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O uso do oxigénio pelos organismos aerébios é de grande relevancia para diversas
funcbes bioldgicas. No entanto, esta molécula pode ser o ponto de partida para a
formacdo de outras espécies com maior reatividade. Em geral, 0 aumento da formacao
das espécies reativas de oxigénio (EROs) juntamente com a incapacidade do sistema
antioxidante das células em eliminar tais moléculas reativas podem levar ao acimulo de
danos oxidativos em lipidios, proteinas e DNA. Neste cenario, o estresse oxidativo tem
sido amplamente relacionado com a génese e/ou progressao de diversas patologias, tais
como diabetes, doencas cardiacas e neurodegenerativas, bem como o céancer. Desta
forma, com o objetivo de eliminar as EROs, bem como atenuar os efeitos nocivos do
estresse oxidativo, diversos grupos de pesquisa estdo a investigar o papel de compostos
naturais e/ou sintéticos com propriedades antioxidantes. Neste contexto, uma alternativa
que vem recebendo grande atencéo é o desenvolvimento de compostos de coordenacéao
com atividade redox. Tais compostos sédo sintetizados para atuarem de forma mimética
a catalase (Cat) e superdxido dismutase (Sod), enzimas envolvidas na eliminacdo do
peroxido de hidrogénio (H202) e do radical superoxido (O27), respectivamente. Neste
trabalho, investigamos a capacidade antioxidante in vitro e in vivo mimética a Sod e Cat
de 7 compostos de coordenagéo (C1 - C7) contendo o metal de transicéo ferro (Fe®*)
como centro de coordenagdo. Além disso, neste estudo também foi possivel avaliar a
capacidade dos compostos em induzir uma resposta celular de Saccharomyces
cerevisiae. Ao avaliar a capacidade antioxidante in vitro, mimética a Sod e Cat,
observamos que, enquanto todos os compostos foram capazes de eliminar o radical O~

, henhum dos compostos foi capaz de decompor o H»O.. Diante deste resultado,



empregando S. cerevisiae como modelo de estudo, investigamos a capacidade
antioxidante dos compostos somente no estresse oxidativo causado pela menadiona, um
fonte geradora do O2". Embora todos os compostos tenham resgatado integralmente a
sobrevivéncia ao estresse oxidativo e reduzido a disfuncdo mitocondrial da cepa
selvagem de S. cerevisiae, apenas 3 compostos (C3, C5 e C7) foram capazes de
aumentar em cerca de 70% a sobrevivéncia de uma cepa de S. cerevisiae deficiente na
sintese da enzima Sod1. Com relagdo a capacidade destes 3 compostos em induzir uma
resposta celular, foi através da avaliacdo da sobrevivéncia da mutante Yapl (fator de
transcricdo requerido na resposta contra o estresse oxidativo), da expressdo da proteina
Hspl104 e da determinacdo das atividades das enzimas enddgenas de S. cerevisiae, Sod
e Cat, que foi possivel observar a capacidade de C3, C5 e C7 induzirem uma resposta
celular contra o estresse oxidativo. Para entender se estes compostos estavam sendo
absorvidos, avaliamos por ICP-MS a presenca do metal ferro no interior das células. O
que seria um indicativo de absor¢cdo dos compostos, foi comprovado pelo aumento
significativo da concentragdo do metal ferro no ambiente intraceluar. Diante dos
resultados apresentados podemos concluir que, apesar de todos os compostos (C1 — C7)
terem apresentado atividade antioxidante, somente C3, C5 e C7 podem ser considerados
bons compostos Sod miméticos. No entanto, a capacidade de indugéo da resposta celular

é um outro mecanismo pelo qual tais compostos podem promover protecao as células.

Palavras-chave: Saccharomyces cerevisiae; compostos de coordenacdo; atividade

antioxidante mimética; superdxido dismutase; catalase; estresse oxidativo.
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The use of oxygen by aerobic organisms is of great relevance for several biological
functions. However, this molecule may be the starting point for the formation of other
species with higher reactivity. In general, increasing the formation of reactive oxygen
species (ROS) together with the inability of the cell's antioxidant system to eliminate such
reactive molecules can lead to the accumulation of oxidative damage in lipids, proteins
and DNA. In this scenario, oxidative stress has been extensively related to the genesis
and/or progression of various pathologies, such as diabetes, heart and neurodegenerative
diseases, as well as cancer. Thus, with the aim of eliminating ROS, as well as attenuating
the harmful effects of oxidative stress, several research groups are investigating the role
of natural and/or synthetic compounds with antioxidant properties. In this context, an
alternative that has received great attention is the development of coordination
compounds with redox activity. Such compounds are synthesized to mimic catalase (Cat)
and superoxide dismutase (Sod), enzymes involved in the elimination of hydrogen
peroxide (H202) and superoxide radical (O2"), respectively. In this work, we investigated
the in vitro and in vivo antioxidant capacity of Sod and Cat of 7 coordination compounds
(C1 - C7) containing the transition metal iron (Fe®*) as the coordination center.
Furthermore, in this study it was also possible to evaluate the ability of the compounds to
induce a cellular response of Saccharomyces cerevisiae. Assessing the in vitro, mimetic
antioxidant capacity of Sod and Cat, we observed that, while all compounds were able to
eliminate the O~ radical, none of the compounds was able to decompose H:O..

Considering this result, using S. cerevisiae as a study model, we investigated the



antioxidant capacity of the compounds only in the oxidative stress caused by menadione,
a source that generates O>~. Although all compounds have fully recovered oxidative stress
survival and reduced mitochondrial dysfunction of S. cerevisiae wild type strain, only 3
compounds (C3, C5, and C7) were able to increase survival by about 70% of a strain of
S. cerevisiae deficient in the synthesis of the enzyme Sod1. Regarding the ability of these
3 compounds to induce a cellular response, it was through the evaluation of the survival
of the mutant Yap1 (transcription factor required in the response against oxidative stress),
the expression of the Hspl04 protein and the determination of the activities of the
endogenous enzymes of S. cerevisiae, Sod and Cat, which observed the ability of C3, C5
and C7 to induce a cellular response against oxidative stress. To understand if these
compounds were being absorbed, we evaluated the presence of iron metal inside the cells
by ICP-MS. What would be an indication of absorption of the compounds, it was
evidenced by the significant increase of the iron metal concentration inside the cells. In
view of the presented results we can conclude that, although all the compounds (C1 - C7)
have presented antioxidant activity, only C3, C5 and C7 can be considered good Sod
mimics. However, the ability to induce a cellular response, it points to an another

mechanism by which such compounds can promote protection of cells.

Keywords: Saccharomyces cerevisiae; mimetic activity; superoxide dismutase; catalase;

oxidative stress; coordination compounds;
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1. INTRODUCAO



1.1 Estresse Oxidativo e Espécies Reativas de Oxigénio

A producdo de energia em organismos aerobicos consiste basicamente na
transferéncia de energia quimica acumulada nas ligacdes de compostos organicos de alto
teor energético, havendo consumo de oxigénio (O2) e liberagdo de didxido de carbono
(COy) e &gua (H20). O O2 é uma molécula oxidante utilizada por esses organismos como
aceptor final de elétrons durante a Ultima etapa da cadeia transportadora de elétrons. O
processo de transferéncia de energia ocorre em trés grandes etapas: glicélise, ciclo do
acido citrico e cadeia respiratoria. Varias enzimas e cofatores estdo envolvidos nessas
etapas. As mitocdndrias geram a maior parte do ATP necessario para as células aerobias,
através de um conjunto de reac¢fes que se iniciam no ciclo do &cido citrico, que ocorre na
matriz mitocondrial, e terminam com a transferéncia de elétrons e fosforilacdo oxidativa,
gue ocorrem na membrana mitocondrial interna (Stryer, L., 2010).

Na fosforilacdo oxidativa, a sintese de ATP est4 acoplada ao fluxo de elétrons do
NADH para o Oz gerando um gradiente de prétons através da membrana mitocondrial
interna. O fluxo de elétrons do NADH até o O, passa por trés grandes complexos
transmembranares, NADH: Q redutase (complexo 1), Q: citocromo oxidoredutase
(complexo I111) e citocromo c oxidase (complexo V), todos localizados na membrana
mitocondrial interna. Este fluxo de elétrons resulta em um bombeamento de prétons para
fora da matriz mitocondrial e na geracdo de um potencial de membrana que impulsionara
a producédo de ATP através da Fo/F1 ATP sintase. Um quarto grande complexo proteico,
denominado succinato: Q redutase contém a succinato desidrogenase que gera FADH>
no ciclo do &cido citrico. Os elétrons deste FADH> entram na cadeia transportadora de
elétrons no complexo Il e fluem até a molécula de O através dos complexos Il e IV
(Stryer, L., 2010).

A cadeia transportadora de elétrons desempenha um papel central na producéo de
energia em organismos aerobicos e consome mais de 95% do oxigénio captado pelos
mesmos, sendo totalmente reduzido com a formacdo de H.O ao fim do processo
(Ruckenstuhl, Carmona-Gutierrez & Madeo, 2010). A reducgdo do Oz a H20 é resultado
da transferéncia sequencial de quatro elétrons para o O». Cabe a atividade catalisada pela
enzima citocromo c oxidase (complexo V) reduzir o O, totalmente a H.O sem que ocorra
a liberacdo do O parcialmente reduzido, tal como é apresentado na equagdo (1)
(Halliwell, 2006; Ye et al., 2009).



O2+¢&— 02" (1)

Em condigdes normais, a producdo do radical superdxido (O2™) pela cadeia
respiratoria é estimada em taxas inferiores a 5% do total da taxa de transporte de elétrons
do NADH para o oxigénio, isso ocorre especialmente nos complexos | e Ill da cadeia
respiratdria, onde ha a participagdo da ubissemiquinona (UQ10). A UQ1o, uma espécie
gerada durante as reacGes de transporte de elétrons na cadeia respiratoria, é capaz de doar
elétrons para o0 oxigénio, 0 que a torna uma fonte constante de O,". A equacao (2) mostra
a formacdo do O™ através da ubissemiquinona. Cabe ressaltar que os niveis do O™
podem aumentar em condi¢des que aumentem a demanda por Oz, como por exemplo
durante exercicios fisicos e processos patologicos (Willkox, et al., 2004; Labuschagne &
Brenkman, 2013; Che, et al 2015).

UQ10 + O2 — 02" + UQ1o (2)

Com relacéo as caracteristicas do O™, esse radical é pouco estavel e a sua maior
parte é reduzida a H202 e O2 pela enzima superdxido dismutase (Sod) (Vasconcelos, et
al., 2007; Maurya, et al., 2016). No entanto, sabe-se que este radical pode ser decomposto
espontaneamente, no entanto com uma estequiometria diferente de quando é dismutado
pela enzima Sod (Rona, et al., 2015). Quanto a fracdo remanescente, esta pode ser
combinada ao 6xido nitrico (NO"), uma espécie reativa de nitrogénio (ERN) levando a
formacédo de peroxinitrito (ONOO"), um potente oxidante bioldgico (Koppenol, et al.,
1992). Em condicdes fisiologicas, o NO* é formado a partir do aminoacido L-arginina
através da reacdo catalisada pela enzima NO sintase. Este radical, apesar de ser um radical
pouco reativo é essencial para diversos processos bioldgicos, tais como a vasoregulagdo
e neurotransmisséo (Dusse, L. M. S., Vieira, L. M. & Carvalho, M. G, 2003). Por outro
lado, quando em excesso, pode inibir a citocromo ¢ oxidase, levando ao aumento do
vazamento de elétrons e consequente formacdo de mais O2™ e, consequentemente mais
ONOO..

O 02" pode ainda inativar proteinas que contém clusters de Fe-S, tais como as
enzimas aconitase, succinato desidrogenase e NADH-ubiquinona oxidoredutase (Raha,
S. & Robinson, B. H., 2000; Rahat, et al., 2011). Isoladamente, esse radical € pouco

reativo e, portanto, ndo é altamente citotoxico. Porém, os efeitos deletérios provém da



habilidade deste em gerar radicais secundarios, extremamente toxicos, tais como como o
radical hidroxila (HO") e 0 ONOO".

Portanto, apesar de ser essencial para a obtencdo de energia durante a respiragao
celular, o O2 pode ser parcialmente reduzido gerando as Espécies Reativas de Oxigénio
(EROs), tais como os radicais superoxido (O2™) e hidroxila (HO"), bem como o perdxido
de hidrogénio (H20.) (Figura 1). Cabe ressaltar que algumas dessas espécies Sao
extremamente instaveis, enquanto que outras sdo capazes de se difundir através do meio
intracelular possuindo meia-vida relativamente longa (Augusto, 2006; Niccoli e
Partridge, 2012; Ristow e Schmeisser, 2011).

Sabe-se, portanto, que as EROs podem ser geradas pelo metabolismo celular ou
em resposta a estresses ambientais, tais como pela exposicdo a radiacdo ultravioleta,
0z6nio, xenobioticos, alergénicos, cigarros, produtos quimicos, e até mesmo micro-

organismos patogénicos. (Sa, et al., 2013; Dasgupta & Klein, 2014; Ribeiro, et al., 2015).

1e- 1e+2H" 1" 26 fe#2H >
Oxigénio Arfion ‘ H.0 ) .
molecular superoxido Peréxido de Henloel Agua
(O,) (05) Hidrogénio h|drox.|la (H,0)
(H,0,) (OH")

Figura 1. Etapas da redugéo completa do Oz a H20. Este fendmeno ocorre no interior das
mitocondrias durante o metabolismo respiratdrio. E possivel observar a redugio completa
do oxigénio molecular a agua, e a formacdo das EROs quando esta reducdo € parcial
(adaptado de Augusto, 2006).

O H203, formado principalmente pela dismutagdo do O>" (3), tem a capacidade
de permear membranas e difundir-se para dentro e fora da célula. Apesar de ndo ser um
radical, € um fraco agente oxidante, reage lentamente com proteinas do tipo heme e
peroxidases, porém é capaz de iniciar reagOes radicalares, tal como a peroxidacao lipidica
(Costa et al., 2007; VVasconcelos, et al., 2007). Além disso, pode participar da reagdo que
produz o radical HO". Este radical é formado pela reacdo entre o H>O2 com ions metalicos,
tais como Fe?* (4) e Cu?* (5) através da reacdo de Fenton (Battin & Brumaghim, 2008;
Maurya, et al., 2016).



2H" + 02" + 02" — H202 + 02 (3)
H.0, + Fe?* — OH + HO" + Fe** (4)
H20; + Cu?* — OH + HO" + Cu®* (5)

O radical HO" é o mais reativo dentre todas as EROs conhecidas, com uma
estimativa de meia-vida fisioldgica da ordem de 10°° segundos. Ele é extremamente toxico
e mutagénico para o qual o organismo humano néo dispde de mecanismos de eliminacao.
Essa ERO danifica a membrana celular, promovendo a peroxidacéo lipidica, causa danos
a estrutura do DNA promovendo modificacdes das bases e quebra das fitas, e as proteinas
e enzimas. O HO® também pode ser formado pela reacdo do H.O> com o O, (6), uma
reacdo desencadeada pela Reagédo de Haber — Weiss (Kehrer, J. P., 2000).

02" +H202 — 02 + OH + HO" (6)

Embora as EROs desempenham papéis importantes em processos bioldgicos,
como resposta imune, sinalizacdo celular, apoptose, expressdo génica, regulacdo dos
transportadores e canais de ions, fagocitose, regulacdo do crescimento celular, entre
outras funcgdes, esses oxidantes também podem exercer efeitos deletérios em todos os
componentes celulares (Alves, et al., 2010; L, et al., 2010; Macedo-Marquez, 2012;
Ribeiro, et al., 2015). Ha situacbes em que o aumento da formacdo dessas espécies
reativas esta diretamente associada, seja como causa ou consequéncia com diversas
condigdes, tais como em inflamacgdes cronicas, na absorcdo e ingestdo de produtos
quimicos, administracdo medicamentosa de altas concentracfes de oxigénio ou durante
periodos de reperfusdo de tecidos apds isquemia (Raha, S. & Robinson, B. H., 2000).

Nestes casos a formacdo dessas espécies reativas excede a capacidade do sistema
antioxidante e de reparo do organismo, causando o estresse oxidativo que leva a danos
oxidativos as biomoléculas. Portanto, o estresse oxidativo pode ser definido como o
desequilibrio entre a homeostase redox celular devido a ineficiéncia do sistema
antioxidante em eliminar a excessiva produgdo de EROs (Morano, K. A., Grant, C. M &
Moye-Rowley, W. S., 2012). Cabe ressaltar que os danos causados pelas EROs podem
levar a morte celular, acelerando diversos processos fisioldgicos, tal como o
envelhecimento, bem como induzir a génese de doencas relacionadas ao estresse
oxidativo (Abbott et al., 2009; Moskovitz et al., 2001). Neste cenério, estudos indicam
que condicBes fisiopatologicas e doengas graves, incluindo lesdo isquémica/reperfusao



cardiaca, processos inflamatorios, doencas neurodegenerativas, bem como as doencas de
Alzheimer, Parkinson e Huntington, aterosclerose, cancer ou diabetes mellitus tém sido
associados com o aumento de EROs e consequentemente ao estresse oxidativo (Valko et
al., 2007).

1.1.1 Danos as biomoléculas provocados por EROs

Os avangos na compreensdo dos mecanismos de danos oxidativos em
biomoléculas permitiram identificar uma diversidade de biomarcadores, tais como
carbonilacdo de proteinas, oxidacdo de lipidios e oxidacdo das bases nitrogenadas do
DNA. Ao longo dos anos, esses biomarcadores tém sido empregados para associar a
ocorréncia do estresse oxidativo com diversos processos patolégicos (Costa, et al., 2007).

As EROs sdo as maiores responsaveis pelos danos que afetam as estruturas
celulares, provocando prejuizos na resposta celular e consequentemente uma reducao da
longevidade celular em diversos organismos. Os danos induzidos pelas EROs causam:
(a) fragmentacdo da estrutura proteica; (b) modificacfes nas cadeias de aminoacidos; ()
encurtamento de acidos graxos em lipidios; (d) oxidacao de carboidratos; (e) oxidacdo de
bases nitrogenadas; (f) sitios abasicos no DNA,; (g) quebra de fita simples e dupla do
DNA entre outros danos (Costa, et al., 2007; Morano, K. A., Grant, C. M & Moye-
Rowley, W. S., 2012).

O radical HO", por exemplo, é conhecido por reagir com todos os componentes da
molécula de DNA (tanto nuclear quanto mitocondrial), danificando principalmente as
bases puricas e pirimidicas, mas também a estrutura de desoxirribose. A eletrofilicidade
do radical HO® possibilita sua interacdo com as bases nitrogenadas por adicdo as
insaturagdes, especialmente em sitios de alta densidade eletrénica (Yu, et al., 2012).
Assim, a HO" reage com as bases puricas nos carbonos das posicoes 4, 5 e 8. J& 0 ataque
as bases pirimidicas acontece por adicdo a ligacdo dupla, afetando os carbonos nas
posicdes 5 e 6 (Jomova & Valko, 2011; Yu, et al., 2012). Além dos danos as bases
nitrogenadas, os danos a desoxirribose ocorrem através da abstracdo de um dos atomos
de hidrogénio, prejudicando o arcabougo que sustenta a molécula de DNA, promovendo
sua ruptura (Labuschagne & Brenkman, 2013; Dias et al., 2014). O DNA mitocondrial
possui uma taxa de mutagénese maior do que a do DNA nuclear, por conta de diversos
fatores, tais como a auséncia do sistema de reparo por excisao de nucleotideo (NER —
Nucleotide Excision Repair), das proteinas histonas e da proximidade com o genoma
mitocondrial a membrana mitocondrial interna, sitio onde sdo geradas as EROs. As



modificacdes permanentes causadas pelos danos oxidativos ao material genético
representam o primeiro passo para a mutagénese, carcinogénese e consequentemente a
génese de diversas doencas (Cha, M., Kim, D. K. & Mook-Jung, I., 2015; Valko et al.,
2007).

Os acidos graxos, componentes de fosfolipidios da membrana celular também séo
muito sensiveis a oxidagdo, em especial os de cadeia poliinsaturada presentes na
membrana das células e das organelas de seres eucarioticos (Herdeiro, et al., 2006). Uma
vez formados, os radicais peroxil (ROO") podem sofrer um rearranjo e formar
endoperoxidos, cujo produto final da reacdo de peroxidacdo € a formacdo de aldeidos,
como malondialdeido (MDA). O MDA é um produto mutagénico para bactérias e células
de mamiferos, além de ser carcinogénico em ratos (Valko et al., 2007). Uma caracteristica
particular da peroxidacdo lipidica é a ocorréncia de reacGes em cadeia. Desta forma,
guando ndo sdo interrompidas pelo sistema antioxidante, ocorrem continuadamente,
gerando danos a outras moléculas lipidicas vizinhas. Além disso, a peroxidacéo lipidica
acarreta alteracOes na estrutura e na permeabilidade das membranas celulares o que leva
a perda da seletividade e permeabilidade da membrana (Daum, et al., 2007).

Além dos acidos graxos, as proteinas também podem ser oxidadas por todas as
EROs, assim como pelos produtos gerados na oxidacéo dos lipidios em decorréncia do
estresse oxidativo. Esses oxidantes, em geral, produzem modificacfes em proteinas, que
levam a perda de funcdo e aumentam a taxa de degradacdo das mesmas (Gomes, et al.,
2008; Vigneswara, et al., 2013). Particularmente, o radical O;" pode atacar
especificamente os grupamentos [4Fe-4S] de proteinas, como o da enzima aconitase. Este
ataque promove a liberagio de Fe?*, que pode participar de reacdes com o H20, gerando
0 HO" através da reacdo de Fenton. O radical HO® por sua vez, aumenta ainda mais a
condicdo oxidativa dentro da célula, contribuindo para a continuidade do processo de
oxidagéo dos aminoécidos, alterando ou inativando a fungéo das proteinas (Valko et al.,
2007; Costa et al., 2007). As EROs podem ainda causar modificacGes especificas, tais
como a oxidagdo da cisteina e metionina, bem como a formacao de grupos carbonilas,
frequente em proteinas ricas em residuos de prolina, arginina, lisina, treonina, histidina
(Mariani, 2008). Cabe ressaltar que este tltimo dano € irreversivel e irreparavel, devendo-
se ativar mecanismos de eliminagéo das proteinas oxidadas. Entretanto, quando o nivel
de proteina carbonilada é alto, elas podem se acumular na célula em agregados,

interferindo na funcdo do proteassoma (Thanan et al., 2014).



Em conjunto, os dados apresentados anteriormente, demonstram os efeitos
nocivos do estresse oxidativo, além das diversas possibilidades de danos que podem ser
provocados pelas EROs.

1.2 Sistemas Antioxidante

Para eliminar as EROs, as células eucaridticas dispdem de um complexo sistema
antioxidante (enzimatico e nao—enzimatico). O sistema enzimatico antioxidante é
representado por um grupo de enzimas com diferentes fungdes, dentre as quais podem ser
citadas: glutationa peroxidase, glutationa-redutase, catalase, superoxido dismutase e a
metionina sulféxido redutase, que estdo envolvidas na degradacéo das EROs e reparo das
biomoléculas danificadas por tais oxidantes (Wang, J., et al., 2006; Calabrese, et al.,
2007; Jomova & Valko, 2011). Dentre as enzimas deste sistema, podemos destacar a
superoxido dismutase (Sod), bem como a catalase (Cat), responsaveis por executar papéis
de extrema importancia para o equilibrio redox e para a preservacdo das estruturas
celulares, que sdo capazes de catalisar reacGes de degradacdo do O, e H:O,
respectivamente. Dessa forma, Sod e Cat tem como funcéo reduzir os niveis dessas EROs
assim que sdo formadas, mantendo a concentracdo dessas moléculas em niveis basais
(Adachi, et al., 2009). Cabe ressaltar que o equilibrio entre a atividade dessas enzimas é
fundamental, uma vez que a atividade da Sod gera moléculas de H2O2, que,
posteriormente, precisam ser degradadas pela catalase (Day, 2009).

Além do sistema enzimatico, as células eucaridticas possuem ainda uma
diversidade de moléculas ndo-enziméticas que atuam na protecdo contra o estresse
oxidativo, e ainda no reparo dos danos causados por esta forma de estresse. Estas
moléculas encontram-se distribuidas por toda a célula, a fim de proteger todas as suas
estruturas contra a acdo deletéria das EROs. Dentre os componentes do sistema néo-
enzimatico, pode-se destacar a glutationa (GSH), vitamina C, vitamina E, vitamina A, e
os flavondides (Valko, et al., 2005; Singh, Devaraj & Jialal, 2005; Jomova & Valko,
2011). A GSH, um tripeptideo formado pelos residuos acido glutdmico, cisteina e glicina
(Semchyshyn et al., 2011), € um dos antioxidantes mais distribuido nas células, podendo
ser encontrados em altas concentra¢fes no meio intracelular. Sua acéo protetora baseia-
se na oxidacao do grupamento tiol ('SH) de sua cisteina, com a consequente formacéo de
glutationa oxidada (GSSG). A GSH tem destaque dentre todos os componentes do

sistema primério ndo-enzimatico, pois participa ndo somente do sistema antioxidante,



mas também de inumeros processos intracelulares, tais como o transporte de
aminoacidos, a sintese de proteinas e acidos nucléicos e mecanismos de protecdo contra

carcindgenos (Gomes, et al., 2008; Jomova & Valko, 2011).

1.2.1 Superdxido Dismutase (EC 1.15.1.1.)

A producdo de O2" é contrabalancada por um sistema antioxidante primario e
rapido, uma vez que o O2" é uma molécula que pode levar a formacao de outras radicais
livres de toxicidade elevada. Tal sistema se deve a presenca de enzimas, tais como as
superéxido dismutases (Sods). Essas enzimas podem ser encontradas em todos os
organismos eucarioticos, e também em bactérias (Scott, Meshnick & Eaton, 1987). Uma
caracteristica marcante dessas enzimas € a presenca de diversos metais, tais como o ferro
(Fe**), manganés (Mn?*), cobre (Cu?*) e zinco (Zn?*) em seu sitio ativo (Barondeau, et
al, 2004).

A Cu/Zn-Superoéxido dismutase (Cu/Zn-Sod ou Sod1) é uma isoforma encontrada
no citoplasma, nucleo, peroxissoma e no espaco intermembranar da mitocondria de
células eucaridticas, no periplasma de bactérias gram-negativas, e em plastideos de
plantas (Barondeau, et al, 2004). Esta isoforma é um homodimero e possui um atomo de
cobre e um de zinco no sitio ativo de cada subunidade (Sanjay, et al., 2011; Valentine, J.
S., Doucette, P. A., & Zittin Potter, S. 2005). No centro catalitico esta o cobre, onde a
Sod1 catalisa a dismutagdo do O>™ em Oz e H20 (Reacdo 1, Figura 2). Embora o ion de
zinco ndo atue na catalise, ele é importante para estabilizar a estrutura da enzima
(Cerqueira, 2007). Essa catalise ocorre em um processo de duas etapas, na qual na
primeira etapa, uma molécula de O>™ reduz o ion cuprico para formar o O, (Reagéo 2,
Figura 2) e, na segunda etapa, a segunda molécula de O™ reoxida o ion cuproso para
formar o H20> (Reacdo 3, Figura 2) regenerando o ion cuprico do sitio ativo da Sod1. A
Sodl é muito eficiente na catélise destas reacOes (Valentine, J. S., Doucette, P. A., &
Zittin Potter, S. 2005).
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O; 4 2H" 4+ Ci"ZnSOD — H,0, + Cu**ZnSOD  Reacéo 3.

Figura 2: Reacdo de dismutacgéo do radical O>™ catalisada pela enzima Sod1 (Adaptada
de Valentine, J. S., Doucette, P. A., & Zittin Potter, S. 2005).

Uma segunda isoforma da Sod, a Mn-Superdxido dismutase (Mn-Sod ou Sod?2),
é encontrada nas mitocondrias de todas as celulas de mamiferos e também em E. coli,
sendo responsavel pela dismutacdo do O, produzido no interior dessa organela. A Sod
estd organizada na forma de um tetrdmero que apresenta em seu sitio ativo um cation
manganés por subunidade (Jomova & Valko, 2011; Xiang, et al., 2011). Apesar das
diferencas estruturais, ambas as isoformas da Sod catalisam a mesma reacéo (Miriyala, et
al., 2012). A dismutacéo do O, pela Sod2 ocorre através de um mecanismo ciclico entre

0 manganés oxidado (Mn®*) e reduzido (Mn?*) (Figura 3).

Mn3*SOD + O, —— Mn2*SOD + O,
Mh2*SOD + O, + 2H* —— Mn*SOD + H,0,

Figura 3: Reacéo de dismutac&o do radical O>™ catalisada pela enzima Sod2 (adaptada
de Sheng, et al., 2011).

Em organismos procariotos anaerébicos é frequente a presenca da Fe-Sod.
Enquanto que todos os organismos aerdbicos obrigatorios possuem a Mn-Sod, 0s
anaerobicos facultativos contém ambas as isoformas da Sod, a Mn-Sod e Fe-Sod (O’Brien
et al., 2004). A Sod3 foi a ultima isoforma a ser descoberta, e semelhantemente a Sod1
também possui em seu sitio ativo os metais Cu e Zn (Navarro-Yepes, et al., 2014).
Atualmente, diversos estudos tém buscado desvendar a regulacao biologica, bem como a
fungéo desta isoforma extracelular. Essa isoforma tetramérica e glicosilada é encontrada
no espaco extracelular de células de mamiferos. Acredita-se que a necessidade de
protecdo celular contra fontes exdgenas de O>™ pode explicar a existéncia desta terceira
isoforma. Cabe ressaltar que o Oz" tem como caracteristica ndo ser permeavel a

membranas biologicas, havendo assim a necessidade da presenca de diferentes isoformas
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Sods em locais distintos para remocdo deste radical (Jomova & Valko, 2011; Miller,

2004).

Cu,Zn-SOD Fe-SOD e Mn-SOD

Figura 4. Estruturas tridimensionais das isoformas da enzima superéxido dismutase e seus
respectivos centros cataliticos. Comparacdo das formas enoveladas das Sodl (Cu/Zn-
Sod) e Sod2 (Mn-Sod ou Fe-Sod). A. Cu/Zn-Sod é um homodimero com subunidades
contendo 154 aminoacidos cada. Os ions cobre e zinco aparecem destacados em verde e
preto, respectivamente. B. Mn-Sod ou Fe-Sod possuem mondmeros com
aproximadamente 200 aminoacidos, e podem ser encontradas como dimeros ou
tetrameros. O ion metélico (que pode ser Mn ou Fe) aparece destacado em rosa (Ribeiro,

T.P., 2016).
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1.2.2 Catalase (EC 1.11.1.6)

A catalase, responsdvel por degradar o H.O, que se encontra em altas
concentragdes no interior das celulas, foi a primeira enzima antioxidante a ser descoberta
e caracterizada em todos os organismos aerobicos (Zamocky, M., et al., 2008). A
catalase, por sua alta conservacdo evolucionaria e sua capacidade em catalisar
eficientemente a decomposi¢do do H202a H20 e O, tem sido apontada como umas das
principais enzimas que, durante o processo evolucionario, permitiu que os organismos
pudessem sobreviver em ambientes aerobios, possibilitando a utilizacdo do oxigénio em
seu metabolismo (Herrero et al., 2008; Limoli et al., 2006). As catalases sdo enzimas de
grande importancia para o sistema de protecao celular reduzindo o nivel de oxidacdo do
meio intracelular e consequentemente mantendo a sobrevivéncia das células em
condicdes de estresse.

Devido seu potencial oxidativo, o H20, gerado na dismutacgéo do O™ pela Sod,
ou pela cadeia transportadora de elétrons, pode representar ainda perigo as biomoléculas.
A catalase é uma hemeproteina que possui quatro grupos heme, um em cada sub-unidade
do tetramero. A alta especificidade para o H202, faz da catalase a enzima com o maior

poder catalitico dentre todas as enzimas conhecidas (Reacédo 7) (Valko et al., 2006).

2H202, — 2H20 + 02 (7)

A Catalase executa, de maneira extremamente rapida, a decomposicdo de
moléculas de H>O> em duas etapas como visto nas equacgdes (8) e (9). Primeiramente, o
H20. se liga ao atomo de Fe** do grupo heme presente na Fe-Cat, que esta cercado pelos
residuos histidina e asparagina, criando um ambiente hidrofdbico, facilitando o transito
de H2O> para o seu interior (Jomova & Valko, 2011). Esta molécula é entdo degradada,
tendo um dos atomos de oxigénio extraido, ligando-se ao atomo de ferro presente no
centro ativo. Em seguida a ligacdo O-O do peroxido de hidrogénio € clivada, uma
molécula de agua é formada e um atomo de oxigénio continua ligado ao atomo de ferro,
formando assim um radical O=Fe**. Esta espécie reage entdo com uma segunda molécula
de H20. formando &gua e oxigénio molecular e o centro metalico de ferro é reduzido,
retornando ao seu estado de oxidagdo +3, como mostrado a seguir (Costa et al., 2007;
Rauen et al., 2004; Jaeschke, 2010).
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H20; + Fe**-E — H20 + O=Fe**-E (8)
H20; + O=Fe**-E — H20 + Fe3*-E + 02 (9)

Em organismos eucarioticos, é possivel observar a presenca de duas isoformas
dessa importante enzima antioxidante. Ambas apresentam caracteristicas estruturais
semelhantes, porém encontram-se localizadas em compartimentos celulares diferentes. A
catalase A (CttA), localizada no interior dos peroxissomas, € uma enzima codificada pelo
gene CTAL. Ja a catalase T (Cttl) localiza-se no citoplasma das células e € codificada
pelo gene CTT1 (Rauen et al., 2004; Ribeiro et al., 2015). A presenca de uma catalase
peroxissomal é de extrema relevancia, pois o peroxissomo é uma organela celular no qual
ocorre a atuacdo de oxidases envolvidas no catabolismo de aminoacidos e também na -
oxidacdo de &cidos graxos, processos capazes de gerar uma grande quantidade de H20-
(Perfeito, et al., 2013; Valko, et al., 2005). Sabe-se também que a isoforma peroxissomal
também é encontrada no interior das mitocondrias, o que reforca a grande relevancia
dessa enzima para o controle da geragdo das EROs (Rauen, et al., 2004; Braga, et al.,
2017). Ja a isoforma citosolica, Cttl, desempenha um papel importante na eliminacéo do
H202, produzido no metabolismo respiratorio ou proveniente do meio extracelular.
Devido a capacidade do H20. em difundir-se através das membranas, a presenca da
catalase citoplasmatica garante que as moléculas que atravessarem a membrana
mitocondrial ou celular sejam degradadas no citoplasma, evitando as lesGes oxidativas as
biomoléculas (Horn et al., 2010; Miriyala et al., 2012).

Desta forma, essas duas isoformas desempenham um papel importante na
manutenc¢do do equilibrio redox. As catalases sdo capazes de decompor o H202, ndo s6
reduzindo os niveis dessa ERO, como evitando a oxidacdo direta de biomoléculas, além
de impedir a formacdo do radical HO" através das reacbes de Fenton e Haber-Weiss
(Jomova & Valko, 2011; Miriyala, et al., 2012).
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Figura 5. Estrutura da catalase citoplasmatica. A. Estrutura tridimensional da enzima
catalase citoplasmatica humana tetramérica, mostrando também a estrutura secundaria
adotada pela interacéo entre os amino&cidos que se encontram préximos uns aos outros
na cadeia peptidica. B. Estrutura do sitio ativo da enzima, representando o grupo heme

(vermelho) e os residuos que participam da catalise (Ribeiro, T. P., 2016).
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1.3 Compostos de coordenacdo: uma alternativa para a reducdo do estresse

oxidativo

1.3.1 Principios Basicos da Quimica Bioinorgéanica

A quimica bioinorganica propiciou o desenvolvimento de uma é&rea
multidisciplinar, envolvendo diversas outras areas do conhecimento, tais como a
bioquimica e a farmacologia. Seus objetivos concentram-se na busca por compostos de
baixo peso molecular que sejam capazes de modelar caracteristicas estruturais e/ou
funcionais de inimeros sistemas biolGgicos, tais como proteinas e enzimas que
contenham metais em sua estrutura (Gonzalez-Alvarez, et al., 2005, Sustmann, et al.,
2007). Um dos desafios da quimica bioinorganica moderna é compreender o modo de
acao dos metais nos sistemas vivos e suas interacdes moleculares, tendo como finalidade
a aplicacdo destes conhecimentos na medicina, biologia, ciéncias ambientais e em
processos biotecnoldgicos (Margiotta, et al., 2014).

Neste contexto, a quimica bioinorganica que visa o desenvolvimento de modelos
sintéticos funcionais para metaloproteinas tem contribuido significativamente para a
compreensdo do modo de acdo dessas moléculas. A vantagem da utilizacdo de modelos
sintéticos no estudo das metaloproteinas é devido a facilidade de obtencdo e
caracterizacdo dos compostos sintéticos quando comparados a enzima natural. Sendo
assim, a primeira etapa para o desenvolvimento de um produto através da quimica
bioinorganica, que tem como prop6sito mimetizar uma determinada proteina/enzima,
deve ser a selecédo do sistema a ser mimetizado.

Em geral, os compostos de coordenag¢do contém um ou mais 4&tomos ou ions
centrais, aos quais estdo ligadas moléculas neutras ou carregadas. Nesses compostos, 0
atomo central é, geralmente, um metal de transicdo, capaz de formar ligac6es coordenadas
com seus ligantes (Farias, et al., 2009). Sugere-se que as propriedades redox atribuidas
aos ions metélicos presentes nos compostos de coordenagdo, que por ventura possam
apresentar potenciais aplicagdes médicas, poderiam atuar de forma complementar as
atividades ja exibidas por outros compostos organicos, que sao usualmente utilizados
como farmacos (Sun, et al., 2007).

As interessantes propriedades medicinais (antioxidante, antitumoral, antimalaria,
antitripanossomiase, antitoxoplasmose, antileishmaniose) destes compostos tém

motivado a sintese e caracterizagdo de novos compostos, bem como subsequentes



16

investigacOes de suas propriedades farmacoldgicas em sistemas biologicos. Esse interesse
pode ser percebido pelo crescente nimero de artigos publicados nessa area (Fernandes,
et al., 2010, Lépez-Torres, et al., 2011; Juribasi¢, et al., 2011, Almeida, et al., 2013;
Fernandes, et al 2014; Tan, et al., 2014; Fernandes, et al., 2015; Ribeiro, et al., 2015; EI-
Wakiel, et al 2015, Devereux, et al., 2016).

1.3.2 A relevancia dos compostos de coordenacdo como alternativa terapéutica contra o
estresse oxidativo

As metaloenzimas da classe das oxirredutases (catalases, superdxido dismutases
e glutationa peroxidases) sdo especializadas na degradacéo de H20- e radical O>™ (Matés,
J. M. et al., 1999; Janssen, A, M. et al., 1998). Sabe-se que o0 estresse oxidativo causado
por diversas patologias pode estar relacionado com o aumento de lesGes oxidativas
causadas pelas EROs (Brunk, U. T. & Terman, A., 2002).

A obtencdo de compostos sintéticos e miméticos as enzimas catalase e superoxido
dismutase tem se mostrado de grande relevancia tendo em vista que tais moléculas seriam
empregadas para o desenvolvimento de novos medicamentos antioxidantes que
contribuam para a reducdo dos danos causados pelas EROs. Cabe ressaltar o crescimento,
no setor farmacéutico, do nimero de depdsitos de patentes de metalofarmacos baseados
em compostos de coordenagdo com atividade antioxidante (Malfroy-Camine, B. &
Doctrow, S. R. 1998; Kubota, S. 2002).

Compostos de coordenacdo tém sido amplamente estudados quanto a atividade
antioxidante, a fim de mimetizar as metaloenzimas Sod e Cat. Isto se deve ao fato da
grande versatilidade dos ligantes e da possibilidade de se obter, em alguns compostos,
estruturas muito similares as exibidas pelas referidas metaloenzimas. Ao longo da ultima
década, diversos compostos contendo diferentes metais e ligantes, tem se mostrado bons
modelos sintéticos para essas enzimas antioxidantes. Muitos trabalhos tém sido
publicados, relatando a atividade antioxidante de compostos de coordenacdo de cobre,
ferro, cobalto, zinco, niquel, manganés, entre outros (Barnham & Bush, 2014; Day, 2009;
Hambley, 2007b; Liu et al., 2007; Rauen et al., 2004).

Diversos compostos miméticos com capacidade de decompor as EROs geradas
durante o estresse oxidativo ja foram relatados. Dentre esses compostos, 0s sistemas
mimeticos do grupo Salen, compostos ciclicos ndo aromaticos (macrociclicos) e as
porfirinas (Figura 6) foram os que mais se destacaram até 0 momento, atingindo a fase de
testes clinicos em seres humanos. (Munroe, et al., 2007; Liu, et al., 2007; Sustmann, et



17

al., 2007; Bukhari, et al., 2008; Lessa, et al., 2009; Starha, et al., 2009; Anitha, et al.,
2013; Weitner, et al., 2013; Ravichandran, et al., 2014a; Ravichandran, et al., 2014b;
Selvaganapathy, et al., 2014; Vivekanand, et al., 2015).
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Figura 6. Compostos de coordenagdo com atividade mimética. Diferentes compostos com
atividade mimética antioxidante que foram sintetizados. (A) Compostos Eukarion
(Cayman Chemical, Michigan, EUA), sdo um conjunto de compostos sintéticos
manganés-saleno. (B) Metaphore Pharmaceutical Inc. (MetaPhore Pharmaceuticals Inc.,
Estados Unidos) sdo compostos derivados de ligantes ciclicos ndo aromaticos. (C)
Estruturas de porfirinas de manganés comumente utilizadas como miméticos de
superdxido-dismutase (Sod). A regido contendo o metal manganés dos miméticos de Sod
atual cataliticamente na reacéo de dismutacdo do O™, mudando a sua valéncia entre Mn3"
e Mn?* (adaptado de Munroe, et al., 2007).



18

1.3.3 Modelos biomiméticos da superdxido dismutase

Estudos indicam que modelos funcionais da Sod tém potencial para auxiliar no
tratamento de condicbes em que o radical O>" é produzido em excesso.
Consequentemente, a utilizacdo de enzimas superoxido dismutase e Sods modificadas
tem sido sugerida como uma terapia Util para combater a acdo desses radicais na
patogénese de doencas inflamatorias, degenerativas e/ou metabolicas (Safavi, et al.,
2010). No entanto, a aplicagdo das Sods naturais € limitada pelo seu alto custo e meia-
vida plasmatica curta, além de algumas outras desvantagens da sua biodisponibilidade
oral, estabilidade quimica, permeabilidade celular e imunogenicidade. Deste modo,
compostos miméticos de Sod de baixo peso molecular foram potencialmente estudados
para ultrapassar estas limitagdes (Safavi, et al., 2010).

A maioria dos mimeticos de Sod foram projetados com um centro metélico redox
ativo, semelhante ao existente no sitio ativo das Sods naturais, isto €, contendo metais,
tais como o Cu?" ou Mn?*, que permitem a mudanca de oxidacdo do metal durante o
processo catalitico. Um composto Sod mimético ideal deve ser estavel, com alta
especificidade para a interagdo com O™ e com uma constante de velocidade alta; também
ndo deve ser tdxico, bem como os Sods nativas. Além disso, seu tamanho e carga podem
ser exploradas para a segmentacao destes compostos em sitios celulares relacionados com
a génese do estresse oxidativo (Patel & Day, 1999; Sheng, et al., 2014). Como descrito
anteriormente, a busca de compostos eficazes e estaveis, resultou no desenvolvimento de
pelo menos trés classes de Sod miméticos contendo o metal manganés. Estes incluem os
compostos miméticos a Sods demonstrados na figura 6.

Os compostos do grupo Salen tém apresentado um excelente potencial para o
tratamento de uma grande variedade de doencas associadas com a gera¢do do radical
superoxido, tendo sido testados em modelos animais de doengas humanas, revelando
resultados promissores (Salvemini, et al., 2003). Tais pesquisas aléem de ajudar a
compreender os mecanismos das doencas causadas pelo estresse oxidativo e fornecer
alternativas terapéuticas, também fornecem novas informacgdes acerca das necessidades
de alteragdo dos compostos para que tenham eficacia otimizada (Johnson, F., Giulivi, C.,
2005).

Os compostos Sod mimeticos da Metaphore sdo complexos de manganés
altamente estaveis derivados de ligantes macrociclicos substituidos por bis (ciclo-
hexilpiridina) que retém a atividade de Sod na presenca de EDTA. Eles sdo relatados para
reagir especificamente com O2" e ndo com outras EROs ou ERNs. O composto ativo
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M40403 (Figura 6) demonstrou ser eficaz em uma variedade de modelo de estudo, tais
como lesdo de isquemia-reperfusdo em coracdo de ratos e inflamagdo também em ratos
(Riley, D. P., 1999; Munroe, et al., 2007).

Irwin Fridovich, Ivan Spasojevic, Ines Batinic-Haberle e colaboradores foram
pioneiros no uso de complexos de manganés com ligantes de tetraarilporfirina solUveis
em &gua como mimeticos de Sod (Batinic-Haberle, et al., 1998). Dentre esses compostos,
0 MnTBAP exibe atividade de Sod in vitro tendo sido relatado para este composto: (i) a
protecdo de E. coli, deficiente nas enzimas Sod’s, ao estresse oxidativo gerado durante o
crescimento em aerobiose; (ii) a reducdo do estresse oxidativo mitocondrial em
hepatoblastos humanos induzido pelo inibidor nucleosidico da transcriptase reversa, a
estavudina; e (iii) por melhorar a sobrevivéncia dos neurdnios deficientes em Sod?2
(Faulkner, K. M., Liochev, S. | & Fridovich, I. 1994; Velsor, et al., 2004; Patel, M. N,
2003). Este composto também melhorou a sobrevivéncia de camundongos deficientes em
Sod2, embora ndo tdo bem como Euk-8 ou Euk-134, compostos da Eukarion. Diversos
miméticos de Sod a base de manganés tetrapiridil-porfirina, tais como MnTM-2-PyP,
também foram desenvolvidos, e alguns sdo relatados como sendo mais eficazes do que
MnTBAP (Batinic-Haberle, et al., 1998; Munroe, et al., 2007).

Apesar de ndo muito usual aos quimicos bioinorganicos, alguns complexos de
ferro que exibem atividade de superdxido dismutase ja foram relatados na literatura (Horn
Jr., et al., 2010; Ribeiro, et al., 2015; Ribeiro, et al., 2017). No entanto, tais compostos
ndo se mostraram promissores devido a geracdo de radical hidroxila. Esta formacéo de
radical hidroxila pode ocorrer pela dissociagéo do ligante com o metal (baixa estabilidade
do composto), liberando Fe?*. Desta forma, os fons Fe?* podem gerar o HO" pela reacio
de Fenton na presenca do H202, produto da reagéo de dismutagéo do O.". Diante disso,

deve-se atentar para a estabilidade do complexo (Riley, D. P., 1999).

1.3.4 Modelos biomiméticos da Catalase

Inicialmente o desenvolvimento de compostos que mimetizavam a atividade
catalitica da catalase visava modelos para o estudo do mecanismo de dismutagdo do H2O».
A maioria dos compostos relatados que apresentam atividade de catalase sdo de
manganés, contrariando a baixa incidéncia das Mn-Cat em sistemas vivos. Os modelos
de catalase contendo centro de ferro foram baseados principalmente em estruturas do tipo
heme, como nas Fe-Cat naturais. Também podemos encontrar compostos miméticos de

ferro com estruturas ndo-heme, no entanto esses compostos tém sido menos investigados.
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Da mesma forma que para 0os compostos miméticos a Sod, o desenvolvimento de
miméticos da catalase visa a aplicacdo dos mesmos como agentes terapéuticos contra
doencas relacionadas com o estresse oxidativo. Por exemplo, o complexo Euk-8 (Figura
6, letra A) exibe propriedades de catalase, aléem de efeito protetor em células contra as
EROs (Baker, K., et al., 1998).

A atividade catalase das metaloporfirinas (Figura 6, letra C) poderia ser atribuida
ao seu sistema extensivo do anel conjugado que sofre oxidacdo de um elétron reversivel,
bem como o0s grupos prostéticos heme de catalases e peroxidases enddgenas. Em geral,
metaloporfirinas que apresentam elevada atividade Sod mimética, também possuem uma
maior atividade mimética a catalase, sendo capazes de proteger as células a partir de uma
quantidade toxica de H.O. (Patel & Day, 1999). Apesar da atividade comprovada de
muitos dos compostos miméticos a enzima catalase, o seu uso em sistemas bioldgicos se
torna limitado, pois realizam a decomposicao do H2O. somente em solventes organicos e

em valores de pH ndo fisiologicos (Paschke, J., et al, 2001).

1.4 Saccharomyces cerevisiae como modelo de multiplas propostas

A levedura Saccharomyces cerevisiae € um microrganismo unicelular e
eucariotico que tem sido bastante utilizada para estudos em biologia celular e molecular,
bioquimica e fisiologia das células eucaridticas. As células desta levedura possuem
diversas semelhangas com as células animais, tanto em relacdo as organelas existentes
quanto em relacdo as biomoléculas produzidas. Estudos comparativos demonstraram que
pelo menos 60% dos genes de levedura possuem homologos humanos, e além disso, mais
de 25% de genes relacionados as doengas em humanos possuem ortélogos (homologia
funcional) proximos em levedura. Nesse cenario, proteinas de S. cerevisiae tém mostrado
capacidade de substituir proteinas humanas e vice-versa (Mager, W. H., et al., 2010). A
composigdo da membrana lipidica, 0os mecanismos de enovelamento proteico,
propriedades e funcionamento das mitocéndrias, controle do ciclo celular, mecanismos
de morte celular programada e, ainda, propriedades do transporte vesicular sdo algumas
das caracteristicas das células humanas conservadas em S. cerevisiae, e que podem ser
perfeitamente estudadas nesse modelo celular (Khurana & Lindquist, 2010).

A facilidade de obtencdo de mutantes através das técnicas de genética classica e
molecular, o cultivo em meios de cultura de composicdo simples, o pequeno tempo de

geragdo quando comparado com as células animais, além do mapeamento completo do
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seu genoma sdo pontos positivos que conferem a levedura S. cerevisiae, o status de
excelente modelo de estudo em diversas &reas do conhecimento, tal como a sua aplicacéo
no estudo de patologias humanas, incluindo doencas neurodegenerativas (Costa &
Moradas-Ferreira, 2001., Garcia-Fernandéz, A., et al, 2002). Os mecanismos basicos e as
vias relacionadas ao desenvolvimento de doencas, tais como a disfun¢do mitocondrial,
problemas na transcricdo, defeitos no trafego de vesiculas e o prejuizo na funcdo do
proteassoma também sdo eventos muito conservados entre humanos e leveduras, o que
torna mais um atrativo para o uso da S. cerevisiae como modelo de estudo (Tenreiro;
Outeiro, 2010).

1.4.1 Estagios de Crescimento

O crescimento da levedura S. cerevisiae em meios sintéticos possui alguns
estagios que podem ser explorados para o seu uso como modelo de estudo em laboratérios
de pesquisa. Ap6s o indculo das células e uma répida adaptacdo ao meio de cultivo, a
proliferacdo de S.cerevisiae, quando na presenca de glicose, se da através do metabolismo
fermentativo. Usualmente, a este estagio da proliferacao celular da-se o nome de primeira
fase exponencial do crescimento. Em vias gerais, neste estagio, as células se caracterizam
por apresentar uma rapida proliferacdo celular, devido ao metabolismo fermentativo, e
serem suscetiveis a repressdo catabdlica, processo fisioldgico exercido pela glicose. A
repressao catabdlica € um processo ativado pela disponibilidade de glicose que ao ativar
sensores de glicose, tais como Ras2, ativa uma cascata de sinais que levam a repressao de
alguns genes que codificam enzimas e proteinas responsaveis pela biossintese e
funcionamento das mitocondrias (ex. sistema antioxidante e cadeia transportadora de
elétrons), além de outros processos dependentes do Oz. Neste cendrio, as células sdo
capazes apenas de realizar o processo de fermentacdo alcodlica para producdo energética.
Quando a glicose é consumida, as celulas entram em uma fase adaptativa, chamada de
diauxia, onde ndo ha crescimento, mas que leva a ativacdo de vias de sinalizacdo para
expressdo de genes envolvidos na resposta ao O2. Apds a adaptacdo, as células voltam a
se multiplicar utilizando o metabolismo respiratério, onde a nova fonte de carbono
utilizada é o etanol produzido durante a fermentagdo. Quando esta fonte de carbono é
exaurida, as celulas entram em fase estacionaria. Cabe ressaltar que em termos de
tolerancia celular a condigdes de estresse, tais como a toxidez das EROs, choque térmico,
alcodlico e osmoético bem como a desidratagdo das células, a resposta celular é bastante

distinta entre os diferentes estagios de crescimento. Portanto, células em metabolismo
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respiratorio ou em fase estacionaria possuem uma maior resisténcia aos diferentes tipos
de estresse do que células em metabolismo fermentativo (Toledano, M. B., 2003). Além
da reducdo da atividade dos sensores de glicose, que reprimem a expressao de diversos
genes de protecdo celular, a respiracdo confere aumento da resisténcia contra os estresses,
também por ativar vias de sinalizacdo que promovam a sintese de fatores de protecédo

celular, tais como o sistema antioxidante (Toledano, M. B., 2003).

1.4.2 A resposta de S.cerevisiae ao estresse oxidativo

Ao realizar o metabolismo fermentativo, S. cerevisae apresenta o sistema
antioxidante com pouca representatividade. No entanto, quando as células crescem na
presenca de fontes de carbono ndo repressoras, tais como maltose, lactose, glicerol ou
etanol, o metabolismo respiratdrio esta ativo, e dessa forma, a expressdo do sistema
antioxidante é induzido desde o inicio de seu crescimento (Moradas-Ferreira, P., et al.,
1996). Por outro lado, S. cerevisiae é capaz de detectar o aumento dos niveis de oxidagdo
intracelular e com isso desencadear respostas celulares que ativam o sistema antioxidante.
Desta forma, as células sintetizam suas moléculas protetoras em decorréncia: (a) de
estimulos que podem ser dados por variadas condicdes de estresse; (b) da transicdo do
metabolismo fermentativo para o respiratdrio; (c) aumento da atividade mitocondrial; e
(d) diminuicdo da capacidade de defesa antioxidante devido ao aumento das EROs
(Pereira, M. D., 2003). Em linhas gerais, a resposta adaptativa ao estresse consiste em:
uma resposta rapida e primaria, que promove uma protecdo imediata a condices de
estresse brando; e uma resposta lenta e secundaria, responsavel por uma protecdo mais
eficiente em relacdo a condicOes de estresse mais severas. A resposta primaria consiste
na ativacdo de todo um sistema de protecdo pré-existente, bem como a ativagdo de um
mecanismo de transducdo de sinais, responsavel por ativar a resposta secundaria,
caracterizada pela sintese “de novo” de proteinas e moléculas que respondem aos
mecanismos de protecdo celular (Costa & Ferreira, 2001).

A resposta adaptativa e imediata a uma mudanga nas condi¢cdes ambientais, como
temperatura, osmolaridade e disponibilidade de nutrientes, é especialmente importante
para microrganismos devido a sua mobilidade limitada. Na levedura, a resposta geral ao
estresse engloba um conjunto de genes envolvidos na protecdo celular a diversas
condicdes desfavoraveis. Estes genes contém elementos cis reguladores designados por
elementos responsivos ao estresse (STRE - Stress Responsive Element), que servem
como locais de ligacdo para os fatores de transcri¢éo do tipo zinc-finger, tais como Msn2
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e Msn4. Sob condicBes de estresse, a atividade da proteina cinase A (repressora da
resposta ao estresse) € inibida, provocando a migracdo de Msn2 e Msn4 do citosol para o
nacleo onde séo capazes de se ligar a regido promotora, induzindo a expressédo de diversos
genes em resposta ao estresse. Portanto, a transcricao cooperativa de genes regulados por
elementos STRE pode conferir resisténcia geral a qualquer tipo de estresse.

Por outro lado, dependendo da especificidade do estimulo, outros elementos
responsivos podem ser necessarios para uma completa resposta ao estresse. Nesse
cenario, o elemento de choque térmico (HSE — Heat Shock Element) é reconhecido em
diversas regides promotoras pelo fator de transcricdo Hsfl (Heat Shock Factor - HSF),
responsavel pela transcricdo genética sustentada e transitdria a temperaturas elevadas
(Estruch, 2000; Garreau, et al., 2000). Em geral, as ligacdes desses fatores de transcri¢cao
aos seus respectivos elementos no DNA induzem a expressao de uma série de genes, tais
como, SOD2 e CTT1, induzidos pelos fatores de transcricdo Msn2/Msn4 e CUP1e CTT1
induzido por Hsfl (Morano, K. A., Grant, C. M & Moye-Rowley, W. S., 2012). A
resposta celular a uma condicao de estresse promove, muitas vezes, a sintese de um grupo
de proteinas denominadas de proteinas de choque térmico (heat shock proteins — HSPSs),
bastante importante para o processo de aquisicdo de tolerancia ao estresse térmico. A
sintese destas proteinas também pode ser induzida por diferentes tipos de estresse, tal
como o estresse oxidativo causado pelo aumento intracelular de EROs (Morano, K. A.,
Grant, C. M & Moye-Rowley, W. S., 2012). As HSPs foram denominadas de acordo com
suas massas moleculares aparentes dando origem ao grupo das proteinas Hsp100, Hsp90,
Hsp70, Hsp60 e as HSPs de baixo peso molecular.

Em contraste com as chaperonas previamente descritas, a proteina de levedura
Hspl104 juntamento com HSPs de baixo peso molecular atuam através de complexos
oligoméricos in vivo e in vitro. Ao contrario da maioria de outras chaperonas, a Hsp104
estd envolvida na formacéo e solubilizacdo de agregados de proteinas, sendo capaz de
extrair as proteinas mal enoveladas a partir de agregados, seguido pela translocagéo
através do canal central da proteina. A Hsp104 néo € capaz de re-enovelar proteinas por
si s0, sendo dependente da Hsp70 para resgatar a conformacao nativa apropriada, como
demonstrado na figura 9 (Haslbeck, et al., 2005; Saibil, 2013). A Hsp104 também é uma
das poucas proteinas chaperonas de levedura, que sdo totalmente necessarias para
aquisicdo de termotolerancia, uma vez que células deficientes na sintese da Hsp104

(hsp1044) s@o extremamente sensiveis ao choque térmico. Contudo, sabe-se que esse
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seleto grupo de proteinas também tem participado na protecdo de S. cerevisiae na resposta
ao estresse provocado pelas EROs.

Com relagdo a resposta ao estresse oxidativo, S. cerevisiae é dependente do fator
de transcricdo Yapl. A ativacdo de Yapl € crucial para a indugdo da resposta e
consequentemente aumento da tolerancia ao estresse oxidativo (Menezes et al., 2008;
Ribeiro et al.,2015). Atualmente, sabe-se que a Yapl € ativada na presenca de H2O2 ou
agentes modificadores de grupamentos tiois, tal como a menadiona, uma naftoquinona
capaz de gerar estresse oxidativo por levar a producéo de radical superéxido, bem como
atacar grupamentos tiois. A proteina Yapl contém na sua parte C-terminal um sinal de
exportacdo nuclear; em condicdes fisiologicas normais, ou seja, quando ndo ha estresse
oxidativo, Yapl se mantém localizada no citoplasma. Contudo, quando a célula é exposta
a agentes oxidantes, Yapl € ativada e exportada para o nicleo, regulando a expressdo de
varios genes de protecdo antioxidante, tais como SOD1 (que codifica a Cu/Zn Superéxido
dismutase), TRX (que codifica a Tiorredoxina), GSH1 (que codifica o tripetideo GSH),
GPX (que codifica a Glutationa Peroxidase) e GLR1 (Glutationa Oxidorredutase)
(Pimentel et al., 2014). E importante ressaltar que tanto a resposta especifica, regulada
por Yapl, bem como a geral, via Msn2 e Msn4, ao estresse oxidativo, sdo ativadas pela
alteracdo do estado redox intracelular (Ribeiro et al., 2015; Ribeiro, T. P. 2016). Desta
forma, fatores de transcricdo, que tenham uma resposta geral ou especifica ao estresse,
sdo recrutados para ativar um mecanismo de resposta que leve a adaptacdo das células a

distintas condi¢des de estresse.
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2. JUSTIFICATIVA
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A utilizacdo do oxigénio pelos organismos aerobios pode resultar na producéo de
uma série de metabdlitos nocivos as estruturas celulares. Quando a producgéo e o acimulo
destes metabdlitos, conhecidos como Espécies Reativas do Oxigénio (EROs), excedem a
capacidade antioxidante da célula, uma condi¢do conhecida como estresse oxidativo é
estabelecida. Algumas patologias, tais como doencas cardiovasculares, diabetes mellitus,
doencas respiratdrias e doencas neurodegenerativas estdo associadas como causa e/ou
consequéncia do estresse oxidativo (Gottlieb, et al, 2010).

Neste cendrio, substancias antioxidantes desempenham um papel importante na
salide humana, pois neutralizam a a¢do das EROs, bem como progressdo dos processos
oxidativos, reduzindo a oxidacdo das biomoléculas (Oliveira, et al, 2009). Na tentativa
de reduzir, ou mesmo evitar, os danos causados pelo estresse oxidativo, diversos estudos
tém sido realizados na tentativa de isolar da natureza, ou que seja sintetizar, compostos
antioxidantes. O desenvolvimento de novas moléculas com potencial antioxidante tem
sua importancia, pois visa proteger eficazmente os organismos dos agentes que provocam
0 estresse oxidativo (Almeida, et al., 2013). Nos ultimos anos, diversos compostos de
coordenacao foram sintetizados, com o objetivo de mimetizar a atividade de enzimas
antioxidantes, tais com a superoxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase. Alguns
desses compostos ja se encontram em fase de testes clinicos em humanos, porém outros,
mesmo que ndo cheguem a fase de teste clinico, podem, futuramente, servir como
prototipos para a producao de novos compostos que sejam mais eficazes. Sendo assim, o
estudo de novas moléculas com potencial antioxidante é de grande importancia, pois tem
como caracteristicas a capacidade de reduzir ou inibir as lesdes causadas por radicais
livres (EROs e/ou ERNSs), melhorando a qualidade de vida dos individuos.

Estudos recentes do nosso grupo, mostraram a capacidade antioxidante de 3
compostos de coordenacdo com atividade mimética as enzimas superoxido dismutase e
catalase (Ribeiro et al., 2015; Ribeiro, et al., 2017). Tais compostos aumentaram a
tolerancia de Saccharomyces cerevisiae, e reduziram os marcadores de oxidacdo quando
as células foram expostas ao estresse oxidativo (Ribeiro et al., 2015; Ribeiro, et al., 2017).
Além disso, também foi mostrado que a captacao destes compostos interferiu na dindmica
das particulas lipidicas (lipid droplets), bem como na homeostase de metais (Ribeiro et
al., 2015; Ribeiro, et al., 2017). Estes dados, juntamente com os dados de estabilidade
quimica comprovaram que 0S compostos apresentavam excelente potencial terapéutico
como metalofarmacos antioxidantes. Com base na relevancia do estudo, nas evidéncias

apresentadas pelo nosso grupo e na validacdo da S. cerevisiae como eficiente modelo para
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estudo, esses dados mostram a importancia da continuidade do estudo, bem como na
identificacdo de novos compostos de coordenagdo antioxidantes. Esta busca torna-se
relevante para o desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas, que visem combater

0s danos causados pelo estresse oxidativo.
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3. OBJETIVOS
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3.1 Objetivo Geral

Empregando a levedura S. cerevisiae como modelo de estudo, este trabalho teve
como objetivo avaliar o potencial antioxidante, mimético as enzimas superoxido
dismutase e catalase, de sete compostos de coordenagio contendo Fe** como centro de
coordenagao.

3.2 Objetivos Especificos

3.2.1. Avaliar a atividade antioxidante de sete compostos de coordenacdo contendo ions

Fed*

a) Verificar in vitro a atividade de superoxido dismutase (Sod) e/ou catalase (Cat)
dos compostos de coordenacao;

b) Determinar os niveis de sobrevivéncia ao estresse oxidativo da levedura S.
cerevisiae tratada com os compostos de coordenacao;

¢) Avaliar o efeito dos tratamentos com 0s compostos de coordenacdo na disfuncao

mitocondrial de S. cerevisiae expostas ao estresse oxidativo;

3.2.2. Investigar a inducdo da resposta celular ao estresse oxidativo ap6s o tratamento

com 0s compostos de coordenacao:

a) Awvaliar a necessidade do fator de transcricdo Yapl para a resposta de S. cerevisiae
tratadas com 0s compostos de coordenacao;

b) Determinar a capacidade de inducdo da expressdo da proteina de choque térmico
Hspl04 em S. cerevisiae tratadas com 0s compostos de coordenacao;

c) Avaliar a atividade das enzimas superdxido dismutase e catalase em S. cerevisiae

tratadas com 0s compostos de coordenacao;

3.2.3. Determinar a absor¢do dos compostos de coordenacdo em S. cerevisiae tratadas

com 0s compostos de coordenagéo.
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4. MATERIAL E METODOS
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4.1. Determinacéo in vitro da atividade Sod mimética

A atividade Sod mimética foi avaliada in vitro através do método de inibicdo da
reducdo do azul de nitrotetrazolio (NBT) a formazan. Na presenca de um sistema
formador de radicais superdxido o reagente NBT € reduzido a formazan. No entanto, na
presenca de antioxidantes miméticos a Sod (compostos de coordenacdo), os radicais
superoxido s&o eliminados inibindo a redugdo do NBT a formazan (Faulkner, K. M, et
al., 1994). Para geracdo do radical superoxido foi utilizado o sistema enzimatico
xantina/xantina oxidase (Sigma-Aldrich). A Figura 8 ilustra as reacdes de reducdo do
NBT através do sistema enzimatico utilizado. As solucBes de xantina, NBT e xantina
oxidase foram preparadas nas concentracbes 4,5 puM, 056 pM e 50 U/mL,
respectivamente, utilizando a solugdo tampdo fosfato 0,05 M. O meio reacional foi
preparado diretamente em cubeta de vidro e continha 1,0 mL da solucéo de xantina, 1,0
mL de NBT e 200,0 uL da solucdo tampé&o fosfato pH 7,8. Em seguida, adicionou-se
rapidamente 100,0 pL da solugéo de xantina oxidase e iniciou-se a medida da variagéo da
absorvéancia. Para obtencdo da taxa de absorcdo na presenca do composto, 0 volume de
solucdo de tampdo fosfato foi substituido pelo mesmo volume da solugdo do composto
na concentracdo de 0,87 uM preparado em DMSO/agua (1:9). Logo, adicionou-se 200,0
uL da solugdo de cada composto diretamente as solucGes de xantina e NBT, na cubeta,
em seguida adicionou-se rapidamente 100 pL xantina oxidase, iniciando-se a medida da
taxa de absorcdo. As medidas foram feitas a cada 2 segundos ao longo de 20 minutos em
espectrofotdbmetro ajustado a 560 nm. Todos os experimentos foram feitos em duplicata.
A porcentagem de inibicdo de reducdo do NBT foi calculada através da relacéo entre o
experimento sem adicdo de composto e aquele na presenca do composto (Gonzalez-
Alvarez, M, et al., 2005).
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Figura 7. Representacdo esquematica da reducdo do NBT pelo radical superdxido
(adaptado de Alves & David et al., 2010).

4.2. Determinacdo in vitro da atividade Cat mimética

A atividade Cat mimética foi determinada através do metodo descrito por Beers
& Sizer, 1952. Este método se baseia na medida da absorcao da radiacdo ultravioleta do
perdxido de hidrogénio em funcdo do tempo. Esse método permite 0 acompanhamento
da reacdo de decomposicdo do perdxido de hidrogénio na presenca ou auséncia dos
compostos de coordenacdo. Os testes foram realizados em cubeta de quartzo utilizando-
se 2,0 mL da solucéo de tampéo fosfato pH 7,8 ao qual foi adicionado 50 uL da solugdo
do composto na concentragédo de 0,2 UM preparado em DMSO/agua (1:9) e 200,0 pL de
peréxido de hidrogénio a 0,16 mM. A medida da taxa de consumo de peroxido de
hidrogénio foi medida em espectrofotdmetro ajustado a 240 nm por 12 minutos. Os
resultados foram expressos através da taxa de consumo de peroxido de hidrogénio em

mM/segundo.
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4.3. Cepas de S. cerevisiae utilizadas e condicdes de cultivo

Para a avaliacdo do potencial antioxidante dos compostos, bem como a inducao
da resposta celular ao estresse, foram utilizadas as cepas de S. cerevisiae descritas na
Tabela 1.

Tabela 1. Cepas de S. cerevisiae utilizadas neste trabalho.

Cepas Gendtipos
EG103"(selvagem) MATo,; leu2-3,112;his341; trp-289a; ura3-52;GAL+
EG118"(sod14) Isogénica a EG103 exceto por YJR104c::URA3
yaplA8 MATa; his341; leu240; met1540; ura340, YMLOO7w::kanMX4

MATa; his3A1; leu2A0; metl15A0; ura3A0, [RNQ+], HSP104-

_ #
nsp104-GFP GFP-His3MX

* Esta cepa foi gentilmente cedida pela Dra. Edith Butler Gralla, da Universidade da
California, Los Angeles, Estados Unidos; 8 Esta cepa foi adquirida da Euroscarf,
Frankfurt, Alemanha; # Esta cepa foi gentilmente cedida pelo Prof. Simon Alberti, do

Max Planck Institute, Dresden, Alemanha.

Para a realizacdo dos experimentos deste trabalho, todas as cepas foram cultivadas
em meio sintético liquido YPD 2% (1% extrato de Iévedo, 2% glicose, 2% peptona) e
mantidas a 28°C em incubadora com agitacdo ajustada para 160 rpm. As células foram
sempre coletadas em metabolismo fermentativo, ou seja, na metade da primeira fase
exponencial do crescimento celular (0,8 mg peso seco/mL). Os estoques destas cepas
foram mantidos em meio sélido YPD 2% (1% extrato de l1évedo, 2% glicose, 2% peptona
e 2% agar) em condicdes apropriadas para evitar a selecdo de petites ou supressores. No
caso da cepa mutante yapl4, o meio de cultivo onde foram mantidas, foi suplementado
com 0,002% de geneticina.

Para os ensaios de microscopia de fluorescéncia, foi utilizada a cepa BY4741
modificada geneticamente para expressar a proteina de choque térmico Hspl04 (Heat

shock protein 104), uma chaperona que atua em resposta ao estresse térmico com funcgéo
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de disagregase, fusionada a proteina verde fluorescente GFP (Green Fluorescente Protein
- GFP) em seu terminal carboxila (MATa;, his3A1; leu2AQ; met1SA0; ura3A0, [RNQ+],
HSP104-GFP-His3MX).

4.4. Compostos de coordenacéo, preparo das solucdes e condicdes para o tratamento

das células

Neste trabalho estdo apresentados apenas as estruturas dos compostos ja descritos
na literatura. Assim, as estruturas dos compostos da série A, C1 e C2 podem ser
visualizadas abaixo, na figura 8 (Horn Jr, et al., 2010; Machado, et al., 2015). Por outro
lado, as estruturas dos compostos da série A, C3 e C4, bem como dos compostos da série
B, C5, C6 e C7 ndo serdo apresentadas nesta Dissertacdo, tendo em vista a futura protecao
da sua sintese, bem como da aplicacdo dos compostos junto ao Instituto Nacional de
Propriedade Intelectual. Tais compostos séo inéditos sem nenhum relato sobre sua sintese
e aplicacdo bioldgica. Todos os compostos foram sintetizados e gentilmente cedidos pelo
grupo do Prof. Adolfo Horn Junior, do Laboratorio de Ciéncias Quimicas, da
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), Campos dos
Goytacazes, Rio de Janeiro, Brasil.

Para preparo das solucbes de trabalho dos compostos de coordenacao,
primeiramente foi feito uma solucéo estoque a 25.0 mM de cada um dos compostos da
série A em DMSO, e da série B em agua. Todas as solucdes foram armazenadas em
geladeira a 4°C por até seis meses. A partir destas solucGes estoque foram feitas dilui¢bes
necessarias para que fosse obtido as concentracBes de tratamento das células para cada
composto. Os tratamentos com o0s compostos foram realizados adicionando-se 0s
compostos, diretamente, ao meio de cultivo que continha as células e incubados por 1 h,
sob as mesmas condicGes utilizadas para o crescimento das células descritas no subitem
4.3. Ap0s os tratamentos, as celulas foram coletadas por centrifugacéo, lavadas por duas

vezes com H>O estéril, e reservadas para a realizacdo dos experimentos posteriores.
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Figura 8. Estrutura quimica dos compostos de coordenacdo da série A. CL:
[Fe(HPCINOL)CI2]JNOs (450,55 g/mol) e C2: [Fea(BPA)2(u-OCHz3)2(CN2] (741,23
g/mol); Os compostos foram sintetizados e gentilmente cedidos pelo grupo do Prof.
Adolfo Horn Junior, UENF (adaptado de Horn Jr, et al., 2010 e Machado, et al., 2015).

4.5. CondicOes para exposicao das células ao estresse oxidativo

A fim de analisar o potencial antioxidante dos compostos de coordenacéo, as
células foram submetidas ao estresse oxidativo causado pela menadiona. Ao ser absorvida
pelas células, a metabolizacdo da menadiona leva a producéo de radicais O2™", causando
0 estresse oxidativo. Sendo assim, as cepas EG103 e sodl4, com ou sem o tratamento
com os compostos de coordenacdo, foram incubadas durante 1 h com 20 mM de
menadiona. Para tal, foram pesadas quantidades de menadiona equivalente a
concentracéo (20 mM) final desejada no ensaio. A menadiona foi, entdo, adicionada e
diluida diretamente no meio de cultivo contendo as células. Apos a adicdo da menadiona,
as células foram submetidas as mesmas condi¢des de cultivo, descritas no subitem 4.3.
Apbs o periodo de estresse, as células foram coletadas por centrifugacéo e utilizadas para

analises da sobrevivéncia celular.
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4.6. Determinacdo do efeito dos compostos na sobrevivéncia das células de S.

cerevisiae

A sobrevivéncia das células apos as condicdes descritas anteriormente foi
analisada atraves de plagueamento das células em meio s6lido YPD 2%. O plaqueamento
foi realizado antes e ap06s as condigcdes de estresse oxidativo, bem como em células
tratadas ou ndo com os compostos de coordenacdo e estressadas com menadiona. O
plagueamento foi realizado em triplicata, apos diluicdes apropriadas (1.000 x) para a
contagem das col6nias. As placas foram incubadas a 28°C por 72 h, e, apds esse tempo,
0 numero de coldnias foi contado. A porcentagem de sobrevivéncia foi calculada a partir
da relacdo entre o numero de coldnias obtidas ap6s e antes do processo de estresse

oxidativo.

4.7. Determinacdo do efeito dos compostos na disfuncdo mitocondrial em S.

cerevisiae

A disfuncdo mitocondrial foi analisada por plagueamento em meio solido
YPGIly4%, antes e ap0s as condicdes de estresse oxidativo, com ou sem os tratamentos
com os compostos de coordenacdo. O plaqueamento foi realizado em triplicata, apds
diluicdes apropriadas (1.000 x) para a contagem das col6nias. As placas foram incubadas
a 28°C por 72 h, e, ap0s esse tempo, 0 numero de coldnias foi contado. A porcentagem
de células com disfuncdo mitocondrial (petites) foi calculada a partir da relagdo do
namero de col6nias obtidas no plaqueamento em YPD 2% menos o nimero de col6nias
em YPGIly 4% dividido pelo nimero de colbnias da condi¢cdo em YPD 2%, conforme a

férmula abaixo.

(N° de colbnias YPD 2% - N° de coldnias YPGIly 4%)/N° de col6nias YPD2%
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4.8. Andlise do envolvimento do fator de transcricdo Yapl na resposta ao estresse

oxidativo

As células da cepa mutante yapi4 foram cultivadas e submetidas ao tratamento
com 0s compostos mimeticos, conforme descrito anteriormente, nos subitens 4.3 e 4.4.
Apos o tratamento, as células yapl4 foram submetidas a um estresse com 20 mM de
menadiona, como descrito no subitem 4.5. Em seguida, as células foram coletadas, e a
concentracdo celular foi ajustada para uma concentracéo final de 0,02 mg/mL em um
volume final de 100 pL em placa de 96 pocos. Dilui¢des sucessivas (de 107 até 10%),
foram realizadas e 5,0 pL de cada dilui¢do e de cada condicéo foram aplicados, com uma
pipeta multicanal, diretamente em placas de Petri contendo meio YPD 2% solido (Figura
9).

100 uLL
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Figura 9: Esquema das dilui¢des seriadas na placa de réplica plate.
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4.9 Avaliacéo da expressdo da proteina de choque térmico Hsp104 ap06s o tratamento

com o0s compostos de coordenagédo

A determinacédo da expressao da Hsp104 fusionada a proteina verde fluorescente
GFP, foi verificada ao submeter as células contendo a construcdo Hspl04-GFP ao
tratamento térmico a 40°C, condicdo utilizada como controle positivo, e apenas aos
tratamentos com 0s compostos, assim como descrito no item 4.4. Imediatamente apds 0s
tratamentos as suspensdes celulares foram coletadas e usadas para montar as laminas para
microscopia de fluorescéncia. A montagem das laminas foi realizada utilizando-se N-
propil galato como liquido de montagem e visualizada em microscépio de fluorescéncia
Axioplan 2 (Zeiss, Germany). As imagens foram analisadas e processadas através dos

softwares analySIS (Soft Image System) e ImageJ.

4.10 Determinacdo das atividades enzimatica para Sod e Cat em S. cerevisiae

4.10.1 Obtencéo do extrato livre de células.

Cerca de 50 mg de células foram centrifugadas a 5000 rpm e lavados duas vezes
com agua destilada. Apds as lavagens as células foram ressuspensas em 500 pL de tampéo
fosfato pH 7,8 adicionando-se a seguir 1.5 g de pérolas de vidro. Os extratos celulares
foram obtidos por 3 ciclos de agitacdo violenta em vértex por 1 minuto, intercalados com
1 minuto no gelo. Os extratos celulares obtidos foram entdo centrifugados a 13.000 rpm,
por 5 minutos, e o sobrenadante utilizado para as analises posteriores (Brasil et al., 2013;
Saetal., 2013).

4.10.2 Dosagem da concentracao de proteinas nos extratos livre de células.

A determinacdo da concentracdo de proteinas no extrato bruto foi realizada
utilizando o método descrito por Stickand (Stickland, 1951). Um volume de 100 pL de
extrato bruto livre de células foi adicionado a 4,9 mL de &gua, 0,9 mL de uma solugéo
contendo 20% NaOH e 150 pL de solugao 25% CuSOa4. A absorvéncia do sobrenadante
foi medida em espectrofotdmetro a 550 nm. Os célculos da concentracdo de proteinas dos
extratos foram realizados a partir da construgdo de uma curva padrdo com albumina
bovina (10 mg/mL). Desta curva padrdao foi retirado o valor do fator de conversao
estabelecido para conversdo da absorvancia em unidade de concentragdo em mg de
proteina/mL.
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4.10.3 Determinacdo da atividade da enzima superoxido dismutase

A determinacdo da atividade de superdxido dismutase foi acompanhada pela
inibicdo da reducdo do NBT apoés geracdo de radicais O2™, pela fotoreacdo da riboflavina
segundo o protocolo de Flohé & Otting, 1984. Este ensaio é bastante conveniente para a
determinacéo da atividade Sod, pois descarta a necessidade do uso de outras enzimas para
gerar o radical O>™. Além disso, também permite a localizacéo das isoformas Sod em géis
de poliacrilamida. A atividade Sod foi determinada através de uma relacdo entre a
atividade Sod de células tratadas e ndo tratadas com os compostos. Desta forma, a
atividade Sod foi expressa através no numero de vezes de aumento em relacao ao controle
(Brasil et al., 2013; Sa et al., 2013).

4.10.3.1 Gel de Resolucao

A mistura para o gel de resolucdo 10%, nativo, foi preparada misturando-se, em
um erlenmeyer, 4,0 mL de solucdo estoque de acrilamida-bisacrilamida 30%, 2,25 mL de
tampé&o Tris/HCI 2 M pH 8,9, 6,6 mL de H20O, 12,0 uL de TEMED ¢ 120,0 uL de PSA
10%. A mistura foi suavemente agitada e aproximadamente 8,0 mL foram adicionados
entre as placas de vidro do sistema de eletroforese vertical Mini-PROTEAN Tetra Cell,
da BioRad, até que o topo fosse atingido. Imediatamente ap6s a adi¢do da mistura, o pente
para a criacdo de pocos foi colocado, e 0 sistema deixado em repouso por
aproximadamente 1h a temperatura ambiente. Ao final da polimerizacdo, o gel foi
armazenado na geladeira, envolto em filme plastico, com uma pequena camada de agua

para evitar o ressecamento.

4.10.3.2 Condic0es de eletroforese, revelacédo e quantificacdo da atividade

Para a realizacdo da eletroforese, o gel foi submerso em tampéo de corrida 25 mM
Tris/HCI, 192 mM Glicina, pH 8,3. Foi preparado 20,0 uL de amostra, com 0 volume de
extrato correspondente a 75,0 ug de proteina, 5,0 uL de tampao de amostra (125,0 uL de
Tris/HCI 1,0 M pH 6,8, 800,0 uL de glicerol, 20,0 uL 1% azul de bromofenol e 55,0 uL.
de &gua) e o restante de H2O até completar o volume de 20,0 pL. Foi aplicado no gel 20
pL de amostra. A eletroforese foi conduzida nas condi¢des de temperatura ambiente, com
corrente (150,0 mV) e amperagem (30,0 mA) por gel controlados por aproximadamente
por 40 minutos, ou até que o front (corante) saisse do gel. Apos a eletroforese, o gel foi
cuidadosamente removido das placas de vidro e imerso em uma solugéo contendo 2,5

mM NBT em 36,0 mM de tampéo fosfato (pH 7,8) por 15 minutos. Apds este tempo, 0
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gel foi removido da solucdo de NBT e imerso em uma solucdo contendo 86,0 uM de
riboflavina, 28,0 mM de TEMED e 100,0 mL de tampao fosfato 7.8 por 15 minutos, sendo
em seguida exposto a luz (Brasil et al., 2013; De Sa et al., 2013; Flohé; Otting, 1984).
Apbs a revelacdo, o gel de poliacrilamida foi digitalizado no fotodocumentador EC3
Imaging System (UVP Biomaging Systems), e as bandas de Sod foram analisadas
levando-se em consideracdo a densidade por area com o uso do software UVP Vision
Works LS 6.2. A atividade visualizada foi expressa em vezes de aumento em relacéo a

condicdo controle.

4.10.4 Analise da Atividade de Catalase

A dosagem da atividade de catalase foi realizada por cinética enzimatica,
acompanhando a curva de progresso de consumo de H2O2 em espectrofotbmetro a 240
nm. A determinacdo da atividade da enzima catalase foi realizada em células tratadas ou
ndo com os compostos de coordenacdo. O branco de reacéo foi composto por 2,9 mL de
tampado fosfato de sddio 50 mM, pH 7.0 e 100,0 pL do extrato bruto de proteina. A reacao
foi disparada pela adi¢do de 36 uL de H20. 880 mM. A curva de progresso foi
acompanhada em espectrofotdbmetro modelo Beckman Coulter DU 700 por 3 minutos,
sendo as leituras realizadas de 10 em 10 segundos (Rona et al., 2015). Os resultados foram
expressos como atividade especifica (U/mg ptn), onde 1,0 U corresponde a degradacao

de 1 pmol de H20 por minuto.
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4.11. Determinacéo da captacao dos compostos de coordenacéo pelas células de S.

cerevisiae

Células da cepa EG103 cresceram em meio YPD2% até metade da fase
exponencial em glicose e em seguida foram submetidas ao tratamento com 0s compostos
de coordenacéo, tal como descrito nos itens 4.3 e 4.4. Apos os tratamentos, 100 mg de
células foram coletadas por centrifugacdo (4000 rpm por 5 minutos) e, em seguida,
lavadas duas vezes com PBS estéril. Em seguida, as células foram entdo congeladas por
48 h, a -80°C, e entdo descongeladas somente quando fossem incubadas para digestédo
com 1 mL &cido nitrico. Ap6s 24 h de abertura das células com &cido nitrico, o material
foi aquecido em um bloco digestor, a 100°C durante 4 h. O produto da digestéo das células
foi entdo diluido em 10 mL de &gua ultrapura e reservado para as analises no
equipamento. Todas as medidas foram realizadas utilizando-se o Espectdmetro Nexion
300x ICP-MS (Perkien Elmer, USA), operando no modo padrdo e equipado com um
nebulizador concéntrico, uma cdmara de spray ciclénico e um injetor de quartzo de 2 mm
(Glass Expansion, AUS). As solu¢des foram introduzidas a um fluxo de 1.0 mL/min e a
40.0 g L. Os resultados da concentragdo de metal foram expressos em pg de metal/g de
célula. O célculo foi realizado em amostras de células que foram submetidas ou ndo ao
tratamento de 1 h com os compostos de coordenacdo. As células ndo tratadas serviram de

controle para quantificar os niveis intracelulares basais de metal da célula.

4.12. Andlises estatisticas

Para analise estatistica dos resultados, foi feito o Teste T de Student, a fim de
verificar as diferengas entre os grupos. Para a realizacdo dos testes utilizou-se a
ferramenta GraphPad Prism (GraphPad Software Inc., San Diego, EUA). Nos gréaficos,
um asterisco (*) representa resultados significativamente diferentes para um valor de P
<0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
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5.1. Determinacao in vitro das atividades de superoxido dismutase (Sod) e/ou

catalase (Cat) dos compostos de coordenacéo.

A atividade mimética a metaloenzima superoxido dismutase (Sod) foi investigada
para todos os 7 compostos de coordenacdo usados neste trabalho. Foi investigada a taxa
de reducdo do azul de nitrotetrazélio na auséncia dos compostos (controle), bem como na
presenca de 0,87 pM dos compostos. Em seguida a taxa de inibi¢do da redugdo do NBT
promovida pelos compostos em estudo foi avaliada.

Como podemos observar na figura 10, fica evidente 0 aumento da taxa de reducdo do
NBT pelo sistema gerador de radical O2™. No entanto, na presenca dos compostos da série
A (C1-C4)e B (C5-C7)areducdo do NBT sofre uma forte inibi¢do. Esta caracteristica
inibitdria esta diretamente relacionada a capacidade dos compostos em eliminar o radical
O," formado pelo sistema xantina/xantina oxidase. Desta forma, todos 0s compostos
foram capazes de inibir a reducdo do NBT, atuando como compostos miméticos a
metaloenzima Sod. Nossos resultados mostram ainda que 0s compostos da série A foram
mais eficazes que os da série B, tendo em vista que 0os compostos da série A apresentaram
inibicdo da reducdo do NBT superior a 70%, engquanto que 0s compostos da série B
apresentaram valores abaixo de 70% (Tabela 2). Portanto, podemos concluir que os
compostos da série A mostraram uma atividade Sod mimética alta, enquanto que a
atividade dos compostos C5 e C6 é considerada moderada e a do composto C7, baixa.
Cabe ressaltar que dos 7 compostos testados neste estudo, somente os compostos C1 e C4
ja haviam sido descritos na literatura como compostos capazes de eliminar radicais O™,
tal como a enzima Sod (Horn e col., 2010; Melo, K. V., 2012). De fato, nossos resultados
corroboram os dados obtidos por Melo, K.V. (2012) e Horn e colaboradores (2010) que
observaram que C4 e C1, respectivamente, foram capazes de inibir a reducdo de NBT
pelo O2™. Quanto a atividade Sod mimetica dos demais compostos, os resultados aqui

apresentados sdo ineditos.
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Figura 10. Curva de reducdo do NBT pelo sistema xantina/xantina oxidase, gerador de
radical O>". A reducéo do NBT foi realizada na auséncia (controle) e na presenca de 0,87
MM dos compostos da série A (A) e da série B (B). Os resultados obtidos em triplicata

foram expressos em unidades arbitrarias de absorvancia por tempo (min).
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Tabela 2. Porcentagem de inibicdo da redugdo do NBT obtido para os compostos de ferro.

Composto (série A) Inibicéo (%)
C1 81,7+4,6
C2 84,3+2,0
C3 83,3+2,3
C4 78,3+£25

Composto (série B) Inibigéo (%)
C5 945+172
C6 65,0 £0,7
Cc7 129+24

Embora nossos resultados ndo demonstrem diferencas significativas na atividade
Sod mimética dos compostos da série A, Melo, K.V. (2012) em sua dissertacdo de
Mestrado, empregando a mesma metodologia, demonstrou que o C4 exibiu uma atividade
Sod mimética 18% superior ao apresentado pelo C1. Segundo Melo, K.V, esta diferenca
pode ser atribuida a diferencas na estrutura dos compostos C1 e C4. Por outro lado,
Morcelli, S. R. (2016) em sua tese de Doutorado, demonstrou que o C1 apresentou uma
atividade de Sod mimética alta, exibindo valores de inibigdo da reducéo do NBT de 73%,
valores similares aos obtidos neste trabalho. Portanto, podemos concluir, que nossos
resultados corroboram os dados ja descritos na literatura em relacdo aos compostos C1 e
CA4.

Com relagdo a atividade mimética a metaloenzima catalase (Cat), todos o0s
compostos também foram utilizados para investigar a taxa de eliminacdo de H>O>. Neste
ensaio, os compostos foram utilizados na concentragdo de 0,2 uM. Os graficos de
consumo de H202 promovido pelos compostos estdo apresentados na figura 11. Podemos
observar que todos 0os compostos, tanto da série A quanto da serie B, ndo apresentaram
atividade catalase in vitro. Em nossos resultados, a concentragdo de 0,16 mM de H20:
permaneceu praticamente constante durante todo o curso do experimento, 12 minutos.
Nossos resultados mostram que os valores de absorbancia mostrados no eixo X sao
menores que 1. De acordo com Melo, 2012 e Morcelli 2016, C1 e C4 também ndo foram
capazes de degradar o H20; in vitro, ndo apresentando atividade catalase mimética.
Podemos observar na figura 12 a diferenca entre o composto C1, incapaz de degradar o
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H20- e por isso apresentando valores de consumo de H;O na faixa de 2mM/min e o
composto Fe(a)naftolHBPA que apresenta elevada atividade Cat mimética, com valores
de consumo de H>O; na faixa de 13 mM/min (Morcelli, S. R., 2016). Por outro lado,
Horn e colaboradores (2010) ao determinar a atividade catalase in vitro por volumetria de
O2, demonstrou que C1 era capaz de degradar H>O> liberando O2 no meio. No entanto,
esta metodologia apresenta certa limitacdo, tendo em vista que a capacidade de gerar O
pela reacdo do composto com H»Oz, requer um alto controle de pH e temperatura, e desta
forma, o sistema necessita ser totalmente vedado para que ndo haja entrada de Oz no
sistema e consequentemente a geracdo de um resultado falso-positivo. Os resultados
obtidos neste estudo a respeito das atividades Sod e Cat in vitro de C1 e C4, os dois Unicos
ja descritos por outros pesquisadores, corroboram os dados observados por Morcelli,
2016 e Melo, 2012 em diferentes ensaios in vitro, e confirmam a hipotese de que estes
complexos apresentam somente potencial antioxidante mimético a Sod, assim como 0s
compostos inéditos (C2, C3, C5 - C7).

Estes resultados, da atividade Sod e Cat in vitro obtidos, nortearam os proximos
passos do trabalho, nos levando a explorar a capacidade Sod mimética de todos os

compostos in vivo, utilizando o modelo de estudo, S. cerevisiae.
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Figura 11. Consumo de H>O> na presenca e auséncia dos compostos tanto da série A
quanto da série B (0,2 uM). O consumo de H20- foi avaliado, em meio tamponado e em
funcdo do tempo de reagdo na presenca e auséncia dos compostos da série A (A) e da
série B (B). Os resultados foram expressos através da taxa de consumo de perdxido de

hidrogénio em mM/segundo.
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Figura 12. Consumo de H>O> na presenca e auséncia de compostos de coordenacdo. O
consumo de H20> foi avaliado, em meio tamponado e em fungdo do tempo de reagéo na
presenca e auséncia dos compostos C1 (m), Fe(a)naftolHBPA (e) e Fe(p)naftolHBPA
(A) (0,2 uM). Os resultados foram expressos atraves da taxa de consumo de peroxido de

hidrogénio em mM/segundo (adapatado de Morcelli, S. R., 2016).
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5.2. Determinacdo dos niveis de sobrevivéncia das células expostas ao estresse

oxidativo apos o tratamento com 0s compostos Sod mimeticos

5.2.1 Avaliacdo do efeito protetor dos compostos de coordenacdo em uma cepa selvagem
de S. cerevisiae

As células da levedura S. cerevisiae, quando expostas a altas concentragdes de
glicose, sofrem com o fendmeno da repressdo catabdlica. Este fendbmeno promove a
repressdo da transcricdo de diversos genes, favorecendo a fermentacdo da glicose e
acelerando o crescimento celular. Dentre 0s genes, cuja expressao € reprimida, estdo
aqueles ligados ao funcionamento mitocondrial e, consequentemente, ao metabolismo
respiratorio (Denoth Lippuner, Julou & Barral, 2014; Mirisola, Braun & Petranovic,
2013; Ruckenstuhl, Carmona-Gutierrez & Madeo, 2010). Na fase exponencial, as células
de S. cerevisiae estdo em metabolismo fermentativo, onde a producdo das EROs é baixa
e a maior parte das enzimas envolvidas na resposta ao estresse oxidativo ndo estéo sendo
sintetizadas. Portanto, por ndo apresentarem um sistema antioxidante totalmente ativo, e
consequentemente com menor interferéncia do sistema antioxidante, o estudo da protecédo
celular promovida pelos compostos se torna mais eficaz.

Horn e colaboradores (2010), ao avaliar a citotoxicidade do composto C1 na cepa
BY4741 de S. cerevisiae, nas concentracbes de 10 — 500 uM, ndo observou
susceptibilidade das células apds 1h de tratamento (Horn Jr, et al., 2010; Ribeiro, T. P.,
2011). Este resultado também foi observado por Melo, K.V., 2012 ao avaliar a
citotoxicidade dos compostos C1 e C4 na cepa selvagem de S. cerevisiae, BY4741,
observou que ambos néo apresentaram elevada citotoxicidade para este modelo de estudo.
Enquanto que o composto C4 apresentou certa citotoxicidade a partir da concentragéo de
500 puM, apresentando 70% de sobrevivéncia apos 1 h de exposicéo, o composto C1 ndo
apresentou atividade citotoxica na faixa de concentragdo testada (10 — 500 pM).

Diante dos resultados obtidos por Melo, K.V., 2012 e Ribeiro T. P., 2011, bem
como os resultados de atividade Sod mimética aqui demonstrados, decidimos investigar
o efeito antioxidante dos 7 compostos de coordena¢do miméticos a Sod, todos contendo
0 metal de transi¢do Fe em seu estado de oxidacdo 3. Ap6s o cultivo em metabolismo
fermentativo, metade da primeira fase exponencial do crescimento celular em glicose, as
células da cepa controle, EG103, foram tratadas com diferentes concentragdes (1,5 - 25,0
uM) de cada um dos compostos de coordenacédo, durante 1 hora, e em seguida lavadas e
submetidas ao estresse com 20,0 mM de menadiona, também por uma hora. Esse
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screening foi realizado a fim de avaliar se 0s compostos seriam capazes de proteger as
células contra o estresse oxidativo e se tal protecdo teria carater dose-dependente. A
menadiona foi utilizada como agente estressor, tendo em vista que é uma fonte geradora
de radical O2". Cabe ressaltar que o screening foi realizado somente com a menadiona,
uma vez que que todos os compostos (C1 — C7) ndo apresentaram atividade in vitro Cat
mimética, e, portanto, ndo utilizamos o H.O> como agente estressor.

Como é possivel observar nas figuras 13 e 14, as células que foram diretamente
expostas a menadiona apresentaram uma acentuada queda nos niveis de sobrevivéncia.
Tal efeito pode ser observado na cepa selvagem EG103, a qual mostrou 45% de
sobrevivéncia apds o estresse causado pela menadiona. Por outro lado, todos os
compostos da série A foram capazes de proteger as células do estresse oxidativo
provocado pela menadiona. Concentracfes na faixa de 1,5 a 12,5 uM do C1 foram
capazes de resgatar a sobrevivéncia em torno de 75%, ndo mostrando diferencas
significativas entre elas. Com relacéo ao tratamento com a concentracdo de 25 uM, C1
apresentou uma maior capacidade de protecéo, atingindo 100% de sobrevivéncia (Figura
13). Em relacdo ao C2, a menor concentracdo de tratamento foi capaz de resgatar cerca
de 70% da sobrevivéncia celular apdés o estresse oxidativo, se mostrando
significativamente diferente dos tratamentos na faixa entre 3,125 a 25,0 uM, que
apresentaram cerca 95% de sobrevivéncia celular. O tratamento com o C3 foi capaz de
dobrar a sobrevivéncia das células apds o estresse com menadiona, ndo mostrando
diferencas entre as concentracdes testadas. O Ultimo composto da série A, 0 C4, por mais
que aparente um carater dose-dependente, ndo segue esse caracteristica, pois as
concentracdes de 1,5 e 3,125 uM resgataram 70%, aproximadamente, da sobrevivéncia,
enquanto que as maiores concentragoes (6,25 — 25,0 uM) protegeram as células, atingindo

um nivel de aproximadamente 90% (Figura 13).
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Figura 13. Efeito dos compostos miméticos a Sod na sobrevivéncia contra o estresse
oxidativo. Células da cepa selvagem EG103 de S. cerevisiae foram tratadas com
diferentes concentracfes dos compostos miméticos da série A. As células, tratadas ou ndo
com os compostos, foram submetidas a condicdes de estresse oxidativo (menadiona 20,0
mM). Os resultados sdo expressos em porcentagem de sobrevivéncia, obtidos atraves de
uma relacdo entre as células estressadas e o controle (células ndo estressadas). Os
resultados representam uma média de trés experimentos independentes + desvio padrao.
* representa resultados significativamente diferentes em relacdo ao controle positivo
(menadiona), ** representa resultados significativamente diferentes da maior
concentracdo de C1 em relacdo as menores concentracfes e da menor concentragéo de

C2 em relacdo as maiores concentragdes. P valor < 0,05.
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Na figura 14, podemos observar a capacidade de protecdo dos compostos da série
B apds o estresse com a menadiona. Todos os compostos, em suas diferentes
concentracdes, com exce¢do da menor concentragdo do composto C6, foram capazes de
resgatar aproximadamente 90% da sobrevivéncia celular apds o estresse com menadiona.

Cabe ressaltar que nenhum dos compostos estudados exibiu efeitos toxicos, no
modelo utilizado, mesmo quando concentracfes elevadas foram testadas. Essa
caracteristica permite a sua utilizacao, em faixas de concentracdo muito mais amplas do
que os compostos ferroporfirina, por exemplo, que exibem niveis de toxicidade elevados,
mesmo em concentragdes baixas, a partir de 1,0 uM (Batini¢-Haberle et al., 2010;
Kupershmidt et al., 2010; Ribeiro et al., 2015).

Esses resultados, tanto da série A quanto da série B, nos mostram que esses
compostos sdo capazes de proteger a levedura S. cerevisiae do radical superoxido gerado
pelo estresse com a menadiona, e que todos 0s compostos na maior concentracao testada
(25 pM), protegeram as células atingindo niveis bastante elevados, entre 90 e 100% de
sobrevivéncia. Diante desse fato, optamos por utilizar essa concentracdo de tratamento

para os experimentos subsequentes.
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Figura 14. Sobrevivéncia ao estresse oxidativo na cepa EG103 de S. cerevisiae tratadas

com diferentes concentra¢fes dos compostos miméticos da série B. As células foram

submetidas a condicdes de estresse com menadiona (20,0 mM) antes e apds 0s

tratamentos com 0s compostos de coordenagdo. Os resultados Sdo expressos em

porcentagem de sobrevivéncia, obtidos através de uma relacdo entre as células estressadas

e o controle (células ndo estressadas). Os resultados representam uma média de trés

experimentos independentes + desvio padrdo. * representa resultados significativamente

diferentes em relacdo ao controle positivo. P valor < 0,05.
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5.3. Avaliacdo do efeito protetor dos compostos de coordenacdo em uma cepa

deficiente na enzima Cu/Zn-superéxido dismutase (Sod1l)

Enquanto que Melo, K.V., 2012 se deteve em estudar apenas o efeito protetor do
Clna cepa BY4741 exposta ao estresse oxidativo, Ribeiro e col. (2015) demonstraram a
atividade antioxidante deste composto em duas cepas selvagens (BY4741) e mutante no
gene SOD1, deficiente na sintese da enzima Sodl. A capacidade de protecdo foi
investigada em células diretamente estressadas com menadiona, as quais obtiveram
valores de sobrevivéncia inferiores a 20%. Por outro lado, ap6s tratamento com C1, as
células apresentaram sua sobrevivéncia aumentada (Ribeiro, et al., 2015). A cepa
BY4741, exposta ao estresse com menadiona e tratada com C1, obteve um aumento de
70% em sua sobrevivéncia. A deficiéncia da enzima Sodl acarretou no aumento da
sensibilidade ao estresse com 0 O2”". A cepa mutante sod 14, sem tratamento ndo foi capaz
de sobreviver ao estresse com menadiona, demonstrando a alta sensibilidade dessas
células ao estresse provocado pela geracdo do O2~. Por outro lado, as células tratadas
com C1 apresentou um aumento da sobrevivéncia de aproximadamente 60% (Ribeiro, et
al., 2015). Além disso, Ribeiro e col., 2015 também demonstraram que C1 reduziu a
peroxidacdo lipidica, frente ao estresse com menadiona apresentando niveis de MDA
semelhantes ao da célula ndo estressada (condicdo controle). Com base neste amplo
estudo os autores acreditam que este composto atua como mimético a Sod removendo o
excesso de O>” devido a sua intrinseca atividade mimética (Ribeiro, et al., 2015; Ribeiro,
etal., 2017).

Neste trabalho, a importancia do sistema antioxidante na resposta contra o estresse
oxidativo, ¢é evidenciado quando analisamos o comportamento da cepa mutante EG118
(sod14) na resposta ao estresse oxidativo. Podemos observar na figura 15 que apds o
estresse direto causado pela menadiona, os niveis de sobrevivéncia da mutante sod/4 séo
nulos, indicando uma hipersensibilidade causada pela auséncia da enzima Sodl. Com
isso, ao comparar o perfil de sobrevivéncia entre a cepa selvagem EG103 e a mutante
sodlA, EG118, sob condicdes de estresse oxidativo, podemos sugerir que a sobrevivéncia
observada na cepa selvagem, sob a mesma condicdo de estresse, pode estar relacionada a
presenca da enzima Sod1.

Como descrito no subitem 5.2.1 o tratamento com 0s compostos mimeticos da
série A como da série B foram capazes de resgatar a sobrevivéncia celular apds o estresse

oxidativo severo (Figura 15). Em rela¢do aos compostos da série A, podemos observar
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que os tratamentos com o0s compostos, foram responsaveis por restaurar 100% da
sobrevivéncia na cepa selvagem, em contraste com os baixos niveis de sobrevivéncia
observado pelas células diretamente expostas ao estresse com menadiona, onde
apresentarem 45% de sobrevivéncia (Figura 15, letra A). Um perfil muito parecido pode
ser observado com os compostos da série B (Figura 15, letra B).

Com relacdo a cepa sodi4, o C3 foi o mais eficaz, promovendo um aumento
significativo da sobrevivéncia celular, onde elevou para 70% o indice de células viaveis.
Porém, os tratamentos com C1 e C4 foram menos eficazes, apresentando niveis de
protecdo de 15% e 20%, respectivamente. Apesar da baixa protecdo conferida por C1 e
C4, quando comparamos a sobrevivéncia das células tratadas com estes compostos e as
células sem tratamento, podemos observar que ambos promoveram um aumento
significativo dos niveis de sobrevivéncia. Quanto ao C2, este ndo promoveu protecdo
celular, mostrando resultados iguais ao controle positivo (Figura 15, letra A). O
tratamento com os compostos da série B também foram capazes de proteger as células da
mutante sodIA4. O tratamento com o C6 foi 0 menos eficaz, gerando os menores niveis de
protecdo, quando comparado com C5 e C7, onde o0s niveis de viabilidade aumentaram em
torno de 70% e 65%, respectivamente (Figura 15, letra B). Considerando que para a
sodl4, diretamente estressada, os niveis de sobrevivéncia foram nulos, o efeito mais
discreto dos C1, C4 e C6 ainda pode ser considerado um efeito protetor, pois aumentaram
significativamente a sobrevivéncia celular.

Os resultados sobre a capacidade de protecdo celular promovida pelos compostos,
nos mostram de uma forma geral que todos os compostos de coordenacéo testados, com
excecdo do C2, atuam como compostos protetores, porém somente os compostos (C3, C5
e C7) foram mais eficazes na protecdo da mutante sodi4 ao estresse oxidativo severo,
podendo ser considerados excelentes compostos miméticos a Sod. Este resultado esta de
acordo com o resultado da atividade de superoxido dismutase in vitro, o qual mostrou que
tais compostos tém atividade Sod mimética in vitro, sendo que os compostos C3, C5e C7

foram os que mais protegeram as células S. cerevisae deficiente na expressao da Sod1.
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Figura 15. Sobrevivéncia ao estresse oxidativo na mutante de S. cerevisiae sod 14 tratadas
com o0s compostos miméticos. As células foram submetidas a condi¢Bes de estresse com
Menadiona (20,0 mM) antes e apds o tratamento de 25 uM com 0Ss compostos de
coordenacdo. (A). Representa os resultados obtidos com os compostos da série A e (B).
Representa os resultados com os compostos da série B. Os resultados sédo expressos em
porcentagem de sobrevivéncia, obtidos através de uma relacéo entre as células estressadas
e o controle (células ndo estressadas). Os resultados representam uma média de trés
experimentos independentes + desvio padréo. * representa resultados significativamente
diferentes em relagdo ao controle positivo, ** representa resultados significativamente
diferentes do C3 em relacdo aos outros da série A e do C6 em relacdo aos outros da série
B. P valor < 0,05.
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Alguns questionamentos podem surgir durante a analise destes resultados. Seriam
0s compostos realmente eficazes na protecéo de S. cerevisiae? Seria possivel que apenas
o sal metélico, empregado na sua sintese, fosse capaz de conferir protecéo as células? Ou
ainda, se mesmo o ligante, coordenado ao ion metalico, poderia, isoladamente, ser o
responsavel por promover 0 aumento da sobrevivéncia? Para que pudesse ser esclarecido
de que forma as células de S. cerevisiae estdo se tornando mais resistentes a uma condicao
de estresse oxidativo, Ribeiro, T. P (2011) em sua dissertagédo de Mestrado, demonstrou
que o C1, apresenta altos indices de atividade antioxidante in vivo e que o tratamento com
jons Fe®* ou ligante de C1 na concentracéo de 25 uM n&o foi capaz de proteger as células
contra 0 estresse oxidativo. Estas informagbes sugerem que C1 possui uma grande
estabilidade, indicando que o mesmo é capaz de manter sua integridade no meio
intracelular promovendo a protecdo requerida pelas células (Ribeiro, et al., 2017; Ribeiro
et al., 2015). Devido a semelhanca dos compostos empregados neste estudo, acreditamos
que todos eles tenham a mesma estabilidade que o C1.

Por outro lado, caso ocorresse a dissociacdo dos compostos no ambiente
intracelular, seria possivel observar efeitos oxidantes ainda mais severos, que resultariam,
diretamente, em menores indices de sobrevivéncia celular. Nesse cenario, uma possivel
dissociagdo do composto, causaria a liberacdo do ferro presente na sua estrutura podendo
produzir mais EROs no meio intracelular. Tais reac0es entre metais e EROs levaria a
geracdo, por exemplo, dos radicais hidroxila, altamente reativos, contribuindo para o
aumento dos niveis de estresse oxidativo, e também para a geracdo de danos severos a
proteinas, lipidios e DNA (Costa & Moradas-Ferreira, 2001; Jomova & Valko, 2011).
Sabe-se que os ions Fe?" e Cu?*, uma vez livres no meio intracelular, podem participar
das reagdes de Fenton e Haber-Weiss. Ja foi demonstrado, por exemplo, que compostos
porfirinicos de Fe ou Cu demonstram alto potencial citotoxico, devido a grande eficiéncia
de gerarem radicais HO- (Batini¢-Haberle et al., 2010; Kupershmidt et al., 2010). Esse
efeito ocorre, principalmente, por conta da instabilidade desses compostos que, uma vez
em solucdo, sdo facilmente dissociados, liberando os ions, promovendo efeitos pro-
oxidantes (Miriyala et al., 2012; Ribeiro et al., 2015). Portanto, o grande desafio, além
de sintetizar compostos com propriedades antioxidantes, estd em desenvolver um ligante
capaz de evitar a dissociacdo do metal, mantendo assim as propriedades antioxidantes, e

minimizando possiveis efeitos toxicos.
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5.4. Avaliacdo da capacidade dos compostos em reduzir a disfuncdo mitocondrial

O estresse oxidativo promove danos diretos e indiretos aos lipidios, proteinas e
DNA. O acumulo dos danos, causados pelo ataque das EROs, a essas biomoléculas
resultam, inevitavelmente, na morte celular por necrose ou por apoptose (Ruckenstuhl,
Carmona-Gutierrez e Madeo, 2010). Novas teorias continuam a surgir baseando-se em
importantes aspectos das teorias antecessoras, como por exemplo, a “Teoria
Mitocondrial” que consiste em um aumento na producdo de EROs, acimulo de danos no
DNA mitocondrial, e disfuncdo progressiva da cadeia transportadora de elétrons (Dufour
& Larsson, 2004, Alexeyev et al., 2004). Desta forma, a disfuncdo mitocondrial tem
demonstrado relacdo estreita com o estresse oxidativo. A mitocondria, como se é
conhecido, é responsavel pelo processo de respiracdo celular, através do qual se produz a
energia necessaria para viabilizar inimeras reacdes essenciais ao funcionamento das
células (Jomova et al., 2010; Perfeito et al., 2013). Além disso, a mitocondria tem
participacdo em outros processos celulares importantes, tais como a resposta ao estresse
e a vias de morte celular (Dryanovski et al., 2013).

Com o intuito de avaliar o efeito dos compostos a nivel de protecdo do material
genético, foi realizada a andlise de disfuncdo mitocondrial que tem por objetivo avaliar a
incapacidade das células de desenvolverem as mitocondrias quando crescidas em meio
contendo uma fonte de carbono nédo repressora como fonte de energia, neste trabalho,
glicerol, onde apresentam metabolismo respiratorio. Estas células recebem o nome de
“petites”. Neste meio as células que apresentarem mitocéndrias ndo funcionais, devido a
uma provavel alteracdo no DNA mitocondrial e/ou nuclear, se tornam incapazes de
formar col6nia em meio sélido YPGIly 4%. Como a sod14 foi hipersensivel ao estresse
com menadiona (<1% de sobrevivéncia), ndo realizarmos este teste de disfuncédo
mitocondrial nesta cepa.

Apesar da maior resisténcia encontrada na cepa EG103 em metabolismo
fermentativo, podemos observar indices consideraveis de disfun¢do mitocondrial,
expressos em porcentagem de células funcionais (barras cinzas) e petites (barras brancas)
entre as células viaveis, apos estresse causado pela menadiona (Figura 16). A disfuncéo
mitocondrial encontrada nesta cepa pode ser relacionada com a capacidade de geracédo de
radical superoxido gerada quando as células em metabolismo fermentativo foram

submetidas ao agente estressor.
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Como pode ser visto na figura 16, ap0s o estresse com menadiona 20 mM, 13%
dos 45% de celulas viaveis apresentaram algum problema na respiracéo. Porém quando
essas células foram submetidas ao tratamento com os diferentes compostos, podemos
observar que esse cenario ndo se repetiu, com excecdo do composto C2, que apresenta
2% de células danificadas do total de 100% de células funcionais, 0s outros compostos

foram bastante eficazes em reverter este cenario.
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Figura 16. Efeito do tratamento com os compostos na disfun¢do mitocondrial em células
selvagens de S. cerevisiae. As células foram submetidas a condicGes de estresse com
menadiona (20,0 mM) antes e apds 0s tratamentos com 0s compostos. Os resultados sdo
expressos em porcentagem de células funcionais (barras cinzas) e petites (barras brancas)
entre as ceélulas viaveis. A determinagdo da inducdo de petite foi expressa em
porcentagem da razdo entre o nimero de colbnias obtidas em YPD2% subtraido do
crescimento de col6nias em YPGIly4% dividido pelo total de col6nias em YPD2% para
cada tratamento com composto. Os resultados representam uma média de trés

experimentos independentes + desvio padréo. *p valor < 0,05.
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5.5. Avaliacédo da inducdo da resposta celular apds tratamentos com 0s compostos

miméticos

A regulacdo transcricional de fatores relacionados ao estresse oxidativo
desempenha um papel fundamental na resposta adaptativa a condi¢cdes de estresse (ex.
estresse oxidativo). O controle da homeostase redox celular é fortemente dependente da
ativacdo de fatores de transcricdo, tais como Yapl, Hsfl, Msn2 e Msn4. Todos estes
fatores séo ativados somente em condicfes de estresse e estdo envolvidos na regulacéo
da expressao de genes envolvidos na protecdo celular (Ribeiro, et al., 2015).

Apobs demonstrar, in vitro e in vivo, a atividade antioxidante dos compostos de
coordenacdo, algumas questdes podem surgir acerca dos possiveis mecanismos de acdo
destes compostos. Embora os resultados indiquem que a atividade Sod mimética,
intrinseca dos compostos, seja a responsavel pela protecdo observada in vivo, é preciso
considerar outras possibilidades. Muitos estudos descrevem as dificuldades em torno da
andlise dos efeitos de compostos de coordenagao (Batini¢-Haberle et al., 2010; Miriyala
et al., 2012). Alguns fatores podem influenciar os efeitos observados in vivo, dentre os
quais podemos destacar a ativacdo da resposta celular, sob determinadas condicdes de
estresse (Keaney et al., 2004; Mao et al., 2013).

Com o intuito de esclarecer tais pontos, decidimos investigar a capacidade dos
compostos em ativar uma resposta celular dependente de certos fatores de transcricdo
responsaveis pela inducdo da resposta ao estresse. Assim, atraves do uso de células
deficientes no fator de transcricdo Yapl (yapiA), da inducdo da expressdo da proteina
Hspl104 e da determinacdo da atividade de enzimas enddgenas antioxidantes, tais como
Sod e Cat, nosso trabalho tentou compreender como 0s compostos estdo protegendo as
células; se a protecdo observada seria em decorréncia da inducao de uma resposta celular
Ou Se a mesma ocorre por conta da atividade intrinseca dos compostos. Nesta secéo,
somente 0s compostos mais eficazes na protecdo das cepas selvagem e mutante sod14

foram utilizados.
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5.5.1 Contribuicédo do fator de transcricdo Yapl para a resposta das células tratadas com
0S compostos miméticos

Em S. cerevisiae, o fator transcricional Yapl, que é ortélogo ao fator AP-1 de
mamiferos, regula a expressdo de um subconjunto de genes, associados a resposta celular
contra o estresse oxidativo (Menezes et al., 2008). Yapl desempenha um papel central na
resposta ao estresse, sendo o maior regulador da defesa antioxidante em leveduras
(Pimentel, et al., 2014). Sabe-se que 0 aumento nas concentragdes de H20z2, por exemplo,
promove a ativacao de Yapl, modulando a resposta antioxidante (Menezes et al., 2008).
Por outro lado, a deficiéncia de Yapl faz com que as células sejam hipersensiveis ao
estresse oxidativo. Esta sensibilidade é devida a necessidade da presenca de Yapl para
inducdo da expressao de diversos genes de protecdo antioxidante, tais como TRX1, que
codifica a Tiorredoxina; TRR1, que codifica a Tiorredoxina redutase; GLR1, Glutationa
Oxidorredutase; e GSH1, que codifica o tripetideo GSH e a prépria SOD1, que codifica a
Cu/Zn Superdxido dismutase (Jomova e Valko, 2011). Nesse contexto, empregando uma
cepa mutante, yap/4, deficiente na sintese do fator de transcri¢do Yapl, investigamos se
0s compostos Sod miméticos C3, C5 e C7 continuariam a proteger as células de S.
cerevisiae hipersensiveis ao estresse oxidativo. A hipersensibilidade da cepa yaplA ao
estresse com menadiona confirma o papel critico que Yapl desempenha na protecdo
contra condicdes de estresse oxidativo (Figura 17). Por outro lado, mesmo na auséncia de
Yapl e, portanto, incapacidade de ativar a resposta ao estresse oxidativo, 0s compostos
C3, C5 e C7 foram capazes de induzir uma forte aquisicdo de tolerancia ao estresse
oxidativo (Figura 17). Novamente, os resultados obtidos ndo apenas refor¢cam a atividade
antioxidante protetora dos compostos, mas também demonstram que seus efeitos sdo

independentes da ativacdo deste importante fator de resposta ao estresse oxidativo.
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Figura 17. Efeito dos compostos de coordenacdo em S. cerevisiae deficiente na expressao
de Yapl. As células foram crescidas em meio contendo glicose (YPD2%), até a metade
da primeira fase exponencial de crescimento. Apds foram submetidas ao tratamento com
0s compostos de coordenacdo C3, C5 e C7 por 1 hora, em seguida, expostas ao estresse
com 20 mM de menadiona por 1 hora. Além disso células sem tratamentos foram expostas
diretamente ao estresse com 20 mM de menadiona. Em seguida, foram feitas diferentes

dilui¢des, das quais aliquotas de 5,0 pL foram plaqueadas em meio contendo glicose.
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5.5.2. Inducdo da expressao e ativacdo da proteina Hsp104 apds tratamento das células
com 0S compostos miméticos

As proteinas de choque térmico, cuja sintese é mediada pela ativagdo de Hsfl, exercem
um papel essencial na manutencao de estruturas proteicas, reparando lesbes estruturais,
mantendo a atividade das proteinas, e evitando também a formacdo de agregados
proteicos (Morano, K. A., Grant, C. M & Moye-Rowley, W. S., 2012). O Hsf1 faz parte
de uma familia de fatores de transcrigdo, altamente conservados, e que sdo criticos para a
resposta ao choque térmico, em organismos eucariotos. O Hsf1 fica localizado no ndcleo,
e apresenta baixo nivel de atividade transcricional constitutiva (Calderwood, et al, 2009).
No entanto, basta as células serem submetidas a um tratamento térmico a 40°C por 1h
para que o Hsfl seja ativado e, desta forma reprogramar o funcionamento celular,
promovendo tolerancia térmica (Morano, K. A., Grant, C. M & Moye-Rowley, W. S.,
2012; Pereira, Eleutherio e Panek, 2001).

Embora originalmente descobertas como proteinas de choque térmico, muitas
chaperonas moleculares também tém funcdes de manutencdo do ambiente intracelular e
sdo essenciais para a homeostase celular mesmo a temperatura fisiol6gica (Walter &
Buchner, 2002). Assim, um nivel de expressdo basal adequado destas chaperonas é
importante em condi¢des normais de crescimento. Quando expostas ao estresse, as células
necessitam de uma capacidade de chaperona aumentada devido a um aumento na
quantidade de proteinas parcialmente desenoveladas, isto é, tem como funcao assegurar
que os polipeptideos sejam enovelados e compartimentalizados corretamente (Bosl,
Grimminger & Walter, 2006).

Algumas HSPs apresentam sua sintese induzida em resposta a uma grande
variedade de estresses, tais como o0 estresse térmico, osmotico, oxidativo entre outros
(Morano, K. A., Grant, C. M & Moye-Rowley, W. S., 2012). Sabe-se que a Hsp104
desempenha um papel crucial na aquisicdo de tolerancia ao estresse térmico. Em resumo,
Hsp104 é uma chaperona anti-estresse geral que promove a desagregacdo de proteinas
mal enoveladas causada pelo estresse (Glover & Lindquist, 1998). A fungdo desta
proteina é tamanha sendo possivel visualizar agregados proteicos através da co-
localizagdo da Hsp104 apds inducéo por choque térmico (Liu et al., 2010, Zhou et al.,
2011).

Para determinar a inducdo da expressao da proteina Hsp104 apds o tratamento

com os compostos de coordenacdo C3, C5 e C7, utilizamos uma cepa que continha a
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construcdo da proteina Hsp104 fusionada a proteina fluorescente GFP. Esta construgédo
permitiu analisarmos atraves de microscopia de fluorescéncia a inducdo da expressdo
desta proteina ap06s os tratamentos com os compostos Sod miméticos. Como esperado,
na condi¢do controle ndo foi observada nenhuma expressdo da proteina Hspl04-GFP
(Figura 18). Entretanto, quando as células foram submetidas ao tratamento térmico a 40°C
observamos ndo somente o aumento da expressao de Hspl104-GFP no citoplasma, mas
também a ativacdo desta proteina. E possivel perceber puncta referentes a proteina
Hsp104-GFP tentando desagregar aglomerados proteicos produzidos pelo aumento de
temperatura (Figura 18). Com relacdo a expressdo da Hsp104-GFP apds os tratamentos
com C3, C5 e C7, podemos observar que o tratamento com 0s compostos induziu
claramente a expressao da proteina Hspl04, sugerindo que os mesmos induzem a
expressao de proteinas de choque térmico em células de levedura (Figura 18). Todas 0s
compostos apresentaram um comportamento similar quanto a inducdo da expressdo da
proteina Hsp104. Cabe ressaltar que C3, C5 e C7, apesar de induzir a expressao da
Hsp104-GFP, ndo foram capazes de ativar esta proteina.

Contudo, ap6s o tratamento com 0s compostos, 0s resultados mostraram que estes
induziram a expressdo da proteina Hsp104 confirmando assim que 0s compostos podem
ativar o fator de transcri¢cdo Hsfl, demonstrando que seu mecanismo de acdo pode ser
através da inducéo da resposta celular mediada por Hsf1.
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5.5.3 Avaliacdo da atividade endégena da Sod e Cat em células submetidas ao tratamento
com 0S compostos miméticos.

Tendo em vista que 0S compostos se mostraram promissores através de sua
atividade antioxidante, aumentando a resisténcia das células e promovendo altos niveis
de sobrevivéncia apos condicBes de estresse oxidativo, procurou-se investigar como estes
compostos poderiam estar conferindo protecdo as células. De fato, existe duas
possibilidades para que tais compostos protejam as células. Apesar de alguns compostos
de coordenacdo descritos na literatura apresentarem atividade Sod e/ou Cat miméticas in
vitro, muitos destes compostos quando testados em modelos de estudo bioldgicos
induzem uma resposta celular ao tratamento. Isto significa que ao serem absorvidos
ativam cascatas de sinalizacdo que resultardo em uma alteracdo da expressdo génica
levando a sintese de novas proteinas/enzimas acarretando em uma adaptacdo e protecéao
celular. Por outro lado, existem compostos que sdo capazes de proteger as células devido
a sua proépria atividade catalitica Sod e Cat miméticas (Ribeiro, et al., 2017; Ribeiro et
al., 2015).

Neste contexto, optamos por investigar se o tratamento com 0s compostos de
coordenacdo estaria aumentando a atividade das enzimas antioxidantes relacionadas com
a resposta ao estresse oxidativo, as enzimas Sod e Cat. Embora a Sod seja encontrada em
células crescendo exponencialmente em glicose, a enzima catalase é uma das enzimas
antioxidantes que sofrem repressdo catabdlica e, por isso as células ndo apresentam
atividade catalasica durante esta fase do crescimento. Portanto, ao investigar a atividade
destas enzimas teremos mais informagdes sobre como 0s compostos podem ou nao estar
contribuindo para uma resposta celular ou atuando através de sua atividade catalitica.

Como podemos observar na figura 19A, apds o tratamento com menadiona 0,5
mM, a cepa selvagem apresentou um aumento em torno de 2,0 vezes da atividade Sod.
Nesta mesma figura, também observamos que o tratamento com os compostos foi capaz
de provocar um aumento dos niveis de atividade Sod. No entanto, todos 0s compostos
demonstraram niveis de ativagdo semelhantes, sem diferencas estatisticamente
significativas entre eles.

Com relacdo a atividade da enzima catalase, podemos observar na figura 19B, que
0 tratamento com os compostos levou a um significativo aumento da atividade desta
enzima. Como j& esperado, ndo foi observado atividade catalase na condigdo controle,

exibindo valores especificos de 0,3 U/mg de proteina. A atividade especifica da enzima
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catalase aumentou de 0,3 em condi¢des normais de crescimento para 1,4 U/mg de proteina
apos o estresse brando com peroxido de hidrogénio. Com relacdo ao efeito do C3 na
atividade catalase, foi possivel observar um aumento significativo da atividade dessa
enzima nas células tratadas, apresentando 4,6 U/mg de proteina. Por outro lado, o C5,
apresentou valores da atividade catalasica ainda mais elevados ap0s o tratamento,
atingindo valores de 6,0 U/mg de proteina. J& o tratamento com C7, exibiu valores de 3,4
U/mg de proteina.

Contudo, é importante ressaltar, que ainda ndo ha na literatura dados disponiveis
que demonstrem a acdo de compostos antioxidantes miméticos as enzimas superoxido
dismutase e catalase, capazes de induzir a expressdo de proteinas de choque térmico, bem
como a Hsp104, e induzir a expresséo de enzimas antioxidantes Sod e Cat. Basicamente,
a grande maioria dos dados disponiveis, na literatura, demonstram a acdo de compostos
de coordenacdo in vitro, focando principalmente na degradacdo do peroxido de
hidrogénio, e por vezes, também, na inibi¢do da reducdo do NBT pelo O.", pelo sistema
xantina/xantina oxidase (Horn Jr. et al., 2010).



68

A
o
= - .
g 2.5 T B3R Menadiona 0,5 mM
> )
S 204 Ed C3
@ 1.5 I o Cc7
O
E/ 10- i NN
©
(,O) EEEEN
GJ 0.5- pEEEEEN
'c e N
3
E 0.0 1 T !
<
B
,g_ 71 % EE Controle
g 6 = H,0,0,3mM
S 5 = C3
g == Im C5
4_
@ A C7
© 3-
8
o 21
ho] —_
8 14 .
S
2 olemmm REEE
< T T T

Figura 19. Ativacdo das enzimas Sod e Cat de S. cerevisiae ap0s o tratamento com 0s
compostos Sod miméticos. A. Atividade de superoxido dismutase. Células em
crescimento exponencial foram submetidas ao estresse com menadiona (0,5 mM) ou ao
tratamento com os compostos a 25 M. Os resultados estdo representados pela razéo da
atividade de Sod entre as células tratadas com os diferentes compostos e a atividade da
Sod na condicéo controle. B. Atividade de catalase. Células em crescimento exponencial
foram submetidas ao estresse com H>0O> (0,3 mM) ou ao tratamento com 0s compostos a
25 UM. Os resultados estdo representados em U/mg de proteina, onde 1U corresponde ao
consumo de 1 pumol de H202/min, determinados por espectrofotometria a 240 nm. Os
resultados representam a média e desvio padrdo de no minimo 3 experimentos

independentes. * p valor <0,05.
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5.6. Determinacao das concentracdes intracelulares de metal

A fim de determinar os niveis de absor¢do dos compostos de coordenacéo, pelas
células de S. cerevisiae, foram feitas, analises de Espectrometria de Massas
Indutivamente Acoplada (ICP-MS), que permitem a determinacdo dos niveis
intracelulares de metais. Estas analises foram conduzidas em colaboragdo com o Prof.
Nicolas Adrian Rey, do Instituto de Quimica da PUC-Rio. Considerando que os
compostos s&o formados por um ion metalico (Fe**) complexado a um ligante organico,
0 ensaio teve o objetivo de comparar as concentracdes intracelulares deste metal, antes e
apos o tratamento com os compostos de coordenacdo. Dessa forma, as alteragdes nas
concentracfes do metal, presentes em cada composto, indicariam os niveis de absorcdo
para cada um deles.

Para tal propdsito, as células foram tratadas com 25 puM de cada um dos
compostos, durante 1 hora a 28°C, conforme descrito no subitem 4.4. Essa concentragio
foi escolhida a fim de manter uma condicdo padrdo de tratamento. Logo apés o tratamento
com os compostos, as células foram entdo coletadas e preparadas para analise. Os

resultados podem ser observados na Tabela 3.
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Tabela 3. Determinacdo da quantidade de metal ferro no interior de células de S.

cerevisiae tratadas com 0s compostos miméticos

Quantidade em ppm (png/g de célula)

Condicéo Antes do tratamento  Apo6s 1h de tratamento
Controle 61,95 + 4,15 61,95+ 4,15
C3 110,7 + 36,3 287,5+515
C7 94,25 + 2,95 945,0 +£53,0
WT S. cerevisiae 41.7+15

As células de S. cerevisiae foram tratadas com 25 pM dos compostos (28°C/1h),
isoladamente, e em seguida preparadas para analises por ICP-MS. Células que nao foram
submetidas a tratamentos, com os compostos de coordenacdo, foram utilizadas como
controle. A tabela também apresenta concentracfes intracelulares padrdes, descritos na
literatura, para a levedura S. cerevisiae. Os resultados representam uma média de dois

experimentos independentes + desvio padrao.

Foi possivel observar que os tratamentos com 0s compostos provocaram uma
mudanca significativa no perfil intracelular da concentragéo do metal Fe determinado no
controle, sugerindo que as células sdo capazes de absorver esses compostos. Apds o
tratamento com os compostos C3 e C7, observou-se um aumento significativo nas
concentrages intracelulares de Fe, o que sugere fortemente a absor¢do desse cétion, ou
seja, do composto mimético pelas células. Cabe ressaltar que as concentracdes de Fe, apds
0 tratamento com os compostos contendo este metal, foram distintas. Contudo, o
composto C7 foi o que provocou 0 maior aumento nas concentracbes do metal Fe,

presente na sua composicao, indicando uma maior absorgéo.
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6. CONCLUSOES



72

%+ Todos os compostos da série A demonstraram in vitro alta capacidade Sod mimética.
Por outro lado, dentre os compostos da seérie B, apenas 0s compostos C5 e C6
apresentaram moderada capacidade Sod mimética;

% Todos os compostos de coordenacgdo testados foram capazes de promover protecao
antioxidante contra o estresse oxidativo gerado pelo radical superoxido na cepa
selvagem (EG103) de Saccharomyces cerevisiae;

¢+ Dentre todos os compostos testados, apenas os compostos C3, C5 e C7 foram capazes
de resgatar a sobrevivéncia da mutante sod1 apds exposicao ao estresse provocado pelo
radical superdxido.

%+ Os compostos miméticos a Sod mais promissores, C3, C5 e C7, apresentam um
mecanismo de protecdo independente do controle da expressédo génica mediada pelo
fator de transcri¢do Yapl;

%+ A expressdo da proteina Hsp104-GFP foi induzida ap6s o tratamento com 0s compostos
C3, C5e C7, mostrando que estes compostos podem induzir a resposta celular por ativar
Hsf1;

%+ Os compostos C3, C5 e C7 foram capazes de ativar as enzimas Sod e catalase de S.

cerevisiae;

% Os compostos C3 e C7 foram absorvidos pelas células de S. cerevisiae, mostrando um

aumento da quantidade de Fe intracelular;

% Os compostos miméticos, analisados neste trabalho, representam uma plataforma
importante no desenvolvimento de novas estratégias capazes de combater os efeitos

toxicos das EROs e de doengas relacionadas ao estresse oxidativo.
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