada lipidica da membrana
celular, podendo levar a danos celulares (FERREIRA; MATSUBARA, 1997;
SAMPAIO; MORAES, 2010; SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004; SHIGENAGA;
HAGEN; AMES, 1994). Os nossos resultados relativos aos niveis de peroxidagdo
lipidica, Figura 1 nos revelam que a ficocianina diminuiu de forma significativa os
niveis de peroxidos nas células em estudo (p<0,004). Os niveis de peroxidacao lipidica
foram medidos através da concentragdo de malonaldeido ¢ o melhor resultado de
reducdo foi encontrado para a cepa BY4741-025 que com o tratamento da ficocianina
diminuiu significativamente (p<0,008), seguido da cepa SIR2-025, com diminui¢do de
40% nos niveis de TBARS. Salientamos que independentemente da ficocianina agir

sobre a toxicidade de alfa-synucleina, ela também mostra acdo antioxidante nas cepas
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que ndo apresentam a expressdo da proteina, efetivando seu poder protetor frente a

peroxidacao lipidica.

E importante ressaltar que os mecanismos pelos quais a ficocianina exerce o
efeito de neuroprotegdo nao estdo totalmente elucidados, no entanto aumentam as
evidencias que suportam a hipotese de que o componente ficobiliproteina age como
antioxidante. De acordo com Berns, (1970); Pifiero Estrada et al. (2001); Romay et al,
(2003) a ficocicanina pode ser responsavel pela inibicdo da lipoperoxidagcdo e por
consequéncia a inibi¢do da morte neuronal por um mecanismo que envolve a eliminagdo
do radical hidroxil. Segundo estes autores, a ficocinina quando colocada em contato
com sistemas lipidicos formadores de radicais livres, passa a promover uma conjugacao
que reduz sua parte protéica, ocasionando interacdo com os radicais peroxis (PINERO-

ESTRADA; BERMEJO; FRESNO, 2001).

A eficacia do sistema antioxidante depende do tipo de molécula geradora do
estresse oxidativo, como também a localizacao intra ou extracelular dessa molécula. A
ficocianina, substancia de interesse nesse estudo atua mais diretamente no radical
hidroxil, podendo assim ser utilizada para minimizar os danos a membrana celular,
inibindo a formacdo de radicais livres e protegendo a saide (HIRATA et al., 2001;
PINERO ESTRADA et al, 2001; ROMAY et al, 2003). Estudos realizados por
Bermejo et al. (2008), in vivo demonstraram que a ficocianina pode reduzir a
peroxidacao lipidica em células humanas de neuroblastoma. Outro estudo realizado por
Rimbau et al. (1999), in vivo, através do modelo roedor, comprova que a administragdo
oral de ficocianina pode reduzir a microglia, sugerindo que alguns metabolitos
atravessam a barreira hematoencefalica exercendo efeito antioxidantes no hipocampo.
Estes resultados segundo os autores tornam a ficocianina uma forte aliada para

terapéutica da doenca de Parkinson.

Os radicais livres, gerados por reagdes metabdlicas, sdo os principais

responsaveis pelos danos celulares causados nas doengas neurodegenerativas
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(OUTEIRO et al., 2007). De acordo com esses autores a presenca de radicais livres
conduz uma reagdo em cadeia, que passa a alterar a conformagdo, a estrutura ou as
fungdes de proteinas, fosfolipidios de membrana, dacidos nucleicos e outros
componentes celulares (OUTEIRO et al., 2007; YU; CHUNG, 2006). O aumento na
producao de espécies reativas de oxigénio ocorre devido erros na sintese das enzimas
endogenas antioxidantes, quando incapazes de evitar os danos celulares (COLLIER;
KANAAN; KORDOWER, 2011). A eficiéncia das defesas antioxidantes naturais, que
incluem as enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa (GPX), ¢

crucial na atenuagao destes radicais livres e na possivel instalagdao do estresse oxidativo

(RISTOW; SCHMEISSER, 2011).

Nossos achados através da dosagem de marcadores enzimaticos in vitro, através
da quantificacdo da atividade das enzimas CAT, GPX. e SOD revelaram que a
ficocianina foi capaz de modular os pardmetros enzimaticos aumentando os niveis de
atividade da CAT , GPX e SOD frente a expressao de alfa-synucleina e ainda de forma
mais significativa nas cepas com expressao a alfa-synucleina e deletadas ao gene SIR2.
Desta forma, queremos aqui salientar que essas atividades foram potencializadas na

delecao do gene SIR2.

A ficocianina promoveu um significativo aumento da atividade enzimadtica da
CAT sobre todas as células do presente estudo. Verificamos que os melhores indices de
decomposi¢cdo do perdxido de Hidrogénio (H,O,) foram encontrados de forma mais
significativa para a cepa SIR2-025 (p<0,0001), seguido das cepas BY4741-025
(p<0,0002), cepa SIR2-140 (p<0,0004), e para a cepa BY4741-140 (p<0,001). Estas
acoOes foram estatisticamente significativas, mostrando que a ficocianina agiu com efeito
protetor em todas as cepas. Estas expressoes foram verificadas frente a expressao da
alfa-synucleina e de novo foram ainda mais significitivas quando a cepa também era
deletada ao gene SIR2. A enzima catalase age através da decomposi¢ao do peroxido de
hidrogénio sobre as células, e possivelmente a acdo da ficocianina sobre a atividade

desta enzima pode ocorrer devido suas propriedades quelantes, responsaveis por

Luana Tais Hartmann Backes 44



ppgEH/UPF Ficocianina na protegdo da toxicidade da alfa-synucleina e deleg¢@o do gene
SIR2 em Saccharomyces cerevisiae

catalisar o processo de aparecimento de radicais livres, por conseguinte, suas
propriedades antioxidantes podem promover a eliminacdo dos radicais livres

(BERMEJO et al. 2008).

A quantificagao da dosagem enzimatica da GPX nos mostrou novamente que a
ficocianina exerceu uma fungao protetora na toxicidade de alfa-synucleina, mantendo os
niveis das cepas com expressdo para a proteina parkinsoniana significativamente em
elevacdo. Verificamos que os melhores indices de defesa celular foram encontrados para
as cepas com expressao da alfa-synucleina e delecdo do gene SIR2, cepa SIR2-140 com
indices de (10,19 + 0,20 nmol/mg) que comparada a mesma cepa sem tratamento de
ficocianina SIR2-140 (7,72+ 0,46 nmol/mg) mostrando aumento significativo de
(p<0,0001). Também a cepa BY4741-140 (p<0,0001) (7,61 £+ 0,25 nmol/mg) mostrou
um significativo aumento da atividade enzimatica de GPX em comparagdo com a cepa

BY741-140 nao tratadas (5,64 = 0,10 nmol/mg).

A enzima GPX, uma das principais linhas de defesa celular contra o estresse
oxidativo, ¢ um antioxidante intracelular primario e desempenha papel importante no
processo metabolico da detoxificagdo eletrofilica sendo considerado um fiavel indice de
estressor oxidativo (ANDERSON et al., 1985; VANDEPUTTE et al., 1994, CLARKE
etal., 1997).

Em relagdo a enzima superoxido dismutase a ficocianina nos mostrou sua
capacidade em manter um constante nivel de atividade. Verificamos que os melhores
indices sob o tratamento de ficocianina, foram observados para a cepa com delecio ao
gene SIR2 e expressdo para alfa-synucleina, a cepa SIR2-140 (p<0,004), onde com
tratamento de ficocianina mostrou (0,07 = 0,01 Ul/mg) em comparagao a SIR2-140
(0,03 £ 0,01 Ul/mg). As dosagens dos niveis da atividade da SOD nos revelaram que a
ficocianina da mesma forma como verificado para as enzimas CAT e GSH mostrou
aumento frente a expressdo de alfa-synucleina e esse aumento foi ainda maior frente a

delacao do gene SIR2.
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Estes dados referentes a delecdo de SIR2 estdo de acordo com os estudos
recentes realizados pelo grupo de Outeiro, sendo que, no atual trabalho de Macedo et
al., (2014) foi relatado que a enzima SOD pode estar relacionada com um papel mais
direto da SIR2 quando tratada com um polifendl, componente da planta Corema album.
Esta, revelou ser um agente no resgate de disfungdo mitocondrial induzida por

toxicidade de alfa-synucleina.

Chen et al., (2015) empregaram o modelo celular de doenca de Parkinson,
Saccharomyces cerevisiae com a expressao para alfa-synucleina e verificam que a
delecao do gene SIR2 promove uma atividade de protecao e inibigdo contra a toxicidade

de alfa-synucleina, quando analisados os niveis de SOD.

A evidéncia exata de como ocorre o papel neuroprotetivo da ficocianina frente a
toxicidade de alfa-synucleina ainda ndo estd elucidada, porém nossos resultados
indicam que o papel protetivo da ficocianina pode ser atribuido a inibi¢do da toxicidade
de alfa-synucleina induzida pelo radical perdxido, por possuir efeito antioxidante
sinérgico, possibilitando que ocorram eventos de reoxigenag¢do pela enzima SOD

produzindo uma melhor protecio (PINERO-ESTRADA; FRESNO, 2010).

Os nossos dados corroboram com estudos anteriores realizados pelo grupo de
Bermejo et al., 2008 que também mostraram que a ficocianina pode inibir a peroxidagao
lipidica e aumentar a atividade de enzimas. Também nessa dire¢do, Pifiero Estrada, et
al., (2001); Vadiraja et. al. (1998); Romay et. al. (2000) ¢ Madhava Reddy et al. (2000)
observaram que a ficocianina e seu cromodforo ficocianobilina foram capazes de

proteger contra danos oxidativos no DNA de maneira dose dependente.

Para caracterizar ainda mais o efeito protetivo da ficocianina na toxicidade de
alfa-synucleina e na delecdo do gene SIR2, as células de levedura foram tratadas e

analisadas pelo método de MFI (intensidade de fluorescéncia). Os resultados sdo
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expresos em percentagem através da quantificacio dos danos oxidativos pela

sobrevivéncia celular observados na Figura 5 (A e B).

Os nossos achados revelam que as células com expressdo de alfa-synucleina
apresentaram maior percentual de PI, ou seja, um aumento na morte celular em
comparacdo com as cé€lulas sem expressdao de alfa-synucleina (Figura 5 A ¢ B).
Verificamos que a ficocianina diminui os niveis de morte celular por PI, aumentando a
viabilidade celular nas células da Saccharomyces cerevisiae frente a expressao da alfa-
synucleina. Os resultados mostram que a cepa BY4741-140 teve o maior indice de
morte celular em comparagdo as demais cepas, € quando tratada com ficocianina estes

niveis diminuiram significativamente (p<0,001).

As células que expressam alfa-synucleina, quando tratadas com a ficocianina,
obtiveram um aumento da viabilidade celular, com reducao da morte celular em 36,7 %.
Sendo que, a viabilidade celular ¢ ainda mais preservada quando em presenca da
delecao do gene SIR2. Nesta situagdo obtivemos uma redugdo da morte celular em torno

de 55 %.

Queremos aqui salientar um recente estudo publicado por Macedo et al., (2014)
onde realizaram testes de viabilidade celular neste mesmo modelo Saccharomyces
cerevisiae. Macedo e colaboradores utilizaram o polifenol, componente das folhas de
Corema album. Esta substancia natural revelou ser um agente protetor muito promissor
contra o estresse oxidativo e toxicidade induzida por alfa-synucleina. O polifenol
aumenta a viabilidade das células reduzindo a percentagem de morte celular da levedura

em 28,2 % com expressao de alfa-synucleina (MACEDO et al., 2014).

Diante destes aspectos, os nossos achados mostram que a ficocianina possui um
importante papel protetivo frente a toxicidade causada pela expressao da proteina alfa-
sinucleina, nos parametros peroxidagdo lipidica, atividade das enzimas CAT, GSH e

SOD e também na viabilidade celular. Os pardmetros avaliados nos mostraram
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resultados ainda mais significantes quando na presenca da delegdo do gene SIR2. Este
achado corrobora com a discussdo ja apresentada por outros diferentes investigadores
sobre a dele¢do do gene SIR2 na levedura, o qual faz analogia ao gene SIR1 no homem
— gene este caracterizado como o gene lifespan para a espécie humana. Um estudo de
Sinclair e Garente, (1997) relata que as investigacdes sobre o envelhecimento celular
mostram que a SIR2 em modelo levedura tem, pelo menos, duas atividades que possam
promover a longevidade. Em primeiro lugar, reprime a instabilidade do genoma nas
repeticoes de DNATr e, assim, diminui a formagao de substancias toxicas circulantes, em
segundo lugar, promove a segregacao assimétrica de proteinas com idade por barreiras

oxidativas, reduzindo os danos celulares e promovendo maior longevidade.

A ficocianina mostrou uma promissora capacidade protetora contra os danos
celulares causados pela toxicidade da alfa-synucleina e esta capacidade foi aumentada
quando na delecao do gene SIR2. A ficocianina diminuiu o potencial da formagao de
espécies reativas de oxigénio. Sabemos que a alfa-synucleina, esta envolvida no
aumento dos danos causados pelo estresse oxidativo e consequente morte celular e,
frente a isto o tratamento com ficocianina diminui significativamente estas perdas,
aumentando a viabilidade celular, bem como aumentou significativamente os niveis das

enzimas endogenas do modelo em estudo, como a CAT, GPX e SOD.

2.5 Conclusao

A ficocianina mostrou um importante papel protetor frente a toxicidade causada
pela expressdao da proteina alfa-sinucleina. Esta protecao foi revelada nos resultados
significativos da diminui¢do da peroxidagao lipidica e no aumento da viabilidade celular
e atividade enzimatica da CAT, GPX e SOD. Estes resultados foram mais significativos

quando na delecdo do gene SIR2.
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Os nossos resultados possibilitam perspectivas para o desenvolvimento de

terapias com o uso da ficocianina.
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3 CONSIDERACOES FINAIS

A ficocianina revelou ser um agente promissor na capacidade protetiva contra os
danos celulares causados pela toxicidade da alfa-synucleina, e apresenta capacidade
protetora aumentada quando na deleg¢do do gene SIR2. A substancia mostrou que possui
a capacidade de diminuir a formagdo de espécies reativas de oxigénio, podendo ser
considerado um antioxidante com efeito protetor contra os agravos causados pela
doenca de Parkinson. Sabemos que a alfa-synucleina, estd envolvida no aumento dos
danos causados pelo estresse oxidativo e consequente morte celular e, frente a isto o
tratamento com ficocianina diminui significativamente estas perdas, aumentando a
viabilidade celular. Nossos resultados sugerem que o tratamento com ficocianina
aplicado em cepas de Saccharomyces cerevisiae diminui os niveis de peroxidagdo
lipidica causada pelo estresse oxidativo, apresentando efeito protetor frente a toxicidade

de alfa-synucleina e prote¢@o na dele¢do do gene SIR2.

Em relacdo aos marcadores enzimaticos, nossos achados revelaram que a
ficocianina administrada em modelos que expressam toxicidade da alfa-synucleina,
aumenta significativamente os niveis das enzimas enddgenas, como a CAT, onde foi
possivel perceber a maior resposta enzimatica contra os danos oxidativos em todas as
cepas estudadas, em comparacdo com as de mais atividades enzimaticas analisadas.
Evidenciou-se também aumentos significativos na atividade da GPX frente a alfa-
synucleina, onde mostrou efeito protetor das proteinas celulares contra a oxidag¢do ao
longo do ciclo causando uma espécie de desintoxicagdo sobre os perdxidos. A
ficocianina também revelou que a atividade de GPX aumenta ainda mais frente a alfa-
synucleina, em conjunto com a delecdo do gene SIR2, onde se observou a acio protetiva
significativa. Os indices enzimaticos da enzima superoxido dismusate SOD se
mantiveram constantes, revelando aumento da atividade enzimatica para a expressao da

alfa-synucleina e delecdo do gene SIR2 com o tratamento de ficocianina. Frente aos
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nossos achados, vimos que a ficocianina exerce um importante papel antioxidante na
remogdo das espécies reativas de oxigénio, devido suas propriedades protetivas frente

aos danos causados pelo estresse oxidativo.

Sendo assim, os nossos resultados abrem novos caminhos de oportunidades para
o desenvolvimento de terapias contra os danos causados pela toxicidade celular, ja que
ha evidéncias precisas de que a alfa-synucleina esta diretamente envolvida com o
aumento das espécies reativas de oxigénio, o que suporta o uso de nosso potencial
antioxidante, a ficocianina, que revelou acdo importante na protecao contra estes danos.
A ficocianina por tanto, pode ser capaz de promover neuroprote¢ao contribuindo como

alvo terapéutico na doenca de Parkinson e nas seynucleinopatias.
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1.7. Resumo

A doenca de Parkinson ¢ uma patologia neurodegenerativa modulada pelo
estresse oxidativo, e seu risco se aumenta no decorrer dos processos do envelhecimento
humano. Quadros de toxicidade sdo gerados a partir da formacao de agregados da
proteina alfa-synucleina (aSyn), evento-chave para progressdo da patogenia. A
investigacdo de substincias funcionais naturais que possam controlar e prevenir 0s
danos causados pelo estresse oxidativo se tornam importantes. Acredita-se que terapias
antioxidantes possam ter um efeito funcional no controle da progressao desta doenga.

Neste sentido, nosso estudo objetiva avaliar o efeito da ficocianina frente 4 toxicidade
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da expressdao de alfa-sinucleina e na delecdo do gene SIR2 em células de levedura
Saccharomyces cerevisiae. Trata-se de um estudo quantitativo experimental. Para tal,
sera investigado o efeito protetor da ficocianina, pigmento da cianobactéria Spirulina
platensis, no modelo Saccharomyces cerevisiae com expressdo para a proteina (aSyn) e
delecdo do gene SIR2 (ASIR2). Serdo analisados os pardmetros de peroxidacao lipidica,
atividade das enzimas SOD, CAT, GSH e viabilidade celular. O interesse pela
realizacdo deste estudo surgiu devido a importancia e a urgéncia de desvendar novas
terapias através de substancias naturais com capacidades antioxidantes contra os danos
causados pelo estresse oxidativo nas patologias neurodegenerativas, com énfase para as

sinucleinopatias.

1.8. Palavras-chave

Alfa-Sinucleina. Doenga de Parkinson. Envelhecimento celular. Estresse

Oxidativo. Saccharomyces cerevisiae.

Luana Tais Hartmann Backes ppgEH



2 Finalidade

Aprimoramento do conhecimento cientifico através de pesquisa experimental
com dados e resultados voltados para a comunidade académica embasados na Ciéncia
do Envelhecimento e suas consequentes patologias neurodegenerativas, com énfase na
Doenga de Parkinson e achados que indiquem novos tratamentos neuroprotetoras a

partir de antioxidantes a fim de prevenir esta doenga e proporcionar maior longevidade.

3 Problematica e questao de pesquisa

A doenga de Parkinson, caracterizada como uma patologia neurodegenerativa,
onde ocorre a morte dos neurdnio dopaminérgicos. E mesmo com intensivos estudos
sobre a base molecular dessa doenga, ainda ndo temos uma compreensao abrangente de
todos os mecanismos que comprometem o desenvolvimento desta patologia (BENDOR;
LOGAN; EDWARDS, 2013; KLEIN; WESTENBERGER, 2012). A doenga de
Parkinson e outras sinucleinopatias, se caracterizam pelo acumulo e a agregacdo da
proteina alfa-synucleina, uma proteina pré-sinaptica, a qual parece ser a molécula-chave
responsavel pela toxicidade neuronal e o consequente agravamento da patogenia
(MARQUES; OUTEIRO, 2012; POLYMEROPOULOS et al., 1997; TERAOKA et al.,
2012).

As estatisticas mundiais mostram que a cada 100.000 habitantes, 20 sdo
acometidos por esta doenga por ano, sendo que o risco de desenvolver esta patologia ¢é
de 1 a cada 40 individuos, tendo incidéncia de até 3% na populacdo. Esta doenca se
manifesta com énfase em pacientes idosos, e tem maior prevaléncia na América do
Norte e Europa. A doenga de Parkinson, pode ser considerada irreversivel, visto que ao
inicio dos sintomas, a substdncia nigra presente na massa encefalica ja esta

comprometida cerca de 60% e os niveis de dopamina liberada pelos neuronios ¢ 80%
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inferior ao normal, o que caracteriza perdas neuroldgicas (JADIYA et al., 2011;
LORES-ARNAIZ; BUSTAMANTE, 2011; OLIVEIRA et al., 2012; OUTEIRO, 2008;
OUTEIRO, 2009; SAMPAIO-MARQUES, et al., 2012)

A formacdo dos agregados da proteina alfa-sinucleina ¢ dependente de
estimulos internos e externos, ¢ tem forte relagdo com os niveis de estresse oxidativo
(BEYER; ARIZA, 2012; DETTMER et al., 2013; EISBACH; OUTEIRO, 2013). A
alfa-synucleina ¢ altamente susceptivel a modificacdes oxidativas induzidas pelos
radicais livres (PACHECO; AGUAYO; OPAZO, 2012; WITT, 2012). Estas alteracdes
e modificagdes causadas pela toxicidade de alfa-sinucleina, no cérebro de pacientes
afetados pela doenga de Parkinson, tem sido indicadas pelo acimulos de inclusdes dos
corpos de Lewy que contém substancias fosforiladas, causadas pelo estresse oxidativo
(XILOURI; BREKK; STEFANIS, 2012; XUAN et al., 2011; OUTEIRO, et. al. 2008;
OUTEIRO, et al., 2009).

Estudos indicam que a modulagdo do estresse oxidativo nas células pode ter
também relacdo com o gene SIR2. O estresse oxidativo apresenta envolvimento com as
sirtuinas, que sdo proteinas desacetilases e possuem capacidade de regulagao metabodlica
contra os efeitos do envelhecimento. Pouco se sabe sobre a fungdo das sirtuinas na
doencga de Parkinson, no entanto, pesquisas sugerem que a delecdo do gene SIR2 tenha
efeito potencial na expressdo de alfa-sinucleina, diminuindo a prote¢do das células
contra o estresse oxidativo. Nesta perspectiva, a ciéncia vem buscando terapias que
possam caracterizar um controle eficiente contra o processo de toxicidade e na delegao

do gene SIR2 (OUTEIRO et al., 2007).

Diante deste contexto, a identificagdo de novas estratégias de intervencgdo
terapéutica ¢ de grande importancia e urgéncia, a fim de controlar os danos causados
pelo estresse oxidativo e evitando a morte celular. Esta esperanga pode advir do uso de
substancias antioxidantes naturais, com propriedades benéficas que possam evitar a
sobrecarga de radicais livres no organismo e proteger da oxida¢do de moléculas
(PABON, 2011; SAMPAIO-MARQUES et al., 2012). Neste sentido, acredita-se que a
ficocianina, composto aquoso da a microalga Spirulina platensis, fonte funcional de

capacidades antioxidantes possa apresentar propriedades benéficas na manutencao dos
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danos causados pelo estresse oxidativo. E de fundamental importincia o
desenvolvimento de estudos na prevencdo e controle do acumulo das proteinas
geradoras de toxicidade. Espera-se no entanto, que a ficocianina tenha um papel
protetivo no controle da toxicidade causada pela agregacdo da alfa-sinucleina e na

delegdo do gene SIR2, em modelo Saccharomyces cereviseae.

Nesse contexto, surge a seguinte indagagdo: A ficocianina teria um efeito protetor
frente 4 toxicidade da alfa-sinucleina e na delecdo do gene SIR2 em modelo

Saccharomyces cereviseae?

4 Justificativa

O interesse pela realizagdo deste trabalho surgiu devido a relevancia do
assunto e a importancia e urgéncia na elucida¢do de novas terapias advindas de
substancias naturais com propriedades funcionais, a fim de encontrar formas de
controle e prevencdo para os eventos bioldgicos e patologicos do processo de
envelhecimento, condizente com as doengas neurodegenerativas, em especial a, a

toxicidade gerada na doenga de Parkinson.

O envelhecimento traz consequéncias, ¢ de acordo com as estatisticas
mundiais o surgimento das doengas neurodegenerativas vem aumentando a cada ano. O
motivo para este fendmeno ¢ explicado com o aumento da longevidade, em que as
pessoas estao vivendo mais, porém, acompanhadas por quadros de deméncia com maior
frequéncia devido estas patologias acometerem especialmente pessoas idosas. E
importante elucidar e pesquisar novas formas terapeuticas para modificar os percentuais
neurodegenerativos a fim de controlar estes quadros e diminuir essas perdas (WALES et

al., 2013).

O comprometimento neuroldgico causado pela doenca de Parkinson pode ser

considerado irreversivel. Com os avancos cientificos, a etiologia da doenga de
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Parkinson vem tomando caminhos cada vez mais inovadores, proporcionando novas

tentativas terapéuticas para o controle desta doenca (DICKSON, 2012).

Na doenca de Parkinson sdo gerados corpos de Lewy, compostos por
agregados da proteina alfa-sinucleina. Evidéncias mostram que a dele¢do do gene SIR2
potencializa o processo de agregacdo da alfa-sinucleina, e esta diretamente ligado a sua
toxicidade (OUTEIRO et al., 2007). Estudos enfatizam que as sirtuinas apresentam
possivel capacidade bloqueadora da lesdo neuronal, incluindo a inibi¢ao do processos de
agregacao da alfa-sinucleina (MARQUES; OUTEIRO, 2012). A SIR2 mostra ser um
essencial mediador de toxicidade no controle da autofagia e mitofagia, que estdo
envolvidos no processo de morte dos neurdnios dopaminérgicos na doenca de Parkinson

(SAMPAIO-MARQUES et al., 2012).

Devido alto consumo de oxigénio pelo cérebro, os neurdnios dopaminérgicos
estdo expostos aos danos e essa condicao ¢ relacionada a patogénese de muitas doengas
neurodegenerativas. Os danos celulares tem origem na superproducdo ou no
desequilibrio das espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, e resultam do ataque a
macromoléculas que escapam a sua neutralizagdo, ou quando ocorre um desequilibrio
com consequente ataque entre compostos oxidantes e antioxidantes (KUMAR et al.,

2012).

Baseado nisso, novas substancias devem ser conhecidas para controlar os
danos causados pelo estresse oxidativo podem advir da utilizagdo de substancias
naturais, que tenham capacidades antioxidantes frente aos danos causados pela
sobrecarga de radicais livres no organismo, protegendo da oxidacdo de moléculas a fim
de evitar o desenvolvimento de sinucleinopatias (PABON, 2011; SAMPAIO-
MARQUES et al., 2012).

Diante destes fatos, surgem fontes funcionais como a ficocianina, uma
ficobiliproteina, ¢ o principal componente do extrato aquoso da microalga Spirulina
platensis. Caracerizada como uma cianobactéria fotossintetizante, a ficocianina, possui
propriedades importantes por ser uma proteina natural, soluvel em agua e com alta

estabilidade e microrganismo provido de mecanismos fisiologicos e biomoleculares
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fortemente desenvolvidos para defesa contra espécies reativas de oxigénio (BERMEJO,
2008; GRUDEN, 2012; PABON, 2012; ZHOU, 2012, YU; CHUNG; 2011). A
Ficocianina vem sendo apresentada com potenciais terapéuticos importantes por possuir
capacidades funcionais para a acdo nutracéutica, para a acdo anticolesterolémica
(bertolin et al 2009), propriedades antiiflamatérias e antibacterianas, além de
capacidade estimulante do sistema imunolégico (BERMEJO, 2008; BERTOLIN et al.,
2009; COLLA; BAISH; COSTA, 2008; CHEONG et al., 2010; DENG, et al., 2010).

Neste sentido, em nosso estudo a ficocianina sera analisada in vitro, quanto a
capacidade de protegdo frente 4 toxicidade da alfa-synucleina e na dele¢do do gene
SIR2, através da peroxidacdo lipidica, viabilidade celular e atividade de enzimas
antioxidantes andogenas SOD, CAT, GSH, do sistema celular de Saccharomyces
cerevisiae. mimetizando a neurodegeneragdo presente na doenca de Parkinson, com
intuito de encontrar nesta substancia as propriedades necessarias para novas terapias

conroladoras e preventivas destas patologias.

5 Objetivo da pesquisa

5.1. Objetivo geral

Avaliar o efeito protetor da ficocianina frente 4 toxicidade causada pela
expressdo da proteina alfa-sinucleina e & delecdo do gene SIR2 em células de levedura

Saccharomyces cerevisiae.

5.2. Objetivos especificos

- Analisar o efeito da ficocianina frente 4 delecdo do gene SIR2 e 4 expressao

da proteina alfa-sinucleina na peroxidacdo lipidica e sobre a atividade de enzimas
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(CAT, SOD, GSH) do sistema antioxidante endogeno da leveduras Saccharomyces

cerevisiae

- Avaliar a viabilidade celular de Saccharomyces cerevisiae em cepas

deletadas ao gene SIR2 e com expressao da proteina alfa-sinucleina.

6 Fundamentacao tedrica

As tematicas abordadas na revisdo de literatura contribuem para o
desenvolvimento da pesquisa sendo: Envelhecimento, Doengas neurodegenerativas no
envelhecimento, Doencas de Parkinson, Proteina parkinsoniana alfa-sinucleina,
Disfun¢ao mitocondrial, Radicais livres e estresse oxidativo, Antioxidantes como
substancias funcionais, Spirulina platensis e ficocianina, Modelo levedura

Saccharomyces cerevisiae e Sirutinas - SIR2.

6.1. Envelhecimento

O processo de envelhecimento ¢ um fendmeno que se manifesta ao longo da
vida, entre individuos de espécies distintas. Este processo depende de variados aspectos
que ultrapassam limiares da cronologia, pois cada individuo reage de forma unica ao
avancar da idade. Trata-se de um declinio progressivo na vitalidade ao longo do tempo,
conhecido como senescéncia, em que as células deixam de se dividir para substituirem
outras que, por alguma razao, deixam de metabolizar ¢ entdo morrem (KENYON,
2010). Este fendmeno se caracteriza pela perda de funcionalidade progressiva
decorrente da idade, com consequente aumento da susceptibilidade e incidéncia de

doengas, aumentando a probabilidade de morte (DONMEZ; GUARENTE, 2010).

O envelhecimento ¢ um fendomeno de amplitude global, atualmente se observa

notavel crescimento da populacdo idosa em relagdo aos demais grupos etarios. A
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porcentagem da populagdo idosa no mundo tem demonstrado um significativo aumento,
e a perspectiva para 2050 ¢ que 22% da populagdo mundial seja de idosos, sendo os
1dosos com 80 ou mais anos o grupo etario de maior crescimento no mundo (NOALE et

al., 2012; TEIXEIRA; GUARIENTO, 2010).

O Brasil, anteriormente referido como um pais de pessoas jovens, estd
vivenciando uma transi¢do demografica e passa por um processo de envelhecimento
populacional, fato atribuido ao aumento da expectativa de vida bem como a reducdo da
natalidade. E previsto que em 2020, 34 milhdes de brasileiros estardo acima de 60 anos,

fato que colocara o Brasil na sexta posi¢do entre as nacdes mais envelhecidas

(SZWARCWALD et al., 2011).

No entanto, a populacao esta vivendo mais, havendo um relativo aumento na
longevidade. Consequéncias deste fendomeno sdo associadas & mudangas na atividade
das células, tecidos e orgdos, e também na reducdo da eficicia de um conjunto de
sistemas fisiologicos, caracteristicos do processo biologico de envelhecimento do ser
humano. Esta perda funcional € progressiva, sendo fator de fragilidade fisica ou mental,
tornando o individuo idoso mais suscetivel a doengas cronicas (KIM, 2007; NOALE et

al., 2012).

Os mecanismos moleculares ligados ao envelhecimento e doencas
relacionadas a idade, bem como o préprio aumento a susceptibilidade as doengas, nao
sao totalmente compreendidos. Este fato tem atraido a comunidade académica na busca
de novas descobertas e terapias a fim de aliar longevidade com melhor qualidade de

vida (KIM, 2007; SZWARCWALD et al., 2011).

Dentre as assertivas hipoteses abordadas nas teorias do envelhecimento,
verifica-se a influéncia do processo oxidativo no envelhecimento celular. Este processo
foi descrito por Harman em 1956, em que propunha que o envelhecimento estava
associado a moléculas produzidas pelo metabolismo oxidativo, denominadas radicais
livres. De acordo com o autor, o fendmeno de envelhecimento ¢ o resultado do acumulo
de lesdes moleculares provocadas pelas reagdes dos radicais livres nos componentes

celulares ao longo da vida, que conduzem a perda de funcionalidade celular e a doengas
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relacionadas com o aumento da idade, conduzindo a morte (BERTOLIN; FURLONG;
COSTA, 2006; FREITAS; MAGALHAES, 2011; HARMAN, 1988; JIN, 2010; MOTA;
FIGUEIREDO; DUARTE, 2004; RISTOW; SCHMEISSER, 2011; TEIXEIRA;
GUARIENTO, 2010).

Embora seja aleatorio e incontrolavel, o declinio senescente ¢ amplamente
influenciado por fatores genéticos e extrinsecos. Numerosas mutacdes genéticas e
intervengdes surgem com intuito de prolongar o tempo de vida de organismos
unicelulares desde a levedura Saccharomyces cerevisiae até o primata (COLLIER;
KANAAN; KORDOWER, 2011; KENYON, 2010; KOURTIS; TAVERNARAKIS,
2011).

De acordo com Outeiro et al. (2007), o envelhecimento ¢ um dos principais
fatores de risco para o desenvolvimento de doencas neurodegenerativas como a Doenga
de Alzheimer ¢ a Doenga de Parkinson. Embora a base molecular destes mecanismos
precise ainda ser desvendada, sendo fundamental uma melhor compreensdo da dindmica
e interagdo reciproca entre as respostas aos danos causados pelo estresse oxidativo e o
fenomeno de envelhecimento, a fim de garantir o desenvolvimento de novas
terapéuticas explorando caminhos que vdo contra as patologias associadas a idade,

principalmente as doengas neurodegenerativas (OUTEIRO et al., 2007).

6.2. Doencas Neurodegenerativas no Envelhecimento

As doengas neurodegenerativas ainda geram duvidas frequentes, principalmente
a respeito de sua origem, a comunidade cientifica ainda estd em busca de melhores
respostas e novas terapias, tendo em vista que estas doengas podem ser causadas pelo
aumento dos niveis de estresse oxidativo, que poderia ser também uma consequéncia
em favor de seu agravamento (ULUSOY; MONTE, 2012; YASUDA; NAKATA;
OCHIZUKI, 2012).

No entanto, ha muitas questdes ainda a serem respondidas sobre o

envelhecimento do cérebro e o papel das vias conservadoras no surgimento e da
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progressao das doengas neurodegenerativas, assim, a fung¢ao do cérebro como integrador
central das alteracdes fisioldgicas no processo de envelhecimento vem sendo alvo de

constantes pesquisas (KARASOVA et al., 2013).

Estudos referentes aos sistemas cerebrais de ordem cognitiva elevada se tornam
menos eficazes com o avangar da idade, ocorrendo uma desconexao entre as areas do
cérebro que normalmente funcionam interligadas, em adultos jovens. Esses autores
ressaltam a importancia do funcionamento cerebral na ampliacao das redes cognitivas e
da expansdo dos conhecimentos sobre a base molecular do envelhecimento do cérebro e
a atuacdo deste o6rgdo no envelhecimento do corpo, para que seja possivel interferir e

tratar o declinio cognitivo (BEYER; ARIZA, 2012).

O envelhecimento pode ser reconhecido como um mediador de doencas
neurodegenerativas, ¢ a causalidade esta relacionada ao acimulo de proteinas, que
geram toxicidade, decorrentes dos fatores ambientais. (BROADLEY; HARTL, 2009;
DIMANT; EBRAHIMI-FAKHARI; MCLEAN, 2012; OUTEIRO; MARQUES;
KAZANTSEYV, 2008). Neste sentido ocorre a perda de neur6nios dopaminérgicos, onde
presenca de inclusdes proteicas citoplasmaticas chamadas corpos de Lewy, nos poucos
neurénios dopaminérgicos sobreviventes, € a caracteristica marcante na patologia da

doenga de Parkinson (VIVES-BAUZA; PRZEDBORSKI, 2011; WALES et al., 2013).

6.3. Doenca de Parkinson

A doenca de Parkinson ¢ uma patologia neurodegenerativa caracteristica do
envelhecimento. As estatisticas atuais mostram que para cada 100.000 habitantes 20
individuos sdo acometidos pela doenga por ano, tendo uma incidéncia de até 3% na
populacao mundialmente (COLLIER; KANAAN; KORDOWER, 2011). Esta doenca
se manifesta principalmente em pacientes idosos, € tem maior prevaléncia na América

do Norte e Europa (MUSGROVE; KING; DICKSON, 2012).

Em 1817, o cientista James Parkinson, pioneiro dos estudos referentes a doenca

de Parkinson, caracterizou esta doenca como uma enfermidade causada pela presenca de

Luana Tais Hartmann Backes ppgEH



movimentos tremulantes involuntarios, com suscetivel diminui¢ao da forga muscular,
tendéncia a inclinacdo do tronco para frente e alteracdo da marcha, em que os sentidos e
o intelecto permanecem preservados (JIN, 2010). Assim, a capacidade cognitiva do
paciente encontra-se limitada. Anos apds, o neurologista Jean-Martin Charcot
acrescentou anormalidade no tonus muscular e na cognicao, sugerindo entdo dar o nome
de doenca de Parkinson em reconhecimento da descri¢ao realizada em 1817 (BACKES;
SCORTEGAGNA; BERTOLIN, 2013; DICKSON, 2012; FREITAS; MAGALHAES,
2011; MOTA; FIGUEIREDO; DUARTE, 2004).

A doenca de Parkinson leva a disfungdo e a perda seletiva dos neuronios
dopaminérgicos presentes na substancia nigra do cérebro, responsaveis pela secre¢do do
hormonio dopamina nos ganglios da base, que controlam e ajustam a transmissao dos
comandos conscientes vindos do cortex cerebral para os musculos do corpo humano
(FELLNER; STEFANOVA, 2012). Nao somente os neurdonios dopaminérgicos, mas
outras estruturas produtoras de serotonina, noradrenalina e acetilcolina estdao envolvidas
na génese da doenca (COLLIER; KANAAN; KORDOWER, 2011; IMAIL LU, 2011;
KUMAR et al., 2012; MARQUES; OUTEIRO, 2012; TOFARIS, 2012; TREDICI;
BRAAK, 2012; VENDEROVA; PARK, 2012).

Hipoteses sugerem que a origem desta patologia estd relacionada ao estresse
oxidativo resultante da exposi¢do aos metais ou toxinas ambientais e profunda
disfung¢do mitocondrial (COUNE et al., 2013; VENDEROVA; PARK, 2012; VIVES-
BAUZA; PRZEDBORSKI, 2011).

Por tanto, a doenca de Parkinson, se caracteriza diretamente pelo acimulo e a
agregacao da proteina que representa ser a molécula-chave responsavel pela toxicidade
neuronal e o consequente agravamento da patogenia, conhecida como alfa-sinucleina,
sendo este o primeiro gene a ser identificado e associado com a doenga de Parkinson
(BENDOR; LOGAN; EDWARDS, 2013; KLEIN; WESTENBERGER, 2012;
MARQUES; OUTEIRO, 2012; POLYMEROPOULOS et al., 1997; TERAOKA et al.,
2012).
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Durante o envelhecimento normal os niveis de dopamina caem 50%, sendo que
um individuo com 80 anos de idade pode ter até 50% das proteinas oxidadas, na doenga

de Parkinson 80% da dopamina estrial ¢ perdida (KUMAR et al., 2012).

Neste sentido, entende-se que o comprometimento neuroldgico causado pela
doenga de Parkinson pode ser considerado irreversivel, sabendo-se que ao surgirem os
sintomas, o sistema neuronal j& esta acometido pela diminui¢do dos niveis de dopamina
em 80%, que atenua o acimulo e agregacdo das proteinas responsaveis pela toxicidade
neuronal (BACKES; SCORTEGAGNA; BERTOLIN, 2013; PACHECO; AGUAYO;
OPAZ0, 2012).

Neste sentido, o interesse pela da cura da doenca de Parkinson ainda ndo ¢
conhecida pela ciéncia, no entanto a possibilidade em manter o controle desta patologia
e das demais sinucleinopatias pode advir do uso de terapias antioxidantes naturais

(MARQUES; OUTEIRO, 2012).

6.4. Proteina parkinsoniana Alfa-sinucleina

Alfa-sinucleina ¢ caracterizada por ser uma proteina composta por 140
aminodcidos com um peso molecular aproximado de 14 kDa, que esta primariamente
presente nos terminais pré-sindpticos ndo amiloides apresentando também uma
localizagdao nuclear e, mais recentemente, foi detectada sua presenga na mitocondria.
(BENDOR; LOGAN; EDWARDS, 2013; MARQUES; OUTEIRO, 2012; SOPER et al.,
2011).

A alfa-sinucleina possui uma estrutura de proteina desdobrada que em condigdes
fisiologicas pode assumir estrutura helicoidal, formando agregados insoluveis, ligando-
se preferencialmente a membranas celulares onde passa a gerar quadros de toxicidade
nas sinapses. Estes quadros levam a disfun¢do do transporte axonal, € a consequente
redugdo da liberacdo de neurotransmissores, fazendo com que o processo degenerativo

seja agravado e caracterizando um fator de risco na doenga de Parkinson (EISBACH;
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OUTEIRO, 2013; OUTEIRO et al., 2009; SAMPAIO-MARQUES et al., 2012). A

Figura 1 ilustra como ocorre a agregacao e toxicidade da alfa-sinucleina.

Figura 1. Processo de agregacao e toxicidade da proteina alfa-sinucleina.

Fonte: Eisbach e Outeiro (2013).

A alfa-sinucleina na forma soluvel ¢ atacada pelas vesiculas sinapticas e outras
membranas incluindo as organelas sinapticas. O contetido dopaminérgico ¢ transportado
até o axonio ao longo de microtibulos em direcao a periferia da célula. Sob condi¢des
patoldgicas, a alfa-sinucleina se acumula em oligdmeros e agregados, que leva a
disfuncdo do transporte axonial, ocorrendo assim a diminui¢do da liberacdo de

neurotransmissores (EISBACH; OUTEIRO, 2013).
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Considerada a peca chave na doenca de Parkinson, a alfa-sinucleina é o
componente primario dos Corpos de Lewy, que sdo estruturas celulares presentes nos
neurdnios afetados devido a diminuicdo do hormoénio dopamina (TREDICI; BRAAK,
2012; WAN; CHUNG, 2012). Achados dos Corpos de Lewy nos neurdnios
sobreviventes levantam a ideia de que o menor peso molecular da proteina alfa-
sinucleina pode constituir as espécies toxicas (MARQUES; OUTEIRO, 2012;
OUESLATI et al, 2012; SAMPAIO-MARQUES et al, 2012). A formagdo de
agregados de alfa-sinucleina tem forte relagdo com o aumento dos niveis de estresse
oxidativo (BEYER; ARIZA, 2012; DETTMER et al., 2013; EISBACH; OUTEIRO,
2013; PACHECO; AGUAYO; OPAZO, 2012; WITT, 2012).

Assim, sugere-se que a alfa-sinucleina seja um modulador negativo na
neurotransmissao, devido a expressao desta proteina alterar a captagdo de dopamina
pelo transportador membranar (GONCALVES; OUTEIRO, 2013; OUTEIRO et al.,
2008; PERFEITO; REGO, 2011). A alfa-sinucleina esta ainda diretamente envolvida no
recrutamento da dopamina e na compartimentalizagdo pré-sindptica da mesma.
Acredita-se que a interacdo desta proteina com as vesiculas sinapticas podera ser critica
para a sua fun¢do normal, tendo influéncia patologica na doenga de Parkinson (ANGOT
et al., 2012; FELLNER; STEFANOVA, 2012; TOFARIS et al., 2011; WALES et al.,
2013; WITT, 2012).

Apesar de o mecanismo de toxicidade da alfa-sinucleina ainda ndo estd bem
esclarecido em relacdo ao transporte axonal e a integracdo de resquicios neurais quanto
a questao das membranas receptoras (EISBACH; OUTEIRO, 2013). No entanto, sabe-
se que ela promove um processo de agregacdo através da formagdo dos grumos que
passam a gerar toxicidade, agravando as patologias neurodegenerativas (OUTEIRO et

al., 2009).

As alteragdes e modificagdes causadas pela toxicidade de alfa-sinucleina no
cérebro de pacientes afetados pela doenga de Parkinson e outras alfa-sinucleopatias, tem
sido indicadas pelo acimulos de inclusdes dos corpos de Lewy que contém substancias
fosforiladas, causadas pelo estresse oxidativo (XILOURI; BREKK; STEFANIS, 2012;
XUAN et al., 2011).
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Evidéncias sugerem que a agregacdo ¢ o evento-chave que aciona a
neurotoxicidade mediada pela alfa-sinucleina nas doencas neurodegenerativas, o que
direciona pesquisas cientificas quanto as propriedades funcionais desta proteina
(GONCALVES; OUTEIRO, 2013; MARQUES; OUTEIRO, 2012; TENREIRO;
OUTEIRO, 2010; TREDICI; BRAAK, 2012; XILOURI; BREKK; STEFANIS, 2012).

Assim, a compreensdo estrutural e fisioldgica da proteina a nivel molecular ¢é
fundamental para o desenvolvimento de novas terapias que possam manter o controle
das patologias envolvidas, sobretudo, a possivel esperanga de cura para a doenga de

Parkinson (CALDINELLI; ALBANI; POLLEGIONI, 2013; GUERRERO et al., 2013).

6.5. Disfuncdo mitocondrial, como processo envolvido na

neurodegeneracio em Doenca de Parkinson

As mitocOndrias sdo organelas celulares muito importantes na produgdo de
energia na forma de ATP. Elas sdo produtoras de espécies reativas de oxigénio, de
acordo com a premissa da teoria dos radicais livres na disfuncdo mitocondrial do
envelhecimento. De acordo com esta teoria, o estresse oxidativo ataca mitocondrias
levando ao aumento dos danos oxidativos (HARMAN, 1988; RISTOW;
SCHMEISSER, 2011). Como consequéncia, as mitocondrias danificadas tornam-se
progressivamente menos eficientes, ¢ perdem sua integridade funcional passando a
liberar mais moléculas de oxigénio. Isso causa maiores danos oxidativos e culmina no
acumulo de mitocondrias disfuncionais de acordo com a idade (AMARAL et al., 2013;

ESTEVES et al., 2011; LI et al., 2010; PABON, 2011; PERFEITO; REGO, 2011).

A disfun¢do mitocondrial ¢ um processo neurodegenerativo que ocorre
juntamente com a agregagdo e toxicidade causada pela morte celular dos neuronios
dopaminérgicos (ABOU-SLEIMAN; MUQIT; WOOD, 2006; IMAI; LU, 2011) e vem
sendo implicada na patogénese da doenca de Parkinson (BUTLER et al., 2012;
SCHAPIRA, 2007).
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Embora a causa das doengas neurodegenerativas ainda ndo tenha sido
completamente elucidada, fatores de predisposicdo genética, juntamente com agentes
ambientais sdo fatores que para desencadeiam uma cascata de eventos deletérios, que
acredita-se estarem envolvidos na disfuncdo mitocondrial, o estresse oxidativo e o
processo de expressdo das proteinas bem como a falha do mecanismo de degradacao
destas proteinas, o qual, leva a morte dos neurdnios dopaminérgicos (DAUER;
PRZEDBORSKI, 2003; PERFEITO; REGO, 2011; VIVES-BAUZA; PRZEDBORSKI,
2011).

Caracteristicas patoldgicas proeminentes da doengca de Parkinson incluem
disfungao mitocondrial e o acumulo de inclusdes de proteina em corpos de Lewy. Estes
fenotipos da doenga podem surgir a partir de deficiéncias na qualidade dos sistemas de
controle das mitocondrias e proteinas celulares citoplasmaticas envolvendo fissao
mitocondrial, e autofagia, pelo comprometimento da via da ubiquitina-proteossoma
podendo induzir o acimulo de espécies reativas de oxigénio na mitocondria (KUMAR

etal., 2012; TAKEDA et al., 2010; TENREIRO et al., 2013).

Desta maneira, a mitocondria afetada ¢ posteriormente removida pela via
autofagica e ocorre a diminuicdo da biogénese mitocondrial (EISBACH; OUTEIRO,
2013; SAMPAIO-MARQUES et al., 2012; TAKEDA et al., 2010; XILOURI; BREKK;
STEFANIS, 2012). Assim, as vias para a sintese de proteinas, controle de qualidade,
manutencao mitocondrial e dindmica mitocondrial sio mecanicamente interconectados

na patogénese da doenga e representam novos alvos para a prevengao e tratamento.

A conexao entre a disfuncdo mitocondrial e a autofagia, constitui um processo
autodestrutivo de morte celular, decorrente do processo de envelhecimento da célula,
sendo evidente em diversas doengas, especialmente nas doengas neurodegenerativas
(MADEO; TAVERNARAKIS; KROEMER, 2010; SAMPAIO-MARQUES et al.,
2012; TENREIRO et al., 2013; VIVES-BAUZA; PRZEDBORSKI, 2011).

Neste sentido, pesquisas cientificas dirigidas as fungdes patologicas de
mitocondrias em doenca de Parkinson levantam a possibilidade de que as toxinas

ambientais que afetam a mitocondria representam a principal causa de doenga de
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Parkinson, sendo caracterizadas como toxinas mitocondriais indutoras de parkinsonismo

(IMAIL LU, 2011; WALES et al., 2013).

6.6. Radicais Livres e Estresse oxidativo, sua relacio com a

Doenca de Parkinson

O processo bioldgico pelo qual todas as espécies vivas passam, e que age todos
os dias em diferentes variedades desde a aparéncia fisica até a comportamental, ¢ o
processo de envelhecer, sendo caracterizado por uma diminui¢do no funcionamento
fisiologico do organismo, bem como um aumento na incidéncia de doengas que podem
conduzir & morte (KUMAR et al., 2012). Estudos apontam como aspectos de maior
responsabilidade no envelhecimento humano, as espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio (RISTOW; SCHMEISSER, 2011). Nas tultimas décadas, pesquisas foram
desenvolvidas para esclarecer o papel destas espécies em processos fisiopatologicos
diversos (KIRKWOOD; AUSTAD, 2000; KOURTIS; TAVERNARAKIS, 2011; YU;
CHUNG, 20006).

A teoria dos radicais livres no processo de envelhecimento, originalmente
proposta por Harman (1956), estabelece que as espécies reativas de oxigénio estariam
envolvidas e seriam responsaveis por causar danos celulares, resultando em aceleragao
de disfungdes e levando ao desenvolvimento de desordens organicas (HARMAN, 1988;
TEIXEIRA; GUARIENTO, 2010). Em adi¢do a teoria, o envelhecimento também
decorreria da acao toxica dos radicais livres. Segundo Freitas e Magalhaes (2011), os
radicais livres poderiam ser responsaveis, além dos danos celulares, por mutagéneses,
canceres, bem como, pelo processo degenerativo do envelhecimento biologico

(FREITAS; MAGALHAES, 2011).

Radicais livres sdo caracterizados como atomos, podendo estar em grupos ou
moléculas que possuem elétrons livres ndo-pareados em sua camada orbital externa, o
que explica sua instabilidade e elevada reatividade (KUMAR et al., 2012). A condig¢ao

impar pode originar-se pela perda ou ganho de um Unico elétron. Uma vez formados,
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estes elétrons buscam se estabilizar cedendo ou doando um elétron de espécies quimicas
vizinhas. Estes por sua vez passam a ser os Radicais Livres. Desta forma, origina-se
uma reacdo em cadeia, que termina por alterar a conformagao, a estrutura ou as fungdes
de proteinas, fosfolipidios de membrana, 4cidos nucleicos e outros componentes

celulares (JIN, 2010; OUTEIRO et al., 2007; YU; CHUNG, 20006).

Neste sentido, acredita-se que o desemparelhamento de elétrons possa
determinar uma atragdo para um campo magnético, responsavel pela alta reatividade,
capaz de reagir com qualquer composto situado proximo a sua Orbita externa, como
proteinas, lipidios e DNA, passando a ter uma funcdo oxidante ou redutora de elétrons,
ou seja, reagem com outras moléculas contra as quais colidem, retirando elétrons desta
substancia, modificando suas estruturas moleculares (KENYON, 2010; KUMAR et al.,
2012).

Os Radicais Livres podem ter origem exdgena ou endogena, estando as fontes
endogenas relacionadas com o processo de respiracao celular, como ¢ possivel

visualizar na imagem da figura 2.

Figura 2. Reagdo da formacao de espécies reativas de oxigénio

Fonte: Augusto (2006).
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Durante o processo de respiracdo celular, estima-se que 95% do oxigénio que €
consumido, segue até a cadeia do citocromo mitocondrial para formar energia e agua.
Os outros 5% sdo metabolizados na forma de espécies reativas de oxigénio: radical
superoxido (O,), peroxido de hidrogénio (H,0O,) e radical hidroxila (OH). Dentre estas

substancias, a mais reativa ¢ o radical hidroxila, podendo causar lesdo da membrana
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lipoprotéica e em componentes celulares, através do processo de peroxidacdo lipidica,
alteracdo da permeabilidade vascular, alteragdo da estrutura de proteinas, 4cidos
nuclé€icos, carboidratos, alteracdes oxidativas em moléculas de longa duragdo, como a
elastina e o colidgeno (FREITAS; MAGALHAES, 2011; MOTA; FIGUEIREDO;
DUARTE, 2004; MUNOZ et al., 2012).

O organismo humano possui defesas antioxidantes eficientes, incluindo enzimas
como superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase e glutationa
redutase (RISTOW; SCHMEISSER, 2011). E provavel, no entanto, que os erros na
sintese de enzimas contribuam para aumentar a producdo de espécies reativas de
oxigénio, assim, estas reservas enddgenas antioxidantes tornaram-se insuficientes de

evitar os danos celulares (COLLIER; KANAAN; KORDOWER, 2011).

Neste sentido, se os radicais primarios nao forem desativados imediatamente por
enzimas ou moléculas antioxidantes, surgirdo danos bioldgicos nas macromoléculas.
Este acimulo de danos, com o passar da idade nas células e tecidos, ¢ resultante do
aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio, ou de uma diminuicdo da
capacidade antioxidante e na velocidade de remocdo e reparacdo das mesmas

(HARMAN, 1988; TEIXEIRA; GUARIENTO, 2010).

A medida em que ocorre o envelhecimento, ha um declinio nos mecanismos
normais de defesa antioxidante que tornam o cérebro mais vulneravel aos efeitos
deletérios, como resultado da oxidagdo. O estresse oxidativo e a inflamacgao sao também
conhecidos como principais contribuidores para as doencas neurodegenerativas

(KOURTIS; TAVERNARAKIS, 2011; KUMAR et al., 2012).

Portanto, o estresse oxidativo ¢ um fendomeno causado pela exposicdo e o
acumulo de toxinas geradas por fatores extrinsecos e intrinsecos sejam esses, fatores
ambientais, fatores de radiagdo, agentes quimicos e toxicos, poluentes, tabagismo,
alcoolismo, dieta desequilibrada, que conduzem a oxidacao de biomoléculas com perda
de suas fungodes bioldgicas e desequilibrio homeostatico, cuja manifestagdo ¢ o dano
oxidativo potencial contra as células. O cérebro, que rege o organismo como um todo,

por utilizar grandes concentragdes de oxigénio para manutengdo e equilibrio dos
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sistemas, estd muito vulneravel ao estresse oxidativo, sendo um fator de risco para as
patologias neurodegenerativas (COUNE et al., 2013; MARQUES; OUTEIRO, 2012;
TERAOKA et al., 2012).

O envolvimento da proteina alfa-sinucleina com o estresse oxidativo, ja esta
estabelecido, no entanto, ainda ¢ necessario elucidar se ha uma relacdo com capacidade
de ligacdo 4 membrana celular e se a toxicidade da alfa-sinucleina ¢ um resultado da
oxidacdo da dopamina, ou vice-versa, fazendo-se necessario maiores pesquisas

(EISBACH; OUTEIRO, 2013; MUNOZ et al., 2012; SILVA et al., 2012).

Os parametros relacionados ao estresse oxidativo sao estabelecidos por meio de
anélises laboratoriais que respondem aos marcadores de Substancias Reativas ao Acido
Tiobarbiturico (TBARS). Um dos principais mecanismos de lesdo causada pelo estresse
oxidativo como resultado da geragdo de radicais livres ¢ a oxidagdo da camada lipidica
da membrana celular, a lipoperoxidagao. Este processo provoca alteragdes estruturais e
funcionais da membrana, que prejudicam o metabolismo, refletindo principalmente, na
sua perda de integridade, permeabilidade e fluidez, podendo levar & morte celular
(FERREIRA; MATSUBARA, 1997; SAMPAIO; MORAES, 2010; SCHNEIDER;
OLIVEIRA, 2004; SHIGENAGA; HAGEN; AMES, 1994).

Os produtos resultantes da peroxidagao lipidica sdo parametros importantes para
o monitoramento do dano causado pelas espécies reativas de oxigénio nos lipideos. E
por serem instdveis se degradam em produtos secunddrios que sdo chamadas de
substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS), o qual promove informagao
significativa sobre as avaliagcdes. Os niveis destas substancias sdo utilizados como
marcadores da peroxidacdo lipidica nos estados de estresse oxidativo elevados
(FERREIRA; MATSUBARA, 1997; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999; YILDIRIM
et al., 2007; VASCONCELOS et al., 2007).

O processo de peroxidagdo lipidica ¢ iniciado pela reagdo de um radical livre
com um &cido graxo insaturado e propagada por radicais peroxilas. Resulta na formacao
de hidroperdxidos lipidicos e aldeidos, tais como o malondialdeido, 4-hidroxinonenal e

isoprostanos, que podem ser detectados e utilizados para se avaliar o estresse oxidativo
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(GAY et al., 1999; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999; HSIEH; KINSELLA, 1989;
JIANG; WOOLLARD; WOLF, 1991).

Dentre as defesas enzimaticas responsaveis pela protecdo dos sistemas
bioldgicos, encontra-se a enzima superdxido dismutase (SOD). A atividade desta
enzima foi descrita pela primeira vez por McCord e Fridovich (1969). A atividade da
superdxido dismutase pelo sistema de deteccdo adrenalina-citocromo esta baseada na
inibigdo da reagdo do radical superoxido com a adrenalina (SOUTHORN; POWIS,
1988; BOVERIS et al., 1983).

A catalase, conhecida como uma enzima intracelular encontrada na maioria dos
organismos decompde o peroxido de hidrogénio (H202). Esta enzima encontra-se no
citoplasma de procariontes (NELSON; KIESOW, 1972). A decomposi¢do do peroxido
de hidrogénio pela catalase pode ser acompanhada pelo decréscimo de absorbancia,
sendo que a diferenga da absorbancia por unidade de tempo ¢ usada para medir a
atividade da catalase, o que permite analisar o efeito protetor de compostos aos danos
causados pelo estresse oxidativo sobre a atividade de enzimas do sistema antioxidante

natural do modelo experimental.

Parametros considerados para andlise de Viabilidade celular, também medem os
danos oxidativos, isto ocorre pela medida da sobrevivéncia celular frente a expressoes
citotoxicas. As andlises realizadas nestes tipos de sistemas sdo rapidas e permitem a
utilizagdo de células com as variadas caracteristicas genéticas. Por estas razdes a
levedura Saccharomyces cerevisiae torna-se um dos melhores modelos de sistema
eucaridtico unicelular para estudos de estresse oxidativo (GUARIENTTI et al., 2010;

SOARES et al., 2005).

6.7. Antioxidantes como substiancias funcionais na terapéutica da

Doenca de Parkinson

Os antioxidantes se caracterizam como agentes responsaveis pela inibicdo e

reducdo das lesdes causadas pelos radicais livres nas células. Mesmo presentes em
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baixas concentragdes em relacao ao substrato oxidante, os antioxidantes tem o poder de
inibir as taxas de oxidagdo, impedindo o ataque das espécies reativas de oxigénio sobre
os lipideos, aminoacidos e as bases do DNA, evitando assim a perda da integridade
celular (LU et al., 2010; ROCHA et al., 2007). Antioxidantes sdo substincias
moleculares que neutralizam radicais livres, aceitando ou doando elétrons para eliminar
a condicdo desemparelhada do radical. Os antioxidantes atuam em variados niveis na
protecao dos organismos, sendo que o primeiro mecanismo de defesa ¢ impedir a

formacao dos radicais livres, ou destrui-las (HARMAN, 1988).

O sistema de defesa antioxidante ¢ formado por compostos enzimaticos € nao-
enzimaticos, estando presentes tanto no organismo quanto em componentes naturais. O
sistema enzimatico, ¢ composto por enzimas superdxido dismutase (SOD), glutationa-
peroxidase (GPx) e catalase (CAT) (LU et al., 2010). O sistema de defesa antioxidante
ndo enzimatico inclui as moléculas que interagem com as espécies radicalares
consumidas durante a reacdo. O processo de reparo das lesdes estd relacionado com a
remocao de danos da molécula de DNA e a reconstituicdo das membranas celulares
danificadas. Nesta classificacao, incluem-se os antioxidantes naturais e sintéticos como
compostos fenodlicos e pigmentos (ALFIERI; LEUNG; GRACE, 1998; GUARIENTTI et
al., 2010; BIACHI; ANTUNES, 1999).

O equilibrio entre o sistema de defesa antioxidante e os agentes 6xido-redutores
¢ de essencial importancia, devido o perigo que o oxigénio apresenta aos seres vivos,
visto que, os organismos aerobios sobrevivem a sua presenga somente por possuirem
defesas antioxidantes. Os agentes 6xido-redutores sdo gerados de forma endégena como
consequéncia direta do metabolismo do oxigénio e também em situagcdes nao-
fisiologicas, como a exposi¢do da célula a xenobidticos que provocam a reducdo
incompleta de O2 (SILVA et al., 2012). Sendo assim, durante o metabolismo aerébio, a
possibilidade de ocorrer lesdo oxidativa nos tecidos vai depender de um preciso
equilibrio entre a geracdo de radicais de oxigénio e a eficidcia dos mecanismos

antioxidantes (RISTOW; SCHMEISSER, 2011; TRACHOOTHAM et al., 2008).

Existem possibilidades frente aos antioxidantes em manter o controle da doenca

de Parkinson, visto que a cura para esta patologia ainda ndo ¢ totalmente conhecida pela
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ciéncia. A busca pela terapia a base de antioxidante seria capaz de controlar a taxa de
progressao e corrigir alteracdes de aspectos multiplos da proteina alfa-sinucleina, a fim
de fornecer solucdes antioxidantes de controle da doencas para os pacientes que sofrem

de disturbios neurologicos devastadores (YASUDA; NAKATA; MOCHIZUKI, 2012).

Alguns estudos tem demonstrado que os compostos antioxidante sdo capazes de
proteger as células neuronais por meio da eliminag@o dos radicais livres e ativacao dos
mecanismos de defesa antioxidantes. Além disso, a terapéutica de associagdo, com 0s
antioxidantes e as drogas existentes pode ser benéfica e melhorar a eficacia da terapia
padrao para o tratamento da doenga de Parkinson (MARQUES; OUTEIRO, 2012;
VENDEROVA; PARK, 2012).

A suplementagdo a base de antioxidantes, contando com multiplos agentes cada
um especificamente dirigido a um aspecto da doenga degenerativa no tempo e dosagem
adequados, pode gerar resultados promissores no controle destas patologias. Deste
modo, espera-se encontrar respostas promissoras advindas de antioxidantes naturais
para manter o controle da doenca de Parkinson (ARON; TSVETKOV; FINKBEINER,
2013; COLLIER; KANAAN; KORDOWER, 2011).

6.8. Spirulina platensis e a Ficocianina como substincia funcional

na terapia da Doenca de Parkinson

As cianobactérias sdo organismos fotossintetizantes com mecanismos
fisiologicos e biomoleculares fortemente desenvolvidos para defesa contra espécies
reativas de oxigénio, uma vez que as membranas fotossintéticas sdo alvo primario para
os efeitos deletérios oxidativos. Por essa razdo, esses organismos podem representar
uma importante fonte de substancias antioxidantes naturais tanto para a industria
alimenticia como para a area farmacéutica (BACHSTETTER et al., 2010; BERMEJO-
BESCOS; PINERO-ESTRADA; FRESNO, 2008; ZHOU et al., 2013).

A Spirulina platensis habita em aguas alcalinas, salobras, marinhas e doces. Por

meio da fotossintese, converte os nutrientes em matéria celular e libera oxigénio. Os
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primeiros relatos do uso da Spirulina platensis datam da pré-historia, a partir da
informacao de que tribos de cagadores coletavam massas gelatinosas de algas verde-
azuladas e as consumiam cruas ou cozidas (BACHSTETTER et al., 2010; CHEONG et
al., 2010).

A microalga Spirulina platensis ¢ legalmente autorizada como complemento
alimentar na Europa, Japao e Estados Unidos pelo FDA, que recentemente, emitiu o
primeiro certificado Generally Recognized as Safe (GRAS) para a Spirulina,
deliberando o seu uso como alimento sem apresentar risco a satide. No Brasil, a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA) reconheceu a Spirulina como composto

utilizado nas formulagdes de alimentos (ZHOU et al., 2013).

As cianobactérias possuem especificos pigmentos, dentre eles, carotenoides,
clorofila e biliproteinas, os quais conferem diferentes propriedades funcionais. A
Spirulina platensis tem como seu principal pigmento a ficobiliproteina, ficocianina

(BOUSSIBA; RICHMOND, 1979; CHEONG et al., 2010; GUARIENTI et al., 2010).

A ficocianina ¢ conhecido por ser o principal componente do extrato aquoso de
Spirulina platensis, possui caracteristicas importantes por ser uma proteina natural, de
cor azul unica, ¢ soltivel em 4gua, possui alta estabilidade com pH 5-7, propriedades
terapéuticas e atividade antioxidante e anti-inflamatdria, além de uma promissora
aplicagdo em diagnosticos devido propriedades fluorescentes que possibilitam a

utilizagdo em ensaios imunolégicos (DENG; CHOW, 2011).

Para tal, a ficocianina apresenta-se como estimulante do sistema imunolédgico
(CHEONG et al., 2010). Em muitos paises, o pigmento ¢ usado como suplemento na
alimenta¢do e na farmacologia, devido ao seu potencial nutracéutico, anti-inflamatorio e
antibacteriano (BERTOLIN et al., 2009; COLLA; BAISH; COSTA, 2008; COSTA et
al., 2005). O extrato da microalga ¢ também utilizado como antioxidante e anti-
estressor do sistema nervoso, pois atua diminuindo a patogenicidade de doencgas
neurodegenerativas neurologicas ativando a microglia, além de exibir um efeito

preventor sobre infec¢des virais (GUARIENTI et al., 2010; ZHOU et al., 2013).
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Eestudo realizado por Bermejo et al. (2008), revelou que a ficocianina, pode ter
papel antioxidante importante na atividade neuroprotetora, no entanto, ainda ndo se tem
exata comprovagdo deste potencial. Estudos anteriores realizados por este grupo de
cientistas mostraram que o extrato proteico de Spirulina platensis é um potente
destruidor de radicais livres, devido a sua capacidade quelante e inibitéria sobre a

peroxidagao lipidica micro-somal.

Ainda sdo poucos os estudos que relacionam a utilizagdo da terapia através do
extrato de Spirulina platensis mais precisamente com a ficocianina com a finalidade de
proporcionar uma redug¢do da neurotoxicidade causada pela agregagdo da alfa-
sinucleina, e o consequente aumento da longevidade, especialmente com a utilizagdo de
modelo experimental Saccharomyces cerevisiae (BACHSTETTER et al.,, 2010;
PABON, 2011). Neste sentido, a busca por tratamentos terapéuticos destinados a
retardar o aparecimento e a progressdo destas patologias, se fazem necessarios, de
maneira que nenhuma terapia bem sucedida foi ainda desenvolvida para aliviar e

controlar efetivamente essas doencas.

6.9. Levedura Saccharomyces cerevisiae como modelo

experimental

A tltima década assistiu avancos fundamentais para a compreensao do processo
de envelhecimento elevando o otimismo de que as intervencdes para retarda-lo bem
como suas consequentes doengas neurodegenerativas podem estar ao nosso alcance.
Fatores que abrangem a longevidade tém sido mostrados para modular o
envelhecimento em modelos de estudos como invertebrados ¢ mamiferos, no entanto,
estudos com o modelo levedura trouxeram imensas contribuicdes para este progresso.
As primeiras intervencdes para retardar as doencas neurodegenerativas decorrentes do
envelhecimento humano podem surgir a partir da humilde levedura (KAEBERLEIN,
2010).
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A levedura Saccharomyces cerevisiae é um microrganismo unicelular,
eucaridtico, de ocorréncia no solo, na dgua, nos vegetais, nos insetos, animais € no
homem, tendo sua disseminagdo espalhada pelo vento. Estes microrganismos se
reproduzem por sucessivas divisdes mitoticas através de brotamento das células filhas,
sempre clones da célula mae, ou ainda por reprodugdo sexuada quando submetidas a
condi¢des ambientais especiais (MANNARINO et al., 2010; TENREIRO et al., 2013).
Seu metabolismo ¢ semelhante ao de eucariotos superiores, com mecanismos proprios
de ativacdo metabolica, dependentes da respiracdo mitocondrial para manter a

viabilidade (KAEBERLEIN, 2010; RALSER; MICHEL; BREITENBACH, 2012).

A levedura e as demais espécies fungicas apresentam um papel fundamental para
se compreender a biologia basica do envelhecimento. O modelo de estudo levedura
Saccharomyces cerevisiae, representa um dos mais importantes modelos experimentais
usados em pesquisas sobre o envelhecimento. Em comparagdo com outros sistemas, a
levedura Saccharomyces cerevisiae permite quantificar a longevidade e avaliar a
atividade antioxidante de compostos de forma rapida, econdmica e reprodutivel, devido
seu fendmeno de brotamento, bem como o que tem permitido definir os mecanismos
moleculares de envelhecimento neste organismo (KAEBERLEIN, 2010; KOURTIS;
TAVERNARAKIS, 2011).

O envelhecimento celular nas leveduras se distingue entre envelhecimento
replicativo e envelhecimento cronologico. Sendo que o replicativo, também chamado de
envelhecimento especifico, descreve a quantidade de ciclos celulares de que uma célula
de levedura conclui antes da senescéncia, ou em outras palavras, quantos brotamentos
surgem de cada célula mae (KUMAR et al., 2012; MORTIMER; JOHNSTON, 1959).
O envelhecimento cronolédgico, ¢ definido pelo tempo em que uma cultura de levedura
perdura a 4 ° C (FABRIZIO; LONGO, 2003; POSTMA et al., 2009). Ambos dependem
da rede metabolica, no entanto, o envelhecimento replicativo apresenta mecanismos
homologos de envelhecimento ao dos seres humanos (LAUN et al., 2006; RALSER;
MICHEL; BREITENBACH, 2012).

A levedura Saccharomyces cerevisiae como modelo de estudo apresenta a

facilidade na obtencdo de mutagdes genéticas e moleculares, devido ao conhecimento de
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seu genoma. O facil cultivo em meio de cultura, além de curto tempo de geracdo quando

comparado com as cé€lulas animais também € um ponto positivo na utilizagdo deste

modelo eucaridtico (DENG; CHOW, 2011; MANNARINO et al., 2010).

Apesar da diferenca fisiologica entre a levedura e o ser humano, o estudo de
envelhecimento e suas patologias neurodegenerativas, por meio deste modelo
experimental tem proporcionado as introspecgdes chaves abrindo caminhos que

modulam o envelhecimento patolégico no ser humano (TENREIRO; OUTEIRO, 2010).

Sampaio-Marques et al. (2012), afirmam que a levedura Saccharomyces
cerevisiae se mostra como poderoso modelo na busca para esclarecer diferentes
aspectos moleculares associados ao efeito citotoxico da alfa-sinucleina, devido a
vantagem de ser um sistema estabelecido com mecanismos de envelhecimento e

mantendo uma conservagao ao nivel molecular basico.

Estudos recentes tém demonstrado que quando ocorre a mutagdo para expressao
alfa-sinucleina em Saccharomyces cerevisiae, esta expressdo se da na membrana
plasmatica e forma inclusdes. A expressao de alfa-sinucleina em leveduras também foi
mostrada para inibir o crescimento, provocar o acumulo de goticulas lipidicas, alterar
trafego de vesiculas e o aumento de espécies reativas de oxigénio (OUTEIRO;

LINDQUIST, 2003).

Os estudos em células eucaridticas de levedura Saccharomyces cerevisiae
possibilitam a compreensdao dos mecanismos moleculares do envelhecimento pela
identificacdo de fatores que modificam o aumento da longevidade. Sendo um organismo
simples e de reduzida complexidade, com vantagens genéticas incluindo um genoma
completamente sequenciado (HOWITZ et al., 2003; KAEBERLEIN, 2010;
MANNARINO et al., 2010).

Devido as leveduras terem provado ser um modelo valioso para pesquisas da
doenga de Parkinson, surgiram as muta¢des genéticas no organismo Saccharomyces
cerevisiae, que vieram com a intengdo de assumir as propriedade da proteina
parkinsoniana. Sendo assim, surpreendentemente a inser¢ao genética de alfa-sinucleina

em leveduras foi identificada e muitos destes agrupamentos de genes estdo relacionados
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com o metabolismo de lipidios e transporte vesicular, podendo através da indugdo do
estresse oxidativo dar inicio a formagao dos agregados e liberagdo da toxicidade de alfa-
sinucleina (EISBACH; OUTEIRO, 2013; OUTEIRO; LINDQUIST, 2003;
WILLINGHAM et al., 2003).

Neste sentido, a levedura ¢ um modelo experimental que proporciona a
possibilidades de manipulagdes com mutagdes genéticas. Além da expressdo para a
proteina parkinsoniana, a levedura também proporciona manipulagdes genéticas através
da insercdao ou delecdo dos genes da enzima Sirtuina, que inclui a SIR1, SIR2, SIR3,
SIR4, SIRS, SIR6 e SIR7 (RALSER; MICHEL; BREITENBACH, 2012), possibilitando
investigacdes frente as abordagens dos mecanismos que envolvem as doencgas
neurodegenerativas, como a doenca de Parkinson (BUTTNER et al., 2010; SAMPAIO-
MARQUES et al., 2012).

6. 10 Sirtuinas — SIR2

Sirtuinas sdo proteinas desacetilizadoras de histonas, dependentes da coenzima
NAD (Nicotinamida Adenina Dinucleotideo) portanto, NAD-dependentes, que
codificam os genes da longevidade, e estdo relacionadas com mecanismos de
sobrevivéncia celular (PAIS et al., 2013). As sirtuinas aumentam a estabilidade do
genoma através de processos de reparagdo, silenciamento genético e manutengdo dos
telomeros e sdo ativadas quando ocorre o aumento nos niveis de estresse oxidativo,

impedindo danos no genoma e fazendo papel de protecao (DONMEZ et al., 2012).

As sirtuinas desempenham diversas fungdes como a regulagao do tempo de vida,
reparo de danos no DNA, resisténcia celular ao estresse e regulagdo metabolica. Atuam
também sobre varios substratos importantes, dentre eles destacando a proteina p53
(relacionada a apoptose celular), fatores de transcrigdo, relacionado a resposta celular ao
estresse e carcinogénese, bem como relacionadas ao metabolismo lipidico e a
gliconeogénese, entre outros com fungdes relacionadas ao desenvolvimento de doengas
ligadas ao envelhecimento (RALSER; MICHEL; BREITENBACH, 2012;
SEBASTIAN et al., 2012).
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As sirtuinas foram inicialmente isoladas do modelo levedura Saccharomyces
cerevisiae, em estudos sobre envelhecimento realizados por Sinclair ¢ Guarente em
1997. Visto que, organismos como bactérias codificam apenas uma sirtuina, os
eucariotos possuem multiplas sirtuinas, como no caso das leveduras que contém quatro
(SIR1, SIR2, SIR3, SIR4). Em mamiferos ¢ constituido por sete membros (SIR1, SIR2,
SIR3, SIR4, SIRS, SIR6, SIR7), e diferenciam-se quanto 4 fungdo e localizagao celular.
A SIR1 em humanos ¢ homologa a SIR2 em leveduras, proporcionando assim estudos
de envelhecimento fidedignos neste modelo experimental (ALBANI; POLITO;
BATELLL et al., 2009; DONMEZ et al., 2012).

Estima-se que as sirtuinas possuem a capacidade de bloquear alguns processos
patologicos que podem contribuir para a lesdo neuronal, incluindo a agregagdo e
acumulo de proteinas, bem como, o envolvimento sobre as vias de morte celular e
disfuncdo mitocondrial. Neste contexto, pesquisas vem sendo realizadas com intuito de
descobrir ativadores e repressores de sirtuinas que sdo de grande interesse para a ciéncia
por atuarem na protecdo dos neurdnios € na repressdo de respostas inflamatorias
patogénicas das células gliais, via ativagdo ou inibi¢do das sirtuinas. Assim, acredita-se
que as sirtuinas podem fornecer caminhos para controlar ou retardar o envelhecimento e
as doencas neurodegenerativas (HOWITZ et al., 2003; KAEBERLEIN, 2010;
RALSER; MICHEL; BREITENBACH, 2012).

Estudos revelam que a SIR1 pode regular a protecdao celular contra o estresse
oxidativo, em muitas doengas relacionadas ao envelhecimento (DONMEZ;
GUARENTE, 2010) Alguns estudos sugerem que a ativagao da SIR1 pode ser uma via
para o tratamento da doenca de Parkinson em virtude dos seus efeitos de protecdo

celular (DONMEZ et al., 2012).

A SIR2 foi a primeira proteina sirtuina descrita por atuar no prolongamento da
vida. Esta sirtuina vem recebendo enorme destaque nos ultimos anos devido seu
envolvimento em diversas fungdes fisiologicas, no metabolismo, envelhecimento e
doengas relacionadas & idade (ALBANI; POLITO; BATELI, et al., 2009;
KAZANTSEV; OUTEIRO, 2012; OLIVEIRA et al., 2012). Neste sentido, a SIR2 como

potencial determinante da longevidade, ¢ capaz de regular o processo de
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envelhecimento em leveduras, sendo que a dele¢do do gene SIR2 diminui a vida util da
levedura em contraste com a superexpressao de SIR2 que estende o tempo de vida

(RALSER; MICHEL; BREITENBACH, 2012).

Estudos relacionados a longevidade apontam que as sirtuinas foram identificadas
como reguladores positivos do tempo de vida, protegendo sistemas mamiferos do
envelhecimento, porém, bloqueando a longevidade anormal em casos especificos em

modelo leveduras e plasmidios (HONJOH e NISHIDA, 2011).

Segundo Outeiro e seus colaboradores (2007) a inibi¢do da SIR2 em células
neuronais humanas também pode fornecer um caminho para intervengao na doenga de
Parkinson. No entanto, a delecdo do gene SIR2 pode resultar na diminuicao do acumulo
de alfa-sinucleina nas estruturas dos corpos de Lewy, com menor perda de neurdnios

dopaminérgicos, protegendo os neurdnios da morte celular.

Assim, a SIR2 pode representar um forte alvo para terapias onde a agregacao de
proteinas ¢ dominante na patogénese da doenga. Esses autores indicam que estudos
futuros devem ser realizados a fim de elucidar o efeito protetor da SIR2 nas doengas
neurodegenerativas e desvendar o paradoxo das propriedades neuroprotetoras das
sirtuinas, ja que a ativa¢do de SIRI e a delegdo de SIR2 parecem promover efeitos
neuroprotetores (JADIYA et al.,, 2011; LORES-ARNAIZ; BUSTAMANTE, 2011;
OLIVEIRA et al., 2012).

Sendo assim, diferentes autores sugerem que a modulagdo das sirtuinas seja no
futuro, um possivel caminho para mimetizar os efeitos do envelhecimento que causam
patologias neurodegenerativas decorrentes dos danos causados pelo estresse oxidativo
(ALBANI et al., 2009; OUTEIRO; MARQUES; KAZANTSEV, 2008; WEBSTER et
al., 2012; PAIS et al., 2013).

7 Hipotese
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A utilizagdo da ficocianina pode ter efeito neuroprotetor frente 4 toxicidade da
proteina alfa-sinucleina e na delegdo do gene SIR2 no modelo levedura Saccharomyces

cerevisiae, devido a suas propriedades antioxidantes.

8 Metodologia

8.1. Delineamento do estudo

Trata-se de um estudo quantitativo experimental. Os procedimentos
experimentais foram realizados com o modelo levedura, conhecido como
Saccharomyces cerevisiae. A partir do modelo levedura foram utilizadas 4 cepas, a
cepa controle (BY4741-025), a cepa controle com mutag@o genética para a expressao da
proteina alfa-synucleina (BY4741-140), a cepa com delecao ao gene SIR2 (SIR2-025) e
a cepa com delecao ao gene SIR2 com mutacdo genética para a expressao da proteina
alfa-synucleina (SIR2-140). A partir destas células foram realizadas andlises
laboratoriais com pardmetros para a avaliacdo dos niveis de estresse oxidativo com e
sem tratamento de ficocianina, que ¢ a substancia funcional em estudo, a fim de analisar
o efeito neuroprotetor e antioxidante deste composto nas células. Os procedimentos

foram realizados no periodo de Janeiro de 2014 a Novembro de 2014.

O delineamento experimental sera realizado conforme apresentado na Tabela 1.

Todas as analises serdo realizadas em triplicata.

Tabela 1: Delineamento experimental para andlise do efeito protetor de ficocianina
frente a toxicidade de alfa-sinucleina e 4 delecdo do gene SIR2 nos cultivos de

Saccharomyces cerevisiae.
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Cultivos Tratamentos Cepas

01 EMPTY-CONTROLE BY4741 - 025
02 EMPTY-CONTROLE (aSyn) BY4741 - 140
03 ASIR2 ASIR2 — 025

04 ASIR2 (aSyn) ASIR2 — 140

05 EMPTY-CONTROLE + Ficocianina BY4741 - 025 F
06 EMPTY-CONTROLE (aSyn) + Ficocianina BY4741 - 140 F
07 ASIR2 + Ficocianina ASIR2 — 025 F
08 ASIR2 (aSyn) + Ficocianina ASIR2 — 140 F

Legenda: (aSyn): alfa-synucleina; (0): sem expressao para alfa-sinucleina; (140): com

expressao para alfa-sinucleina (ASIR2): delecao do gene SIR2.

8.2. Local do experimento

Os ensaios foram realizados no Laboratorio de Bioquimica e Bioprocessos do

Curso de Engenharia de Alimentos da Universidade de Passo Fundo.

8.3. Materiais e métodos

8.3.1. Modelo Experimental

Cepas da levedura Saccharomyces cerevisiae foram utilizadas como modelo
experimental, sendo provenientes da FEuroscarf, Frankfurt/Germany. A Tabela 2

apresenta as linhagens utilizadas nos experimentos.

Tabela 2: Linhagens da levedura Saccharomyces cerevisiae em estudo

Cepas Genotipos
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BY 4717- 025 EMPTY

BY4741- 140 EMPTY (aSyn)
SIR2- 025 ASIR2
SIR2-140 ASIR?2 (aSyn)

Ressaltamos a importancia de que as devidas cepas de Saccharomyces cerevisiae
em estudos, passaram anteriormente por manipulagdes genéticas. As células sofreram
mutacoes para expressao de alfa-synucleina, o que faz com que nao seja necessario a
inducdo de estresse oxidativo por meio de elementos quimicos, acentuando os niveis de
estresse oxidativo nas proprias células da levedura, tornando-a um modelo estressor,
induzido pela toxicidade (EISBACH; OUTEIRO, 2013). Desta forma, ¢ possivel a
quantificacdo dos niveis de protecdo da ficocianina contra a citotoxicidade de alfa-

synucleina (MANNARINO et al., 2010; TENREIRO et al., 2013)

8.3.2. Meios de Cultura e Condi¢des de cultivo para o crescimento celular

As linhagens de levedura Saccharomyces cerevisiae foram mantidas em Placas
de Petry com meio de cultivo Yeast Peptone Dextrose (YPD) solido, sob refrigeracdo a
4 °C. A manutengdo das cepas foi realizada através de repiques periddicos em meio

YPD, aproximadamente a cada 20 dias.

Para a obtencao dos cultivos foram utilizados dois diferentes meios de cultura
liquidos durante as etapas dos processos. O cultivo e crescimento celular se da em trés

processos distintos.

Primeiramente foi realizado o processo de pré-inoculo em tubo falcon de 15 ml
contendo 3 ml do Meio SC-ura RAF 1%. Foi pré-inoculada uma alg¢ada de levedura, e
colocada em estufa shaker a 30 °C em 200 rpm de rotacdo por 24 horas. Apos este
periodo realizou-se a leitura da densidade Optica a 600nm onde esperava-se uma
absorbancia em torno de O.D. 0,8 Abs, afim de proceder com o calculo para a obtengao

da aliquota de células a ser inoculada.
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0,003 X 3

V= o xio00 M
Onde:
V = volume da amostra
OD = densidade optica do Branco menos a Densidade optica obtida multiplicada por 2
0,003 = OD esperada divido pelo exponencial do nimero de geracdes celular obtido
através do tempo de crescimento celular dividido pelo tempo de duplicagdo celular

3 = quantidade de Meio SC-ura RAF 1% (ml)

1000 = diluigao realizada para medir a absorbancia.

O processo de inoculacdo. Retirou-se do tubo a quantidade de levedura
determinada pelo célculo. Esta quantidade foi inoculada em tubo falcon de 50 ml
contendo 10 ml de Meio SC-ura RAF 1%, ¢ armazenada em estufa shaker a 30 °C a 200
rpm de rotacdo, por 24 horas. Apds este periodo realizou-se a leitura da densidade
optica a 600nm, onde esperava-se uma absorbancia em torno de O.D. 0,8 Abs, a fim de
proceder com o cdlculo para a obtengdo da aliquota de células para o processo de
inducao.

0,02 X10

V== @)

oD

Onde:

V = volume da amostra

OD = densidade optica do Branco menos a Densidade optica obtida multiplicada por 2
0,02 = OD esperada divido pelo exponencial do numero de geragdes celular obtido

através do tempo de crescimento celular dividido pelo tempo de duplicagdo celular

10 = quantidade de Meio SC-ura RAF 1% (ml)

O processo de inducao foi realizado em tubo falcon de 50 ml contendo 10 ml de
Meio SC-ura Gal, com ¢ sem tratamento de ficocianina. Nesta fase, as células crescidas

em YPD 2 % alcangando a primeira fase exponencial de crescimento, e apresentam um
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metabolismo fermentativo, utilizando a glicose presente no meio como unica fonte de
carbono e nao dependendo do oxigénio como aceptor final dos elétrons, (MACEDO et

al., 2014).

E neste momento que ocorre a inducio do estresse oxidativo nas células, através
do inicio da expressdao da proteina alfa-synucleina contida no DNA das células em
estudo, que sdo as cepas caracterizadas pelo final 140 em sua nomenclatura. Estas
células passam a gerar quadros de toxicidade induzida pelo estresse oxidativo, o que
torna nosso modelo um modelo estressor, sem haver a necessidade da aplicagao de

elementos quimicos, como o Ferro, por exemplo.

Neste processo ¢ também aplicado o tratamento da substancia em estudo, a
ficocianina, que serd descrito posteriormente, a fim de modular os niveis de estresse
oxidativos causados pela alfa-synucleina. As células com tratamento de ficocianina
foram induzidas em 10 ml de Meio SC-ura Gal e acrescidas de 0,48mg/ml de
tratamento. Ao mesmo tempo as células sem tratamento, foram induzidas em 10 ml de
Meio SC-ura Gal, armazenadas em estufa shaker a 30 °C em 200 rpm de rotacdo por 16
horas. Apos este periodo, realizou-se a leitura da densidade optica em 600nm onde era
esperada uma absorbancia em torno de O.D. 0,2 Abs para proceder com o célculo de
obtencdo da aliquota de células que teriamos para proceder as analises. Todos os
procedimentos foram realizados em capela de fluxo laminar a fim de evitar qualquer

tipo de contaminagdo em nossas amostras.

A Tabela 3 representa o meio de cultura YPD utilizado para a manutenc¢ao das
leveduras. As Tabelas 4 e 5 apresentam os meios de cultivos que foram utilizados nos
processos de crescimento das leveduras para obtengao do pré-inoculo, indculo e indugdo

dos cultivos.

Tabela 3: Componentes do meio de cultivo - Meio YPD

Componentes (g) para 400mL

Glicose 8
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Peptona 4
Agar bacteriologico 12

Extrato de levedura 8

Tabela 4: Componentes do meio de cultivo para a obtencdo dos pré-inoculos e indculos

— Meio SC — URA Rafinose

Componentes (g) para 400mL
Rafinose 4
YNB AAS 2,72
SC-URA 0,3086

Tabela 5: Componentes do meio de cultivo para a indugdo e condu¢ao dos ensaios

experimentais - Meio SC — URA Galactose

Componentes (g) para 400mL
Galactose 4
YNB AAS 2,72
SC-URA 0,3086

8.4. Metodologia analitica

8.4.1. Preparacio do extrato proteico - Ficocianina

A ficocianina, extrato aquoso da Spirulina platensis, proveniente

da

Companhia de Parry Nutraceuticals Division - EID Parry (India), foi pesada e misturada

ao Meio SC-URA Rafinose, diluida em uma concentra¢do de 6 g do p6 da microalga

para cada 120 ml do meio, em tubo Erlenmeyer, em agitacdo por vortex, até o conteudo

se dissolver totalmente tornando-se um liquido de cor azul tnica. A medida de

concentragdo da ficocianina foi determinada e estabelecida através de testes realizados
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pelo grupo de pesquisadores do Instituto de Medicina Molecular da Universidade de
Lisboa, Portugal, onde afirmam que a quantidade de 6 g para cada 120 de meio, permite
uma maior resposta das atividades antioxidantes da ficocianina, ¢ em menores
concentragdes nao seria possivel obter resposta para estudos realizados com cepas de

Saccharomyces cerevisiae.

8.4.2. Purificacdo da Ficocianina e aplicacio do tratamento nas células de

Saccharomyces cerevisiae

Em capela de fluxo laminar foi realizado o processo de filtracao e esterilizacao
do extrato ficocianina para aplica¢do do tratamento nas células de Saccharomyces
cerevisiae. O processo de filtragdo estéril foi através de filtros de seringa do tipo
Minisart RC20 com membranas de 0,2, que faz a remocdo de microrganismos e
particulas de liquidos, descartando todos interferentes, devido a absorcdo e
decomposicao de particulas. Para a esterilizacdo e remogao das particulas de ar e outros
gases, a filtragdo estéril proporciona a purificacdo de solventes aquosos organicos por

meio de uma membranas hidrofilicas de celulose.

Para tal, foi necessario o uso de seringas, onde manualmente foi impulsionada
uma aliquota de 3 ml por vez do liquido contendo o Meio SC-URA Rafinose com a
ficocianina diluida, até alcangar a quantidade necessaria para os tratamentos das células,

que era de 10 ml de meio tratado.

8.4.3. Analises experimentais

8.4.3.1. Avaliacio da peroxidacao lipidica pelo método de TBARS

Um dos métodos para quantificacdo dos produtos da peroxidacao lipidica ¢ a

analise da formacao de substancias que reagem ao acido tiobarbiturico (TBARS). Esse
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método consiste na analise dos produtos finais da peroxidacao lipidica (peroxidos
lipidicos, malondialdeidos e demais aldeidos de baixo peso molecular) que, ao reagir
com o acido tiobarbiturico (TBA), formam bases de Schiff (FERREIRA;
MATSUBARA, 1997). Tais complexos sdo coloridos e sua concentracao pode ser
determinada espectrofotometricamente a 535nm, ou por fluorescencia a 515nm de
excitacao e 555nm de emissdo (NETO et al., 2008).

Inicialmente foram recolhidas por centrifugacdo 50 mg de células com e sem
tratamento de ficocianina. As células foram lavadas duas vezes com agua destilada
gelada, resuspensas em 500 pL de TCA 10% (4cido tricloro acético) e transferidas para
tubo de parede grossa. Foram adicionadas 1,5 g de pérolas de vidro para que ocorresse
a lise celular através do rompimento da membrana plasmatica, sob agitacdo vigorosa de
6 ciclos de 20 s no vortex e 6 ciclos 20 s no gelo sucessivamente. O extrato foi
recolhido em micro tubo e as pérolas de vidro foram lavadas com 500 pl de TCA 10% e
o restante do estrato novamente foi recolhido, foi entdo centrifugado a 4000 rpm por um
periodo de 4 minutos, onde o sobrenadante foi coletado e utilizado para as analises de
peroxidagdo lipidica através do método TBARS (substincias reativas ao 4acido
tiobarbiturico) (GAY et al., 1999; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999; HSIEH;
KINSELLA, 1989; JIANG; WOOLLARD; WOLF, 1991; SHIGENAGA; HAGEN;
AMES, 1994).

O ensaio foi realizado conforme descrito na Tabela 6.

Tabela 6: Composi¢ao das solucdes para utilizagdo na metodologia TBARS

Branco Amostras sem Amostra com
tratamento tratamento
(mL) (mL)
Agua destilada 0,3 - -
EDTA 0,1 M 0,1 0,1 0,1
Extrato - 0,3 0,3
Ac. Tiobarbitarico 1% em 0,6 0,6 0,6

NaOH 0,05 M
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Volume total (mL) 1 1 1

A mistura reacional foi incubada a 100°C por 15 minutos. Os tubos foram
resfriados e a absorbancia medida espectrofotometricamente a 532nm, e o calculo da
concentracao de TBARS, por meio de uma curva-padrao de tetractoxipropano; os
resultados foram expressos em nmol/mL de células.

A dosagem foi determinada através da Equagdo 3, de acordo com Steels,
Learmonth e Watson (1994), sendo fator para obtengcdo da concentracdo de
malonaldeido determinado a partir de uma curva analitica com padrao TMP (1,1-3,3-

tetrametoxipropano).

(abs 532 % 7' )x 1000

MDA =
(Abz 570 X F X100} X 4,5 X 0,15

3)

Onde:

MDA = concentra¢ao de malonaldeido (pmolesMDA/mg de células peso seco);
Abs 532 = absorbancia medida sob comprimento de onda de 532 nm;

Abs 570 = absorbancia medida sob comprimento de onda de 570 nm,;

> = fator obtido a partir da curva analitica com o padrao TMP

f = fator obtido a partir da curva de peso seco da levedura Saccharomyces

cerevisiae

100 = diluicdo realizada para medir a absorbancia

Para realizacdao do célculo foi realizada o ensaio da Curva padrao de T™MP (1,1,3,3
tetrametoxipropano). A curva padrao de TMP (1,1,3,3 tetrametoxipropano) foi obtida com
concentragdes de 0,08 nmol a 1,2 nmol, a partir de uma solug¢do padrdo, onde, 0,02
nmol de TMP (STEELS; LEARMONTH; WATSON; 1994). A solucao padrao foi

utilizada para o preparo das diferentes concentragdes de TMP (Tabela 7).
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Tabela 7: Procedimento experimental para a confec¢ao da curva com padrao TMP (1,

1, 3, 3 — tetrametoxipropano)

Balao Sol. Padrao (mL) TCA 10 % Concentracio Sol. Padrao
(mL) (nmol)

Branco 0 50,0 0,00
1 0,025 49,0 0,08
2 0,050 48,0 0,16
3 0,075 46,0 0,32
4 0,100 44,0 0,48
5 0,125 43,0 0,56
6 0,150 42,0 0,64
7 0,175 41,0 0,72
8 0,200 39,0 0,88
9 0,225 38,0 0,96
10 0,250 36,0 1,12
11 0,275 35,0 1,20

Legnda: TMP = 1,1,3,3 tetrametoxipropano; TCA = 4cido tricloroacético

O ensaio foi realizado com a mistura reacional contendo 0,15 mL de solu¢do em
diferentes concentragdes, 0,15 mL de agua, 0,10 mL de EDTA 0,1M e 0,6 mL de 4cido
tiobarbitarico 1% em NaOH 0,05M. A mistura reacional foi incubada a 100 °C por 15
min. Os tubos foram resfriados e a leitura foi efetuada a 532 nm em espectrofotometro,

para obter a medida da curva.

Os produtos resultantes da peroxidagado lipidica sao parametros importantes para
o monitoramento do dano causado pelas espécies reativas de oxigénio nos lipideos. E
por serem instaveis se degradam em produtos secundarios que sdo chamadas de
substancias reativas ao dcido tiobarbiturico (TBARS), o qual promove informacao

significativa sobre as avaliagdes. Os niveis destas substancias sdo utilizados como

Luana Tais Hartmann Backes ppgEH



marcadores da peroxidacdao lipidica nos estados de estresse oxidativo (FERREIRA;
MATSUBARA, 1997; HALLIWELL; GUTTERIDGE et al., 1999; VASCONCELOS
et al., 2007).

8.4.3.2. Dosagem da atividade enzimatica da superdxido dismutase (SOD)

Dentre as defesas enzimaticas responsaveis pela protecdo dos sistemas
bioldgicos, encontra-se a enzima superoxido dismutase (SOD) que faz parte do sistema
antioxidante natural de leveduras Saccharomyces cerevisiae (MCCORD; FRIDOVICH,
1969). A atividade da enzima superoxido dismutase (SOD) mede os niveis de
toxicidade gerada pela expressdo de alfa-sinucleina, baseada na inibi¢do do radical
superdxido com a adrenalina (SOUTHORN; POWIS, 1988), determinada através da
velocidade de formag¢ao do adrenocromo, observada a 480 nnm, em um meio de reagdo
contendo glicina-NaOH (50 mM, pH 10) e adrenalina (1 mM). A superdxido dismutase
presente na amostra em estudo compete pelo radical superoxido com o sistema de
deteccdo. Uma unidade de superoxido dismutase ¢ definida como a quantidade de
enzima que inibe em 50 % a velocidade de oxidagdo do detector (adrenalina). A
oxidacdo da adrenalina leva a formacdo de adrenocromo, e a atividade da superoxido
dismutase ¢ determinada medindo a sua velocidade de formagdo (BOVERIS et al.,

1983).

Inicialmente, as células em estudo (3 ml) passaram pelo processo de duas
lavagens com a mesma quantidade de tampao fosfato de s6dio a um PH 7, 4 6000 rpm
durante 5 minutos. Apo6s foi acrescentado 1,5 g de pérolas de vidro e 0,5 ml do tampao
para o processo de lise celular, em 3 ciclos sucessivos de agitacdo em vortex por 1
minuto ¢ banho de gelo por 1 minuto e logo, centrifugado a 1500 rpm por 3 minutos. O
conteudo sobrenadante foi retirado e colocado em tubos de ensaio para o procedimento
de. Todos os experimentos foram em triplicatas de trés andlises cada, para obter maior

fidedignidade nos resultados.
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Foi adicionado 1 mL de tampao glicina para zerar o espectrofotdmetro. Foram
adicionados 17 pl de adrenalina (concentracdo final na cubeta 1 mM) e iniciou-se a
leitura a 480 nm. Para cada amostra foi adicionado 1 ml de tampdo acrescentado de 17
ul de adrenalina e a adi¢do das amostras era em trés quantidade diferentes. Inicialmente
eram adicionados 20 ul de amostra, depois 40 ul de amostra e depois 60 pul de amostra
iniciando a leitura, este procedimento foi repetido trés vezes para cada amostra, em
triplicata, no total nove vezes, e cada procedimento com as trés diferentes quantidades
de amostra sendo iniciada a leitura em espectrofotdmetro, e logo apos fazia-se a
lavagem da cubeta para proceder com a amostra seguinte. Gerava-se assim, uma
planilha no préprio programa do espectrofotometro, com nove graficos de trés

diferentes concentragdes para cada amostra (20 pl, 40 pl e 60 pl).

O calculo foi realizado de acordo com as inclinagdes das retas obtidas e o log
para cada amostra. O volume homogeneizado foi expresso por meio de grafico e o log
das amostras foi multiplicado pelo volume homogeneizado. A partir do grafico, foi
calculado quantos microlitros correspondem a inibicao de 50 %. Os resultados foram

expressos em unidades de SOD por mg de proteina.
[SOD] = 1000 / pul correspondentes a 1 U de SOD x mg de proteina.

Para realizagcdo do calculo foi realizada o ensaio da Curva padrdo de calibragao

que pode ser observada na Tabela 8.

Tabela 8: Procedimento experimental para a confec¢do da curva de calibragao

Tubo Solugiio Padrio de Agua milli-Q Rativo C
albumina (uL) (nL) (mL)
Branco 0 200 1,0
1 10 190 1,0
2 20 180 1,0
4 40 160 1,0
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6 60 140 1,0

8 80 120 1,0
Legnda: Reativo C = 50% Reativo A (NaOH) + 25% Reativo B1 (CuSO4) + 25%
Reativo B2 (Tartarato de NaeK).

8.4.3.3. Dosagem da atividade enzimatica da Catalase (CAT)

A catalase, conhecida como uma enzima intracelular encontrada na maioria dos
organismos decompode o perdxido de hidrogénio (H202). Esta enzima encontra-se no
citoplasma de procariontes (NELSON; KIESOW, 1972). A decomposi¢ao do peroxido
de hidrogénio pela catalase pode ser acompanhada pelo decréscimo de absorbancia,
sendo que a diferenca da absorbancia por unidade de tempo ¢ usada para medir a
atividade da catalase, o que permite analisar o efeito protetor do nosso composto em
estudo, a ficocianina, frente a toxicidade de alfa-sinucleina na atividade enzimatica do

sistema natural de Saccharomyces cerevisiae.

A decomposicdo do perdxido de hidrogénio pela catalase pode ser acompanhada

pelo decréscimo da absorbancia em 240 nm (NELSON; KIESOW, 1972).

Inicialmente, o espectofotometro foi estabilizado e foi verificado o comprimento de
onda (240 nm) para iniciar os testes lendo trés vezes as quedas de absorbancia das
amostras em triplicatas. Em cubeta de quartzo no espectrofotometro, a preparagao da
amostra iniciava-se com a adicdo de 2000 ul de tampao fosfato de potassio (TFK) 50
mM pH 7,0 e zerado. Posteriormente, a cubeta foi retirada e lavada com agua destilada
estéril e colocada novamente no espectrofotometro. Em seguida foram acrescentados
1910 pl de tampao TFK 50 mM pH 7,0 e adicionados 20 ul da amostra diluida, foi
homogeneizado e novamente zerado. Foi pipetado 70 pl de perdxido de hidrogénio
(H202) na cubeta, e homogeneizado. Entre uma amostra e outra, foi retirado o tampao
da cubeta e lavada, e acrescentado 1910 pl de tampdo novamente. Nelson e Kiesow,
1972. A medida da atividade da CAT ocorre através da velocidade com que o peroxido

de hidrogénio ¢ reduzido pela acdo da enzima, provocando diminui¢do no valor da
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absorbancia em 240nm. A diferenca na leitura das absorbancias a 240nm, em
determinado intervalo de tempo (15 segundos), permite estabelecer a velocidade de
reducao do H202, que e proporcional a velocidade da reacdo enzimadtica catalisada pela

CAT (NETO et al., 2008).

2 H202 — 2H20 + 02

O célculo da atividade da CAT foi feito pela seguinte equagao:
(2,3/At).(a/b).(log al/a2), onde At ¢ a variagdo do tempo de reagdo (15s), a € o volume
de hemolisado na cubeta, b é a concentracdo da amostra em g/dL, al é o valor da
absorbancia no tempo zero (t = 0) e @2 ¢ o valor da absorbancia no tempo final (t = 15s).
A unidade final expressa-se em k/gHb/min.

Para realizagdo do calculo foi realizada o ensaio da Curva padrao de calibragao

que pode ser observada na Tabela 9.

Tabela 9: Procedimento experimental para a confeccao da curva de calibracao

Tubo Solucdo Padrio de Agua milli-Q Rativo C
albumina (nL) (nL) (mL)
Branco 0 200 1,0
1 10 190 1,0
2 20 180 1,0
4 40 160 1,0
6 60 140 1,0
8 80 120 1,0

Legnda: Reativo C = 50% Reativo A (NaOH) + 25% Reativo B1 (CuS0O4) + 25%
Reativo B2 (Tartarato de NaeK).
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8.4.3.4. Dosagem da atividade enzimatica da Glutationa (GSH)

A glutationa peroxidase oxida a glutationa reduzida (GSH), um tripeptideo, na redu¢ao
acoplada de H,0O; a H,0, como representado (H,O, + 2GSH — GSSH + 2 H,0). Esta
enzima também pode atuar na redug¢dao de hidroperoxidos de acidos graxos. Para a
manuten¢ao de um nivel basal de GSH no organismo, a conversao de glutationa oxidada
(GSSG) a GSH ¢ catalisada pela enzima glutationa redutase, como representado (GSSG
+NADPH + H" — 2GSH + NADP").

A analise de dosagem da atividade enzimatica da glutationa GSH total ¢ um
processo enzimatico sensivel e especifico. A glutaiona ¢ oxidada pelo acido 5,5'-
ditiobis(2-nitrobenzoico) (DTNB) para dar glutationa oxidada com formagdo
estequiométrica de 5-tio-2-nitrobenzdico (TNB). A glutationa oxidada ¢ reduzida pela
taxa de formagdo de TNB e sua absorbancia ¢ lida em 412 nm, sendo proporcional a
soma da GSH e da GSSG presentes. A glutationa desempenha um papel importante no
processo metabolico da detoxificacdo eletrofilica sendo considerado um fiavel indice
de estressores oxidativos (ANDERSON, 1985; VANDEPUTTE, 1994; CLARKE,
1997)

Inicialmente foi pipetado uma quantidade equivalente a 2 ml da amostra em
tubos de parede grossa e centrifugado 4 2000 rpm por 10 minutos. Apds foi retirado o
sobrenadante e adicionado 1,3 ml de TCA 10% (acido tri-cloro acético) para reagir e
novamente centrifugado 4 2000 rpm por 20 minutos, apos foi retirado o sobrenadante.
Foi adicionado neste sobrenadante, 130 pl de DTNB e homogeneizado, apos foi feita a
leitura da absorbancia em 412 nm.

Para realizacao do célculo foi realizada o ensaio da Curva padrao de Cisteina. A
solucdo padrao foi utilizada para o preparo das diferentes concentragdes de Cisteina

(Tabela 10).

Tabela 10: Procedimento experimental para a confec¢do da curva com padrao Cisteina

Balao H,O Cisteina 0,5mM TFK 0,05M pH 6,8 DTNB 10Mm
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(nL) (uL) (nL) (nL)

Branco 1000 - 1000 50
10 pM 980 20 1000 50
25 uM 950 50 1000 50
50 pM 900 100 1000 50
100 pM 800 200 1000 50
130 pM 700 300 1000 50

Legnda: DTNB = acido 5,5'-ditiobis(2-nitrobenzoico); TFK = tampao fosfato de

potéssio.

O célculo final das amostras foi realizado a partir do calculo da equacao da reta.
Foi multiplicado o resultado obtido por 6, pois devemos considerar que a amostra foi
homogeneizado na razdo de 2 ml amostra/3mL. O resultado final estd uM (umol/L), foi
passado para nmol/L (valor em pM multiplicado por 1000). Dividido o resultado pelo

valor de proteinas (mg/L). Resultado final estd em nmol/mg de proteina.

8.4.3.5. Viabilidade celular por citometria de fluxo

Uma medida de dano oxidativo pode ser obtida pela medida da sobrevivéncia
celular frente a expressdes citotoxicas. Esta andlise permitem a utilizagdo de células
com as variadas caracteristicas genéticas. Por estas razdes a levedura Saccharomyces
cerevisiae torna-se um dos melhores modelos de sistema eucaridtico unicelular para

estudos de estresse oxidativo (GUARIENTT et al., 2010; SOARES et al., 2005).

A viabilidade celular foi determinada através da citometria de fluxo foi realizada
em um equipamento FACSBDLSR Fortessa, equipado com o BP 695/40 e a 685 LP.
Observando que este ensaio foi realizado no Instituto de Medicina Molecular da
Universidade de Lisboa em Lisboa — Portugal, durante um estagio realizado na area da

neurocienciéncia, no periodo de Maio a Junho de 2014.

Para analisar a viabilidade celular, as células de levedura foram incubadas com 5

pgml-1 de iodeto de propidio (PI), durante 30 minutos ao abrigo da luz. Foi analisado o
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comprometimento celular da levedura Saccharomyces cerevisiae representada pelas
cepas controle (BY4741 - 0), cepa controle com mutagdo genética para a expressao da
proteina Alfa-synucleina (BY4741 — 140), cepa com delecdo ao gene SIR2 (SIR2 - 0) e
a cepa com delecdo ao gene SIR2 e mutagdo genética para a expressao da proteina Alfa-
synucleina (SIR2 — 140), e as mesmas células com o tratamento de ficocianina. A
analise dos dados foi realizada utilizando software FlowJo e a exclusdo de dobletos
celulares foi realizada com base em parametros de dispersao -W Forward-A. Um
minimo de 10 000 eventos foram coletadas para cada experimento. Os resultados foram
expressos como MFI (intensidade média de fluorescéncia) de uma molécula (MACEDO

etal., 2014).

8.5. Analise estatistica

Os resultados obtidos neste estudo representados como a média £ DP de pelo
menos trés triplicatas, e foram avaliados por andlise de variancia ANOVA e teste de

Tukey a 5% de significancia (p<0,05), utilizando-se o programa PASW Statistics 18.0.

9 Cronograma

A execugao do projeto acontecera no periodo margo de 2013 a janeiro de 2014.
O trabalho experimental ocorrera entre os meses de margo de 2014 a outubro de 2014.
No Quadro 1 estdo descritas as agdes e atividades, bem como o periodo em que serdo

executadas.

Quadro 1: Cronograma de atividades previstas para o projeto

Acoes e atividades Periodo em Semestres

Definir a problemadtica e questdo de pesquisa X X
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Planejamento da pesquisa X X

Atualizagdo da literatura e Revisao Teoérica X X X X
Testes preliminares e preparacdo dos meios de X X

cultivo

Qualificagdo do Projeto X
Procedimentos experimentais X X
Analise dos resultados e tratamento estatistico X
Elaboragdo de artigos para publicagdo em X
periddicos da area

Defesa da Dissertagao X

10 Orcamento

Os materiais permanentes estdo disponiveis no Laboratério de Bioquimica e
Bioprocessos do Curso de Engenharia de Alimentos da Universidade de Passo Fundo,
ndo sendo necessaria sua aquisi¢cao. O Quadro 2 apresenta o cronograma financeiro para

a realizacao do presente projeto.

Quadro 2: Cronograma financeiro do presente projeto

Material de expediente Orgamento
Meios de cultivos 3.500,00
Materiais de laboratorio 2.000,00
Reagentes 4.000,00
TOTAL 10.500,00
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