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RESUMO

A coenzima Q10 é uma molécula com reconhecida atividade antioxidante intraocular regeneravel e
bioenergética presente na mitocdndria da célula humana. A levedura Saccharomyces cerevisiae é um dos
microrganismos mais utilizados como modelo de estudo de outros organismos e suas intera¢des, devido sua
facil manipulacéo, similaridade e genoma bem caracterizado; Portanto, a utilizacdo da S. cerevisiae, para a
obtencdo de mutantes torna-se vidvel e almejado para o estudo in vivo. Foi feito a determinacdo da
concentragdo do agente estressor Menadione (Vitamina K3), onde os tratamentos foram realizados em duas
etapas, onde a primeira é um pré-tratamento com uma dosagem 10 vezes inferior a segunda etapa.
Posteriormente, foi realizado o tratamento avaliando a atividade antioxidante da coenzima Q10 com S.
cerevisiae. Os resultados mostra que a coenzima Q10 ndo teve diferenga significativa, quando comparado
com o Menadione, faz-se necessario maiores estudos quanto a a¢do antioxidantes da coenzima Q10.

Palavras-chave: coenzima Q10, antioxidante, menadione, tratamento
ABSTRACT

Coenzyme Q10 is a molecule with recognized intraocular regenerable and bioenergetic antioxidant activity
present in human cell mitochondria. The yeast Saccharomyces cerevisiae is one of the most used
microorganisms as a model for studying other organisms and their interactions, due to its easy handling,
similarity and well-available genome; Therefore, the use of S. cerevisiae to obtain mutants becomes feasible
and desired for in vivo study. The concentration of the stressor agent Menadione (Vitamin K3) was
determined, where the treatments were carried out in two stages, where the first is a pre-treatment with a
dosage 10 times lower than the second stage. Subsequently, the treatment was carried out evaluating the
antioxidant activity of coenzyme Q10 with S. cerevisiae. The results show that coenzyme Q10 had no
difference when compared to Menadione, further studies are needed regarding the antioxidant action of
coenzyme Q10.
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1 INTRODUCAO

A coenzima Q1o (2,3 dimetoxi-5-metil-6-decaprenil benzoquinona), conhecida também como ubiquinona,
¢ uma molécula solivel em lipidios que apresenta um anel quinona ligado a uma cadeia poliprenil
desempenhando funcdes redox (SPINDLER, et al 2009). E uma molécula com reconhecida atividade
antioxidante regeneravel, presente na mitocondria de células humanas e encontrada em maiores concentracdes
principalmente no cérebro, coragéo, rins e tecido hepatico (TACOBS, et al 2020; AYDOGAN, 2013).

A Coenzima Q10 (CoQ10) é sintetizada pelas células do corpo humano, mas também pode ser obtida através
da ingestdo de alimentos. Ela é encontrada em pequenas quantidades em cereais, ovos, frutos secos, produtos
lacteos, vegetais, carne vermelha, peixe e aves que sdo fontes ricas CoQ10. Além disso, é comercializada como
suplemento alimentar e utilizada em formulages cosméticas. (JACOBS, et al 2020; AYDOGAN, 2013)

Devido as propriedades antioxidantes exercida pela CoQ10, esta molécula tem sido utilizada como
suplemento para melhorar a performance durante o exercicio fisico de atletas. Também € utilizada como
coadjuvante para melhorar as fung@es cerebrais, retardar o envelhecimento precoce e na prevencao de doencas
cardiovasculares. A capacidade antioxidante de um composto se da por sua capacidade de doar elétrons para
outra molécula (radical livre) possibilitando que esta se estabilize (DORNAS,2007). Ha relatos que doencas
neurodegenerativas apresentam indices elevados de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs), sendo assim ha a
necessidade de avaliar a capacidade antioxidante da coenzima Q10 em diferentes modelos biol6gicos que
apresentam caracteristicas bioquimicas da doenca.

A levedura S. cerevisiae € um dos microrganismos mais utilizados como modelo de estudo de doencas
humanas, principalmente aquelas associadas com EROs. Este microrganismo apresenta inimeros genes
homologos/ortélogos com a espécies humana, além disso, é de facil manipulagdo e apresenta um genoma bem
caracterizado (MONTEIRO,2006). Portanto, utilizando-se ferramentas de técnicas de DNA recombinante, foi
possivel desenvolver a linhagem PD1 expressando a a-sinucleina, uma proteina de 140 amino&cidos cuja
agregacdo aumenta o estresse oxidativo e desencadeia falhas no sistema bioenergético. O acumulo de
agregados dessa proteina insoltvel (corpos de Lewi) tem sido associado ao mal de Parkinson.

Diante disso, esse trabalho teve como objetivo avaliar a capacidade regenerativa e antioxidante da CoQ10
através da contagem de células viaveis de uma linhagem de S. cerevisiae expressando o-sinucleina associada
ao mal de Parkinson. A avaliacdo da capacidade da CoQ10 reverter a morte celular induzida por um agente
estressor e expressando a a-sinucleina, pode trazer novos conhecimentos sobre o efeito protetor dessa
substancia em condicdes letais para a célula de levedura.

2 METODOLOGIA
2.1 Linhagem PD1 de Saccharomyces cerevisiae

A linhagem PD1 utilizada neste experimento foi gentilmente cedida pelo professor Mario Henrique de
Barros do laboratdrio de Biogénese Mitocondrial do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sdo
Paulo.
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2.2 Inducéo do estresse oxidativo mediante uso do agente estressor Menadione (Vitamina K3)

Muitos estudos apontam que o estresse oxidativo desencadeia um papel chave na manifestacdo da doenca
de Parkinson, e o aumento dos niveis de a-sinucleina causaria disfun¢do mitocondrial com consequente
aumento do estresse oxidativo. Desta forma, para avaliar o estresse oxidativo da célula PD1 e o efeito protetor
da CoQ10, foi utilizada 0 menadione, um precursor da vitamina K e reconhecido agente estressor mitocondrial.

Para a determinacdo da concentracdo e efeito da Menadione, utilizada como agente estressor nos ensaios,
realizou-se os desafios/tratamentos nas concentracdes de 0,2 mM (etapa 1) e 2,0 mM (etapa 2) e nas
concentracdes de 0,25mM (etapa 1) e 2,5mM (etapa 2) do composto. Ou seja, 0s tratamentos foram realizados
em duas etapas, onde a primeira € um pré-tratamento com uma dosagem 10 vezes inferior a segunda etapa.
Inicialmente foi realizado o cultivo da linhagem de S. cerevisiae em overnight em meio YPD mantidas a 28
°C com agitacdo orbital de 150 rpm, por 24 horas. Apds este periodo as células foram ajustadas em ODego de
0.6 e entdo iniciou-se o tratamento com a etapa 1. Na etapa 1, adicionou-se a concentracdo do pré-tratamento
e manteve a linhagem + agente estressor nas condigdes ideais de crescimento durante 1 hora, apds este periodo
adicionou-se uma dosagem 10x superior de Menadione (etapa 2), mantendo por mais 1 hora nas condigdes
ideais de crescimento. Logo apds, plaqueou-se 0s ensaios em meio de cutura YPD sélido e as placas foram
incubadas na BOD a 30 °C por 3 dias para posterior contagem de células sobreviventes ao tratamento.

2.3 Tratamento de Saccharomyces cerevisiae com CoQ10

Ap0s a determinacao da concentracao apropriada do agente estressor, realizou-se o tratamento da linhagem
PD1 na presenga de manadione + CoQ10. A linhagem PD1 foi incubada em overnight em meio YPD a 28 °C
com agitacgdo orbital de 150 rpm por 24 horas. Apos este periodo as células foram ajustadas em ODegqo de 0.6.

A CoQ10 foi resuspendida em 1mL de etanol (concentragdo 100mg/mL) e os tratamentos seguiram em
duas etapas, como descrito anteriormente, contendo, portanto, a linhagem a ser desafiada + agente estressor +
composto potencialmente antioxidante. Os primeiros ensaios utilizaram 0,2 mM (etapa 1) e 2 mM (etapa 2) de
menadione e posteriormente foi realizado o tratamento com 0,25 mM (etapa 1) e 2,5 mM (etapa 2) de
Menadione. Tanto na etapa 1 como na etapa 2, foram adicionados 150 pL de CoQ10, resultando em 300 pL
(ImM) na concentracao final. Ap6s concluir as duas etapas do tratamento plaqueou-se 100 pL das amostras
em meio YPD s6lido, apenas na amostra controle realizou-se diluicdo 10 para facilitar a contagem de UFC.
As placas foram mantidas na BOD por 3 dias a 30 °C. Ap6s o crescimento celular, realizou-se a contagem de
UFC presente nas placas e comparou-se o efeito antioxidante/protetor da CoQ10.

2.4 Analise estatistica

A analise estatistica empregada foi o teste “t” de Student ndo-pareado, através do programa
GraphPad Prism software, versao 4.00. Foram realizadas, no minimo, 3 repeti¢fes nos experimentos.
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3  RESULTADOS

3.1 A¢do do agente estressor Menadione (Vitamina K3) sobre as linhagens de S. cerevisiae

De acordo com Laux et al, (2001) o Menadione, é um composto organico com propriedades citotdxicas,
conhecida pela inducdo de apoptose e morte celular. Essa substdncia afeta de modo direto a fungéo
mitocondrial da célula, tornando-se um indutor de estresse oxidativo em altas dosagens. Na Figura 1A é
possivel observar o efeito citotoxico do menadione na concentracdo de 2,5mM, sugerindo um alto indice de
morte celular quando comparado ao grupo controle sem a presenga do composto (Figura 1B).

Figura 1- Avaliacdo do crescimento de UFC da linhagem de S. cerevisiae PD1 (A) Apds etapa 2 do tratamento
com Menadione a 2,5mM (10°) e (B) Amostra controle (10)

Fonte: Autor préprio, 2021

3.2 Tratamento com a Saccharomyces cerevisiae

Para avaliar o efeito protetor da CoQ10 sobre células cultivadas na presenca do agente estressor, utilizou-
se uma concentracéo final de 1,0mM da coenzima em meio de cultura. De acordo com a Figura 2 é possivel
observar que a CoQ10 teve pouco efeito quanto ao aumento da viabilidade celular em células tratadas com
Menadione.

Quando se compara 0 numero de células vidveis considerando placas contendo somente o agente estressor
e placas contendo o agente estressor + CoQ10, observa-se um média de 397 e 347 células respectivamente.
Aplicando-se um teste estatistico comparativo (teste t), ndo foi observado um efeito significativo da CoQ10
quando a capacidade de aumento da viabilidade celular na presenca do agente estressor (Figura 3).

Os resultados indicam preliminarmente que a concentracdo de 1mM de Coenzima Q10 ndo foi capaz de
reverter o efeito estressor promovido pelo menadione. Moléculas de CoQ com cadeia isoprendide menor séo
mais eficientes na prevencdo de peroxidacdo da membrana celular quando comparadas a homélogos de cadeia
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longa, indicando que o efeito é dependente do tamanho da cadeia (ERNSTER E DALLNER, 1995). CoQ1o é
uma molécula altamente hidrofobica o que tem dificultado sua administragdo em meio aquoso (NAKASHIMA
et al., 2002). A administracdo de 10mg/kg da forma solubilizada ou em p6 em ratos, atinge a concentragdo
maxima no plasma sanguineo apds 3-4 horas, sendo que sua absorcdo é facilitada com a formulagdo do
composto com lipideos (KALENIKOVA et al., 2008). O etanol utilizado na solubilizacdo da CoQ10 também
ndo afeta a viabilidade celular, uma vez que foi utilizado um volume final de etanol de 1% quando a linhagem
é capaz de tolerar até 11% (LUONG, 1985).

UNIVERSIDADE TECNOLOGICA FEDERAL DO PARANA

Figura 2- Avaliagdo do crescimento de UFC da linhagem de S. cerevisiae PD1 ap0s a etapa 2 do tratamento
(A) Menadione + Coenzima Q10 (dilui¢do: 10° (B) Menadione (diluicéo: 10°)

Fonte: Autor préprio, 2021

Figura 3- NUumero de células viaveis a presenga do Menadione e Menadione + Coenzima Q10. Test t, valores nao
foram significativos para p < 0,05
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Fonte: Autor proprio,2021
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4 CONCLUSAO

A CoQ10 na concentragdo de 1mM ndo foi capaz de proteger o efeito estressor induzido pelo composto
Menadione (2,5mM) e nem reverter os danos promovidos pela expressao da alfa-sinucleina. Uma hipotese é a
hidrofobicidade do composto bem como o tamanho de sua molécula que é constituida de dez unidades de
isoprenos, o que poderia interferir no acesso intracelular. Os resultados aqui apresentados sdo preliminares
necessitando de novos ensaios inclusive com novas concentragGes e até mesmo um novo solvente. Infelizmente
ndo foi possivel complementar esses resultados em razdo da pandemia COVID-19 ocorrida durante o periodo
de realizacdo deste trabalho.
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