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Resumo

A disfunção mitocondrial e a agregação proteica são dois fenómenos que têm vindo a ser

relacionados com as doenças neurodegenerativas e ambas estão interligadas com o stress

oxidativo celular. A disfunção mitocondrial relaciona-se com o dano nos ácidos nucleicos e

a agregação proteica com erros no folding proteico. No entanto, ainda não se definiu a agre-

gação como uma causa ou consequência das doenças neurodegenerativas. Assim sendo,

esta dissertação de mestrado teve como principais objetivos analisar a influência de diferen-

tes concentrações de peróxido de hidrogénio, um agente oxidante produzido pelas nossas

células, na agregação proteica e no material genético, bem como o papel da vitamina E na

reversão do efeito do H2O2. Para isso, amostras celulares de Saccharomyces cerevisiae foram

recolhidas a meio da fase exponencial de crescimento. A análise dos agregados insolúveis

foi realizada através da técnica eletroforética SDS-PAGE seguida de lise proteica e a quebra

do DNA foi analisada através de eletroforese de agarose 1,5% seguida de RAPD-PCR. A

exposição ao agente oxidante ao longo do tempo potenciou a agregação proteica, nomeada-

mente da ovalbumina. No entanto, o agente antioxidante não demonstrou qualquer tipo de

reversão do efeito oxidante, parecendo apresentar um efeito pró-oxidante. Apesar de se ob-

servarem diferenças na agregação proteica ao longo do tempo, não se observaram quebras

no material genético.

Palavras-chave: Doenças neurodegenerativas, Danos do DNA, agregação proteica, Vita-

mina E, Stress oxidativo, Efeito antioxidante.
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Abstract

Mitochondrial dysfunction and protein aggregation are two phenomena that have been cor-

related with neurodegenerative diseases and are both interlinked with cellular oxidative

stress. Mitochondrial dysfunction is associated with nucleic acid damage and protein ag-

gregation with mistakes in protein folding. However, aggregation has not yet been defined

as a cause or consequence of neurodegenerative diseases. Therefore, this thesis’ main ob-

jectives were to analyze the influence of different concentrations of hydrogen peroxide, an

oxidant agent produced by our cells, in protein aggregation and genetic material as well as

the role of vitamin E in reversing the effect of H2O2. For that purpose, Saccharomyces cerevisiae

cellular samples were collected throughout the exponential growth phase. Analysis of inso-

luble aggregates was performed using the electrophoretic technique SDS-PAGE followed by

protein lysis and DNA breakage bands through 1,5% agarose electrophoresis followed by

RAPD-PCR. Exposure to the oxidizing agent over time has enhanced protein aggregation,

namely ovalbumin. However, the anti-oxidant did not appear to reverse the oxidizing effect

and seems to have a pro-oxidant effect. Although differences in protein aggregation were

observed over time, there were no breaks in the genetic material.

Keywords: Neurodegenerative diseases, DNA damage, protein aggregation, vitamin E, oxi-

dative stress, antioxidant effect.
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Capítulo 1

Introdução

1.1 Motivação e Objetivos

As doenças neurodegenerativas têm sido extensamente estudadas na tentativa de se com-

preender, evitar e reverter esta doença. Atualmente, a falha dos sistemas de reparação celu-

lar provenientes do envelhecimento e a agregação proteica estão relacionadas com este tipo

de doenças. No entanto, após um século de estudos realizados nesta área, ainda não se con-

segue definir a agregação proteica como uma consequência ou como uma causa do processo

neurodegenerativo. Desta forma, esta dissertação de Mestrado foi realizada no âmbito de

verificar se a exposição ao peróxido de hidrogénio (agente oxidante produzido pelas nos-

sas células) causa um aumento na agregação proteica bem como danos no DNA. Para esse

propósito, as células de Saccharomyces cerevisiae foram expostas a diferentes concentrações

de peróxido de hidrogénio durante a fase exponencial de crescimento no qual a agregação

proteica e o material genético foram avaliados. Para além disso, a implementação da técnica

de separação de proteínas também foi um dos objetivos a concretizar.

1



2 Capítulo 1. Introdução

1.2 Contribuições

Esta dissertação de Mestrado foi desenvolvida nos laboratórios da Escola Superior de Saúde

do Instituto Politécnico do Porto e do Instituito de investigação e inovação em Saúde (i3S).

O grupo de investigação "Yeast Signalling Networks"do i3s apoiou a realização da análise

proteíca.

1.3 Principais resultados

O desenvolvimento deste trabalho permitiu:

• Verificar que uma proteína com peso molecular de cerca de 45 kDa estava altamente

expressa em células expostas ao agente oxidante, fazendo com que se considere que

esta é uma proteína induzida pelo stress oxidativo.

• Observar que a exposição à vitamina E não demonstrou reverter os efeitos causados

pela exposição a um fator de stress oxidativo.

• Avaliar a ausência de alterações genéticas por influência de diferentes concentrações

de H2O2.



Capítulo 2

Fundamentação teórica

2.1 Doenças neurodegenerativas

As doenças neurodegenerativas são caracterizadas pela progressiva diminuição funcional

e atrofia do cérebro (Volkman & Offen, 2017). Atualmente, considera-se que a diminuição

funcional não está apenas relacionada com os neurónios, mas também com as células gliais,

que por sua vez se encontram em maior quantidade no cérebro (Gitler, Dhillon, & Shorter,

2017).

A influência de fatores genéticos e ambientais pode ser a resposta à origem deste tipo de

doença. No entanto, a idade também é um fator determinante uma vez que ao longo dos

anos vão-se acumulando mutações que podem levar à metilação do DNA (Sanchez-Mut et

al., 2016). Para além disso, segundo a teoria de Leslie Orgel (1963), a falha dos sistemas

de controlo das proteínas e de determinados componentes celulares está relacionada com o

envelhecimento na qual a divisão celular é um dos processos afetados. Nesta etapa, alguns

componentes são eliminados e sintetizados de novo, havendo a hipótese de eliminar erros.

No entanto, com o avançar da idade, esta etapa fica comprometida, originando um aumento

do dano celular, contribuindo para a origem de doenças neurodegenerativas como o Alzhei-

mer, doença de Parkinson, doença de Huntington e Esclerose Lateral Amiotrófica (Currais,

Fischer, Maher, & Schubert, 2017; Lodato et al., 2018; Lu et al., 2013).

3



4 Capítulo 2. Fundamentação teórica

Estudos recentes indicam que a acumulação de mutações pode não ser similar em diferentes

zonas cerebrais sendo que o núcleo dentado é capaz de acumular um número mais elevado

de mutações comparativamente ao córtex frontal, possivelmente pelo facto dos neurónios

se conseguirem dividir nesse local (Lodato et al., 2018).

A gravidade das doenças neurodegenerativas é estimada pelos sintomas que o doente apre-

senta. No entanto, existem características comuns às diferentes doenças neurodegenerati-

vas, como a deposição proteica (verificada post-mortem, o que dificulta a identificação da

mesma (Sanchez-Mut et al., 2016; Volkman & Offen, 2017).

2.2 Levedura como modelo de estudo de doenças neurodege-

nerativas

Ao longo dos anos, os tipos de organismos de estudo utilizados para a pesquisa de doenças

neurodegenerativas foram-se modificando. Atualmente, são utilizados desde modelos de

ratinho, da mosca-da-fruta (Drosophila spp.), de levedura, primatas não humanos, cães ou

mesmo sistemas celulares humanos pela indução de células pluripotentes a partir de células

humanas diferenciadas (Fernández-Trapero et al., 2017; Gitler et al., 2017; Mandel et al., 2017;

Zhang et al., 2014).

As leveduras têm são utilizadas como modelos de estudo de processos biológicos que ocor-

rem em organismos mais complexos. O facto de serem organismos eucariontes, a rapidez

e as condições de crescimento menos exigentes e consequentemente, os aportes financeiros

inferiores, são alguns dos fatores que têm motivado o uso prolongado destes organismos

(Karathia, Vilaprinyo, Sorribas, & Alves, 2011).

O uso destes organismos ultrapassa as questões éticas envolvidas na manipulação animal

para testes laboratoriais. Porém, os resultados obtidos através destes organismos não ga-

rantem a reprodutibilidade dos mesmos quando testados nos organismos mais complexos

(Karathia et al., 2011). No entanto, o mesmo acontece com os organismos mais complexos
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que também não a garantem.

2.2.1 Aplicações das leveduras

Atualmente, as leveduras já têm sido utilizadas para diferentes aplicações nas mais diversas

áreas nomeadamente, na área alimentar e da saúde, através da produção de amido (Pfister et

al., 2016) e penicilina (Awan et al., 2017) bem como para estudos relacionados com o cancro

(Nakazawa, Mehrotra, Arakawa, & Yaragida, 2016).

A produção de proteínas por parte destes seres vivos é um dos tópicos mais investigados na

tentativa de se encontrar potenciais tratamentos não só para diferentes tipos de cancro, mas

também para doenças neurodegenerativas. Recentemente, um estudo aprofundado sobre o

metabolismo das leveduras concluiu que estes organismos são metabolicamente capazes de

produzir proteínas recombinantes que mimetizam as do humano, podendo por isso ser utili-

zadas para terapias baseadas em proteínas. Para além disso, a sobre-expressão de proteínas

especificas relacionadas com o Alzheimer, o Parkinson e a doença de Huntington permitem

conhecer os mecanismos envolvidos na origem destas doenças (Huang et al., 2017; Verbandt,

Cammue, & Thevissen, 2016).

A eficiência da produção de proteinas recombinadas e o seu custo é um fator a ter em consi-

deração e que ainda não foi totalmente avaliado. A sua utilização permitiria a substituição

do uso animal, reduziria o preço e as questões éticas envolvidas no mesmo, o que conse-

quentemente aumentaria a acessibilidade dos doentes ao tratamento (Huang, Bao, Halls-

trom, Petranovic, & Nielson, 2017).

2.2.2 Saccharomyces cerevisiae

A levedura Saccharomyces cerevisiae é o modelo eucariótico mais estudado no estudo de do-

enças neurodegenerativas. Atualmente já se encontram descritos cerca de 60% de genes da

levedura como conservados no humano, sendo que as leveduras possuem cerca de 5 300 -
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5 400 genes comparativamente ao humano que possuí cerca de 22 500 genes (Mackiewicz et

al., 2002; Pertea et al., 2018). A homologia genética explica o facto de que diferentes proces-

sos biológicos que ocorrem nos humanos estejam conservados nas leveduras (Figura 2.1),

permitindo o uso da levedura como modelo de estudo. Desta forma, a análise dos processos

de morte celular pode ser relevante para o estudo da perda neuronal característica deste tipo

de doenças. Para além disso, a excessiva ativação dos mecanismos do ciclo celular também

podem levar à ativação da apoptose, pelo que o estudo destes mecanismos pode ser um

contributo importante. Por sua vez, os sistemas proteicos permitem estudar os agregados

proteicos insolúveis que têm vindo a ser considerados como uma característica das doenças

neurodegenerativas. Para além disso, a capacidade de crescimento em meio fermentativo,

que não é possível em células de mamífero, permite a análise de disfunções mitocondriais

(Khurana & Lindquist, 2010).

Figura 2.1: Processos conservados entre leveduras e humanos.
Retirado de "Modelling neurodegeneration in Saccharomyces cerevisiae: why cook with baker’s

yeast?"(Khurana & Lindquist, 2010)
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2.3 Stress oxidativo na célula e doenças neurodegenerativas

O oxigénio é essencial para a subsistência dos organismos eucariontes, sendo que cerca de

20% da totalidade desse composto é utilizado pelo sistema nervoso. No entanto, o oxigénio

apresenta a dualidade de ser essencial e tóxico para o organismo em diferentes situações,

dependendo da sua forma química. Assim, os radicais livres de oxigénio, também designa-

dos por ROS, são considerados como formas químicas instáveis e consequentemente, tóxicas

para a célula (Gandhi & Abramov, 2012).

O radical superóxido (O•−
2 ), o radical hidroxilo (HO•−) e o peróxido de hidrogénio (H2O2)

são exemplos de ROS, cuja designação abrange não só radicais livres de oxigénio como não

radicais que podem facilmente ser convertidos. Os radicais livres são produzidos pela oxi-

dação do oxigénio molecular (Klaunig, Kamendulis, & Hocevar, 2010), conforme descrito na

figura 2.2:

Figura 2.2: Produção de ROS e ação antioxidante. Retirado de "Redox-fibrosis: Impact of TGFbeta1
on ROS generators, mediators and functional consequences"(Richter, Konzack, Pihlajaniemi,
Heljasvaara, & Kietzmann, 2015

Existem também radicais livres de azoto (RNS) como o óxido nítrico (NO), o anião peróxido

(ONOO−) e a 3-nitrosamina (Gandhi & Abramov, 2012; Kurutas & Ozturk, 2016; Niedzi-

elska et al., 2016). Estes compostos são considerados tóxicos devido ao facto de possuírem

um eletrão desemparelhado e por isso, apresentarem elevada reatividade com outras mo-

léculas como lípidos, proteínas, hidratos de carbono e ácidos nucleicos. A necessidade de

oxigénio por parte do cérebro e a presença de uma grande quantidade de lípidos na sua
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constituição, fazem com que estes compostos sejam altamente tóxicos quando se encontram

em concentrações elevadas (Kim, Kim, Rieh, & Yoon, 2015; Niedzielska et al., 2016).

Estes compostos são maioritariamente originados como subprodutos associados a ações por

parte das mitocôndrias na respiração, pelos macrófagos na resposta inflamatória ou pela

radiação ionizante. No entanto, também podem ser gerados em resposta a fatores de cres-

cimento de forma a servirem de mensageiros secundários em vias específicas e regularem a

expressão genética pelo que a sua presença é essencial no organismo (Barzilai & yamamoto,

2004). Porém, em elevados níveis estes são tóxicos. De forma a combater a sua toxicidade,

existem sistemas enzimáticos e não enzimáticos de defesa antioxidante capazes de proceder

à sua eliminação (Ferreira & Abreu, 2007; Raamsdonk, Vega & Brundin, 2017).

Para avaliar o stress oxidativo pode-se recorrer à medição da concentração de antioxidantes

celulares, da atividade das enzimas com função antioxidante como a glutationa transferase

e a peroxidase e ainda a medição da concentração de glutationa (GSH) (Khebbeb, Djeban,

Saib, & Berrebah, 2015; Wang et al., 2014).

2.3.1 A influência do stress oxidativo na mitocôndria

As mitocôndrias possuem como principal função produzir energia essencial para o funci-

onamento das células aeróbias, bem como metabolitos intermediários do Ciclo de Krebs,

essenciais para a degradação de glicose em ATP (Martínez-Reyes et al., 2016). Este organelo

permite que as células do sistema nervoso obtenham uma grande quantidade de energia

através da degradação da glicose, sendo esta a fonte de energia preferencial para os neuró-

nios. Desta forma, o défice prolongado de acesso a este açúcar ou a inibição prolongada de

enzimas responsáveis pela síntese de ATP podem levar à morte cerebral (Emerit, Edeas &

Bricaire et al., 2004; Martínez-Reyes et al., 2016).

Durante a respiração aeróbia, o oxigénio que é utilizado pela mitocôndria pode ser trans-

formado em ROS e água, através da doação de eletrões por parte de enzimas do Ciclo de

Krebs. Apesar da existência de sistemas celulares de combate à toxicidade destes compostos,
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quando ocorre um desequilíbrio entre a produção de ROS e a atividade dos antioxidantes,

o balanço redox não é restaurado. Os elevados níveis de ROS induzem a oxidação da GSH,

formando GSSG. A redução nos níveis de GSH prejudica as defesas antioxidantes da célula.

Assim, modificações irreversíveis são originadas nos componentes celulares como proteínas

e lípidos bem como no DNA e RNA (El-Osta & Circu, 2016; Kim et al., 2015). Por sua vez, a

oxidação de proteínas e ácidos nucleicos e a peroxidação dos lípidos danificam a membrana

mitocondrial (Kim et al., 2015). A disfunção membranar origina a produção crónica de ROS

que, por sua vez, danificarão mais a membrana, levando a um ciclo de acumulação de danos

como descrito na Figura 2.3 (Bose & Beal, 2016; Niedzielska et al., 2016). Consequentemente,

o funcionamento das células piora e acumulam-se mais erros nos processos oxidativos. As-

sim, este ciclo pode explicar a teoria da relação de um pior funcionamento mitocondrial

em organismos mais envelhecidos. Logo, uma disfunção das mitocôndrias pode iniciar o

processo neurodegenerativo devido à elevada toxicidade dos radicais livres que levam à

ativação dos recetores de morte presentes na mitocôndrias (Bose & Beal, 2016; Emerit et al.,

2004; Lin & Beal, 2006).

Figura 2.3: Efeito do stress oxidativo na mitocôndria
Adaptado de "Mitochondrial ROS and Apoptosis"e "Reactive oxygen species and the mitochondrial
signaling pathway of cell death."(El-Osta e Circu, 2016; Le Bras, Clément, Pervaiz, & Brenner, 2005)

Antigamente, a teoria da disfunção mitocondrial era relacionada com a morte neuronal ape-

nas quando a disfunção se devia a mutações somáticas em zonas não codificantes do DNA

(zonas que não codificam proteínas). No entanto, um estudo de Yoon et al. (2017) retratou
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que um gene codificante de proteína (OGDHL) e o chaperone NRD1, ativos na mitocôndria

para o seu normal funcionamento, contribuíam para a origem de doenças neurodegenerati-

vas quando se encontravam mutados e, consequentemente, com menor funcionamento. A

falta de atividade de NRD1 origina a diminuição da autofagia, pelo que, a homeostasia ce-

lular é afetada, uma vez que os processos de morte celular programada são essenciais para

a degradação e reciclagem dos componentes das células. Desta forma, uma autofagia redu-

zida leva a uma acumulação de erros que podem contribuir para a neurodegeneração (Yoon

et al., 2017).

A autofagia reduzida também está diretamente relacionada com a disfunção mitocondrial

uma vez que este local é essencial para uma das etapas deste processo (Ghavami et al., 2014).

No entanto, uma elevada taxa de morte celular programada por apoptose também pode

Figura 2.4: Vias de apoptose na mitocôndria
1) A produção de ROS leva à ativação da proteína promotora de apoptose BID originando a inibi-
ção de proteínas anti-apoptóticas Bcl-2 da membrana externa da mitocôndria. A inibição origina a
ativação de proteínas pró-apoptóticas como a BAX/BAK, promovendo a morte celular (Khurana &
Lindquist, 2010). Estas proteínas organizam-se em forma de poro permitindo a libertação de molé-
culas pró-apoptóticas e do citocromo c, uma molécula essencial à sobrevivência da mitocôndria. Por
sua vez, o citocromo c ativa a caspase iniciadora 9 que consequentemente ativa a caspase executora 3,
iniciando-se o processo de morte celular programada (El-Osta & Circu, 2016; O’Neill, Huang, Zhang,
Chen, & Luo, 2016; Westphal, Dewson, Czabotas, & Kluck, 2011). 2) O recetor Fas é ativado pela liga-
ção da proteína ou ligando que consequentemente ativam a pro-caspase 8. Por sua vez, a pro-caspase
8 ativa-se induzindo a sua clivagem e desta forma ativa a caspase executora 3 para que haja clivagem
proteica e apoptose (Ghavami et al., 2014).
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contribuir para as doenças neurodegenerativas pela morte celular precoce. A perda da assi-

metria da membrana plasmática, a condensação da cromatina e a quebra do DNA são alguns

dos marcadores citológicos deste fenómeno (Ligr et al., 2001). A apoptose celular pode ser

induzida intrínseca ou extrinsecamente, como descrito na Figura 2.4-1 e 2.4-2.

A alteração do metabolismo do cálcio também pode contribuir para a perda de proteção

neuronal, uma vez que o aumento dos níveis intracelulares de cálcio ativam enzimas que

estão implicadas em processos de morte celular, como a necrose e a apoptose. Esse aumento

pode despoletar a despolarização da membrana e, consequentemente, a abertura dos canais

dependentes de voltagem, causando um aumento na produção de ROS e consequente morte

celular (Wu et al., 2016; Zarrouk et al., 2015).

2.3.2 A influência do stress oxidativo no retículo endoplasmático

O retículo endoplasmático (RE) é responsável por manter a homeostasia lipídica da célula,

sendo responsável pelo folding das proteínas e pela síntese de compostos lipídicos estrutu-

rais e de reserva bem como os esteróis (Jung, Michalak, & Agellon, 2017; Kim et al., 2015).

Os ROS são produzidos como compostos secundários durante a atividade deste organelo

sendo que a produção aumenta quando ocorrem erros no folding proteico devidos à au-

sência da Glutationa peroxidase, enzima pertencente a um dos sistemas responsáveis pelo

equilíbrio do estado oxidação-redução da célula. A incorreta dobragem das proteínas leva

à exposição de domínios hidrofóbicos de aminoácidos, levando à agregação de proteínas.

Consequentemente, o stress oxidativo causado pela acumulação dos radicais livres forma-

dos induz a sobre-expressão de enzimas produtoras de ROS no RE: ERO-1 (Endoplasmic re-

ticulum oxidation) e PDI (Protein disulfide isomerase) (Bhandary, Marahatta, Kim, & Chae,

2013; Jung et al., 2017; Kim et al., 2015; Zito, 2015).

As enzimas ERO-1 e PDI são expressas no RE de organismos eucariotas com a funcionali-

dade de originar pontes dissulfito, aumentando a estabilidade proteica. As PDIs são respon-

sáveis por estabilizar as ligações dissulfito, através da oxidação, redução ou isomerização
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das proteínas que entram no RE. Por sua vez, a oxirredutase ERO-1 atua diretamente com a

PDI, transferindo os seus eletrões para o oxigénio molecular (Khan & Mutus, 2014).

2.3.3 Adaptação da célula ao stress oxidativo induzido

Os organismos eucariotas, bem como os procariotas, parecem conseguir adaptar-se à altera-

ção dos níveis de stress oxidativo através da ação enzimática e da alteração da expressão de

determinados genes (Pickering, Vojtovicha, Towerb, & Daviesa, 2013). Existem diferentes

tipos de indutores como o choque térmico, elevada osmolaridade e etanol que geram radi-

cais livres e podem ativar os sistemas celulares de resposta ao stress oxidativo, induzindo

resistência às condições de stress (Figura 2.5) (Costa & Moradas-Ferreira, 2001).

Figura 2.5: Adaptação das células ao stress oxidativo induzido
Retirado de "Oxidative stress and signal transduction in Saccharomyces cerevisiae: insights into

ageing, apoptosis and diseases"(Costa & Moradas-Ferreira, 2001)

A proteção contra o excesso de radicais livres pode recorrer a defesas antioxidantes, à ati-

vação da apoptose, ao abrandamento da síntese proteica ou à sua sintese de novo e aos
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sistemas PDI/ERO-1, NAD+/NADH e NADP+/NADPH e glutationa oxidada e reduzida

(GSSG/GSH) (Bhandary et al., 2013 e Costa & Moradas-Ferreira, 2001).

Como resposta aos níveis alterados, a célula também pode modelar a expressão de deter-

minados genes garantindo a sobre-expressão dos genes relacionados com a proteção celular

enquanto os genes relacionados com a proliferação celular mantêm-se suprimidos (Picke-

ring et al., 2013).

2.3.4 Peróxido de hidrogénio e α-tocoferol

O H2O2 pode ser utilizado como indutor do stress oxidativo, apesar de ser considerado um

agente com fraco poder oxidante (Powers & Jackson, 2010). Este composto é considerado

tóxico na medida em que gera radicais livres como o radical hidróxido, conseguindo in-

corporar as membranas e modificar as proteínas celulares. Esta modificação pode impedir

o normal funcionamento da célula ou causar apoptose e necrose celular (Pickering et al.,

2013). No entanto, a sua ação isolada não permite a oxidação do DNA ou lípidos (Powers

& Jackson, 2010). A toxicidade deste composto é mediada pela reação de Fenton (equação

2.4) onde o radical hidróxido é gerado na presença de ferro (Fe2+) . A reação entre Fe2+ e

H2O origina o radical hidróxido e Fe3+ que será depois reciclado em Fe2+ através do sistema

enzimático NADH (Bostanci, Bas & Bagirici, 2010; Lu, Chen, Liang, & Yan, 2018).

Fe2+ + H2O2→ Fe3+ + OH– + OH (2.1)

O ferro é um composto abundante no nosso corpo, principalmente no cérebro e no fígado.

No entanto, elevados níveis deste elemento no cérebro estão relacionados com doenças neu-

rodegenerativas uma vez que potenciam o stress oxidativo.

O α-tocoferol é a forma mais ativa da vitamina E, sendo a que se encontra em maior quan-

tidade no plasma humano quando comparada com outras formas desta vitamina (Zingg et

al., 2013). Este composto é um lipossolúvel com atividade antioxidante capaz de reverter o

efeito oxidante causado pelo excesso de ferro na perda neuronal no hipocampo e na subs-
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tância nigra (Bostanci et al., 2010). A inativação dos compostos oxidantes é feita pela doação

de 1 átomo de hidrogénio por parte da vitamina, presente no anel cromanol (Figura 2.6). O

α-tocoferol é caracterizado por proteger a célula contra danos, mantendo a integridade da

membrana (Bostanci et al., 2010), prevenindo a oxidação proteica e inibindo a peroxidação

lipídica (Bartesaghi et al., 2017).

Figura 2.6: Estrutura de α-tocoferol obtida através de "ChemDraw JS."

Estudos reportam a eficácia da Vitamina E na prevenção da formação de radicais livres em

células de neuroblastoma, em modelos iniciais de Parkinson e em modelos isquémicos, con-

tra a citotoxicidade induzida por óxido nítrico e álcool (Amoroso, Gioielli, Cataldi, Renzo, &

Annunziato, 1999; Bostanci et al., 2010). No entanto, o papel deste antioxidante no combate

do stress oxidativo induzido pelo peróxido de hidrogénio ainda é controverso. Osakada et al.

(2003) descreveu o composto como não eficaz na diminuição da citoxicidade causada pelo

H2O2. Por sua vez, Adami et al. (2018) demonstrou a sua eficácia da vitamina E na redução

do efeito do stress oxidativo celular.

2.4 Agregação proteica

Em 1907, Alois Alzheimer questionou a existência de uma relação entre a agregação pro-

teica e as doenças neurodegenerativas quando observou agregados proteicos nos seus do-

entes que sofriam de demência. No entanto, após um século, ainda não existem evidências

concretas que relacionem os dois acontecimentos. A ambiguidade passa pelo facto de os

agregados não estarem diretamente relacionados com a gravidade da doença bem como
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pelo facto de poderem estar presentes em doentes assintomáticos. Desta forma, ainda não

se pode assumir a agregação como uma causa ou como uma consequência do processo neu-

rodegenerativo, apesar de a agregação já ser considerada uma evidência em diferentes tipos

de doenças neurodegenerativas (Lansbury & Lashuel, 2006).

Atualmente, os estudos nesta área visam compreender a correlação entre a agregação e a

origem destas doenças, a função dos agregados nas células e visam encontrar possíveis es-

tratégias para evitar essa agregação (Lansbury & Lashuel, 2006; Volkman & Offen, 2017).

Estudos conduzidos por Currais et al. (2017) sugerem a relação direta entre os agregados

amiloidóticos e a indução da resposta inflamatória. Por sua vez, pensa-se que o processo

inflamatório possa estar relacionado com a neurodegeneração.

O fenómeno de agregação deve-se normalmente ao incorreto dobramento das proteínas que

origina a acumulação das mesmas, formando agregados insolúveis, como descrito na Figura

2.7. Este fenómeno pode ocorrer devido a problemas funcionais do sistema de controlo das

proteínas, quer no enrolamento molecular (chaperone) ou na degradação proteica (sistema

ubiquitina-proteassoma e autofagia) uma vez que a ineficiência destes sistemas impede a

correta dobragem das proteínas e a sua eliminação, respetivamente (Chaturvedi, Siddigi,

Alam, & Hasankhan, 2016; Currais et al., 2017; Ross & Poirier, 2004). No entanto, a presença

de polimorfismos nas zonas promotoras de genes relacionados com doenças neurodegene-

rativas também podem promover a transcrição proteica e consequentemente, a agregação.

Para além disso, modificações covalentes ou na estrutura da proteína, bem como a presença

de indutores de stress oxidativo e a fosforilação podem também potenciar a agregação uma

vez que reduzem a manutenção dos sistemas (Currais et al., 2017; Ross & Poirier, 2005).

Diferentes agregados proteicos estão relacionados com doenças neurodegenerativas especí-

ficas (Ross & Poirier, 2004; Volkman & Offen, 2017). A doença de Alzheimer é caracterizada

pela presença do péptido β - amiloide e da proteína tau. A proteína tau existe normalmente

nos axónios em pequenas quantidades, com função de estabilizar os microtúbulos, ao con-

trário do péptido β - amiloide que é gerado através da clivagem da proteína precursora

amiloide (APP) e deposita-se no tecido cerebral (Tatarnikova, Orlov, & Bobkova, 2015). Ape-
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Figura 2.7: Mecanismo de agregação proteica
Retirado de "Protein aggregation and neurode-
generative diseases"(Ross & Poirier, 2004)

A junção de uma ou mais proteínas defeituosas
inicia o processo de agregação proteica. Posteri-
ormente, sucessivos monómeros podem ser adi-
cionados linearmente formando as fibras ami-
loidóticas. Por sua vez, a agregação também
pode originar oligómeros ou protofibras, capa-
zes de se agregar em formato de anel (circu-
lar). Mais tarde, transformar-se-ão em agrega-
dos amorfos. Estes e as fibras originam os cor-
pos de inclusão.

sar destes dois tipos de lesões serem formados independentemente, a presença do péptido

β - amiloide promove a agregação da proteína tau (He et al., 2018). A agregação é origi-

nada pela hiperfosforilação da proteína tau, uma vez que nestas condições, a proteína tau

desprende-se dos microtúbulos, permitindo a sua agregação. Desta forma, a proteína é ini-

bida de estabilizar os microtúbulos e o transporte axonal é comprometido (Nisbet, Polanco,

Ittner & Götz, 2014; Tatarnikova et al., 2015).

Os agregados do péptido β - amiloide depositam-se extracelularmente, formando as placas

amiloides, enquanto que os agregados da proteína tau, os emaranhados neurofibrilares, são

armazenados intracelularmente (Tatarnikova et al., 2015). Apesar dos agregados do pép-

tido β-amiloide serem específicos da doença de Alzheimer, os emaranhados da proteína

tau também podem ser associados a outras doenças neurodegenerativas como Parkinson

relacionado com o cromossoma 17 e Encefalopatia traumática crónica (ETC), entre outras

(Goedert, 2015).

A doença de Parkinson está relacionada com a presença de Corpos de Lewi, constituídos
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maioritariamente pela α-sinucleína na sua forma agregada. Esta é expressa no cérebro sendo

que, nos terminais nervosos, liga-se à superfície das vesículas sinápticas, onde se considera

a possibilidade de esta ter um papel na neurotransmissão (Goedert, 2015). A sua forma

agregada, tal como o péptido β-amiloide e a proteína tau, pode ser originada quando esta

assume a conformação de folha β. As funções sinápticas, do RE, das mitocôndrias bem

como das vias da degradação proteica são afetadas quando ocorre agregação (Goedert, 2015;

Lücking & Brice, 2000).

Posto isto, esta dissertação de Mestrado apresentou os objetivos principais de: estudar a

influência do stress oxidativo na agregação proteica e no material genético bem como o efeito

da vitamina E na reversão do stress oxidativo induzido e otimizar a técnica de eletroforese

para separação de proteínas.



Capítulo 3

Metodologia

3.1 Levedura e condições de crescimento

A levedura S. cerevisiae ATCC 9763 foi utilizada ao longo deste estudo. A partir de uma cul-

tura sólida, crescida em meio de cultura contendo 1%(w/v) de extrato de levedura, 2%(w/v)

de dextrose, 2%(w/v) de peptona e 1%(w/v) de agar (YEPD) durante 48h, a S. cerevisiae foi

inoculada em meio de cultura YEPD líquido e incubada com agitação (130 rpm) a 30ºC du-

rante 16h. De seguida, o inóculo foi transferido para um matraz com meio YEPD fresco cuja

densidade ótica final era compreendida entre 0,075 e 0,1 (600 nm). O inóculo foi incubado

com agitação (130 rpm) a 30ºC durante 6h, tempo necessário para atingir a fase exponencial

de crescimento, de acordo com estudos prévios (Costa, 2018).

3.2 Recolha da amostra

Após a incubação com agitação a 30ºC durante 6h, com uma densidade ótica compreendida

entre 0,750 e 1 (600 nm), a cultura foi transferida para diferentes matrazes correspondentes

a cada condição descrita na Tabela 3.1. Amostras de 20, 15, 10, 10 e 10 mL foram recolhidas

aos 0, 45, 90, 135 e 180 minutos posteriores à incubação de cada uma das diferentes con-

18
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dições, respetivamente. Após a recolha, as amostras foram conservadas em glicerol 30% e

armazenadas a -80ºC. Este procedimento foi realizado para as diferentes concentrações de

H2O2 e α-tocoferol, presentes na Tabela 3.2.

Tabela 3.1: Diferentes condições de exposição da amostra durante a fase exponencial de
crescimento. Avaliação da exposição isolada de S. cerevisiae ao H2O2 que atuou como agente
oxidante e ao α-tocoferol como agente antioxidante e ainda o seu efeito conjunto

Condição Componentes

1 Controlo S. cerevisiae

2 Agente oxidante S. cerevisiae + H2O2

3 Agente antioxidante S. cerevisiae + α-tocoferol

4 Agente oxidante e antioxidante S. cerevisiae + H2O2 + α-tocoferol

Tabela 3.2: Concentrações de agente oxidante (H2O2) e antioxidante (α-tocoferol) utilizadas para o
tratamento de S. cerevisiae

[H2O2] [α-tocoferol]
(mM) (mg/L)

3 11,25

5 11,25

3.3 Tratamento com peróxido de hidrogénio e α-tocoferol

O H2O2 foi o agente utilizado para induzir o stress oxidativo e o α-tocoferol para induzir a

resposta antioxidante. Os dois compostos foram adicionados aos matrazes correspondentes

no ínicio de cada ensaio. O H2O2 30% (v/v) (Emsure-Merck, Portugal) não sofreu tratamento

prévio à sua utilização.

O α-tocoferol foi usado na forma de Succinato α-tocoferol (Sigma-Aldrich, Portugal) e dis-

solvido em 95% etanol para uma solução stock de 100 mg/L, correspondente a 80 mg/L de

α-tocoferol, e posteriormente filtrado através de um filtro com porosidade 0,02 nm e arma-

zenado a 4ºC.
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3.4 Análise do DNA

3.4.1 Extração do DNA

O protocolo de extração de DNA foi adaptado de Harju (2004). O protocolo foi reproduzido

como descrito pelo autor à exceção de que: todas as centrifugações foram realizadas a 12

000 x g em substituição de 20 000 x g; a fase aquosa foi incubada a -20ºC durante 5 minutos

ao invés da temperatura ambiente e o pellet foi ressuspendido em 100 µL de H2O ultra-pura

(UP) em substituição a 20-50 µL de Tris-EDTA (TE).

3.4.2 Polymerase Chain Reaction- PCR

Para amplificar o DNA das amostras foram realizados Random Amplification of Polymorphic

DNA (RAPD)-PCR com os primers M13 e OPA-3. O termociclador utilizado para os PCR foi

o Px2 Thermal cycler (Thermo Electron Corporation).

M13. Para um volume total da mistura de amplificação de 10 µL foi utilizado 1 µL de amos-

tra de DNA, 0,5 µL de primer M13 (Frilabo, Portugal) (10 µM) (5’-GAG GGT GGC GGT

TCT-3’), 5 µL de NZYTaq II 2x Green Master Mix (Nzytech, Portugal) e 3,5 µL de H2O UP.

Após uma desnaturação inicial de 95◦C durante 3 minutos, foram realizados 35 ciclos de

PCR: desnaturação a 94◦C durante 30 segundos, annealing a 45 ◦C durante 30 segundos e

extensão a 72◦C durante 30 segundos. A extensão final ocorreu a 72◦C durante 10 minutos.

OPA-3. O protocolo utilizado foi adaptado de Pinto, Resende, Koga-Ito & Tendler (2004).

Para um volume total da mistura de amplificação de 10 µL foi utilizado 0,2 µL de amostra

de DNA, 2 µL de dNTP’s (Bioline, Portugal) (1 mM), 1 µL buffer KCl (Bioron) (10x), 1 µL

Taq polimerase (Bioron) (1 u/µL), 0,8 µL MgCl2 (Bioron) (25 mM), 0,25 µL primer OPA-3

(Frilabo, Portugal) (33 µM) (5’-AGT CAG CCA C-3’) e 4,75 µL de H2O UP. Após uma desna-

turação inicial de 94◦C durante 5 minutos, foram realizados 35 ciclos de PCR: desnaturação

a 95◦C durante 1 minuto, annealing a 36 ◦C durante 1 minuto e extensão a 72◦C durante 1
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minuto. No primeiro ciclo a desnaturação ocorreu durante 3 minutos e no último, a extensão

durante 5 minutos.

3.4.3 Condições de eletroforese e captação de imagem

As amostras foram corridas num gel 1,5% (w/v) de agarose preparado em 1X buffer Tris-

Acetato-EDTA (TAE) e utilizado o GreenSafe Premium (Nyztech, Portugal) como o agente

intercalante fluorescente. Todas as amostras foram corridas em triplicado para garantir a

reprodutibilidade dos ensaios. A eletroforese correu em 1X buffer TAE, durante 1h30 a 90V

à temperatura ambiente. As imagens do gel foram obtidas e visualizadas através de um

transiluminador acoplado a um sistema de fotodocumentação.

3.5 Análise bioquímica da agregação proteica

Extração proteica. Protocolo adaptado de Johnson et al. (2009). As células foram lizadas

com beads de vidro de tamanho 425-600 µm (Sigma Aldrich, Missouri, EUA) e buffer de lise

(30 mM HEPES pH 8,0, 150 mM Nacl, 1% glicerol, 1 mM Dithiothreitol, 0,5% Triton X-100, 50

mM N-ethylmaleimide, 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride, 1 X mistura inibidores de pro-

téases) durante 10 minutos. Centrifugou-se 6000 x g - 5 min - 4ºC para eliminar os resíduos

e uma alíquota do sobrenadante (Fração total) foi armazenada em eppendorfs vazios previ-

amente colocados em gelo. Após quantificação proteica, foi feita a normalização proteica

para precipitados de 850 µg. Para isso, foram retirados volumes de proteína total (Tabela

6.2 em "Anexos") para novos eppendorfs colocados no gelo. Dessa alíquota foram retiradas

alíquotas para 30 µg de proteína total para correr no gel (Tabela 5.3 em "Anexos"). O restante

volume foi centrifugado a 16,000 x g; 30 min; 4ºC. O sobrenadante foi rejeitado e o pellet (Fra-

ção insolúvel) foi ressuspendido em 10 µL de sample buffer, através da fervura. As amostras

foram armazenadas a -20ºC.

Quantificação proteica. Para quantificar a proteína extraída recorreu-se ao método de Lo-
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wry utilizando albumina de soro de bovino (BSA) como padrão. Padrões de 0 µL/mL, 20

µL/mL e 60 µL/mL de BSA foram utilizados para elaborar a curva padrão e posteriormente

extrapolar a concentração proteica de cada amostra. A absorvância foi medida a 750 nm

através do espectofotômetro (Genesys 20 Visible Spectrophotometer, ThermoFisher Scienti-

fic) .

Condições de eletroforese e captação de imagem. Para verificar a expressão dos agregados

proteicos ao longo do tempo nas células expostas e não expostas ao H2O2 , 10 µL de proteína

total e insolúvel por poço foram separadas por SDS-PAGE num gel de poliacrilamida de

10% a 70 V durante 1h30, à temperatura ambiente. As imagens foram obtidas através de um

densitómetro GS800 (Biorad). Não existiram réplicas das amostras.

As soluções utilizadas foram:

Stacking gel (para um volume final de 5 mL) : H2O, Acrilamida/Bis-acrilamida 30%, 0,5 M

Tris-HCl, pH 6,8 , 10% (w/v) SDS, 10% (w/v) APS e TEMED.

Separating gel (para um volume final de 10 mL) : H2O, Acrilamida/Bis-acrilamida 30%, 1,5

M Tris pH 8,8, 10% (w/v) SDS, 10% (w/v) APS e TEMED.

Running buffer (para um volume final de 1 L) : 25 mM Tris-HCl, 200 mM Glicina e 0,1% (w/v)

SDS.

Sample buffer (Para um volume de 1 L) : 10% (w/v) SDS , 10 mM β-mercaptoetanol, 20%

(v/v) Glicerol, 0,2 M Tris-HCl pH 6,8 e 0,05% (w/v) Azul de Bromofenol.

Coloração. A coloração foi feita com uma solução de 0,25% (m/v) Coomasie Brilliant Blue R-

250, 1% (v/v) ácido acético glacial e 45% (v/v) de metanol em H2O) durante 3h em agitação.

A descoloração foi feita com H2O.
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3.6 Implementação da técnica eletroforética para análise pro-

teica

A técnica de eletroforese vertical para análise de proteínas é um processo que ainda não

se encontrava otimizado no laboratório de Ciências Químicas e das Biomoléculas. Para a

tentativa da sua implementação foram utilizados geís de 10% e 12% de poliacrilamida e um

sistema de eletroforese vertical (Cleaver scientific), como esquematizado na figura 3.1.

Figura 3.1: Esquema do sistema de eletroforese vertical utilizado
Retirado do catálogo de descrição do Sistema de eletroforese mini vertical OmniPAGE disponível

em www.cleaverscientific.com

As condições do SDS-PAGE testadas foram 70V durante 1h30 e 90V durante 1h30. Para a

corrida, diferentes running buffers foram utilizados, entre os quais:

• 25 mM de Tris, 190 mM de Glicina, 0,1% de SDS;

• 25 mM de Tris, 250 mM de Glicina, 0,1% de SDS;
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Resultados e discussão

4.1 Análise do DNA

Um dos objetivos deste trabalho era analizar possíveis alterações do DNA da S. cerevisiae

após a sua exposição a diferentes concentrações de H2O2 e à vitamina E, durante 180 minu-

tos. Com esse propósito, o padrão de fragmentação de bandas gerado através do RAPD-PCR

com o primer M13 foi visualizado através de gel de agarose 1,5%, representado nas Figuras

4.1 - 4.4. Nas figuras 4.1 e 4.2 é possível visualizar o padrão gerado para as diferentes con-

dições estudadas com a exposição a 3 mM de H2O2 e 11,25 mg/L de Vitamina E e as figuras

4.3 e 4.4 com a exposição a 5 mM de H2O2 e 11,25 mg/L de Vitamina E.

A recolha da amostra na fase exponencial de crescimento permitiu avaliar a resposta celular

da levedura às condições de stress induzidas, uma vez que trabalhos anteriormente descritos

demonstram que, na fase estacionária, a S. cerevisiae é tolerante a grandes concentrações de

H2O2 (10-20 mM), contrariamente ao que acontece na fase exponencial (Izawa et al., 1996; Ja-

mieson, Rivers, & Stephen, 1994). Para além disso, trabalhos anteriores do grupo reportaram

que a fase ótima de crescimento da levedura tinha início 6h após a inoculação da levedura

em meio fresco e que a exposição a concentrações de 3mM e 5 mM de H2O2 são sub-letais

para a estirpe utilizada, verificando-se a redução da viabilidade celular ao longo do tempo

para ambas as concentrações (Costa, 2018).

24
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Devido ao facto de uma grande parte dos danos oxidativos causados pelos ROS centrar-se

na fragmentação do DNA (Yi et al., 2016), esta foi analisada como um marcador de toxicidade

para o peróxido de hidrogénio, através de RAPD-PCR com o primer M13 descrito anterior-

mente para esta levedura (Gomes et al., 2009 e Guerra et al., 2001). O primer OPA-3 não se

encontra documentado neste capítulo devido a problemas com a otimização do protocolo.

As leveduras foram expostas ao agente oxidante, antioxidante e aos dois em simultâneo, ao

longo de 180 minutos. A exposição da S. cerevisiae a 3 e 5 mM de H2O2 (Figuras 4.1-4.4) não

demonstrou qualquer diferença no padrão de fragmentação do material genético entre os 0 e

180 minutos de exposição, pelo que não se verificou uma relação direta entre a concentração

de H2O2 e alterações no material genético, durante o período de tempo estudado. As réplicas

realizadas para as diferentes condições apresentam um padrão de bandas semelhante, pelo

que a reprodutibilidade do ensaio é assegurada, com exeção das réplicas E1 (Figura 4.2) que

a imagem não permite a sua correta visualização e F2 (Figura 4.3) que aparenta um padrão

de bandas diferente de F1 e F3.

Figura 4.1: Padrão de bandas de fragmentação de DNA com primer M13 com exposição a 3 mM de
H2O2

Legenda: M- Marcador de Peso molecular; A- controlo positivo; B- controlo negativo; C1- C3- Con-
dição 1 T0; D1- D3- Condição 1 T180; E1- E3- Condição 2 T0; F1- F3- Condição 2 T180
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Figura 4.2: Padrão de bandas de fragmentação de DNA com primer M13 com exposição a 3 mM de
H2O2 e 11,25 mg/L de Vitamina E

Legenda: M- Marcador de Peso molecular; A- controlo positivo; B- controlo negativo; C1- C3- Con-
dição 3 T0; D1- D3- Condição 3 T180; E1- E3- Condição 4 T0; F1- F3- Condição 4 T180

Figura 4.3: Padrão de bandas de fragmentação de DNA com primer M13 com exposição a 5 mM de
H2O2

Legenda: M- Marcador de Peso molecular; A- controlo positivo; B- controlo negativo; C1- C3- Con-
dição 1 T0; D1- D3- Condição 1 T180; E1- E3- Condição 2 T0; F1- F3- Condição 2 T180
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Figura 4.4: Padrão de bandas de fragmentação de DNA com primer M13 com exposição a 5 mM de
H2O2 e 11,25 mg/L de Vitamina E

Legenda: M- Marcador de Peso molecular; A- controlo positivo; B- controlo negativo; C1- C3- Con-
dição 3 T0; D1- D3- Condição 3 T180; E1- E3- Condição 4 T0; F1- F3- Condição 4 T180

Madeo et al. (1999) também retratou que não foi observada clivagem quando analisado por

gel de agarose, apesar da análise da microscopia eletrónica e o ensaio de Túnel demonstra-

rem sinais de fragmentação nas células de S. cerevisiae quando expostas a 3 mM de H2O2.

No entanto, existem trabalhos descritos na literatura que demonstram uma linearidade en-

tre a concentração de H2O2 e o dano causado no DNA (Azevedo, Marques, Fokt, Oliveira &

Johansson et al., 2010; Stanicka et al. 2015).

Como reportado por Leroy et al. (2001), na S. cerevisiae, podem ocorrer mutações silenciosas

no DNA sem que sejam detetadas. Para além disso, a organização da cromatina através

das histonas permite formar uma barreira protetiva contra o ROS e pode impedir a correta

difusão do H2O2 até ao núcleo (Yakes & houten, 1997).

Por sua vez, as células podem ter a capacidade de se adaptarem às condições do meio e

induzirem a reparação do dano causado em cerca de 1h30 min como demonstrado por Yakes

and Houten (1997). Desta forma, uma análise aos tempos anteriores aos 180 minutos poderá

ser importante para detetar possíveis danos. Para além disso, diferentes estirpes podem
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apresentar diferentes sensibilidades ao H2O2 (Bayliak, Semchyshyn, & Lushchak, 2006).

Outros métodos de estudo podem ser adaptados para a toxicidade dos agregados como o

crescimento da levedura em meio de cultura sólido, onde o agente oxidante está difundido

no meio e o ensaio de túnel onde a deteção da fragmentação do DNA é feita através da

marcação dos ácidos nucleicos (Madeo et al., 1999; 2002) . No entanto, apesar da curva de

crescimento ser um método mais moroso, permite determinar a que ponto de exposição

(tempo) o H2O2 começava a ser tóxico (Summers & Cyr, 2011).

4.2 Quantificação proteica

Para posterior comparação dos agregados insolúveis entre as diferentes amostras foi impor-

tante garantir que a mesma quantidade de proteína era inserida em cada poço. Para esse

efeito, a quantificação proteica foi realizada pelo método de Lowry onde, através da curva

padrão de BSA (Figura 4.2) foi possível determinar a concentração proteica presente em cada

amostra (Tabela 6.1 em "Anexos").

Figura 4.5: Curva padrão de BSA pelo método de Lowry. A curva foi elaborada com padrões de
BSA de 0 µg/µL, 20 µg/µL e 60 µg/µL
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A equação da reta gerada pela curva padrão de BSA e a absorvância medida a 750 nm per-

mitiu retirar a concentração de proteína presente em cada amostra. Para uma absorvância

de 0,146, a concentração proteica foi de 18,363 µg/µL:

y = 0, 004x− 0, 0009

0, 146 = 0, 004x− 0, 0009

x = 36, 725 µg/µL

[proteína] = 36,725
2∗ = 18, 363 µg/µL

*Divisão devido à utilização de 2 µL de amostra para a quantificação.

Após quantificação, todas as amostras foram normalizadas para agregados insolúveis de

850 µg de proteína total (Tabela 6.2 em "Anexos") uma vez que esta era a quantidade má-

xima presente na amostra com menor teor proteico (Condição 4 T180) e a proteína total foi

normalizada para 30 µg (Tabela 6.3 em "Anexos").

4.3 Análise proteica

Após extração e quantificação proteica, as proteínas foram separadas por SDS-PAGE com o

intuito de analisar possíveis alterações na agregação proteica provenientes da exposição ao

agente oxidante e antioxidante. As figuras 4.6 e 4.7 representam a proteína insolúvel e 4.8 e

4.9 a proteína total extraída.

A exposição da S. cerevisiae a 3 mM e 5 mM de H2O2 e 11,25 mg/L de Vitamina E parece

ter induzido síntese proteica. Na exposição a 3 mM de H2O2 (Figura 4.6) verificou-se uma

expressão aumentada da proteína com peso molecular de aproxidamente 45kDa aos 180 mi-

nutos, assinalado com 1. O aumento foi visível em todas as condições estudadas, sendo

mais notório em G quando comparada com C. Como reportado por diversos estudos, esta

proteína tende a alterar a sua conformação quando exposta a diferentes condições como

elevadas temperaturas, altas pressões, reações enzimáticas ou agitação. A desnaturação e
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a agregação são consequências da exposição a elevadas temperaturas (Galazka et al., 1999;

Matsudomi, Takahashi, & Miyata, 2001; Nyemb et al., 2014; Sponton, Perez, Carrara & San-

tiago, 2014; Weijers et al., 2003). Porém, Zhou et al. (2017) descreveu que o H2O2 é capaz de

causar desnaturação nesta proteína à temperatura ambiente.

Um aumento da expressão da proteína de peso molecular entre os 14,4 kDa e 31 kDa em G e

H, assinalado com 2, também foi verificado. No entanto, o marcador utilizado não permite

definir o peso aproximado da proteína em questão.

Figura 4.6: Separação dos agregados insolúveis com exposição a 3 mM de H2O2 e 11,25 mg/mL de
Vitamina E através de SDS-PAGE

Legenda: M- Marcador de peso molecular; A- Condição 1 T0; B- Condição 2 T0; C- Condição 3 T0;
D- Condição 4 T0; E- Condição 1 T180; F- Condição 2 T180; G- Condição 3 T180; H- Condição 4 T180.
Os locais assinalados pelas setas 1 e 2 demonstram as variações na expressão proteica entre os O e os
180 minutos em proteínas de peso 45 kDa e entre 14,4 e 31 kDa

A sobre-expressão da ovalbumina também aconteceu na exposição a 5 mM de H2O2 e 11,25

mg/L de Vitamina E (Figura 4.7) , o que pode sugerir que é uma proteína induzida pelo stress

oxidativo. Neste caso (assinalado com 3), é importante salientar a diferença denotada entre

D e H. Ambas as condições correspondem à exposição dos agentes oxidante e antioxidante

em simultâneo, o que sugere que a vitamina E não reverteu a citotoxicidade causada pelo
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Figura 4.7: Separação dos agregados insolúveis com exposição a 5 mM de H2O2 e 11,25 mg/L de
Vitamina E através de SDS-PAGE

Legenda: M- Marcador de peso molecular; A- Condição 1 T0; B- Condição 2 T0; C- Condição 3 T0; D-
Condição 4 T0; E- Condição 1 T180; F- Condição 2 T180; G- Condição 3 T180; H- Condição 4 T180. O
local assinalado pela seta 3 demonstra as variações na expressão proteica entre os 0 e os 180 minutos
em proteínas de peso 45 kDa.

Figura 4.8: Gel 10% poliacrilamida representativo da proteína total com exposição a 3 mM de H2O2
e 11,25 mg/L de Vitamina E

Legenda: M- Marcador de peso molecular; A- Condição 1 T0; B- Condição 2 T0; C- Condição 3 T0;
D- Condição 4 T0; E- Condição 1 T180; F- Condição 2 T180; G- Condição 3 T180; H- Condição 4 T180.
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H2O2. A incapacidade deste composto reverter o efeito já tinha sido anteriormente descrita

por Osakada et al. (2003). Para além disso, o facto de se observar uma síntese proteica su-

perior na exposição conjunta dos agentes ao invés da exposição isolada ao agente oxidante,

pode representar que a vitamina E exerce um efeito pró-oxidante tal como já foi descrito por

Pearson et al. (2006) e Thomas & Stocker (2000).

Na exposição a 3 mM de H2O2 (Figura 4.8), assinalado com 4, verificou-se uma ligeira di-

minuição da expressão de proteína total na posição F, podendo ser uma consequência dos

agregados proteicos ficarem retidos nos poços sem a capacidade de migrar no gel. Por sua

vez, na exposição a 5 mM de H2O2 (Figura 4.9), verificou-se um ligeiro aclaramento das

bandas na parte inferior de D, F e H (assinalado com 5), possivelmente pela mesma razão.

Figura 4.9: Gel 10% poliacrilamida representativo da proteína total com exposição a 5 mM de
peróxido e 11,25 mg/L de Vitamina E

Legenda: M- Marcador de peso molecular; A- Condição 1 T0; B- Condição 2 T0; C- Condição 3 T0;
D- Condição 4 T0; E- Condição 1 T180; F- Condição 2 T180; G- Condição 3 T180; H- Condição 4 T180.

O método de SDS-PAGE é um método simples que permite a separação dos agregados solú-

veis dos insolúveis. No entanto, não é sensível a pequenas diferenças e alguns dos agregados

ficam retidos nos poços. Futuramente, para uma análise mais detalhada deste fenómeno, o

SDD-PAGE-agarose gel poderá ser uma opção viável apesar de ser um método moroso uma

vez que permite a passagem de proteínas com maiores tamanhos (Summer & Cyr, 2011). A
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utilização de um buffer específico para dissolver os agregados facilitará a dissolução com-

pleta dos depósitos como o caso de buffer de tioreia e ureia (Natarajan, Xu, Caperna, &

Garret, 2005).

4.4 Implementação da técnica eletroforética

A implementação da técnica de eletroferese vertical para a separação de proteinas também

era uns dos objetivos deste tabalho. No entanto, devido a problemas técnicos não foi possí-

vel concretizar a sua implementação devido à incapacidade da passagem da corrente elétrica

pelo módulo interno do sistema utilizado. Um problema no equipamento eletrónico, nome-

adamente na fonte de alimentação bem como nos cabos de conexão utilizados para ligar a

fonte de alimentação ao tanque poderiam ser a razão para não se verificar a passagem da

corrente. Por essa razão, os cabos, a fonte de alimentação e a tomada ao qual se encontrava

ligado o aparelho foram modificados. No entanto, não se verificou qualquer alteração.

Para além disso, a tampa do tanque, por onde a corrente elétrica flui, também foi substítuida.

Esta alteração demonstrou um aumento da corrente elétrica mas a passagem da corrente elé-

trica apenas era vísivel na zona onde não se encontrava o gel, o que sugeriu que o problema

estaria na constituição do gel. Por essa razão, várias percentagens do gel foram testadas.

No entanto, o teste de 10% e 12% demonstraram o mesmo efeito. Desta forma, o problema

poderia estar no running buffer, impedindo a passagem da corrente elétrica. Foram testados

três buffers diferentes mas nenhum deles demonstrou uma passagem de corrente superior,

induzindo que o problema também não estaria na constituição do buffer. Desta forma e

devido à escassez de tempo, os ensaios foram realizados nas instalações do i3s.

Após as tentativas referidas anteriormente foi possível concluir que o equipamento não se

encontrava a funcionar corretamente, pelo que a implementação da técnica eletroforética

ainda necessita de ajustes. Se um defeito de fabrico dos componentes do sistema não for

comprovado, a alteração da constituição do gel de poliacrilamida poderá ser a próxima

etapa dos testes.
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Conclusão

5.1 Principais resultados

O stress oxidativo tem sido relacionado com as doenças neurodegenerativas pela sua relação

com a agregação proteíca e o dano no material genético.

Apesar de trabalhos anteriores demonstrarem que concentrações de 3 mM e 5 mM de H2O2

afetam a viabilidade celular da S. cerevisiae, estas concentrações não demonstraram causar

dano no material genético durante os 180 minutos estudados.

Relativamente ao estudo da influência do stress oxidativo na agregação proteíca, foi possível

concluir que a exposição de 3 mM e 5 mM de H2O2 durante 180 minutos se verificou a sobre-

expressão de uma proteína com peso molecular de aproximadamente 45KDa. Essa proteína

encontrava-se expressa em células expostas ao agente oxidante e antioxidante em conjunto,

fazendo com que esta se considere como uma proteína induzida pelo stress oxidativo.

A exposição à vitamina não demonstrou reverter os efeitos da agregação causados pela ex-

posição ao agente de stress oxidativo. Aliás, a vitamina E parece exercer um papel pró-

oxidante uma vez que é verificada uma síntese proteíca superior quando ocorre a exposição

conjunta do H2O2 e da vitamina quando comparado com a exposição apenas ao H2O2.

34
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5.2 Prespetivas futuras

Num curto período de tempo, o principal objetivo será analisar um período de exposição

da levedura ao H2O2 mais longo e verificar se ocorrem alterações a nível genético. Para

além disso, a microscopia eletrónica e o ensaio túnel poderiam ser alternativas ao invés da

visualização em gel de agarose.

A otimização da técnica de eletroforese vertical para separação de proteínas e a incorporação

de buffers de lise de agregados proteicos também são objetivos a serem alcançados.

No futuro, poderá ser interessante expressar proteínas humanas associadas a doenças neu-

rodegenerativas nas leveduras através da inserção de plasmídeos e verificar se os resultados

são similares.
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Anexos
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Tabela 6.1: Concentração proteíca de cada amostra através da absorvância a 750 nm

[H2O2] Tempo de exposição Condição Abs [Proteína]
(mM) (min) (µg/µL)

3 0 1 0,146 18,363

3 0 2 0,135 16,763

3 0 3 0,132 16,388

3 0 4 0,158 19,638

3 180 1 0,166 20,638

3 180 2 0,108 13,388

3 180 3 0,119 14,763

3 180 4 0,119 14,763

5 0 1 0,144 17,888

5 0 2 0,123 15,263

5 0 3 0,166 20,638

5 0 4 0,053 6,513

5 180 1 0,126 15,638

5 180 2 0,059 7,263

5 180 3 0,088 10,888

5 180 4 0,042 5,138
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Tabela 6.2: Volumes de proteína e H2O necessários para normalizar a proteina insolúvel/agregados
proteícos para 850 µg

[H2O2] Tempo de exposição Condição [Proteína] Vol. proteína Vol. H2O
(mM) (min) (µg/µL) (µL) (µL)

3 0 1 18,363 46,300 113, 710

3 0 2 16,763 50,708 109,292

3 0 3 16,388 51,869 108,131

3 0 4 19,638 43,285 116,715

3 180 1 20,638 41,187 118,813

3 180 2 13,388 63,492 96,508

3 180 3 14,763 57,578 102,423

3 180 4 14,763 57,578 102,423

5 0 1 17,888 47,519 112,481

5 0 2 15,623 55,692 104,307

5 0 3 20,638 41,187 118,813

5 0 4 6,513 130,518 29,482

5 180 1 15,638 54,357 105,643

5 180 2 7,263 117,040 42,960

5 180 3 10,888 78,0712 81,929

5 180 4 5,138 160 -
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Tabela 6.3: Volumes de proteína e sample buffer necessários para normalizar a proteina total de cada
amostra para 30 µg

[H2O2] Tempo de exposição Condição [Proteína] Vol. proteína Vol. sample buffer
(mM) (min) (µg/µL) (µL) (µL)

3 0 1 18,363 1,634 8,366

3 0 2 16,763 1,790 8,210

3 0 3 16,388 1,831 8,169

3 0 4 19,638 1,528 8,472

3 180 1 20,638 1,454 8,546

3 180 2 13,388 2,241 7,759

3 180 3 14,763 2,032 7,968

3 180 4 14,763 2,032 7,968

5 0 1 17,888 1,677 8,323

5 0 2 15,623 1,966 8,034

5 0 3 20,638 1,454 8,546

5 0 4 6,513 4,607 5,393

5 180 1 15,638 1,918 8,082

5 180 2 7,263 4,131 5,869

5 180 3 10,888 2,755 7,245

5 180 4 5,138 5,839 4,161
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