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Avaliacdo de efeitos neuroprotetores de extratos de plantas medicinais

Resumo

Existe atualmente uma tendéncia crescente para o uso de produtos naturais. O conhecimento empirico
do uso de plantas medicinais deve ser melhor compreendido e estudado, porque se utilizado de forma
adequada, pode proporcionar estratégias alternativas para o tratamento de doencas neurodegenerativas.
Este trabalho tem como objetivo avaliar o potencial neuroprotetor de extratos de plantas medicinais no
modelo Caenorhabditis elegans, da doenca Machado-Joseph (DMJ) (AT3q130) e num modelo de
tauopatia (CK10).

Os resultados indicam que o tratamento cronico (até dia 4) com 1 mg/mL de extrato das folhas de
Hyptis suaveolens (HS), Hyptis pectinata (HP) e Hyptis marrubioides (HM) resultaram no melhoramento
do fendtipo motor nos dois modelos de neurodegeneracao estudados. No entanto ndo se observou um
impacto significativo na agregacdo proteica para o modelo da DMJ. Mostramos também que este
tratamento aumentou significativamente a resisténcia dos animais ao stress oxidativo induzido por 240
MM de juglona, nos modelos de neurodegeneracdo (>50%) e no modelo selvagem (>28%). Neste
contexto, verificou-se um aumento significativo na expressdo de um gene repdrter para a proteina GST
em condicdes de stress oxidativo. Resultados preliminares indicam que o tratamento cronico levou a um
aumento significativo na longevidade no modelo DMJ e, também reduziu significativamente a expressao
génica de skn-1a/c e apresentou uma tendéncia para o aumento do gene gst-10e sod-3.

Estes resultados sugerem um potencial efeito neuroprotetor dos extratos de HS, HP e HM e apoiam a
ideia de que os antioxidantes podem ser uma abordagem promissora para impulsionar os sistemas
defensivos contra o stress e a neurodegeneracdo. Neste sentido, serd premente estudar os seus
mecanismos de acdo com mais detalhe, bem como procurar identificar os principais elementos ativos

existentes nos extratos usados.

Palavras-chave: plantas medicinais; C. elegans, doencas neurodegenerativas; stress oxidativo






Evaluation of neuroprotective effects of medicinal plant extracts

Abstract

There is currently a growing trend towards the use of natural products. The empirical knowledge of the
use of medicinal plants should be better understood and studied, because if used properly may provide
alternative strategies for the treatment of neurodegenerative diseases. This work aims to evaluate the
neuroprotective potential of medicinal plant extracts in the Caenorhabditis elegans model of Machado-
Joseph disease (MDJ) (AT3g130) and a model of tauopathy (CK10).

The results indicate that chronic treatment (up to day 4) with 1 mg/mL extract of Hyplis suaveolens
(HS), Hyptis pectinata (HP) and Hyptis marrubioides (HM) leaves resulted in the improvement of the
motor phenotype in both models of neurodegeneration studied. However, no significant impact on protein
aggregation was observed for the MJD model. We also showed that chronic treatment significantly
increased the resistance of animals to oxidative stress induced by 240 uM juglone in the
neurodegeneration models (> 50%) and wild-type (> 28%). In this context, there was a significant increase
in the expression of a reporter gene for the GST protein under conditions of oxidative stress. Preliminary
results indicate that chronic treatment led to a significant increase in longevity in the MJD model and
significantly reduced the gene expression of skn-/a/c and showed a tendency for the gst-70 and sod-3
gene to increase.

These results suggest a potential neuroprotective effect of HS, HP and HM extracts, and support the view
that antioxidants may be a promising approach to boosting the defense systems against stress and
neurodegeneration. In this sense, it will be relevant to study its mechanisms of action in more detail, as

well as to identify the main active elements in the extracts used.

Keywords: medicinal plants; C. elegans, neurodegenerative diseases; oxidative stress
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erro padrao da média de 8 experiéncias independentes para HS, 7 para HP e 6 para HM. * p-value < 0,05; ** p-
value < 0,001; *** pvalue < 0,001, ......oiiiiiiiie ettt e e et e et e e e b e ares 56

Figura 17. Avaliacdo do impacto do tratamento crénico com os extratos de HS NS (A), HP NS (B) e HM * (C) no
fendtipo motor de um modelo de DMJ em C. elegans. Animais adultos crescidos na presenca dos extratos, foram
filmados ao dia 4 para documentar o seu movimento estimulado e determinar a sua velocidade média de
deslocacdo. Foram analisados cerca de 50 animais, com 1 video de 30 segundos, por condicao experimental e
experiencia independente. Foi aplicado o teste de “one-way ANOVA" seguido do teste de Dunnet bilateral para
identificar diferencas estatisticamente significativas. As barras de erro representam o erro padrdo da média de 8
experiéncias independentes para HS, 7 para HP e 6 para HM. * p-value < 0,05; ** p-value < 0,001; *** p-value <
0,00 . et e et et teeeteeeteeeteeeteeeteeteeeteeteeteeteeeteeteeteeteenns 57

Figura 18. Avaliacdo do impacto do tratamento crénico com os extratos de LR NS (A) e LB NS (B) no fendétipo
motor de um modelo de DMJ em C. elegans. Animais adultos crescidos na presenca dos extratos, foram filmados
ao dia 4 para documentar o seu movimento espontaneo na auséncia de comida e determinacao da velocidade
média de deslocacdo. Foram analisados cerca de 100 animais, divididos por 2 videos de 1 minuto, por condicao
experimental e experiéncia independente. Foi aplicado o teste de “one-way ANOVA” seguido do teste de Dunnet
bilateral para identificar diferencas estatisticamente significativas. As barras de erro representam o erro padrao
da média de 8 experiéncias independentes. * p-value < 0,05; ** p-value < 0,001; *** p-value < 0,001............ 58

Figura 19. Avaliacao do impacto do tratamento crénico com os extratos de LR NS (A) e LB NS (B) no fenétipo
motor de um modelo de DMJ em C. elegans. Animais adultos crescidos na presenca dos extratos, foram filmados
ao dia 4 para documentar o seu movimento estimulado e determinar a sua velocidade média de deslocacéo.
Foram analisados cerca de 50 animais, com 1 video de 30 segundos, por condicao experimental e experiencia
independente. Foi aplicado o teste de “one-way ANOVA" seguido do teste de Dunnet bilateral para identificar
diferencas estatisticamente significativas. As barras de erro representam o erro padrao da média de 8 experiéncias
independentes. * p-value < 0,05; ** p-value < 0,001; *** p-value < 0,001.......cccooriiiiiiiiiiii e, 58

Figura 20. Avaliacao do impacto do tratamento crénico com os extratos de EP NS (A), PL NS (B) e GE NS (C) no
fendtipo motor de um modelo de DMJ em C. elegans. Animais adultos crescidos na presenca dos extratos, foram
filmados ao dia 4 para documentar o seu movimento espontaneo na auséncia de comida e determinar a sua
velocidade média de deslocacdo. Foram analisados cerca de 100 animais, divididos por 2 videos de 1 minuto,
por condicdo experimental e experiéncia independente. Foi aplicado o teste de “one-way ANOVA” seguido do teste
de Dunnet bilateral para identificar diferencas estatisticamente significativas. As barras de erro representam o
erro padrdo da média de 4 experiéncias independentes. * p-value < 0,05; ** p-value < 0,001; *** p-value < 0,001.

Figura 21. Avaliacdo do impacto do tratamento cronico com os extratos EP NS (A), PL NS (B) e GE NS (C) no
fendtipo motor de um modelo de DMJ em C. elegans. Animais adultos, crescidos na presenca dos extratos, foram
filmados ao dia 4 para documentar o seu movimento estimulado e determinar a sua velocidade média de
deslocacdo. Foram analisados cerca de 50 animais, com 1 video de 30 segundos, por condicdo experimental e
experiéncia independente. Foi aplicado o teste de “one-way ANOVA” seguido do teste de Dunnet bilateral para
identificar diferencas estatisticamente significativas. As barras de erro representam o erro padrao da média de 4
experiéncias independentes. * p-value < 0,05; ** p-value < 0,001; *** p-value < 0,001......cccceevvviiriiiiirernnn, 60

Figura 22. Efeito dos extratos de HS, HP e HM na agregacdo da ATXN-3 mutada no modelo AT3q130. Os
nematodes sincronizados no estadio L1 foram incubados com 1 mg/mL de extrato até dia 4. As fotografias foram
tiradas usando o microscépio Confocal. A quantificacdo do padrdo de agregacdo da ATXN-3 mutada foi realizada
recorrendo ao software MeVisLab, nomeadamente numero de agregados (A) (com p=0,07 para HS, p=0,04 para
HP e p=0,149 para HM), nimero de agregados pela area do animal (B) (com p=0,519 para HS, p=0,771 para

Xvii


file:///C:/Users/Daniela%20Campos/Desktop/Dissertação%20de%20Mestrado_DanielaC_versão17.docx%23_Toc507475518
file:///C:/Users/Daniela%20Campos/Desktop/Dissertação%20de%20Mestrado_DanielaC_versão17.docx%23_Toc507475518
file:///C:/Users/Daniela%20Campos/Desktop/Dissertação%20de%20Mestrado_DanielaC_versão17.docx%23_Toc507475519
file:///C:/Users/Daniela%20Campos/Desktop/Dissertação%20de%20Mestrado_DanielaC_versão17.docx%23_Toc507475519
file:///C:/Users/Daniela%20Campos/Desktop/Dissertação%20de%20Mestrado_DanielaC_versão17.docx%23_Toc507475519
file:///C:/Users/Daniela%20Campos/Desktop/Dissertação%20de%20Mestrado_DanielaC_versão17.docx%23_Toc507475519
file:///C:/Users/Daniela%20Campos/Desktop/Dissertação%20de%20Mestrado_DanielaC_versão17.docx%23_Toc507475519
file:///C:/Users/Daniela%20Campos/Desktop/Dissertação%20de%20Mestrado_DanielaC_versão17.docx%23_Toc507475519
file:///C:/Users/Daniela%20Campos/Desktop/Dissertação%20de%20Mestrado_DanielaC_versão17.docx%23_Toc507475519
file:///C:/Users/Daniela%20Campos/Desktop/Dissertação%20de%20Mestrado_DanielaC_versão17.docx%23_Toc507475519
file:///C:/Users/Daniela%20Campos/Desktop/Dissertação%20de%20Mestrado_DanielaC_versão17.docx%23_Toc507475520
file:///C:/Users/Daniela%20Campos/Desktop/Dissertação%20de%20Mestrado_DanielaC_versão17.docx%23_Toc507475520
file:///C:/Users/Daniela%20Campos/Desktop/Dissertação%20de%20Mestrado_DanielaC_versão17.docx%23_Toc507475520
file:///C:/Users/Daniela%20Campos/Desktop/Dissertação%20de%20Mestrado_DanielaC_versão17.docx%23_Toc507475520
file:///C:/Users/Daniela%20Campos/Desktop/Dissertação%20de%20Mestrado_DanielaC_versão17.docx%23_Toc507475520
file:///C:/Users/Daniela%20Campos/Desktop/Dissertação%20de%20Mestrado_DanielaC_versão17.docx%23_Toc507475520
file:///C:/Users/Daniela%20Campos/Desktop/Dissertação%20de%20Mestrado_DanielaC_versão17.docx%23_Toc507475520
file:///C:/Users/Daniela%20Campos/Desktop/Dissertação%20de%20Mestrado_DanielaC_versão17.docx%23_Toc507475521
file:///C:/Users/Daniela%20Campos/Desktop/Dissertação%20de%20Mestrado_DanielaC_versão17.docx%23_Toc507475521
file:///C:/Users/Daniela%20Campos/Desktop/Dissertação%20de%20Mestrado_DanielaC_versão17.docx%23_Toc507475521
file:///C:/Users/Daniela%20Campos/Desktop/Dissertação%20de%20Mestrado_DanielaC_versão17.docx%23_Toc507475521
file:///C:/Users/Daniela%20Campos/Desktop/Dissertação%20de%20Mestrado_DanielaC_versão17.docx%23_Toc507475521
file:///C:/Users/Daniela%20Campos/Desktop/Dissertação%20de%20Mestrado_DanielaC_versão17.docx%23_Toc507475521
file:///C:/Users/Daniela%20Campos/Desktop/Dissertação%20de%20Mestrado_DanielaC_versão17.docx%23_Toc507475521
file:///C:/Users/Daniela%20Campos/Desktop/Dissertação%20de%20Mestrado_DanielaC_versão17.docx%23_Toc507475522
file:///C:/Users/Daniela%20Campos/Desktop/Dissertação%20de%20Mestrado_DanielaC_versão17.docx%23_Toc507475522
file:///C:/Users/Daniela%20Campos/Desktop/Dissertação%20de%20Mestrado_DanielaC_versão17.docx%23_Toc507475522
file:///C:/Users/Daniela%20Campos/Desktop/Dissertação%20de%20Mestrado_DanielaC_versão17.docx%23_Toc507475522
file:///C:/Users/Daniela%20Campos/Desktop/Dissertação%20de%20Mestrado_DanielaC_versão17.docx%23_Toc507475522
file:///C:/Users/Daniela%20Campos/Desktop/Dissertação%20de%20Mestrado_DanielaC_versão17.docx%23_Toc507475522
file:///C:/Users/Daniela%20Campos/Desktop/Dissertação%20de%20Mestrado_DanielaC_versão17.docx%23_Toc507475522
file:///C:/Users/Daniela%20Campos/Desktop/Dissertação%20de%20Mestrado_DanielaC_versão17.docx%23_Toc507475522
file:///C:/Users/Daniela%20Campos/Desktop/Dissertação%20de%20Mestrado_DanielaC_versão17.docx%23_Toc507475523
file:///C:/Users/Daniela%20Campos/Desktop/Dissertação%20de%20Mestrado_DanielaC_versão17.docx%23_Toc507475523
file:///C:/Users/Daniela%20Campos/Desktop/Dissertação%20de%20Mestrado_DanielaC_versão17.docx%23_Toc507475523
file:///C:/Users/Daniela%20Campos/Desktop/Dissertação%20de%20Mestrado_DanielaC_versão17.docx%23_Toc507475523
file:///C:/Users/Daniela%20Campos/Desktop/Dissertação%20de%20Mestrado_DanielaC_versão17.docx%23_Toc507475523
file:///C:/Users/Daniela%20Campos/Desktop/Dissertação%20de%20Mestrado_DanielaC_versão17.docx%23_Toc507475523
file:///C:/Users/Daniela%20Campos/Desktop/Dissertação%20de%20Mestrado_DanielaC_versão17.docx%23_Toc507475523
file:///C:/Users/Daniela%20Campos/Desktop/Dissertação%20de%20Mestrado_DanielaC_versão17.docx%23_Toc507475524
file:///C:/Users/Daniela%20Campos/Desktop/Dissertação%20de%20Mestrado_DanielaC_versão17.docx%23_Toc507475524
file:///C:/Users/Daniela%20Campos/Desktop/Dissertação%20de%20Mestrado_DanielaC_versão17.docx%23_Toc507475524
file:///C:/Users/Daniela%20Campos/Desktop/Dissertação%20de%20Mestrado_DanielaC_versão17.docx%23_Toc507475524
file:///C:/Users/Daniela%20Campos/Desktop/Dissertação%20de%20Mestrado_DanielaC_versão17.docx%23_Toc507475524

HP e p=0,988 para HM), e pela area total dos agregados (C) (com p=0,838 para HS, p=0,159 para HP e p=0,174
para HM). A estatistica foi realizada por ANOVA unidirecional (Dunnet T3 (bilateral)) comparando o grupo controlo
(DMSO 1%) com os grupos tratados. Os graficos mostram um ensaio independente representativo de 3 ensaios
independentes, com 8 animais analisados Por CONAIGAO. ........cveiviiiiiiiiie e 62

Figura 23. Avaliacao do impacto do tratamento crénico com os extratos de HS ** (A), HP *** (B) e HM *** (C) no
fendtipo motor de um modelo de tauopatia em C. elegans. Animais adultos crescidos na presenca dos extratos,
foram filmados ao dia 4 para documentar o seu movimento espontaneo na auséncia de comida e determinar a
sua velocidade média de deslocacao. Foram analisados cerca de 100 animais, divididos por 2 videos de 1 minuto,
por condicao experimental e experiéncia independente. Foi aplicado o teste de “one-way ANOVA” seguido do teste
de Dunnet bilateral para identificar diferencas estatisticamente significativas. As barras de erro representam o
erro padrdo da média de 4 experiéncias independentes. * p-value < 0,05; ** p-value < 0,001; *** p-value < 0,001.

Figura 24. Avaliacdo do impacto do tratamento crénico com os extratos de HS * (A), HP * (B) e HM ** (C) no
fendtipo motor de um modelo de tauopatia em C. elegans. Animais adultos crescidos na presenca dos extratos,
foram filmados ao dia 4 para documentar o seu movimento estimulado e determinar a sua velocidade média de
deslocacao. Foram analisados cerca de 50 animais, com 1 video de 30 segundos, por condicao experimental e
experiéncia independente. Foi aplicado o teste de “one-way ANOVA” seguido do teste de Dunnet bilateral para
identificar diferencas estatisticamente significativas. As barras de erro representam o erro padrdo da média de 4
experiéncias independentes. * p-value < 0,05; ** p-value < 0,001; *** pvalue < 0,001......ccccceevviriiiiiireninnn. 66

Figura 26. Avaliacao do impacto do tratamento crénico com os extratos de LR NS (A) e LB NS (B) no fenétipo
motor de um modelo de tauopatia em C. elegans. Animais adultos, crescidos na presenca dos extratos, foram
filmados ao dia 4 para documentar o seu movimento espontaneo na auséncia de comida e determinar a sua
velocidade média de deslocacdo. Foram analisados cerca de 100 animais, divididos por 2 videos de 1 minuto,
por condicdo experimental e experiéncia independente. Foi aplicado o teste de “one-way ANOVA” seguido do teste
de Dunnet bilateral para identificar diferencas estatisticamente significativas. As barras de erro representam o
erro padrdo da média de 4 experiéncias independentes. * p-value < 0,05; ** p-value < 0,001; *** p-value < 0,001.

Figura 25. Avaliacdo do impacto do tratamento cronico com os extratos LR NS (A) e LB NS (B) no fenétipo motor
de um modelo de tauopatia em C. elegans. Animais adultos, crescidos na presenca dos extratos, foram filmados
ao dia 4 para documentar o seu movimento estimulado e determinacao da velocidade média de deslocacao.
Foram analisados cerca de 50 animais, com 1 video de 30 segundos, por condicao experimental e experiéncia
independente. Foi aplicado o teste de “one-way ANOVA" seguido do teste de Dunnet bilateral para identificar
diferencas estatisticamente significativas. As barras de erro representam o erro padrao da média de 4 experiéncias
independentes. * p-value < 0,05; ** p-value < 0,001; *** p-valug < 0,001.......cccoeoiiiiiiiece e 67

Figura 27. Avaliacdo da producao de descendéncia dos animais tratados com extrato de HS, HP e HM a
concentracdo de 1 mg/mL. Os animais em estadio L4 sincronizados foram transferidos individualmente para
novas placas de NGM e transferidos a cada 24 h para novas placas até cessarem a postura de ovos. Foram
analisados 10 animais por condicao e ensaio independente. Foi aplicado o teste de “one-way ANOVA” seguido do
teste de Dunnet bilateral para identificar diferencas estatisticamente significativas. As barras de erro representam
0 erro padrao da média de 3 experiéncias independentes. * p-value < 0,05; ** p-value < 0,01; *** p-value < 0,001.

Figura 28. Avaliacéo do efeito no tamanho corporal das estirpes N2 (A), CK10(B) e At3q130(C). Os nematodes
na fase larvar L1 sincronizados foram incubados com 1 mg/mL de extrato de HS, HP e HM. Ao dia 4, foram
tiradas fotografias com as mesmas definicdes e trabalhadas usando o software Image J. Nao houve diferencas
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significativas no comprimento corporal em nenhuma das estirpes testadas (p>0,05). Foram analisados =~ 50
animais por condicao e ensaio independente. Foi aplicado o teste de “one-way ANOVA" seguido do teste de
Dunnet bilateral para identificar diferencas estatisticamente significativas. As barras de erro representam o erro
padrdo da média de 5 experiéncias independentes. * p-value < 0,05; ** p-value < 0,01; *** p-value < 0,001. .69

Figura 29. Avaliacao dos efeitos na longevidade na estirpe AT3q130, do pré-tratamento com extratos de HS, HP
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extrato de HS, HP e HM em condi¢des normais e de stress oxidativo induzido por 150 uM juglone (1h + 3h de
recuperacao). Foi utilizado o microcopio de fluorescéncia e a intensidade de fluorescencéncia GFP foi quantificada
usando o software Image J). Foram analisados 10 animais por condicédo e ensaio independente. Foi aplicado o
teste de “one-way ANOVA” seguido do teste de Dunnet bilateral para identificar diferencas estatisticamente
significativas. As barras de erro representam o erro padrao da média de 4 experiéncias independentes. * p-value
<0,05; ** pvalue < 0,01; ** pvalug < 0,001, ..oiiiriiiiieece e 82
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1. Breve introducéo e consideracoes gerais

O conhecimento empirico adquirido pelo Homem sobre plantas medicinais resulta de um conjunto de
experiéncias, ao longo de varias geracoes, onde os seres humanos descobriram que a Natureza lhes
podia dar solucdes para as suas necessidades na cura de um amplo espectro de doencas. No entanto,
a capacidade terapéutica destas moléculas deve ser confirmada pela ciéncia, potencializando a sua
utilizacao ou dos seus derivados. Na atualidade, em que existe uma tendéncia crescente para o uso de
produtos naturais, torna-se fundamental a descoberta e o desenvolvimento do potencial terapéutico de
compostos presentes em plantas medicinais que poderao torna-se uma resposta a cura de varias
doencas, nomeadamente doencas neurodegenerativas (DNs). Num contexto em que, devido aos
avancos tecnologicos nas mais diversas areas, assistimos a uma evolucdo na qualidade de vida do
Homem, traduzida por exemplo no aumento da longevidade da populacao e, consequentemente uma
maior incidéncia de doencas associadas ao envelhecimento, como & o caso das DNs. Existe uma
tendéncia para as industrias farmacéuticas apostarem em fontes naturais para a descoberta de novos
compostos terapéuticos, que sejam aplicaveis em todo o espectro de doencas. Sdo varias as razdes que
estao a impulsionar o crescimento do uso de plantas medicinais no mercado mundial: a valorizacdo de
uma vida de habitos mais saudaveis e, consequentemente, o consumo de produtos naturais; os efeitos
colaterais dos medicamentos sintéticos; a descoberta de novos principios ativos nas plantas; e o preco

gue, de maneira geral, & mais acessivel a populacdo com menor poder econémico.
2. Doencas neurodegenerativas

As doencas neurodegenerativas (DNs) sdo um grupo heterogéneo de disturbios que se caracterizam
pela degeneracdo progressiva da estrutura e funcdo do sistema nervoso central ou do sistema nervoso
periférico, marcados pela perda de neuronios no cérebro e/ou medula espinhal. Estas doencas afetam
milhdes de pessoas em todo 0 mundo e sdo um fardo social e financeiro, sendo por isso fundamental o
desenvolvimento de novas estratégias para prevenir e regredir os efeitos destas doencas. No grupo das
doencas neurodegenerativas estao incluidas a doenca de Alzheimer (DA), as ataxias espinocerebelosas
(SCAs), a doenca de Parkinson (DP), a doenca de Hungtinton (DH), e a esclerose lateral amiotrofica
(ELA) que sado caracterizadas por disfuncao neuropsiquiatrica progressiva e pela perda de estrutura e
funcdo de circuitos neuronais especificos que, por sua vez, resultam em sintomas comportamentais
com diferentes graus de severidade. As DNs podem ocorrer na maioria dos casos de forma esporadica

(por exemplo DA, DP, ELA), embora possam existir também numa base completamente hereditaria (por
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exemplo, DH e SCAs) (Muchowski 2002). Esta descrito que o envelhecimento é um importante fator de
risco para estas doencas (Fig.1), que apresentam no geral uma incidéncia predominante em individuos

com mais de 65 anos (Kester e Scheltens 2009).

Doencga de Alzheimer

349 > 65 anos Deménriigg\;ascular

- < 65 anos
Deméncia vascular
18%
Deméncia |
Frototemparal

12%

Deméncia relacionada / '

com &lcool ‘

10% \

Demeéncia com
corpos Lewy
7%

QOutras deméncias
30%

Qutras deméncias
14%

Doenca de Alzheimer

Doenca de Huntington's S5

5%

Figura 1. Prevaléncia das doencas neurodegenerativas com a idade. A) Doencas com inicio precoce, < 65 anos. (B) deméncia
com inicio tardio (= 65 anos) (Kester e Scheltens 2009).

Apesar das suas diferencas varias ao nivel dos sintomas clinicos e da propria progressao, as DN’s
partilham algumas caracteristicas comuns nomeadamente o facto de todas surgirem numa fase mais
tardia da vida (com algumas excecOes), e de a sua patologia ser caracterizada por perda neuronal,
anomalias sinapticas e agregacao proteica (Martin 1999). As DNs podem assim ter causas e
mecanismos patologicos comuns (Tabela 1), nomeadamente a alteracdo da conformacéo proteica,
agregacao e acumulacao de proteinas no cérebro (Fig.2), resultando em disfuncédo neuronal.

Existindo uma tendéncia crescente para uma populacao mais envelhecida, torna-se crucial compreender
0s mecanismos implicados na disfuncao celular que ocorre durante o envelhecimento, podendo ser
definida como uma perda progressiva de funcdes que aumenta a vulnerabilidade aos fatores ambientais

e 0 risco de doenca e morte (Mrak et al. 1997).
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Tabela 1. Doencas neurodegenerativas: proteinas e patologia (adaptado de Ross e Poirier 2004)

Depositos de

L Regidoes mais  Caracteristicas ,
Doenca Etiologia ; proteinas da
afetadas da patologia
doenca
Esporadica (95%) (fator de risco
ApoE) Cortex, Placas Péptido AR
Doenca de Hereditario (5%) hipocampo, neuriticas e (clivagem APP) e
Alzheimer (DA) Proteina precursora de Amildide  encéfalo frontal, agregados hiperfosforilacdo da

(APP) (dominante)
Presenilina 1, 2 (dominante)

tronco cerebral

neurofibrilares

Tau

Demeéncia froto-
temporal com
Parkinsonismo

Mutacdes na Tau (dominante)

Cortex frontal e
temporal,
hipocampo

Corpos de Pick

Hiperfosforilacao
da proteina Tau

Atrofina-1; ataxina-1-3, etc;

Ganglios basais,
tronco cerebral,

Doenca , Inclusdes Atrofina-1, ataxinas
. . recetor de androgénos (RA) cerebelo, .
poliglutaminas . intracelulares ou RA
(dominante) medula
espinhal
Esporadica
Doenca de a-sinucleina (dominante)
.C parkina (DJ-1, PINK1) Corpos de Lewy o-sinucleina
Parkinson ) .
recessivo (alguns dominantes)
Estriado, Inclusdes L
Ay . . Huntingtina com
Doenca de . . ganglios basais, intracelulares e N
. Huntingtina (dominante) ) expansao nas
Huntington cortex entre agregados ) .
o . . poliglutaminas
outras regides citoplasmaticos
Esclerose lateral Esporadico Neurénios Corpps de
e L. ) motores Bunina e
amiotrofica Superoxido dismutase-1 L .
) espinhais e esferdides
(ELA) (dominante) \ )
cortex motor axonais

Estudos em diferentes areas apoiam fortemente esta hipotese e indicam que uma terapia comum para

estas doencas pode ser possivel (Soto 2003). Por exemplo, em todos os principais exemplos dessas

doencas, existem fortes evidéncias de que a disfuncao mitocondrial ocorre cedo e atua causalmente na

patogénese de varias destas doencas (Lin e Beal 2006). As mitocondrias tém um papel central nas

doencas neurodegenerativas, pois estas sdo reguladores criticos da morte celular, uma caracteristica

fundamental da neurodegeneracao. As mutacdes no DNA mitocondrial e o stress oxidativo contribuem

para o envelhecimento, que & o maior fator de risco para doencas neurodegenerativas.
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',,','_._ A-..Y

Alzhenmer s placas B emaranhados

- ‘, ‘_‘\_:

Huntington’s: inclusdes intracelulares * Parkinson's: Corpos de Lewy

qf

ELA agregados

Figura 2. Agregados cerebrais em doencas neurodegenerativas. As placas extracelulares de amildide (setas brancas) e os
emaranhados neurofibrilares intracitoplasmaticos (setas amarelas) sdo a assinatura patologica da doenca de Alzheimer. Os
agregados intracitoplasmaticos estao tipicamente presentes nos neurénios de pessoas afetadas pela doenca de Parkinson e
ELA. As inclusdes intranucleares de huntingtina séo observadas em pacientes com doenca de Huntington. Apesar das
diferentes composicdes de proteinas, a estrutura desses depositos parece ser semelhante e composta principalmente de
uma rede de polimeros fibrilares (centro) (adaptado de Soto 2003).

2.1. Doenca de Alzheimer

2.1.1. Histdria da descoberta

A Doenca de Alzheimer (DA) foi descoberta ha mais de um século pelo médico aleméao Alois Alzheimer,
quando estudava um caso clinico de uma paciente de 51 anos com sintomas de perda de memdria
progressiva, alucinacdes e delirios. Apos a sua morte, identificou as principais caracteristicas
neuropatoldgicas da doenca, como a presenca de depositos extra e intracelulares (que viriam a ser
caracterizados mais tarde), e também a perda neuronal (Michel Goedert e Spillantini 2006). Estima-se
que atualmente existam cerca de 46,8 milhdes de pessoas que possuem algum tipo de deméncia
(«World Alzheimer Report 2016 | Alzheimer’s Disease International»), e as previsdes sugerem que 0
numero pode duplicar a cada 20 anos, podendo atingir os 74,7 milhdes em 2030 e 131,5 milhdes em
2050. Entre os varios tipos de deméncia, a DA € a mais prevalente, representando cerca de 70 a 80%
dos casos. Esta relacionada principalmente com o envelhecimento, uma vez que a maior parte dos
casos ocorre em individuos com mais de 65 anos de idade e aumenta de forma progressiva com a
idade, apresentando uma incidéncia predominante em individuos com mais de 85 anos. Em pacientes

mais jovens, a doenca de Alzheimer é relativamente pouco comum, enquanto a deméncia
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frontotemporal, a deméncia relacionada com o abuso de alcool e outras doencas como a esclerose

multipla sdo relativamente mais comuns (Kester e Scheltens 2009).
2.1.2. Epidemiologia e causas

A patologia da DA é um processo complexo, geneticamente heterogénea e progressiva, podendo ser
causada por uma acumulacédo de eventos genéticos, bem como fatores ambientais (Fig. 3), sendo o
envelhecimento o maior fator de risco. A forma hereditaria de DA (<40 anos), que representa menos de
5% de todos os casos de DA (Campion et al. 1999) é causado por mutacdes dominantes raras em genes
que codificam a proteina precursora amiloide (APP) e/ou enzimas envolvidas no seu processamento
como os componentes do complexo y-secretase (PSEN), PSEN1 e PSEN2 (Shastry 1998). A DA também
pode manifestar-se de forma esporadica, quando ndo ha indicios explicitos sobre a patogénese, podendo
a mesma ser desencadeada por diversos fatores, sendo a forma mais prevalente, representando mais
de 90% dos casos. O seu inicio geralmente ocorre em individuos com idade entre 60 e 70 anos (Crews

e Masliah 2010).

Niveis de Doenca de Historial
educacao Alzheimer familiar
|
Fatores de risco

Fatores

genéticos

Figura 3. Principais fatores de risco para a doenca de Alzheimer (adaptado de Kester e Scheltens 2009)
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2.1.3. Aspetos clinicos e patolégicos

Do ponto de vista clinico entre os sintomas apresentados estdo a afasia, que consiste numa desordem
linguistica com dificuldades de fluéncia, compreensdo e associacdo de palavras, a apraxia que se
caracteriza pela perda da capacidade de executar movimentos e agnosia que corresponde a perda da
capacidade de reconhecer ou identificar objetos e/ou familiares (Helmes e @stbye 2002). As regides do
cérebro mais afetadas em doentes com DA estéo localizadas, sobretudo, nas amigdalas cerebelosas, no
hipocampo e no cortex entorrinal (Fig. 5) do I6bulo temporal (Serrano-Pozo et al. 2011).

Em doentes com DA, os dados neuropatoldgicos mais relevantes sdo a existéncia de atrofia cortical
difusa, perdas neuronais e sinapticas, degeneracdo neurovascular e, a presenca de placas de amiloide
extracelulares compostas por agregados filamentosos da proteina B-amildide (BA) e agregados
neurofibrilares intracelulares (NFT's) da proteina Tau (Fig. 4) (Gandhi e Wood 2010; Serrano-Pozo et al.
2011). A AB é formada a partir da clivagem da APP em monomeros sollveis que depois se agregam
em fibrilas e sdo eventualmente depositados como placas no espaco extracelular. A Tau é uma proteina
associada aos microtubulos que sofre hiperfosforilacao e se acumula como inclusdes intraneuronais ou

emaranhados no cérebro de individuos com Alzheimer doenca (Hardy 2006; Small e Duff 2008).

Saudavel Alzheimer

Células danificadas
\ Células saudaveis

Neurdnio Saudavel Neurdénio com DA

Placas amiloides (BA)

Emaranhados neurofibrilares
A | B (proteina Tau)

Figura 4. Representacao de um cérebro saudavel e com doenca de Alzheimer, com representacdo de um neurdnio saudavel
(A) e de uma paciente com DA (B) com deposicéo de placas AP e NFTs. (adaptado de «Alzheimer’s Progression - Aizheimer’s
Association»; Falco et al. 2016)
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As placas amiloides extracelulares e os NFTs representados na Fig.4, tém uma tendéncia para se
espalharem pelo cortex com um padrao previsivel a medida que a doenca avanca. Estas alteracoes
podem ter inicio 20 anos antes do diagndstico da doenca, e nos estados iniciais, antes que os sintomas
possam ser detetados, as placas e os emaranhados comecam a formar-se em areas cerebrais envolvidas
na aprendizagem/memoria e capacidade de planear/pensar (Fig.5(a)). Em estados moderados, as
regides cerebrais relacionadas com memoria/aprendizagem e com o planeamento/pensamento
desenvolvem mais placas e emaranhados do que estavam presentes nos estagios iniciais, e estes
espalham-se por outras areas (Fig.5(b)) e como resultado os doentes tém dificuldades em comunicar e
compreender, perdendo a nocdo espacial do seu corpo em relacdo aos objetos envolventes. A medida
que a doenca de Alzheimer progride, a maior parte do cértex fica seriamente afetada (Fig.5(c)), devido
a morte celular generalizada e os individuos perdem a capacidade de comunicar, reconhecer familiares
e cuidar de si mesmos («Alzheimer’s Progression - Alzheimer’s Association»). As terapias atuais para
pacientes com DA sao direcionadas para aliviar os sintomas comportamentais e psicolégicos associados
a deméncia, proporcionando uma melhoria temporaria e reduzindo a taxa de declinio cognitivo,
prevenindo a progressao da doenca (Chu 2012). Embora os mecanismos patologicos envolvidos na DA
ainda nao estejam completamente caracterizados, pensa-se que a deposicao de B-amildide extracelular
e a hiperfosforilacao de tau intracelular sejam dois eventos criticos (Fig.6) a causar a disfuncao neuronal

(Hong-Qi et al. 2012).
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(a) Estado inicial (b) Estado moderado

» nocéo de espaco

planear/pensar discurso e compreensao

memodria/aprendizagem

Lébulo frontal
Lobulo parietal

Regides mais Amigdala cerebelosa

afetadas por DA, Hipocampo
Cortex entorrinal

Cortex visual

Cerebelo

Figura 5. Areas cerebrais afetadas na doenca de Alzheimer. Afetando inicialmente (a) as areas relacionadas com
memoria/aprendizagem e planear/pensar progressivamente espalhando-se pelo cértex (b) e afetar areas envolvidas no
discurso/compreensao e nocao de espaco (c). (d) Diferentes regides do cérebro, destacadas a vermelho as areas mais
afetadas pela DA (adaptado de «Alzheimer's Progression - Alzheimer's Association»; Falco et al. 2016).

S&o varias as hipoteses que procuram explicar os mecanismos patoldgicos envolvidos na DA (Fig.6), e

nenhuma deve ser considerada isoladamente (Sulistio e Heese 2015).
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Teoria Cascata B-amiléide | Mutagbes ; Teoria proteina Tau

- genéticas ’
Acumulacao Hiperfosforilacao
Ap proteina Tau
Stress Ay, Agregacao
oxidativo N2 R oy proteina Tau
Morte dos neuronios Desregulacao
colinérgicos chaperonas
Alteragoes ;
Teoria dos neurnios colinérgicos UPS Teoria Sistema Ubiquitina-Proteossoma

Figura 6. A patologia molecular multifacetada de AD. Representacdo esquematica das causas possiveis para AD, onde os
eventos causais podem interagir entre eles e formar uma rede, resultando na morte neuronal observada nos doentes
(adaptado de Sulistio e Heese 2015).

Teoria da Cascata de [3-amildide

A hipotese da cascata amiloide surgiu em 1992, quando Hardy e Higgins (Hardy e Higgins 1992) propuseram
como o evento inicial da patogénese na DA, a acumulacéo de fibrilas insoltveis do péptido AB. Embora a Af3
também permaneca na forma soltivel no meio extracelular, na doenca ocorre uma excessiva formacao e
deposicao de A fibrilar insoluvel e a consequente agregacédo e deposicdo na forma de placas. Esta
acumulacdo anormal de A resulta do desequilibrio entre a sua sintese, agregacao e eliminagéo, devido
as falhas nos mecanismos de eliminacao de AB (Crews e Masliah 2010). De acordo com esta hipétese,
0 desequilibrio entre a producao e/ou a diminuicdo da eliminacao dos péptidos levam a sua acumulacao,
ativando varias vias de sinalizacao celular e causando disfuncao sinaptica, stress oxidativo e inflamacao, que
resultam consequentemente em degeneracado sinaptica, perda neuronal e declinio da funcdo cognitiva

(Roberson e Mucke 2006).
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Teoria da hiperfosforilacdo da proteina Tau

A proteina fau de ligacao aos microtubulos (microtubule-binding protein tau, MAPT) é fundamental para
a funcéo neuronal normal no sistema nervoso. E considerada a principal componente dos depdsitos
filamentosos intracelulares que definem uma série de doencas neurodegenerativas, incluindo DA
esporadica (Weaver et al. 2000), bem como deméncia frontotemporal hereditaria com parkinsonismo
ligada ao cromossoma 17 (FTDP-17) (Goedert 2004). O splicing alternativo do gene tau (MAFP7) no exao
10 origina isoformas de tau incluindo 3 ou 4 repeticdes de dominios de ligacao aos microtubulos, 3R ou
4R tau, com um racio de 1:1 (Kosik et al. 1989; Goedert e Jakes 1990). O desequilibrio do racio tau
4R/3R podera contribuir para varias doencas neurodegenerativas, nomeadamente as deméncias

frontotemporais (Hong et al. 1998).

2.2. Deméncia frontotemporal com Parkinsonianismo ligado ao

cromossoma 17 (FTDP17)

A proteina fau é codificada pelo gene humano MAPT (microtuble-associated protein tau) e participa em
funcdes essenciais como a polimerizacao, estabilizacdo e modulacdo da dindmica dos microtubulos
(Kalbfuss et al. 2001), sendo que as mutacdes neste gene associadas a FTDP-17 afetam a ligacao da
proteina a tubulina (Hyman et al. 2005).

Um marcador biolégico das Tauopatias ¢ a acumulacao intracelular da proteina fau hiperfosforilada em
neuronios ou células gliais. Varios estudos demonstraram que a hiperfosforilacao favorece a formacao
de agregados, reduzindo a capacidade da fau estabilizar os microtubulos, afetando o transporte
intraneuronal e perturbando assim afetar a dinamica microtubular, que consequentemente é necessario
para a manutencdo da homeostase neuronal. No entanto, a desfosforilacdo da Tau e dos filamentos
helicoidais emparelhados faz com que a proteina recupere as suas atividades biologicas normais (Wang
e Liu 2008). A proteina fau é altamente soltvel e a sua conversdo em peptideos insollveis é o evento
central na patologia da DA, e também os casos de FTDP-17 sao caracterizados pela presenca e inclusao
de filamentos compostos pela proteina fau (Ballatore et al. 2007). Um dos principais mecanismos da
doenca é o aumento da inclusdo no mRNA alternativo da #au/ do exdo 10 durante o splicing alternativo,
0 que leva a uma interacao anormal da favz com os microtibulos, causando desestabilizacao dos
polimeros de tubulina, e desta forma aumentando as concentracdes de fau livre, que consequentemente
leva a de formacao de agregados. Esta descrito que os defeitos resultantes do splicingalternativo da fav,

encontrados em doentes com FTDP-17, podem ser corrigidos por aplicacdo de oligonucledtidos

12
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antisense, sendo esta abordagem vista como uma possivel via terapéutica nas Tauopatias (Kalbfuss et

al., 2001).
2.3. Doencas das Poliglutaminas

As doencas de poliglutaminas (poliQ) sdo o grupo de doencas mais comuns dentro das doencas
neurodegenerativas hereditarias. Sdo causadas por uma expansdo de repeticdes citosina-adenina-
guanina (CAG), nos genes respetivos que resulta na expansdo de sequéncias de poliglutamina nas
proteinas correspondentes, e caracterizadas por uma disfuncdo neuronal progressiva. Este grupo
abrange 9 doencas (tabela 2) nomeadamente: doenca de Huntington (DH), atrofia muscular espino-
bulbar (SBMA), atrofia dentatorubropalidoluysiana (DRPLA) e ataxias espinocerebelosas (SCAs) tipo 1,
2, 3,6, 7 e 17 (Zoghbi e Orr 2000; Stefani e Dobson 2003). Possuem todas uma transmissao
autossémica dominante, com excecdo da SBMA cujo gene se localiza no cromossoma X. A agregacao
maioritariamente intracelular de proteinas de poliQ expandidas é uma caracteristica patologica

partilhada por todas estas doencas e tem sido o foco de extensa investigacdo (Stefani e Dobson 2003).

Tabela 2. Doencas das poliglutaminas.

Tamanho da
Doenca Transmissao Gene Proteina repeticdo CAG
normal mutada
autossomica
Doenca de Huntington (DH) HD huntingtina 6-35 36-121
dominante
autossomica
Ataxia espinocerebelosa tipo 1 ATXN1 ataxina-1 6-44 39-82
dominante
autossomica
Ataxia espinocerebelosa tipo 2 ATXN2 ataxina-2 15-31 36-63
dominante
Ataxia espinocerebelosa tipo 3 autossomica
ATXN3 ataxina-3 12-44 54-86
(MJD) dominante
autossémica subunidade do
Ataxia espinocerebelosa tipo 6 CACNAIA 4-18 21-33
dominante canal célcio alA
autossémica
Ataxia espinocerebelosa tipo 7 ATXN7 ataxina-7 4-35 37-306
dominante
autossomica TATA binding
Ataxia espinocerebelosa tipo 17 TBP 3042 4563
dominante protein
Atrofia muscular espino-bulbar recessiva recetor de
AR 9-36 38-66
(Doenca de Kennedy) ligada ao X androgénios

13
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A idade de aparecimento dos sintomas depende diretamente do comprimento da expansao de CAG, e
cada doenca tem um limiar patologico caracteristico relativamente ao comprimento do tracto poliQ,

abaixo do qual a doenca nao ocortre.
2.3.1. Doenca Machado-Joseph/ATAXIA 3

A doenca de Machado-Joseph (DMJ) foi descrita pela primeira vez em 1972 por Nakano em familias
originarias do arquipélago dos Acores, sendo mais tarde encontrada em Portugal continental e em
familias sem ancestrais portugueses (Rosenberg et al. 1976). Mais tarde, numa homenagem as duas
primeiras familias descritas “Machado” e “Joseph” (Coutinho e Andrade 1978) é proposto 0 nome de
doenca de Machado-Joseph. A DMJ é também designada por ataxia espinocerebelosa do tipo 3 (SCA3)
(Stevanin et al. 1994; Twist et al. 1995), é provocada por uma expansado de uma repeticdo de pelo
menos 60 CAG no exdo 10 do gene ATXN3 (14932.1), que codifica a proteina ataxina-3. Esta contém
um segmento variavel de glutaminas na regido C-terminal que corresponde ao segmento CAG do gene
ATXN3 (Kawaguchi et al. 1994). O segmento de trinucleotidios CAG é polimorfico: os individuos
saudaveis apresentam entre 12 e 44 CAGs; e os individuos com DMJ entre 54 e 86 CAGs (Maciel et al.
2001). A patogénese das doencas PoliQ ¢ atribuida a um ganho de funcdo devido a toxicidade das
proteinas portadoras da expansdo de poliQ. Este trato de poliQ causa o aparecimento de espécies
proteicas com uma conformacdo anormal, agregados proteicos, disfuncdo neuronal, progressao dos

sintomas e por fim morte celular (Orr e Zoghbi 2007).

2.3.1.1. Epidemiologia e aspetos clinicos

Globalmente, as ataxias espinocerebelosas (SCA) sao consideradas doencas raras, com estimativas de
prevaléncia variando de 0,3 a 2,0 por 100,000 (Coutinho e Andrade 1978). A doenca de Machado-
Joseph é atualmente considerada a forma mais comum de SCA (Schols et al. 2004). Apesar de constituir
0 subtipo mais prevalente de SCA em Portugal, por exemplo, a DMJ é relativamente rara no continente
(1/100,000) (Coutinho 1992), com poucas excegdes, como uma pequena area do Vale do Tejo
(1/1000) (Maciel et al. 2001), mas altamente prevalente nas Ilhas dos Acores, onde a maior prevaléncia
mundial ocorre na llha das Flores (1/239) (Bettencourt et al. 2008).

Os individuos afetados possuem alelos com 54 a 86 repeticoes de trinucledtidos CAG (Maciel et al.
2001).

Fisicamente, apresentam disfuncdes motoras que se agravam progressivamente, sindrome de pernas

inquietas e sindromes extrapiramidais que se assemelham ao parkinsonismo, bem como problemas de
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espasticidade, sono, distonia e fadiga (Manto 2005; Bettencourt e Lima 2011; Paulson 2015). Esta
também descrito que doentes com DMJ apresentam défices de memadria verbal e atencao visual (Maruff
et al. 1996), e de fluidez verbal, independentemente do comprimento da repeticdo CAG (Kawai et al.
2004). Os doentes com DMJ apresentam algum défice cognitivo, com um desempenho inferior
relativamente @ memdria de trabalho e episodica, depressdo e ansiedade. Observa-se também uma
reducao do volume de substancia cinzenta no cerebelo, putamen, cingulum, lobo pre-central e parietal

(Lopes et al. 2013).
2.3.1.2. Ataxina-3: agregacao, interacdes e funcoes

O estudo da estrutura e a funcao da ataxina-3, é fundamental para compreender melhor os mecanismos
patologicos observados na DMJ. A ataxina-3 pertence a uma classe de proteases especificas da
Ubiquitina, as enzimas de desubiquitinacao (DUBs), que desempenham papéis importantes numa
variedade de processos celulares, incluindo mecanismos no controlo de qualidade proteico (Kristensen
et al. 2018).

A ataxina-3 ¢ composta por um dominio N-terminal estruturado (dominio Josefina), e a sua regiao C-
terminal é parcialmente desorganizada, sobretudo na regiao que contém o segmento de poliglutaminas,
com alto contelido de estruturas secundarias nas regides onde estao localizados os motivos de interacao
com a ubiquitina (UIMs) (Masino et al. 2003). As isoformas mais representativas da proteina ATXN3 sédo
as que contém 2UIM e 3UIM, que se diferenciam por terem diferentes regides carboxilicas. A isoforma
2UIM é uma variante de splicing que corresponde ao clone MJD1a inicialmente descrito, que inclui 10
exdes (Kawaguchi et al. 1994), e contém um dominio Josefina, dois motivos de interacdo com a
ubiquitina, a cadeia de poliglutaminas e uma regido C-terminal hidrofobica. A isoforma 3UIM
corresponde a uma variante de spficing MJD1-1 que contém 11 exdes e apresenta mais um UIM na
regido carboxilica (Goto et al. 1997). Independentemente da expansao da poliQ, a isoforma 3UIM é
largamente expressa e é a principal isoforma encontrada a nivel do encéfalo. Embora, /in vitro, as duas
isoformas partilhem a mesma funcdo de desubiquitinacdo, a 2UIM é mais propensa a agregar e
degradada mais rapidamente pelo proteossoma, o que sugere que diferentes sequéncias de
aminoacidos conferem propriedades distintas @ ATXN3 (Harris et al. 2010). A ATXN-3 atua na via
ubiquitina-proteossoma, ligando-se preferencialmente a cadeias com 4 ou mais ubiquitinas através dos
seus 2 primeiros UIMs (Burnett et al. 2003). /n vifro, a ATXN3 pode clivar cadeias de poliubiquitina de

substratos ubiquitinados bem como separar mondmeros de ubiquitina de cadeias de poliubiquitina. Esta
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atividade de desubiquitinacdo é dependente da cisteina 14 do local catalitico (Burnett et al. 2003; Chow
et al. 2004).

Um estudo /n7 vivorealizado com ratinhos Atxn3 knockout e transgénicos expressando a ATXN-3 humana
mutante (modelo da DMJ) mostrou que ambos tinham niveis diminuidos da ab integrin subunit (ITGAD)
no cérebro, e que a expressao de ATXN3 wild-type resgatava a ITGAS da degradacao proteossomal nos
neuronios. Pensa-se assim, que a expansao do polyQ causa uma perda parcial desta funcéo celular,
consequentemente resultando na sinalizacdo da integrina reduzida e modificacdes do citoesqueleto
neuronal, sugerindo contribuicdo para a neurodegeneracao (Neves-Carvalho et al. 2015). Em modelos
celulares, foi demonstrado que a ATXN3 é necessaria para a diferenciacdo neuronal e morfologia celular
normal, organizacao do citoesqueleto, proliferacdo e sobrevivéncia das células SH-SY5Y e PC12 (Neves-

Carvalho et al. 2015).
3. C. elegans como organismo modelo

O uso de modelos animais de doencas oferece enormes oportunidades para a avaliacao do potencial
terapéutico de extratos/compostos naturais em doencas neurodegenerativas. O nematode
Caenorhabditis elegans (C. elegans) € um organismo de vida livre introduzido como organismo modelo
no mundo cientifico por Sidney Brenner, em 1965 (Riddle e Albert 1997), e é amplamente utilizado
como modelo em varios campos de investigacao cientifica: desenvolvimento, a neurociéncia, a apoptose
e 0 envelhecimento (Chen et al. 2005). Do ponto de vista pratico é de facil manutencao em laboratério,
pois tem um tamanho reduzido (adultos ~ 1 mm) e podem ser mantidos em placas de Petri usando a
bactéria £scherichia coli como fonte de alimento. Para além disso, apresentam um ciclo de vida curto
(4 dias a 20 °C) e uma longevidade de aproximadamente 20 dias a 20 °C. Sdo animais hermafroditas,
e, portanto, capazes de se auto-fertilizarem, produzindo cerca de 300 descendentes durante o seu ciclo
de vida. Apos a eclosdo do ovo, 0 animal passa por quatro estados larvares (L1, L2, L3 e L4) até chegar
a fase adulta (Fig.7) (Brenner 1974; Riddle e Albert 1997). Isto torna-o especialmente adequado em
estudos genéticos (Brenner 1974), uma vez que permite o isolamento de mutantes recessivos e a

geracdo de mutantes homozigéticos com fendtipos extraordinariamente graves.
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Figura 7. Ciclo de vida de C. elegans, a 20 °C. Apos a eclosado do ovo, passa por 4 estado larvares (L1, L2, L3 e L4) até
chegar a fase adulta (aproximadamente 4 dias).

O facto de ser transparente e muito simples anatomicamente permitiu a descricao de todos os seus
sistemas fisiologicos, bem como de todas as suas 959 células somaticas (Riddle e Albert 1997), tendo
sido o primeiro organismo eucariota a possuir o seu genoma totalmente sequenciado (C. elegans
Sequencing Consortium 1998). Existe um banco de dados de bioinformatica facilimente acessivel, o
Wormbase (Chen et al. 2005), um conjunto muito abrangente de estirpes mutantes e transgénicas
facilmente disponiveis, bem como ferramentas e bibliotecas de RNAi que permitem analisar a funcado de
genes através do mecanismo de RNA interferéncia (Reinke et al. 2000; Ohkumo et al. 2008). A sua
transparéncia permite também a visualizacao de proteinas repdrteres, como a GFP (green fluorescent
protein), o que facilita as analises por microscopia ética sem necessidade de dissecacao do animal, bem

como a geracao de estirpes transgénicas (Boulin et al. 2006).

C. elegans como organismo modelo em doengas neurodegenerativas

A aplicacao de C. elegans no campo da Neurociéncia vem do conhecimento, ja aprofundando, do seu
sistema nervoso: das 959 células que possui, 302 correspondem ao sistema nervoso do animal,
totalmente determinado através de microscopia eletrdnica. Cada um destes neurdnios possui uma
Posi¢ao Unica, e a sua identidade é reprodutivel de animal para animal (White et al. 1986; Riddle e Albert
1997). Para além disso, os principais sistemas de neurotransmissdo sdo conservados entre os
mamiferos e este nematode (Dimitriadi e Hart 2010). Num contexto de doenca, estd descrito que C.

elegans possui ortélogos para 42% dos genes envolvidos em doencas humanas (Culetto e Sattelle 2000).
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O uso de invertebrados (moscas e nematodes) no estudo de DNs ndo é recente e foram varios 0s
modelos desenvolvidos com o objetivo de estudar os mecanismos patoldgicos subjacente a varias
doencas, bem como identificar fatores e mecanismos que possam modular o processo da doenca dando

origem a possiveis abordagens terapéuticas.
3.1. Modelo de DMJ em C. elegans

No contexto da DMJ, foi gerada uma estirpe C. elegans transgénica que expressa uma isoforma da
ATXN3 humana com uma expansdo de poliQ, em todo o sistema nervoso do nematode. Este modelo,
AT3q130, recapitula varios aspetos da DMJ, nomeadamente uma agregacao proteica dependente do
tamanho de poliQ (Fig.9) e que se correlaciona diretamente com uma disfuncdo neurolédgica progressiva
(Teixeira-Castro et al. 2011).

Neste modelo, observou-se que os diferentes comprimentos de poliQ, resultavam num padrao
consistente de agregacdo nas células neuronais, afetando principalmente os neurénios do cordéo
nervoso ventral e dorsal. A presenca de agregados proteicos em certos processos sensoriais na cabeca
ocorre apenas quando a expansao poliQ esta dentro das sequéncias flanqueantes da proteina ATXN3 e
ndo quando expressa sozinha. Estes agregados insoluveis de ATXN3 estao presentes apenas no modelo
com elevado numero de poliQ (AT3g130), e ndo no modelo da doenca WT (AT3g14)). Este modelo
apresenta também uma reducao significativa da longevidade, e neste contexto a reducdo do mecanismo
da sinalizacdo da insulina (IIS) e a ativacao do fator de transcricdo de resposta ao choque térmico (HSF-
1) foram capazes de reduzir a patogénese, suportando as ligacées mecanisticas entre o processo de
envelhecimento e a agregacao neuronal de proteinas toxicas, caracteristicas comuns a varias DNs

(Teixeira-Castro et al. 2011).
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Figura 8. Expressdo pan-neuronal de ATXN3 contendo expansdes de PoliQ de diferente tamanho (Q14, Q15, Q130) em C.
elegans. A expressao das proteinas AT3q14 e AT3q75 apresenta um padréo de distribuicao suave e difusa (A e B), enquanto
as proteinas AT3q130 séo encontradas em focos discretos em certos neurdnios e séo soluveis em outros (C). A expressao
da proteina AT3ql14 (A) pode ser visualizada em corpos celulares (seta fina) e em processos neuronais (seta grossa). A
distribuicdo das proteinas AT3q130 (C) é diferente: a formacédo de focos ¢ claramente evidente no VNC (flecha fina), DNC
(flecha grossa) e em certas células do anel nervoso (cabeca de seta). Todos os animais representados sao adultos jovens (4
dias apds a incubacéo). Escala, 100 um. As caixas brancas indicam regides ampliadas (adaptado de Teixeira-Castro, Ailion,
etal. 2011).

3.2. Modelo de Tauopatia em C. elegans

A deméncia frontotemporal com parkinsonismo no cromossoma 17 (FTDP-17) é causada por mutacdes
no gene MAPT, que codifica a proteina Tau. Em C. elegans, a expressdo de uma forma mutante de tau
(mutacdes P301L e V337M) (Fig.9) nas células do sistema nervoso leva ao aparecimento de um fendtipo
de descoordenacdo motora, causado por um defeito de transmissao pré-sinaptico (Kraemer et al. 2003).
Comparativamente com a expressao de fav normal, a expressao de fau mutada resultou também numa
maior acumulacdo de formas insolUveis desta proteina, seguida de neurodegeneracao, vista como
protuberancias e lacunas em processos nervosos, seguida de perda de neurdnios. Estes animais
transgénicos sdo mais resistentes aos inibidores colinérgicos e apresentaram degenerescéncia axonal

mais grave quando comparadas com animais que expressam fav normal.
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Figura 9. Mutacao da fawv na deméncia frontotemporal FTDP-17. (&) Diagrama esquematico das seis isoformas da Tau (352-
441 aa) expressas no cérebro adulto de um humano, com mutacdes na regido de codificacao indicadas usando a isoforma
441-aa. As seis isoformas sao produzidas por splicingdo mRNA alternativo a partir de um unico gene e diferem pela presenca
ou auséncia de trés insercoes, indicado a vermelho (codificado pelo exdo 2), verde (codificado pelo exao 3) e amarelo
(codificado pelo exdo 10). Sao mostradas 19 mutacdes missense, duas mutacdes de exclusao e trés mutacoes silenciosas,
mas que afetam o splicing. (Kraemer et al. 2003) produziram linhas de C. elegans transgénicos para a isoforma 412-aa
(seta) sem e com mutacdes P301L ou V337M (indicado em vermelho). (b) Estrutura no pré-mRNA no limite entre o exdo 10
e o intrdo que o segue, com nove mutacdes que desestabilizam o loop do caule. As sequéncias de exdes estdo em caixas e
sdo mostradas em letras maiusculas, e as sequéncias de intrdo sdo mostradas em letras minusculas (Goedert 2003).

Estudos subsequentes permitiram identificar alguns moduladores genéticos do fenotipo induzido pela
expressao de fav mutante (Kraemer et al. 2003). Desta forma, demonstrou-se que este modelo é
suficientemente robusto para ser utilizado na avaliacdo de compostos potencialmente terapéuticos, que

possam modular a disfuncao neuronal induzida pela proteina fav mutada.

4. Stress oxidativo e neurodegenerescéncia

O ambiente celular esta constantemente submetido a stress causado por espécies reativas de oxigénio
(ROS) que se formam a partir do metabolismo de varios compostos. Estas provocam varios tipos de
danos e tém sido implicadas em varias doencas neurodegenerativas bem como no envelhecimento
(Drége 2002). Os antioxidantes, através da sua capacidade de eliminar as ROS ou impedir a sua
formacdo tém sido associados a prevencao da degeneracao das células nervosas (Sun et al. 2012). O
cérebro é dos orgaos mais vulneraveis ao stress oxidativo e a maioria dos componentes celulares, como
os lipidos, proteinas e acidos nucleicos, podem ser danificados. O stress oxidativo esta descrito como
sendo uma caracteristica de diferentes DNs. No caso da DA promove a deposicdo de Af, a
hiperfosforilacao de tau e subsequentemente a perda de sinapses e neurénios. O stress oxidativo pode

ser uma parte essencial no processo patologico destas doencas e os antioxidantes podem ser
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ferramentas Uteis para o seu tratamento (Chen e Zhong 2014). Uma vez que o stress oxidativo parece
ser um processo indissociavel da neurodegenerescéncia, existe uma aposta por parte dos investigadores
na modulacao do ambiente oxidativo, na tentativa de inibir a progressao da neurodegenerescéncia. Esta
descrito, em modelo de ratinhos com DA, que a dieta suplementada com resveratrol, um polifenol
encontrado na uva, amendoim, soja e roma, que possui uma ampla gama de efeitos bioldgicos, entre
0s quais o efeito antioxidante e indutor de autofagia, reduzindo a presenca de placas amildides nas
regides do cortex (48%), hipotalamo (90%) e estriado (89%), sugerindo um efeito neuroprotetor deste
composto. Foi também relatado que os animais tratados apresentavam menor dano induzido por stress
oxidativo, demonstrando uma diminuicao de glutationa (21%) e o aumento de cisteina (54%) no cérebro.
Este estudo apoia um conceito importante, de que o aparecimento da doenca neurodegenerativa pode
ser adiado ou mitigado com o uso de agentes antioxidantes (Karuppagounder et al. 2009), incluindo

produtos naturais.
5. Extratos/compostos naturais

Durante o século XVIII, o desenvolvimento da Quimica levou a sintese de novos compostos ativos, e a
purificacdo de extratos de plantas utilizadas como medicamentos. Estes continham uma série de
substancias farmacologicamente ativas, mas em quantidades desconhecidas e proporcdes variaveis. Foi
entre os anos de 1803 e 1817 que o farmacéutico Friedrich Wilhelm Adam Serturner (1783-1841) isolou
pela primeira vez e extraiu os cristais de morfina na sua forma pura a partir das sementes de papoila,
promovendo um novo ramo na ciéncia. Das substancias ativas usadas em medicina em 1800, o 6pio
permaneceu medicamente importante, usado principalmente como analgésico (Krishnamurti e Rao
2016). As novas descobertas de produtos naturais bioativos levaram a que se criasse uma relacdo entre
as plantas e a Saude, que é responsavel pelo surgimento de uma nova geracdo de terapias com base
em produtos naturais, usadas no tratamento/prevencao de diversas doencas (Raskin et al. 2002). Um
dos pontos cruciais no uso de medicamentos alternativos/fitoterapéuticos, é a preparacado das amostras,
especificamente os aspectos relacionados com a qualidade, seguranca e eficacia. Isto levou ao
desenvolvimento de técnicas de preparacao de amostras com vantagens significativas em relacao aos
métodos convencionais para a extracdo e analise de plantas medicinais, essenciais para o fornecimento
de produtos a base de plantas de alta qualidade para os consumidores em todo o mundo (Huie 2002),
e aumentou a eficiéncia na exploracao dos fitoquimicos e na capacidade de manipulacdo das plantas
no sentido de sintetizar novos produtos naturais (Raskin et al. 2002). Numa revisdo elaborada por

Newman e Cragg (2016) ¢ patente como os produtos naturais (Fig.10) desempenham um papel
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importante na descoberta/desenvolvimento de novos medicamentos para o tratamento de doencas
humanas. Estes representam uma fonte de diversidade molecular que podera oferecer a melhor solucao
para a atual crise de produtividade da comunidade cientifica envolvida na descoberta e desenvolvimento

de drogas.

v, 101, 6%

$%/NM, 162, 10%,

5%.61.4%

5/NM, 172,11%

5,420, 27%

WME ®mN mNBE WmND =5  5/NM m5* m5%/NM mv

Figura 10. Novos medicamentos aprovados entre 1981-2014; n = 1562. B, Biologico: péptido ou proteina (> 50 residuos)
isolada de um organismo/linha celular ou produzida por meios biotecnoldgicos através de um hospedeiro substituto; V,
vacinas; S, droga sintética; S*, droga sintética mas o farmacdforo de origem natural; N, produto natural, ndo modificado
estruturalmente, embora possa ser semi- ou totalmente sintético; NB, produto natural “droga botanica”; ND, derivado de um
produto natural, modificacdo semi-sintética (adaptado de Newman e Cragg 2016).

5.1. Fitoquimicos e plantas medicinais

O rastreio fenotipico no que diz respeito aos produtos naturais e seus derivados é uma abordagem
poderosa para identificar novas moléculas, bem como estudar mecanismos de doencas mal
compreendidos, fornecendo uma via para aumentar a inovacado na industria farmacéutica de modo a
oferecer terapias inovadoras que respondam as necessidades médicas (Moffat et al. 2017).

A dificil compreensdo dos mecanismos e a multiplicidade de respostas relatadas pelas drogas
atualmente testadas exige uma busca por alternativas mais eficientes para prevenir e impedir a
progressdo de DNs. Esta descrito que uma série de compostos naturais mostraram a capacidade de
prevenir a formacdo de oligdmeros toxicos e interromper os agregados de proteinas envolvidas em
doencas humanas, atraindo assim muita atencao. Os biofenois distinguem-se dos outros fitoquimicos
como arma natural contra as doencas neurodegenerativas. Algumas sao as revisoes publicadas sobre
estudos /n vitro e in vivo dos mecanismos de acao de extratos ou compostos naturais associados a
prevencao das DNs, como por exemplo a neuroproteccao de biofenois na doenca de Alzheimer (Omar

et al. 2017), os mecanismos de accao dos polissacarideos na neurodegenerescéncia (Gao et al. 2018),
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e 0s mecanismos neuroprotectivos de diferentes extratos de plantas na neurotoxicidade da doenca de

Parkinson (Abushouk et al. 2017) .
Lycium barbarum e Lycium ruthenicum

As espécies Lycium barbarum (LB) e Lycium ruthenicum (LR) pertencem a familia Solanaceae e 0s seus
frutos sao usados tradicionalmente na medicinal oriental, pelas suas propriedades relatadas anti-
envelhecimento e protecao celular (Yu et al. 2005; Wu et al. 2017). Diversas sao as revisdes que tém
surgido (Amagase e Farnsworth 2011; Kulczynski e Gramza-Michatowska 2016; Qian et al. 2017; Yao
et al. 2018; Masci et al. 2018; Wang et al. 2018) integrando dados histéricos, etnobotanicos,
fitoquimicos e farmacologicos, e permitindo uma compreensao detalhada das espécies do género
Lycium e do seu amplo potencial terapéutico.

As espécies LB e LR, também conhecidas como bagas de goji, sdo ricas em compostos fendlicos. Esta
descrito que a baga de goji preta (LR) possui maiores capacidades antioxidantes do que a baga de goiji
vermelha (LB) (Islam et al. 2017). Foi demonstrado que os extratos de LB promovem neuroprotecdo em
doencas oculares e na doenca de Alzheimer (DA) em ratos, neste ultimo caso através da inibicao das
vias de sinalizagdo pro-apoptoticas contra a toxicidade induzida pelo péptido amiloide 3 (Yu et al. 2005,
2006; Li et al. 2011). Também LR pode ser um potencial agente antioxidante e anti-neuroinflamatorio
para o tratamento da DA, melhorando significativamente o desempenho comportamental em modelos

de rato (Wuetal. 2017).
Gastrodia elata

A espécie Gastrodia elata (GE) pertence a familia das Orchidaceae e é uma planta medicinal usada na
medicina tradicional chinesa para tratar dores de cabeca, tonturas, convulsées (Hsieh et al. 1999) e
epilepsia, sendo indicadas também atividades de protecao neuronal e antidepressivas. Dos seus
constituintes, a vanilina demonstrou exercer efeitos sedativos e anticonvulsivos (Wu et al. 1989). O alcool
vanilil, um dos compostos bioativos desta planta, diminuiu os niveis de espécies reativas de oxigénio e
modulou o processo apoptotico, diminuindo a citoxicidade contra MPP-, em células dopaminérgicas
MN9D (Kim et al. 2011). Esta descrito, em ratos, que o pré-tratamento com GE atrasou o inicio da
mudanca neurocomportamental, e reduziu a gravidade das convulsdes e o0 dano neuronal no hipocampo,
apods a administracdo do acido cainico (composto que atua sobre a ativacéo de recetores de glutamato),

sugerindo um efeito anticonvulsivo e neuroprotetor (Kim et al. 2001).

23



Capitulo | - Introducéo

Também foi demonstrado, em ratos, que o tratamento com esta planta melhorou os défices de
aprendizagem e memoria induzidos pela natacdo forcada (Chen et al. 2011). Estudos adicionais, em
células apoptéticas PC12, relatam que o mecanismo de neuroprotecdo da GE poderia ser mediado pela
via Ax-R/cAMP/PKA/CREB (Tsai et al. 2011). Foi ainda descrito que o extrato da raiz desta planta
possuiu efeito antidepressivo em ratos e o possivel mecanismo pode ser através da regulacdo dos

sistemas serotonérgicos e dopaminérgicos (Chen et al. 2009).
Pueraria lobata

A espécie Pueraria lobata € uma das mais antigas e importantes plantas medicinais comestiveis, usada
para varios fins médicos na medicina tradicional oriental. E comum o seu uso no alivio da febre e no
tratamento de doencas cardiovasculares, como hipertensao, enfarte e arritmia. Foi demonstrado que a
raiz desta planta exibe efeitos antioxidantes (Guerra et al. 2000; Jin et al. 2012), hipoglicémicos (Chung
et al. 2008) e propriedades anti-inflamatorias (Jin et al. 2012). Esta descrito que os principais
componentes ativos do rizoma desta planta sdo flavondides, cumarinas e isoflavonas, como a daidzeina,
genisteina e puerarina que se presumem ser as responsaveis pelas suas varias atividades
farmacologicas (Wong et al. 2011). Foi evidenciado que a puerarina, uma isoflavona presente nesta
planta, demonstrou atividade neuroprotetora contra isquemia cerebral, em ratos (Xu et al. 2005), bem
como protecao contra a toxicidade induzida por A, por inibicdo da apoptose em células PC12 (Xing et
al. 2011), e neuroprotecdo na substancia nigra, num modelo de toxicidade induzida por 6-
hidroxidopamina, através da inibicao das vias de sinalizacdo apoptética e aumento da expressao do fator

neurotrofico derivado da linha celular glial (GDNF), no estriado (Zhu et al. 2010).
Epimedium brevicornum

Na medicina tradicional chinesa, a decoccao BSNXD, que consiste numa combinacdo de 8 plantas
medicinais especificamente formulada para aumentar a eficacia terapéutica e reduzir os efeitos adversos
(Gui et al. 2015), tem sido usado desde ha centenas de anos para tratar e prevenir doencas relacionadas
com a idade. Esta planta, £pimedium brevicornum ¢é um dos ingredientes mais ativos desta decocao
e esta descrito que previne e melhora a osteoporose pés-menopausa (Gui et al. 2015).

Os flavondides s&o os principais componentes ativos desta planta. A icarina ¢ o flavonoide mais estudado
e tem uma ampla gama de atividades biologicas. Existem evidéncias que este flavonoide apresenta
atividade anti-inflamatoria (Wang et al. 2013; Cui et al. 2014) e também efeito neuroprotetor contra a

toxicidade induzida por ARz em células neuronais corticais de ratos (Wang et al. 2007).
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Em C. elegans esta descrito que o polissacarideo EbPS-Al isolado de £pimedium brevicornum foi capaz
de inibir a disfuncdo comportamental mediada pela expressao de poliglutaminas (poliQ), e melhora a
resisténcia ao stress oxidativo induzido por paraquat, no entanto, nao teve impacto na agregacao das
proteinas poliQ, nem na longevidade dos nematodes. Foi sugerido que o efeito protetor deste
polissacarideo contra a neurotoxicidade mediada por poliQ seria provavelmente devido a sua funcao
antioxidante (Xiang et al. 2016). Curiosamente, esta descrito que a icarina e icariside Il prolongam a
vida de C. elegans. Os autores mostraram niveis de icariside Il elevados nos animais tratados com
icarina, sugerindo que icariside Il é a forma bioativa /7 vivo da icarina. Este derivado, icariside Il, também
aumentou a resisténcia ao stress oxidativo e térmico, diminuiu os defeitos na locomocéo, e atrasou o
aparecimento da paralisia mediada pela proteotoxicidade de poliQ e AP.«. Estes autores também
referem que o efeito na longevidade depende da sinalizacdo pelo mecanismo de insulina/IGF-1(lIS) (Cai

etal. 2011).
Hyptis suaveolens

A planta Hyptis suaveolens (HS) pertence a familia das Lamiaceae e é uma planta medicinal
etnobotanicamente importante. Embora considerada por muitos como uma erva daninha, encontra-se
distribuida em todas as regides tropicais e subtropicais e quase todas as partes desta planta sao usadas
na medicina tradicional para tratar varias doencas. Os extratos de folhas desta planta contém alcaldides,
glicosideos, saponinas, taninos e flavondides como constituintes principais (Shaikat et al. 2012) e tem
sido demonstrada a sua capacidade de promocao de processos de cicatrizacao (Shenoy et al. 2009).
Quando testado em ratinhos diabéticos, o extrato de HS mostraram ter um efeito anti-hiperglicémico,
provavelmente atribuivel a efeitos estimulantes na utilizacdo de glicose e nas enzimas antioxidantes
(Mishra et al. 2011), e também atividade gastro-protetora em ratos com ulceras provocadas por etanol
(Vera-Arzave et al. 2012).

Os polifendis soluveis livres, com elevada capacidade antioxidante, sdo muito mais abundantes nas
folhas de HS do que os polifenodis ligados, e este facto pode ser o responsavel pelo efeito protetor
detetado sobre oxidacao lipidica pelo Fe (ll) no cérebro. No entanto, a capacidade de quelatacao de Fe
(I) parece ser o mecanismo dominante através do qual os extratos protegem o cérebro da peroxidacao
lipidica induzida por Fe (II) (Oboh 2008). No contexto das espécies reativas de oxigénio e stress oxidativo,
um estudo realizado por Ghaffari et al. (2012) em que foi testado o efeito de HS em ratos e células
HepG2 sugere que o extrato foi capaz de proteger o figado contra o dano oxidativo induzido por

tetracloreto de carbono (CCl:) em ratos e de proteger as células HepG2 contra danos oxidativos induzidos
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por H:0.. Os efeitos hepatoprotetores e citoprotetores poderdo estar relacionados com o seu efeito
antioxidante e a capacidade de eliminacdo de radicais livres. Um efeito semelhante foi observado em
células N2A de neuroblastoma de ratos, onde extrato de HS protegeu contra os danos induzido por H.O:,
através da regulacdo antioxidante e de genes protetores (Ghaffari et al. 2014). Estas observacdes
sugerem que a HS podera ter um potencial terapéutico para tratamento de neurodegenerescéncia

associada ao stress oxidativo.
Hyplis pectinata

A espécie Hyptis pectinata (HP), também pertencente a familia das Lamiaceae, ¢ cultivada nas regides
Nordeste do Brasil e ¢ popularmente conhecida pelo nome comum de "sambacaita" ou "canudinho". E
amplamente utilizada em medicina popular para tratar doencas inflamatorias, infecdes bacterianas e
dor (Paixao et al. 2013).

Esta descrito que os extratos de HP possuem propriedades antinociceptivas significativas com efeito
opiaceo e local de acao supraspinal em ratos. A administracdo oral de extratos das folhas de HP reduziu
significativamente o nimero de contorcdes induzidas por acido acético em rato e aumentou a resposta
aos estimulos térmicos no teste da placa quente. Esse efeito foi completamente revertido pelo
antagonista opiodide naloxona (Lisboa et al. 2006). Para além disso, também o éleo essencial de HP
exibe efeitos anti-nociceptivos, provavelmente mediados por recetores opidides e colinérgicos, bem como
atividade anti-inflamatoria (Raymundo et al. 2011). Esta descrito, em ratos, que o extrato aquoso das
folhas de HP apresentaram efeitos anti-hematoldgicos e antinociceptivos, e foi sugerida a participacao
do sistema opidide nestes efeitos (Bispo et al. 2001). Foram ainda atribuidas propriedades anti-
depressivas, demonstradas em ratos (Bueno et al. 2006), bem como propriedades antioxidantes (Paixdo

et al. 2013) as folhas desta planta.

Hyptis marrubioides

A espécie Hyptis marrubioides (HM), conhecida pelo nome comum de "hortelad-do-campo", pertence
também a familia das Lamiaceae, e é uma espécie medicinal conhecida pelas suas atividades contra
infecdes gastrointestinais e cutaneas, dores e célicas (McNeil et al. 2011). No entanto, tem sido menos
estudada do que as outras plantas acima referidas do mesmo género. Num estudo comparativo entre 4
espécies do género Hyplis, a H. marrubioides apresentou o maior teor de fenois e flavonoides,

indicadores de maior potencial antioxidante (Povh et al. 2012).
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5.2. Extratos/Compostos naturais aplicados a neurodegeneracao

Sdo inumeros os estudos publicados nas ultimas décadas que relatam efeitos benéficos de
extratos/compostos naturais em modelos de neurodegenerescéncia. A identificacdo de
extratos/compostos naturais biologicamente ativos que promovam a Saude, e a compreensao dos seus
mecanismos de acao, proporcionara estratégias para desenvolver novas terapias para diferentes DNs.
No contexto da DA, por exemplo, varios compostos/extratos tém sido testados em modelos animais e
celulares, nomeadamente pelas suas propriedades antioxidantes. E o caso da mitoquinona, vitamina E,
Gingko biloba, polifendis naturais como os do cha verde, vinho, mirtilo e curcumina, acidos gordos W3,
vitaminas B6 e B12, selegilina e melatonina (Sun et al. 2012; Yiannopoulou e Papageorgiou 2013).
Também a vitamina E tem sido um antioxidante bastante utilizado, podendo prevenir a acao oxidativa
ao diminuir a morte celular induzida por AP e atenuar a toxicidade em células do neuroblastoma (Mas
et al. 2006). O nematode C. elegans tem também sido usado como modelo da DA. Por exemplo, o
péptido AB (1-42) expresso transgenicamente neste organismo, quer nos neuronios quer no musculo,
leva a fendtipos como défices motores, alteracdes do sistema serotonérgico e défices em processos de
aprendizagem por associacdo. Um destes modelos da DA em C. elegans, a estirpe CL4176, evidenciou
também stress oxidativo, evidenciado pelo aumento da oxidacdo proteica, mesmo antes da formacéo de
fibrilas de AB (Drake et al. 2003). Os efeitos e possiveis mecanismos do fucoidan, um polissacarideo extraido
de algas castanhas, tém sido estudado em modelos de C. elegansda DA. Foi demonstrado que este composto
aliviou o fenctipo de paralisia induzido por AP (expressa no musculo) e levou a uma redug@o no numero de
depositos de A3 nos animais tratados. Verificou-se ainda que o tratamento elevou a atividade do proteossoma,
sugerindo-se assim que o Fucoidan pode diminuir a acumulacéo de AB através da protedlise. Além disso, o
tratamento com Fucoidan reduziu a producao ROS estimuladas pela inducéo de A (Wang, et al. 2018). 0
fucoidan demonstrou ser capaz de diminuir a atividade de acetilcolina (ACh) e colina acetil-transferase
(ChAT), bem como o aumento da atividade da acetilcolina esterase (AChE). Além disso, melhorou a
atividade antioxidante /n vifro e in vivo por ativacdo da superoxido dismutase (SOD) e aumento da
glutationa reduzida (GSH). Estes resultados sugeriram que Fucoidan poderia proteger as células PC12
da apoptose e melhorar a aprendizagem e capacidade de memoria em modelos da DA em ratos, o que
foi sugerido ser devido a regulacao do sistema colinérgico, reducao do stress oxidativo e inibindo a via
de apoptose (Wei et al. 2017).

Estes resultados sugerem que o Fucoidan pode ser util como componente de produtos farmacéuticos ou

alimentos funcionais para neuroprotecao em DNs como a DA. Muitos outros extratos/compostos tém sido
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estudados relativamente ao impacto que tém sobre a paralisia induzida por AB. Por exemplo, a Liuwei
Dihuang (LWDH)), uma classica férmula usada na medicina tradicional chinesa, que compreende 6
espécies (raiz de Rehimannia glutiosa, frutos de Cornus officinalis, raiz de Paeonia suffruticosa, rizoma
de Dioscorea opposita, Poria cocos e rizoma de Alisma plantago-aquatica) melhora a paralisia induzida
por A em C. elegans, aumentando a expressao de proteinas HSP16.2 e reduzindo os niveis de ROS,
sugerindo uma potencial neuroproteccao (Sangha et al. 2012).

No mesmo modelo foram ainda analisados os efeitos da Baccharis trimera (carqueja). Os animais
tratados aumentaram a resisténcia ao stress oxidativo, e diminuiram os niveis de ROS em condicdes de
stress. Nestes animais o aumento dos niveis de chaperonas e da atividade do proteossoma foram
identificados como mecanismos responsaveis pela diminuicdo da toxicidade mediada pela ApB, (Paiva et
al. 2015).

Varios tém sido os estudos a demonstrar os efeitos neuroprotetores do EGb761, um extrato
padronizado de folhas de Ginkgo biloba, comumente usado para melhorar a memoria em pacientes
com DA. Os primeiros estudos demonstraram que o extrato padronizado de Ginkgo biloba EGb 761
inibia a apoptose induzida por AB em células de neuroblastoma e aumentava a resisténcia ao stress
oxidativo. Além disso, era capaz de aumentar a longevidade em C. elegans (Wu et al. 2002). Mais tarde,
foi também demonstrado em C. efegans que o EGb 761 e um dos seus componentes, o ginkgolide A,
atenuavam os comportamentos patolégicos induzidos por AP, incluindo a paralisia, e normalizavam os
fendtipos caracteristicos deste modelo como o comportamento da quimiotaxia e a sensibilidade a
serotonina. Mostraram também que o EGb761 inibia a oligomerizacdo de Af3 e os depositos de A em
C. elegans, demonstrando que o EGb 761 suprime os comportamentos patologicos relacionados com
AB, e esta protecdo contra a toxicidade de AP é mediada principalmente pela modulacéo de espécies
oligoméricas deste péptido, sugerindo-se um potencial terapéutico para prevencao e tratamento de DA
(Wu et al. 2006).

Outros estudos mostraram que o extrato de semente de uva (GSE), rico em antioxidantes fenolicos e
antocianinas, reduzia a acumulacdo de beta amildide e protegia contra a neurotoxicidade e o stress
oxidativo /n vitro (Bastianetto et al. 2000). Estudos adicionais relataram uma reducao significativa nos
niveis de AP no cérebro de ratos transgénicos alimentados com GSE em 33%, comprovando que os
polifendis presentes no GSE sdo potentes agentes anti-amiloidogénicos, evitando a deposicao de Af3 e
atenua a inflamacao no cérebro de um modelo de rato transgénico, sendo promissor ao adiar o

desenvolvimento da DA (Wang et al. 2009).
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0 consumo de mirtilos em humanos demonstrou ser uma estratégica eficaz para reverter problemas de
memoria e défices cognitivos, sugerindo-se que a suplementacdo com mirtilos pode conferir beneficios
neurocognitivos e estabelecer uma base para ensaios humanos mais abrangentes para estudar potencial
preventivo e mecanismos neuronais (Krikorian et al. 2010). Em ratos, apds o consumo de mirtilo, a
antocianina antioxidante proeminente acumula-se no cérebro, predominantemente na regiao do
hipocampo e neocdrtex, que sdo essenciais para a funcdo cognitiva (Andres-Lacueva et al. 2005). E de
realcar que os produtos naturais ricos em polifenois sdo uma possivel escolha para a prevencao de DA.
Embora as evidéncias suportem o efeito neuroprotetor de certos produtos naturais, estudos adicionais
s80 essenciais para explorar o efeito especifico e os alvos dos polifendis em varias vias de sinalizacéo,
bem como a sua capacidade de atravessar a barreira hematoencefalica e o seu modo de acdo em varias
regides do cérebro. Outro composto que demonstrou ser eficaz na prevencdo de problemas associados
com a DA em C. elegans foi a curcumina. Num modelo em C. elegans, que expressa a proteina favem
todos os neurodnios, o tratamento com curcumina melhorou a descoordenacao do movimento e as
anomalias neuriticas, no entanto, nao inibiu a fosforilacdo da fav nem a sua agregacdo (Miyasaka et al.
2016). Dados anteriores sobre este composto também relatam que suprimiu a agregacao de Af3, em
modelos transgénicos de ratos, no entanto, o composto falhou quando testado clinicamente em doentes,
tendo sido apresentado a justificacdo da curcumina apresentar baixa bioviabilidade (Ringman et al.
2012). Em termos mecanisticos foi sugerido que a curcumina induz a via SKN-1/Nrf2, que é uma via
crucial para manter a homeostase celular nomeadamente por efeitos antioxidantes (Jiménez-Osorio et
al. 2015) sendo possivel que esta via também esteja envolvida no efeito da curcumina em tauopatias,
porque foi relatado que a ativacdo de Nrf2 melhorou o fendtipo em modelos de rato (Stack et al. 2014).
Existem varios modelos animais que procuram recriar varias das caracteristicas fenotipicas da DMJ, e
desta forma potenciam a identificacdo de estratégias terapéuticas. Particularmente, um modelo de
ratinho (CMVMJD135) que expressa a ataxina-3 humana mutada, mostra inclusdes intranucleares de
ataxina-3 no SNC e alteracdes neurodegenerativas em regides especificas do cérebro semelhantes as
da doenca humana (Silva-Fernandes et al. 2014). Neste modelo, o tratamento crénico com 17-DMAG,
um inibidor de Hsp90, resultou num atraso na progressao dos défices de coordenacdo motora,
conseguindo recuperar o fendtipo de descoordenacao para niveis dos animais wild-type. Isto foi
acompanhado por uma inducao limitada de proteinas de resposta ao choque térmico, mas também de
autofagia, com a inducao de LC3-ll e beclina-1 no cérebro de animais tratados (Silva-Fernandes et al.

2014).
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Noutro tipo de organismo, C. elegans, o tratamento com acido valproico (VPA) permitiu uma reducao
significativa tanto na disfuncdo motora (reducdo de 71,75% a 37,9%), como no fenétipo de agregacao
ao dia 10 da idade adulta (Teixeira-Castro et al. 2011). Estas observacdes foram confirmadas
posteriormente no modelo de ratinho CMVMJD135, embora com efeitos limitados no impacto da
capacidade motora dos animais (Esteves et al. 2015).

Noutra abordagem no mesmo modelo da DMJ em C. elegans, o citalopram, um inibidor seletivo da
serotonina, recuperou a disfuncdo neuronal e a agregacdo da ATXN3. Além disso, o tratamento crénico
em ratinhos CMVMJD135 com o mesmo composto foi capaz de reduzir significativamente as inclusdes
neuronais de ataxina-3 e a astrogliose, conduzindo a melhorias na atividade motora. Estes resultados
mostraram o potencial do citalopram na supressdo da patogénese de ATXN3 nos dois modelos de
doenca, indicando esta molécula como alvo terapéutico promissor para a doenca de DMJ, sugerida para
ensaios clinicos (Teixeira-Castro et al. 2015). Dados antecedentes (Suganuma et al. 1998) relataram
para o composto natural purificado, EGGC, um polifenol presente no cha verde, propriedades
antioxidantes e sugerem que atravessa a barreira hematoencefalica. Mais tarde, Ehrnhoefer et al. (2006)
investigaram os efeitos do composto em moscas modelo de DH, que sobreexpressavam huntintina
mutada (HttQ93) e mostravam um movimento e comportamento de motor anormal que piorava
progressivamente com a idade. Este fenotipo foi, no entanto, significativamente melhorado quando as
moscas foram suplementadas com EGCG. Enquanto que as moscas transgénicas nao tratadas
conseguiam subir em média 4-5 cm/60 s num cilindro de vidro vertical, as moscas tratadas com EGCG
subiram cerca de 18 cm no mesmo tempo, indicando que o composto ndo sé reduzia a degeneracdo
dos fotorreceptores, mas também melhorava significativamente a capacidade motora nas moscas
transgénicas. Estes resultados sugeriram que o EGCG poderia proteger células neuronais das
propriedades nocivas da huntintina mutada e, revelaram que o EGCG tem um potencial consideravel
como candidato a farmacos para o desenvolvimento de tratamentos de DH e doencas relacionadas com
misfolding de proteinas.

A atividade neuroprotetora dos extratos das raizes e folhas de Damnacanthus officinarum foi também
descrita no contexto das doencas de poliQ em C. elegans, tendo-se demonstrado que os extratos das
raizes melhoravam significativamente o comportamento dos animais no ensaio de quimiossensacao
bem como a sobrevivéncia dos neuronios ASH (Yang et al. 2012).

Também o efeito do café e da cafeina tem sido demonstrado, principalmente na regulacao da resposta
ao choque térmico. Esta resposta celular é altamente conservada e funciona como um mecanismo

citoprotetor durante o stress, mediada pelo fator de transcricdo HSF-1. Esta descrito que o café é um
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indutor poderoso da resposta ao stress térmico, no entanto, uma dose moderada de cafeina pura
também foi capaz de induzir esta resposta, sugerindo a cafeina como um componente importante no
café para desencadear essa resposta, em ambos 0s casos de forma dependente de HSF-1. Modelos da
DH em C. elegans quando tratados com café e/ou cafeina mostraram reducdo da agregacao e toxicidade

da huntintina (Brunquell et al. 2018).
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6. Organizacao e objetivos do trabalho

Este trabalho tem como objetivo principal avaliar os efeitos neuroprotetores de varios extratos de plantas
medicinais em modelos de patologias neurodegenerativas em C. elegans, nomeadamente em
organismos modelo da DMJ, que expressam a proteina ATXN3 expandida e em animais modelos de
tauopatias, que expressam uma forma mutada da proteina tau, envolvida na DA e na FTD.
Adicionalmente, procurou-se elucidar alguns dos mecanismos celulares eventualmente envolvidos na

sua acao farmacoldgica.

Obijetivos especificos:

1. Avaliacao do efeito neuroprotetor de 8 extratos de plantas medicinais selecionadas nos modelos
de doencas neurodegenerativas em C. elegans.
2. Avaliacao do efeito de extratos selecionados na longevidade da estirpe selvagem e nos modelos
de neurodegeneracdo em C. elegans.
3. Avaliacdo do potencial antioxidante de extratos selecionados pelo seu efeito benéfico nos testes
do fenotipo motor:
o Impacto na sobrevivéncia dos nematodes sob condicoes de stress oxidativo.
o Capacidade de inducdo da expressao de proteinas antioxidantes utilizando estirpes

reporter e gRT-PCR.
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1. Espécies utilizadas e preparagao dos extratos

As espécies Hyptis suaveolens (HS), Hyptis pectinata (HP) e Hyptis marrubioides (HM) foram recolhidas
no Brasil. As espécies Lycium barbarum (LB), Lycium ruthenicum (LR), Pueraria lobata (PL), Gastrodia

elata (GE) e Epimedium brevicomum (EP) sao provenientes da China.

Tabela 3.Extratos de plantas usados neste estudo.

Extratos: Espécies Familia
fruto Lycium ruthenicum Solanaceae
fruto Lycium barbarum Solanaceae

raiz Fueraria lobata Fabaceae

raiz Gastrodia elata Orchidaceae
folhas Epimedium brevicornum Berberidaceae
folhas Hyptis marrubioides Lamiaceae
folhas Hyptis suaveolens Lamiaceae
folhas Hyptis pectinata Lamiaceae

As partes das plantas recolhidas foram cortadas em pedacos pequenos, secas e guardadas em frascos.
Na obtencédo do extrato, as partes selecionadas foram submetidas a extracdo com metanol 80% (v/v)
com um racio de 1:10 (1 grama de biomassa seca: 10 mL metanol 80%). Realizou-se evaporacdo do
solvente liquido das amostras no evaporador rotativo e depois no liofilizador. As amostras foram
solubilizadas em 100% sulfoxido de dimetilo (DMSO, Sigma), numa concentracao stock de 100 mg/mL,
e para efeitos experimentais foram realizadas diluicdes adequadas, de modo a obter as concentracdes

de teste, nomeadamente 1 mg/mL, 0,5 mg/mL, 0,1 mg/mL, e 0,05 mg/mL (em 1% DMSOQ).
2. Estirpes de C. elegans

As estirpes utilizadas para a realizacao desta dissertacdo de mestrado foram obtidas através do

Caenorhabditis Genetics Center (CGC), University of Minesota, EUA (http://www.cbs.umn.edu/CGC).

Foram usadas as seguintes estirpes de C. elegans. N2 (tipo selvagem, WT); modelos C. elegans da DMJ
(AT3q130) (Tabela 4) (Teixeira-Castro et al. 2011); modelo C. elegans de tauopatias (CK10) (Tabela 4)
(Kraemer et al. 2003); LD1171 IdIs3 [gcs-1p::GFP + rol-6(sul006)] (Tabela 5) e CL2166 (dvis19
[(pAF15)gst-4p::GFP::NLS] IIl; CF1038 (daf-16 (mu86) I); e CB1370 (daf-2 (¢1370) Il).
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Tabela 4. Estirpes modelo de doencas neurodegenerativas utilizadas neste estudo (wormbase.com).

Estirpes Gendtipo Fendtipo Descricdo
Tempo de vida reduzido, Forma mutada da ATXN3 humana.
agregacao proteica ao dia 4 e que O trato de 130Qs de pPD95.77::
[pF25B3.3 :: . . . .
progride com o envelhecimento, Punc119 :: MJD1-1300Q foi
AT3ql130 AT3v1-1q130 : . - . .
ol disfuncao motora. subclonado nos locais de restricao
P (Teixeira-Castro, Ailion, et al. Bgl Il e Eco0109 | do vetor pGEM-
2011) 77f (+) :: MUD1-1q75.
, . . . Forma mutada da Tau humana.
bkls10 [Paex-3::  Tempo de vida reduzido, disfuncéo _
Um transgene integrado que
h4 motora, menos postura de ovos, . )
Ck10 ) ~ L codifica as isoformas 1N4R de tau
RINTauV337M; alteracdo morfoldgica (Dpy). i
Pmyo-2 : gfp] (Kraemer et al, 2003) humano com a mutagdo FTDP-17
B ' de 337M.
Tabela 5. Estirpes reporter utilizadas neste estudo (Wormbase.com).
Estirpes Genotipo Expressao Via Fenétipo
reporter
nucleo do intestino, Transgénico integrado com
dvils19 parede muscular do um plasmideo que contém
CL2166 [(pAI.-'.15) gst corpo, faringe, Oxidativa Fendtipo uma Afus.ao transwqonal da
4p::GFP:: cabeca e no selvagem sequéncia  genomica do
NLS] 1 citoplasma da promotor do gene gst-4 com o
maioria dos tecidos gene que codifica para GFP.
Transgénico integrado com
faringe, neuroénios um plasmideo que contém
IdIs3 [gcs- e . . - .
quimiossensiveis Fendtipo uma fusdo transcricional da
LD1171 1p::GFP +rol- : . Proteossoma . .
ASI, intestino rolante  sequéncia  genomica do

6 (sul006 )]

anterior e posterior

promotor do gene gcs-1 com
0 gene que codifica para GFP.
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3. Crescimento e manutencéo de C. elegans

As estirpes estavam preservadas a -80 °C numa solucdo de 1:1 de M9 e solucao de congelamento (50
mM KH.PO. (pH 6.0); glicerol 30%; 5 mM NaCl; MgS0.1 M). Apds descongelamento, os organismos C.
elegans foram mantidos em placas de NGM (Nematode Growth Medium) contendo 1 mL de £. co/iOP50
(fonte de alimento) a 20 °C e suplementadas com micronutrientes. Para preservacao a -80 °C, as placas
de NGM com muitos nematodes em estado larvar L1/L2 e quase sem comida foram lavadas com meio
M9 (3 g KH.PO.; 6 g Na:HPQ.; 5 g NaCl; 1 mL de MgS0..7H.0 1 M e dH.0 para volume final de 1 L) 3x,
o precipitado foi ressuspendido numa solucdo de 1:1 de meio M9 e solucdo de congelamento e o volume

distribuido por tubos de 1,5 mL armazenados a -80 °C.

3.1. £ coliOP50

A cultura de £. co/iOP50 utilizada como alimento para os nematodes foi preparada em 200 mL de meio
Luria Bertani (LB) a 37 °C, com agitacao, durante 16 horas. Posteriormente, 1 mL desta cultura foi
adicionada em cada placa NGM (90 mm), deixando-se as placas a secar a temperatura ambiente durante
4-5 dias, antes do armazenamento a 4 °C. Para os ensaios de tratamento dos animais em meio liquido
usou-se a estirpe de £. coli OP50 inativada. Para tal, apds o crescimento da cultura de OP50 durante a
noite, esta foi centrifugada a 3500 rpm/4 °C durante 30 minutos, e o precipitado foi inativado por 3
ciclos de congelamento em azoto liquido alternados com descongelamento em banho quente, a 65 °C.
A bactéria assim inativada foi armazenada a -80 °C para posterior utilizacdo nos ensaios em meio

liquido.
4. Sincronizagao do estadio de desenvolvimento de C. elegans

Para a realizacdo de qualquer teste ou analise com C. efegans, é necessario que os animais usados
estejam sincronizados no mesmo estadio de desenvolvimento. A preparacdo de culturas sincronizadas
de animais é realizada através da postura de ovos ou pelo método de sincronizacao por hipoclorito 20%

alcalino, dependendo do niimero total de animais que se deseja obter.
4.1. Postura de ovos

A sincronizacao de animais por postura de ovos € realizada com a transferéncia de 15 animais jovens
adultos para placas de NGM com £. coli. Nestas placas, os animais adultos, permanecem durante

aproximadamente 2-3 horas, onde pdem ovos, antes de serem removidos das placas. Deste modo, os
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ovos depositados nas placas irao eclodir simultaneamente gerando uma populacao sincrona em termos

de desenvolvimento. Assim, apos 4 dias, todos os animais da placa serdo novamente adultos.

4.2. Sincronizacao por hipoclorito 20% alcalino

No processo de sincronizacdo por hipoclorito 20% alcalino, os animais adultos sdo sujeitos a um
tratamento com uma solucéo hipoclorito 20% alcalino contendo lixivia comercial (Pavao) e NaOH (0,5 M
NaOH, + 2.6% NaClO) durante aproximadamente 5-7 minutos, agitados vigorosamente e depois
centrifugados (2000 xg, 20 °C, 1 min). Este processo causa a disrupcdo dos corpos dos animais adultos,
permitindo a libertacdo dos ovos. Os ovos resultantes deste processo sao lavados 3X com meio M9, e
por fim mantidos durante a noite em meio S-basal completo (S-basal (5.85 g NaCl, 1g K.HPO., 6 g
KH.PO., 1 mL colesterol (5 mg/mL em etanol)), suplementado com MgS0. 1 M, CaCl. 1 M, solucéo
“trance metal” e citrato de potassio 1 M) em agitacdo. Na auséncia de comida, os ovos eclodem e
permanecem nestas condicdes como larvas L1 até serem transferidos para placas com OP50

(aproximadamente 16 horas apos tratamento com hipoclorito 20% alcalino).

5. Toxicidade dos extratos

A determinacdo das concentracdes nao tdxicas para cada extrato de planta, especificamente HS, HP,
HM, LR, LB, GE, EP e PL, foi realizada em placas de 96 pocos, como previamente descrito (Teixeira-
Castro et al. 2015) e ilustrado na Fig.11, utilizando a taxa de consumo de alimento (£. co/i OP50) como
uma medida indireta do crescimento, reproducao e estado de saude dos nematodes.

Os nematodes N2 sincronizados pela solucéo de hipoclorito 20% alcalino, no estadio L1 (N=20-25) foram
colocados numa placa de 96-pocos com diferentes concentracdes de cada extrato (1 mg/mL, 0,75
mg/mL, 0,5 mg/mL e 0,25 mg/mL) e, £. coli OP50 inativada (DOss de 0,6-0,8), ressuspendida em S-
basal completo suplementado com estreptomicina, penicilina e nistatina. As placas foram incubadas a
20 °C com agitacdo a 180 rpm durante 7 dias. A DO da OP50 foi medida diariamente num leitor de
placas (Bio-Rad) para se apurar a taxa de consumo do alimento (OP50) ao longo do tempo como medida
do efeito de cada extrato no crescimento e na sobrevivéncia dos animais. Nesta experiéncia foi utilizado
como controlo positivo tratamento com uma solucao de 1% DMSO, e como controlo negativo foi utilizada
uma solucao de 5% DMSO que é téxica para os animais. Cada concentracao de extrato foi testada em 3

ensaios independentes.
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Amostras
15 uL (+25 L1's) Medir a DO (595nm) por 7 dias

20 L OP50 inativada
25 uL extrato de planta

Brancos
15 L S-basal completo
20 L S-basal completo (AB)
25 uL extrato de planta

Controlos
15yl (25 L1's)
20 pL OP50 inativada
25 L DMSO 1%/5%

Figura 11. Representacdo esquematica do ensaio de toxicidade dos extratos de plantas. Os nematodes da estirpe N2 sao
incubados numa placa de 96-pocos com £. coli OP50 como fonte de comida e diferentes concentracées de extrato. A
densidade otica ¢ medida todos os dias usando o leitor de microplacas (Bio-Rad microplate reader 680), durante 7 dias.

6. Tratamento dos C. elegans com extratos de plantas

Os nematodes das estirpes AT3q130 e CK10 sincronizados pela solucédo de hipoclorito 20% alcalino, no
estadio L1, foram incubados, em meio liquido, numa placa de 96-pocos com diferentes concentracdes
de cada extrato de planta (tabela 6) e 1% DMSO (controlo), e com £. co/i OP50 inativada (DOsss de =0,8),
ressuspendida em S-basal completo suplementado com estreptomicina, penincilina e nistatina. As
placas foram incubadas a 20°C com agitacdo a 180 rpm. Ao dia 4 de vida pds-eclosdo, os animais sao

utilizados para experiéncias de avaliacdo dos fendtipos motores.

Tabela 6. Concentragdes de extratos de plantas testadas.

Solucdo stock Concentracao testada
concentragédo (mg/mL) (mg/mL)
48 1
2.4 0.5
0.48 0.1
0.24 0.05
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7. Avaliacao dos fenétipos dos modelos de C. elegans da DMJ e de tauopatias

A expressao da ATXN3 humana expandida no modelo de C. elegansda DMJ e a expressao da tau mutada
no modelo de tauopatias CK10, causa, entre outros aspetos, problemas motores nos animais. Para
avaliar o efeito do tratamento com diferentes extratos no fendtipo motor dos animais AT3q130, CK10 e
N2 (controlo) procedeu-se a obtencéo de videos do seu movimento espontaneo e estimulado, usando
uma lupa com uma camara integrada (camara Olympus SC30, lupa Olymous SZX7). Os animais foram
crescidos sincronizadamente na presenca de diferentes concentracdes de extratos de HS, HP, HP, LB,
LR, GE, PL e EP como descrito anteriormente (seccao 6), até ao dia 4, apds a sincronizagao por
hipoclorito 20% alcalino (ou seja, até o primeiro dia de estadio adulto). Os animais adultos foram lavados
com meio M9 e transferidos para uma placa de meio NGM 60 mm sem comida, onde permaneceram
durante 30 minutos antes da obtencdo dos videos. Foram gravados 2 videos por ensaio e condicéo
experimental e para documentar também o movimento estimulado dos animais, cada placa foi exposta
a 3 quedas consecutivas da altura da base da lupa para a bancada previamente a gravacéo (1 video de
30 s por condicao experimental e ensaio). Os videos foram processados utilizando o software Image J e

o plugin Wrmtrck, obtendo-se informacdes sobre o tamanho do animal e a sua velocidade de deslocacao.

C elegansll's S incubar 75h (20°C) =T @
£ colOPSOinativada [| i
. B = o -
[ 5 n o (M
Extrato de planta/DMSO -, | = A m|
Auséncia de comida C“-':'}_‘—_';T-;_f____v_:__'__:-_'fr: L —
30min - *
Frames individuais
Preto/branco
~ 7 e
\\ )
v" Tamanho . >
v Velocidade R
v" Movimento . *

Esqueletizacdo

+— i +—
Extracéo k! Segmentacéo
de dados 4

Figura 12. Representacdo esquematica do ensaio de motilidade. Os nematodes L1's sincronizados da estirpe AT3q130,
CK10 e N2 (controlo) sao incubados com extratos de plantas ou 1% DMSO (controlo). Ao dia 4 é avaliado o efeito no
movimento espontaneo (2 videos de 1 minuto) e estimulado (1 video de 30 segundos) dos animais através da realizacdo de
videos, apds a auséncia de comida por 30 minutos. Estes sao processados utilizando o software Image J e o plugin Wrmtrck.
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8. Avaliacao da agregacao da ataxina-3 em C. elegans modelo de DMJ

A quantificacdo dos niveis de agregacdo da ATXN3 mutada no sistema nervoso do modelo da DMJ
(AT3q130) foi realizada a partir de imagens da cabeca dos animais (onde se concentra uma grande
quantidade de neuronios) obtidas por microscopia confocal (Olympus FV1000). Os animais (tratados
com HS, HP e HM e né&o tratados) foram transferidos para laminas com finas camadas de agarose (5%
em M9) e imobilizados com a ajuda do composto levamisole (5mM). No microscépio confocal as
imagens foram adquiridas a cada 0,5 mm ao longo do eixo dos Z usando um laser de 515 nm. O
“pinhole” do microscopio foi ajustado para “airy-unit 1” e foi apenas usada a ampliacdo de 60x. As
imagens obtidas foram analisadas numa ferramenta denominada MeVisLab (Teixeira-Castro etal. 2011)
de modo a quantificar o nimero de agregados de ATXN3 mutada, o numero de agregados/area do
animal e a area total dos agregados/area do animal. Foram realizados 3 ensaios independentes, sendo

que em cada ensaio foram adquiridas 6-8 fotos por condicao.
9. Avaliacao da descendéncia no modelo C. elegans de Tauopatia

Apds o tratamento com extratos de HS, HP e HM a concentracdo de 1 mg/mL, 10 animais por condicdo
foram transferidos para placas de 35 mm (1 animal por placa) suplementadas com £. coli OP50
inativada e transferidos para novas placas a cada 24 h. Em cada dia os descendentes L2-L3 presentes
em cada placa foram contados utilizando uma lupa estereoscépica Olympus SZX7. Foram realizados 3

ensaios independentes por estirpe e condicao de tratamento.
10. Tamanho corporal dos C. elegans

Para determinar o tamanho dos nematodes, estes foram tratados como previamente descrito na seccéo
6 com os extratos de HS, HP e HM. Ao dia 4, apos transferéncia para placas de NGM de 60 mm, foram
fotografados (camara Olympus SC30, lupa Olympus SZX7). Foram analisados + 50 animais por condicdo
e realizados 5 ensaios independentes. As imagens foram processadas e o tamanho dos animais

determinado com o software ImageJ.
11. Avaliacao dos efeitos dos extratos HS, HP e HM na longevidade de C. elegans

Para a determinacao do efeito do tratamento com extratos na longevidade dos animais C. elegans foi
analisada a sobrevivéncia de 100 animais por condicao ao longo do tempo tendo-se incluido as estirpes

daf-16 (mu86) e daf-2 (€1370) como controlos negativos e positivos, respetivamente. No ensaio de
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longevidade a sobrevivéncia dos animais foi avaliada diariamente. Os animais foram transferidos
diariamente para placas de 60 mm no sentido de eliminar toda a descendéncia ou, quando possivel, a
cada 2-3 dias. No presente estudo avaliou-se o efeito de um pré-tratamento com extratos na longevidade
dos animais bem como o efeito de um tratamento crénico ao longo de toda a avida do animal. No
primeiro caso, 0s animais foram tratados com extratos até ao dia 4 e posteriormente transferidos para
placas de meio NGM 60 mm apenas com OP50 inativada, condicdo que se manteve no resto do ensaio.
No segundo caso, os animais foram mantidos em placas de 60 mm com OP50 + extrato a 1 mg/mL ou
OP50 + 1% DMSO. Diariamente, a sobrevivéncia dos animais foi avaliada. Os animais foram
considerados mortos quando nao respondiam ao toque e/ou na auséncia de movimentos da faringe.
Animais dissecados na parede das placas, com fenotipo de eclosdo de ovos no interior do corpo

(bagging ou com extrusao do intestino foram censurados (eliminados da contagem).
12. Avaliacdo da resisténcia ao stress oxidativo induzido por juglona

Para o ensaio de resisténcia ao stress oxidativo (Fig.13), os nematodes das estirpes N2, AT3gq130 e
CK10 foram mantidos como descrito na seccdo 6, e ao dia 4 foram lavados com M9 e incubados numa
placa de 12 pocos contendo uma solucdo de M9 com juglona (Sigma) a uma concentracédo de 240 uM,
durante 1 hora a 20 °C, no agitador orbital, protegidos da luz. Apds este periodo os animais foram
lavados com meio M9 e transferidos para uma placa com meio NGM semeada com £. co/iOP50, durante
16 h até ser avaliada a taxa de sobrevivéncia na lupa estereoscopica (Olympus SZX7). Os animais foram
considerados mortos apos auséncia de resposta quando tocados com um fio de platina e também pela
auséncia de batimento faringico. Foram realizados 5 ensaios independentes para as estirpes AT3q130

e CK10, e 3 para animais da estirpe N2, expostos aos extratos ou a 1% DMSO como controlo negativo.

Corgretrs = N PPy y
E. coliOP50 inactivada | : BC 240 uM Juglona 9 — Sobrevivéncia
Extrato de planta/DMSO -, Incubaggo 75h) L 1ha20C =

’ 20°C N @w@ Recuperagdo 16h

Figura 13. Representacdo esquematica do ensaio de resisténcia ao stress oxidativo. Os nematodes sincronizados no estadio
L1 s&o incubados com extratos de HS, HP e HM a concentracdo de 1mg/mL. Ao dia 4, sdo sujeitos ao stress oxidativo
induzido pela exposicdo em meio liquido a 240 uM de juglona, e 16h depois quantificada a sobrevivéncia.
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13. Avaliacdo da express@o de marcadores da resposta antioxidante usando estirpes

reporter

Os animais transgénicos LD1171 e CL2166, que contém respetivamente os promotores dos genes gcs-
1 (y-glutamil cisteina sintetase-1) e gst-4 (glutationa-s-transferase-4) em fusao com o cDNA codificante
da proteina fluorescente GFP, foram usados para avaliar a ativacdo da expressao destes genes no
contexto do tratamento com extratos de HS, HP e HM. Ao dia 4 (Fig.14) aproximadamente 100 animais
tratados foram incubados numa placa de 12-pocos com M9 ou M9 com juglona a uma concentracdo de
150 uM, durante 1 h. Os nematodes foram depois lavados 5 vezes com M9 e transferidos para uma
placa NGM com £. co/i OP50, onde recuperaram durante 3 h.
L1’s sincronizados

M ™ Microscopio de
~~ ~ fluorescéncia

- Incubacao 75h e~ R _
AC\FN/Z\ o e
- @ 150 uM Juglona D [ =
S 1h (20°C) )
(2 = < = Recuperacao

SEEE) "

Figura 14. Representacdo esquematica do ensaio de expressdo de genes codificantes de proteinas antioxidantes usando
estirpes reporter. Os C. elegans CL2166 e LD1171 foram incubados com extrato de HS, HP e HM e ao dia 4, foi avaliada
por microscopia de fluorescéncia a expressao génica de genes repdrter em condicdes normais e de stress oxidativo induzido
por 150 uM de juglona.

Apds este periodo, cerca de 10 nematodes por condicdo, foram transferidos e imobilizados numa lamina
onde previamente tinha sido colocada uma fina camada de agarose 3% com uma gota de sddio de azida
a 2%. Nestas condicdes os animais foram alinhados lateralmente, e cobertos com uma lamela, tendo
sido esta selada com agarose. Os animais foram depois fotografados num microscépio de fluorescéncia
Olympus, em “Brightfield” e com o filtro para GFP. Para todas as condicdes experimentais e para cada
estirpe testada, todas as imagens foram capturadas usando a mesma exposicao na ampliacado de 100X.
A intensidade de fluorescéncia, que traduz o nivel de expressao do transgene, e, portanto, o grau de
inducdo dos promotores das enzimas antioxidantes em estudo, foi medida utilizando o software Image

J. Foram realizados 4 ensaios independentes.
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14. Anadlise da expressao génica

14.1. Extracao de RNA
Animais N2, AT3q130 e CK10 tratados com extratos de HS, HP e HM, foram recolhidos ao dia 4 e
lavados em meio M9. O precipitado de animais de cada estirpe foi mantido a -80 °C até se proceder a
extracdo de RNA. O RNA total foi isolado adicionando a cada precipitado 100 pL de Trizol um reagente
que provoca a lise da parede celular mantendo a integridade dos acidos nucleicos. Apos agitacdo em
vortex 5 minutos para homogeneizacdo, as amostras foram sujeitas a ciclos alternados de congelamento
(azoto liquido) /descongelamento (banho 37 °C) seguido de agitacdo no vortex durante 5 minutos, para
destruicao da cuticula. De seguida, as amostras foram colocadas a temperatura ambiente durante 10
minutos, seguindo-se uma centrifugacdo a 12000 rpm durante 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi
transferido para novos tubos eppendorfde 1,5 mL livres de RNAses, aos quais foram adicionados 100
WL de cloroférmio, seguido de agitacdo no vortex durante 15 minutos, a 4 °C. As amostras foram
deixadas a temperatura ambiente por 3 minutos, e centrifugadas a 12000 rpm durante 15 minutos a 4
°C. A presenca de cloroférmio levou a separacdo de fases no tubo eppendorf. A camada superior, rica
em RNA, foi transferida para novos tubos de 1,5 mL livres de RNAses onde se adicionou 500 uL de
isopropanol. Os tubos foram deixados a temperatura ambiente durante 10 minutos para precipitacdo do
RNA. As amostras foram centrifugadas a 12000 rpm durante 10 minutos a 4 °C, para a formacao do
precipitado de RNA. O sobrenadante foi descartado e o precipatado lavado com 100 uL ETOH 75% (em
agua DEPC), e centrifugados a 10000 rpm durante 5 minutos a 4 °C. Apds descarte do sobrenadante.
O precipitado das amostras foi deixado a temperatura ambiente por 30 minutos e ressuspendido em 10
WL de agua DEPC (para inibir as RNAases). Para uma dissolucdo completa do RNA as amostras foram

submetidas a 60 °C por 10 minutos num bloco térmico e guardadas a -80 °C.
14.2. Tratamento das amostras de RNA com DNAase

As amostras de RNA extraido dos nematodes foram quantificadas num NanoDrop ND-1000
(Thermofisher) (anexos | e Il - tabela 1 e 2).

Previamente a sintese de DNA complementar foi efetuado um tratamento com DNAase para remocao
de DNA genomico. A reacao foi preparada com 2 ug de RNA, 2 uL de 10X RTBuffer, 2 uL DNAase
(Thermocientific), e agua com DEPC até perfazer o volume de 20 pL. A reacédo decorreu a 37 °C num
termociclador Bio-Rad durante 30 minutos. A reacao foi terminada com a adicao de 2 pL de EDTA (50

mM) por amostra e incubacao a 65 °C durante 10 minutos.
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14.3. Verificacao da integridade do RNA

De forma a verificar a integridade do RNA extraido realizou-se uma eletroforese das amostras de RNA
mantidas a -80 °C em gel de agarose 1,5% (TEA), ao qual se adicionou o corante GreenSafe Premium
(3 pL/100 mL, NZYtech) para a detecao de acidos nucleicos. Para cada amostra foram carregados no
gel 1 ug de RNA juntamente com 5 L de tampao (loading buffer). Apds cerca de 20 minutos de corrida,

o0 gel foi visualizado num transiluminador UV, para analise da integridade do RNA.
14.4. Sintese de DNA complementar (cDNA) por transcri¢ao reversa

O cDNA foi sintetizado a partir das amostras de RNA previamente extraido, utilizando o kit iScript cDNA
Synthesis (Bio-Rad). Assim, por reacao foram misturados: 5 pL de mix (4 pL iScript reaction mix + 1 pL
da enzima transcriptase reversa), 1 pg de RNA previamente extraido, e dgua com DEPC até perfazer o
volume de 20 pL. A reacéo de transcri¢do reversa decorreu num termociclador Bio-Rad: 25 °C durante
5 min, 42 °C durante 30 min, e por fim 85 °C durante 5 min. O cDNA foi em seguida armazenado a -

20 °C.
14.5. PCR quantitativo em tempo real (QRT-PCR)

14.5.1. Determinacéo da eficiéncia dos primers

Primers para diferentes marcadores da resposta antioxidante, disponiveis no laboratdrio, foram testados
relativamente a sua eficiéncia em reacdes de qRT-PCR. Os primers tinham sido desenhados no primer
blast (NCBI) de acordo com as caracteristicas recomendadas para a sua utilizacdo em gRT-PCR, por
exemplo, serem desenhados de modo a emparelharem nas juncdes dos exdes, gerarem fragmentos até
200 pares de bases, terem =~ 50% de CGs, entre outros. Os primers (Tabela 7) foram preparados numa
concentracdo de 10 uM e testados numa reacao de gRT-PCR que usou 5 diluicdes consecutivas de uma
mesma amostra de cDNA, em duplicado. A eficiéncia dos primers foi calculada com base no declive da
recta definida pela regressao linear do valor do ciclo de amplificacdo Ct (cycle threshold) nimero do
ciclo em que se deteta aumento de fluorescéncia sobre o logaritmo da quantidade de cDNA, segundo a

formula: [Eficiéncia = 10(-1/slope) - 1].
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Tabela 7.Primers utilizados no qPCR.

Gene Sequéncia
F-TCT CCA ACC AGC GCT GAA AT

s00-3 R- GAA CCG AAG TCG CGC TTA AT
510 F-TCG AAG ACA TTC GGT TCG ACT
RTCT TGC TCG TTG GAT CCG TT
dknLac F-ACA GAA CGT CCA ACC ACA TCA
R-GTG AGT GGC GCT ACT GTC G
b2 F-CTT TGT CAA CGG TGC ATG GG
R-TCA GCA GCC TCC TTC AAC TG
F-TCA TTG GTG TTC CCG TGT TCA
pmp-3

R-TCG TGA AGT TCC ATA ACA CGA TG

14.6. Reacao de PCR quantitativo em tempo real (QRT-PCR) para analise da

expressao de genes

A reacdo de gRT-PCR foi realizado no termociclador Applied Biosystems 7500-FAST Real-Time PCR,
utilizando SYBR Green PCR master mix (Applied Biosystems). A amplificacdo das amostras por qRT-PCR
foi realizada em placas de 96 pocos (Thermoscientific) seladas com adesivo para microplacas
(Thermoscientific). Para cada reacdo usou-se 1 UL de cDNA, e 19 uL de uma solugcdo mix contendo 10
WL de SYBR Green, 0,5 uL de primers (foward e reverse) e 8 L de H.0 MiliQ. Foram ainda incluidos em
cada placa controlos negativos (solucdo mix, mas sem qualquer cDNA), para despiste de eventuais
contaminacdes e dimeros de primers.

As condicdes usadas na reacdo de PCR foram as seguintes: desnaturacdo a 95 °C por 10 minutos,
seguido de 95 °C por 15 segundos e 40 ciclos a 60 °C por 1 minuto. A curva de dissociacdo foi
determinada no final dos ciclos de temperatura de acordo com o seguinte programa: 95 °C (15 s), 60
°C (1 min), 95 °C (30 s) e 60 °C (15 s). Foram analisadas trés a quatro replicas biolégicas de cada
condicao experimental e cada reacdo de gRT-PCR foi realizada em duplicado.

Os Cts obtidos na reacédo de gRT-PCR foram usados para determinar os niveis de expressao do cDNA
de cada agente de resposta antioxidante através de um método de quantificacdo relativa. Assim, os Cts
dos genes de interesse foram comparados com Cts de genes de referéncia (10062 e pmp-3 — genes cuja
expressao é em geral estavel e que nao varia entre as diferentes condicdes de estudo). O calculo da

expressao relativa foi baseado na equacéo 2-44,
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15. Analise estatistica

Todas as analises estatisticas foram realizadas usando o software SPSS. Para verificar se os dados
apresentavam uma distribuicdo normal foram usados o teste de Shapiro-Wilk e, teste de Levene para
avaliacao da homogeneidade dos dados. Para variaveis continuas e dados de amostras com distribuicao
normal e variancias iguais foi aplicado o teste t de Student para comparar dois grupos, ou one-way
ANOVA seguido pelo teste de Dunnet bilateral para comparar trés ou mais grupos. Para dados néo
normais, foi usado o teste de Mann-Whitney teste para comparar 2 grupos e o teste de Kruskal-Wallis
teste seguido pelo teste de Dunn para comparar trés ou mais grupos. As curvas de sobrevivéncia foram
analisadas pelo teste de Log-rank (Mantel-Cox). Uma diferenca estatisticamente significativa foi definida

como p<0,05 e foi feita correcao para comparacdes multiplas sempre que aplicavel.
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1. Avaliacdo do grau de toxicidade dos extratos de plantas em C. elegans

Para determinar possiveis concentracdes toxicas dos extratos de plantas: frutos de Lycium barbarum e
Lycium ruthenicum; extratos de folhas de Hyptis suaveolens, Hyplis pectinata, Hyptis marrubioides e
Epimedium brevicornum Maxim;, e extratos de raiz de Pueraria lobata e Gastrodia elata, em C. elegans,
foi realizado um ensaio de toxicidade em meio liquido (placas de 96 pocos), usando a estirpe selvagem
N2. Neste ensaio os extratos de plantas foram testados nas seguintes concentracdes: 1 mg/mL, 0,75

mg/mL, 0,5 mg/mL e 0,25 mg/mL (Fig.15).
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Figura 15. Determinacéo do grau de toxicidade dos extratos de plantas em C. elegans da estirpe selvagem N2. A quantidade
de bactéria OP50 foi monitorizada a cada 24 h, durante 7 dias utilizando o leitor de microplacas para medir a absorvancia a
595nm (Infinite®200 NanoQuant (Tecan). Resultados representativos de 3 ensaios independentes.

Neste ensaio, o decréscimo do consumo da OP50 ao longo do tempo (medida por DO 595 nm), foi
utilizada como medida indireta da dindmica de crescimento/desenvolvimento e saude dos animais. Foi
usada neste ensaio uma concentracao téxica de 5% DMSO, que como esperado, se refletiu na taxa de
consumo de OP50 que permaneceu constante ao longo do tempo nesta condicao. Foi possivel observar
que em todas as concentracdes testadas, incluindo a concentracdo maxima de 1mg/mL os extratos
apresentaram numa dinamica de consumo de comida semelhante a observada para o solvente 1%
DMSO (situacao controlo) (Fig. 15), demonstrando a auséncia de toxicidade dos extratos em C. elegans.
Nao foi, no entanto, possivel testar concentracées mais elevadas de extratos devido a limitacdes na sua

solubilidade e também na toxicidade induzida por concentracées de DMSO superiores a 1%.

2. Avaliacdo dos efeitos dos extratos de plantas nos fenétipos dos modelos de DMJ

(AT3q130) e tauopatias (CK10)

O rastreio fenotipico no que diz respeito aos produtos naturais e seus derivados é uma abordagem
poderosa para explorar novos alvos bem como mecanismos de doencas mal compreendidos, fornecendo
uma via para aumentar a inovacédo na industria farmacéutica e oferecer terapias alternativas (Moffat et
al. 2017). Tendo em conta dados prévios da utilizacdo destas plantas na medicina tradicional, bem
como propriedades antioxidantes e evidéncias de neuroproteccao descritas e, depois de definirmos as
concentracdes aceitaveis pelos C. elegans WT, fomos investigar o impacto dos extratos de plantas nos

fendtipos dos modelos da DMJ (AT3q130) e tauopatias (CK10).
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2.1.Impacto do tratamento com extratos de plantas no fendtipo dos animais
AT3q130

2.1.1. Impacto do tratamento com extratos de plantas no fenétipo motor

O modelo da DMJ (AT3q130) apresenta um défice motor quando comparado com a estirpe selvagem,
(Teixeira-Castro et al. 2011). Para avaliar o efeito terapéutico dos extratos de plantas neste modelo,
nomeadamente no que respeita ao impacto no fendtipo motor destes animais, realizou-se um tratamento
crénico com os oito extratos numa gama de concentracoes 0,05; 0,1; 0,5 e 1 mg/mL (previamente
definidas como nao toxicas) e avaliou-se a motilidade dos animais ao dia 4 de vida, por analise de videos
do movimento espontaneo e estimulado dos animais.

Os resultados demonstram que o extrato HS melhorou significativamente a motilidade espontanea do
modelo da DMJ apenas para a concentracdo de 1 mg/mL (p=0,004) (Fig.16A), mas nao teve efeito
estatisticamente significativo na velocidade dos animais ap6s o seu movimento ter sido estimulado
(Fig.17A). Relativamente ao extrato HP, todas as concentracdes testadas causaram um aumento da
velocidade média espontdnea dos animais nomeadamente a concentracdo de 0,05 mg/mL com
p=0,028, 0,1 mg/mL com p=0,011, 0,5 mg/mL com p=0,012, e 1 mg/mL com p=0,000, (Fig.16B),
no entanto, tal efeito ndo foi observado na condicao de estimulo ao movimento. (Fig.17B). Para o extrato
HM (Fig.16C), também se observou uma melhoria no fenoétipo motor dos animais em todas as
concentracdes do extrato testadas (p=0,009 para a concentracdo de 0,05 mg/mL, p=0,033 para 0,1
mg/mL, p=0,000 para 0,5 mg/mL e, p=0,000 para 1 mg/mL), um efeito que foi perdido quando o
movimento dos animais foi estimulado. Neste caso, s6 se detetaram efeitos estatisticamente
significativos para a concentracdo de 0,1 mg/mL (p=0,045) (Fig.17C).

Os animais AT3q130 tratados cronicamente com os extratos de LR (bagas goji pretas) e de LB (bagas
goji vermelhas) ndo apresentaram qualquer diferenca na velocidade média relativamente a situacao
controlo, quer na situacdo de movimento espontaneo quer na situacdo de movimento estimulado (Figs.

18A e 18B; 19A e 19B).
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Figura 16. Avaliacdo do impacto do tratamento crénico com os extratos de HS ** (A), HP *** (B) e HM *** (C) no fenctipo
motor de um modelo de DMJ em C. elegans. Animais adultos, crescidos na presenca dos extratos, foram filmados ao dia 4
para documentar o seu movimento espontaneo na auséncia de comida e determinar a sua velocidade média de deslocacéao.
Foram analisados cerca de 100 animais, divididos por 2 videos de 1 minuto, por condicdo experimental e experiencia
independente. Foi aplicado o teste de “one-way ANOVA” seguido do teste de Dunnet bilateral para identificar diferencas
estatisticamente significativas. As barras de erro representam o erro padrao da média de 8 experiéncias independentes para
HS, 7 para HP e 6 para HM. * p-value < 0,05; ** p-value < 0,001; *** p-value < 0,001.
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Figura 17. Avaliacdo do impacto do tratamento crénico com os extratos de HS NS (A), HP NS (B) e HM * (C) no fenotipo
motor de um modelo de DMJ em C. elegans. Animais adultos crescidos na presenca dos extratos, foram filmados ao dia 4
para documentar o seu movimento estimulado e determinar a sua velocidade média de deslocacao. Foram analisados cerca
de 50 animais, com 1 video de 30 segundos, por condicao experimental e experiencia independente. Foi aplicado o teste
de “one-way ANOVA" seguido do teste de Dunnet bilateral para identificar diferencas estatisticamente significativas. As
barras de erro representam o erro padrdo da média de 8 experiéncias independentes para HS, 7 para HP e 6 para HM. *
p-value < 0,05; ** p-value < 0,001; *** p-value < 0,001.
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Figura 18. Avaliacdo do impacto do tratamento cronico com os extratos de LR NS (A) e LB NS (B) no fenétipo motor de um
modelo de DMJ em C. elegans. Animais adultos crescidos na presenca dos extratos, foram filmados ao dia 4 para documentar
0 seu movimento espontaneo na auséncia de comida e determinacdo da velocidade média de deslocacdo. Foram analisados
cerca de 100 animais, divididos por 2 videos de 1 minuto, por condi¢do experimental e experiéncia independente. Foi
aplicado o teste de “one-way ANOVA" seguido do teste de Dunnet bilateral para identificar diferencas estatisticamente
significativas. As barras de erro representam o erro padrdo da média de 8 experiéncias independentes. * p-value < 0,05; **
p-value < 0,001; *** p-value < 0,001.
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Figura 19. Avaliacao do impacto do tratamento cronico com os extratos de LR NS (A) e LB NS (B) no fenétipo motor de um
modelo de DMJ em C. elegans. Animais adultos crescidos na presenca dos extratos, foram filmados ao dia 4 para
documentar o seu movimento estimulado e determinar a sua velocidade média de deslocacdo. Foram analisados cerca de
50 animais, com 1 video de 30 segundos, por condicao experimental e experiencia independente. Foi aplicado o teste de
“one-way ANOVA" seguido do teste de Dunnet bilateral para identificar diferencas estatisticamente significativas. As barras
de erro representam o erro padrdo da média de 8 experiéncias independentes. * p-value < 0,05; ** p-value < 0,001; *** p-
value < 0,001.
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Resultados semelhantes foram também obtidos apos tratamento dos animais com os extratos de EP,
GE e PL, nao se tendo observado qualquer efeito benéfico da velocidade média espontanea (Figs. 20A,

20B e 20C) e na velocidade média dos animais apds estimulacao (Figs. 21A, 21B e 21C).
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Figura 20. Avaliacdo do impacto do tratamento crénico com os extratos de EP NS (A), PL NS (B) e GE NS (C) no fenétipo
motor de um modelo de DMJ em C. elegans. Animais adultos crescidos na presenca dos extratos, foram filmados ao dia 4
para documentar o seu movimento espontaneo na auséncia de comida e determinar a sua velocidade média de deslocacao.
Foram analisados cerca de 100 animais, divididos por 2 videos de 1 minuto, por condicdo experimental e experiéncia
independente. Foi aplicado o teste de “one-way ANOVA” seguido do teste de Dunnet bilateral para identificar diferencas
estatisticamente significativas. As barras de erro representam o erro padrdo da média de 4 experiéncias independentes. * p-
value < 0,05; ** p-value < 0,001; *** p-value < 0,001.
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Figura 21. Avaliacao do impacto do tratamento cronico com os extratos EP NS (A), PL NS (B) e GE NS (C) no fenétipo motor
de um modelo de DMJ em C. elegans. Animais adultos, crescidos na presenca dos extratos, foram filmados ao dia 4 para
documentar o seu movimento estimulado e determinar a sua velocidade média de deslocacao. Foram analisados cerca de
50 animais, com 1 video de 30 segundos, por condicdo experimental e experiéncia independente. Foi aplicado o teste de
“one-way ANOVA" seguido do teste de Dunnet bilateral para identificar diferencas estatisticamente significativas. As barras
de erro representam o erro padrdo da média de 4 experiéncias independentes. * p-value < 0,05; ** p-value < 0,001; *** p-
value < 0,001.
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Dos oito extratos testados no modelo C. elegans da DMJ, apenas trés, nomeadamente, os extratos de
HS, HP e HM conduziram a beneficios no fenotipo motor da estirpe AT3q130 apos 4 dias de tratamento.
Por outro lado, os extratos de LB, LR, GE, PL e EP, apesar de ja terem demonstrando propriedades
antioxidantes e de neuroproteccao noutros modelos, nao alteraram a motilidade do modelo da DMJ em
C. elegans. A comparacado do impacto do tratamento de extratos entre diversos estudos depende sempre
das préprias caracteristicas do extrato (que depende do método de extracdo), do modelo e do contexto
da doenca neurodegenerativa em que sdo aplicados. Neste caso, em experiéncias futuras, seria
importante testar estes extratos no modelo C. elegans da DMJ em concentracdes mais elevadas e/ou
aumentando o tempo de tratamento, uma vez que os defeitos no fendtipo motor dos animais AT3q130

se agravam com o envelhecimento (Teixeira-Castro et al. 2015).

2.1.2. Avaliacao do impacto do tratamento na agregacao da proteina ATXN-3

mutada

A proteina ATXN3 expandida tende a formar agregados no sistema nervoso do modelo C. elegans da
DMJ, agregacao essa que aumenta ao longo do tempo de vida dos animais. Essa agregacao da proteina
causadora da doenca € particularmente evidente nos neuronios da cabeca dos animais bem como ao
longo das cordas dorsal e ventral (Teixeira-Castro et al. 2011).

Uma vez que a ATXN3 mutada é expressa juntamente com a proteina YFP, a quantificacdo do padrao
de agregacao nestes animais pode ser realizada com recurso a microscopia confocal. Desta forma,
avaliou-se o efeito do tratamento com extratos das plantas HS, HP e HM, a 1 mg/mL no padrdo de
agregacdo da ATXN3 mutada nos animais AT3ql130. Estes extratos, e particularmente nesta
concentracdo, tinham tido previamente uma acéo benéfica relativamente a motilidade destes animais

(Fig.22).
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Figura 22. Efeito dos extratos de HS, HP e HM na agregacdo da ATXN-3 mutada no modelo AT3q130. Os nematodes
sincronizados no estado larvar L1 foram incubados com 1 mg/mL de extrato até dia 4. As fotografias foram tiradas usando
0 microscopio confocal. A quantificacdo do padrdo de agregacdo da ATXN-3 mutada foi realizada recorrendo ao software
MeVisLab, nomeadamente nimero de agregados (A) (com p=0,07 para HS, p=0,04 para HP e p=0,149 para HM), nimero
de agregados pela area do animal (B) (com p=0,519 para HS, p=0,771 para HP e p=0,988 para HM), e pela area total dos
agregados (C) (com p=0,838 para HS, p=0,159 para HP e p=0,174 para HM). A estatistica foi realizada por ANOVA
unidirecional (Dunnet T3 (bilateral)) comparando o grupo controlo (DMSO 1%) com os grupos tratados. Os graficos mostram
um ensaio independente representativo de 3 ensaios independentes, com 8 animais analisados por condicéo.

Os resultados ndo mostram diferencas significativas no numero total de agregados (Fig.22A) no
tratamento com o extrato de HM (p=0,149) e com o extrato de HS (p=0,07), e uma ligeira diferenca
estatisticamente significativa para o extrato de HP (p=0,04). No entanto, essa diferenca deixou de existir
apos se ter feito uma normalizacdo do numero de agregados relativamente a area do animal (Fig.22B).
O numero de agregados/area interna (ou area total dos agregados), € uma estimativa da area média
ocupada pelos agregados da ATXN3 mutada e também nesta medida nao foram registadas diferencas
estatisticamente significativas dos animais tratados relativamente a situacéo controlo (Fig.22C).

Desta parte do trabalho conclui-se que embora os extratos das plantas HP, HS e HM, a concentracédo
de 1 mg/mL tenham diminuido a neurotoxicidade da ATXN3 mutada, conduzindo a uma melhoria na
locomocao dos animais, este tratamento nao teve efeitos significativos na agregacao desta proteina dos
neuronios, ao dia 4 de vida. Esta dicotomia entre o impacto na motilidade versuso impacto na agregacao

tem sido descrita para varios modelos de doencas neurodegenerativas (Jadiya et al. 2011; Teixeira-

62



Capitulo 1ll - Resultados e Discussao

Castro et al. 2015). Por exemplo, o EbPS-A1, um polissacarideo isolado de Epimedium brevicornum foi
capaz de inibir a disfuncdo comportamental mediada pela poliQ, bem como aumentar a resisténcia ao
stress oxidativo, no entanto, ndo mostrou impacto positivo na agregacdo de poiQ nem na longevidade
dos nematodes (Xiang et al. 2016). Outro exemplo, o salidroside, um glicosideo extraido da planta
Rhodliola rosea foi capaz de reduzir a morte neuronal e a disfuncdo comportamental mediada pela poliQ
expressa nos neuronios ASH, mas o efeito neuroprotetivo ndo foi associado a prevencdo da agregacao
de poliQ.

Além disso, com esta técnica apenas os agregados proteicos finais sdo quantificados, pelo que técnicas
complementares podem ser usadas para perceber a dinamica das restantes espécies de agregacao e
consequentemente, levar a uma maior compreensao do fendmeno de agregacdo. Também neste caso,
seria, assim, relevante verificar a agregacdo da ATXN3 mutada nos nematodes tratados com os extratos
em estudo, em estadios mais avancados, por exemplo ao dia 6, 8 ou 10, tendo em conta que estudos
anteriores demonstraram que em determinados tratamentos neste modelo, como foi o caso do
tratamento com acido valproico, houve uma reducdo da disfuncdo motora e o impacto na agregacao foi

apenas observado ao dia 10 da idade adulta dos animais (Teixeira-Castro et al. 2011).

2.2.lmpacto do tratamento com extratos de plantas nos fenétipos dos animais CK10

2.2.1. Avaliacao do impacto dos extratos de plantas no fenétipo motor

Esta descrito que a estirpe CK10 apresenta defeitos acentuados no fenoétipo motor, frequentemente
visivel apos eclosao, tornando-se progressivamente mais pronunciado, mostrando paralisia parcial,
movimento lento, enrolamento e arrasto da cauda, caracteristicas essas que levam a quase imobilizacao
dos animais ao dia 9 de adulto (Kraemer et al. 2003).

Avaliou-se o impacto do tratamento cronico com os extratos de plantas, no movimento espontaneo e
estimulado dos animais CK10. Neste caso apenas foram testados cinco dos extratos iniciais: extratos
HS, HP e HM (Figs. 16A, B e C), por terem reduzido significativamente a disfuncdo motora dos animais
AT3q130 e os extratos LB e LR (Figs. 18A e B), que embora nao tenham mostrado qualquer impacto
positivo estatisticamente significativo apresentaram uma melhoria visualmente.

Observou-se que o extrato de HS (Fig.23A) melhorou significativamente o fendtipo motor espontaneo
apenas para as concentracdes de 0,5 mg/mL (p=0,005) e 1 mg/mL (p=0,004). Por outro lado, a

avaliacdo da velocidade dos animais apds estimulacdo (Fig.24A) demonstrou que o tratamento com o
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extrato de HS teve uma acéo benéfica nas mesmas concentracdes de 0,5 mg/mL (p=0,042) e 1 mg/mL
(p=0,018). Resultados semelhantes foram obtidos apds tratamento dos animais com o extrato de HP,
tendo-se verificado melhorias significativa no movimento espontdneo dos animais para as duas
concentracdes mais elevadas (Fig.23B), de 0,5 mg/mL (p=0,000) e 1 mg/mL (p=0,000). Verificou-se
que este extrato também melhorou significativamente o fenoétipo motor dos animais apods o estimulo
(Fig.24B) com p=0,039 e p=0,030 para as concentracdes de 0,5 e 1 mg/mL, respetivamente.

No caso de animais tratados com extrato de HM (Fig.23C), observou-se um aumento da velocidade
média espontanea dos animais CK10 tratados, em todas as concentracoes testadas 0,05 (p=0,005),
0,1,0,5e 1 mg/mL (p=0,000), relativamente ao controlo (1% DMSO). No caso do movimento estimulado
(Fig.24C) observou-se uma melhoria significativa da motilidade dos animais apds tratamento com as
concentracdes de 0,1 mg/mL (p=0,027) e 0,5 mg/mL (p=0,002).

Relativamente ao tratamento do modelo de tauopatias com extratos de LR e LB nao se observaram
diferencas significativas nos animais CK10, nem no movimento espontaneo (Fig.25A,B), nem estimulado

(Fig.26A,B).
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Figura 23. Avaliacdo do impacto do tratamento cronico com os extratos de HS ** (A), HP *** (B) e HM *** (C) no fendtipo
motor de um modelo de Tauopatia em C. elegans. Animais adultos crescidos na presenca dos extratos, foram filmados ao
dia 4 para documentar o seu movimento espontaneo na auséncia de comida e determinar a sua velocidade média de
deslocacdo. Foram analisados cerca de 100 animais, divididos por 2 videos de 1 minuto, por condicdo experimental e
experiéncia independente. Foi aplicado o teste de “one-way ANOVA" seguido do teste de Dunnet bilateral para identificar
diferencas estatisticamente significativas. As barras de erro representam o erro padrdo da média de 4 experiéncias
independentes. * p-value < 0,05; ** p-value < 0,001; *** p-value < 0,001.
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Figura 24. Avaliacdo do impacto do tratamento crénico com os extratos de HS * (A), HP * (B) e HM ** (C) no fenétipo motor
de um modelo de Tauopatia em C. elegans. Animais adultos crescidos na presenca dos extratos, foram filmados ao dia 4
para documentar o seu movimento estimulado e determinar a sua velocidade média de deslocacédo. Foram analisados cerca
de 50 animais, com 1 video de 30 segundos, por condicdo experimental e experiéncia independente. Foi aplicado o teste de
“one-way ANOVA" seguido do teste de Dunnet bilateral para identificar diferencas estatisticamente significativas. As barras
de erro representam o erro padrdo da média de 4 experiéncias independentes. * p-value < 0,05; ** p-value < 0,001; *** p-
value < 0,001.
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Figura 25. Avaliacdo do impacto do tratamento cronico com os extratos de LR NS (A) e LB NS (B) no fendtipo motor de um
modelo de Tauopatia em C. elegans. Animais adultos, crescidos na presenca dos extratos, foram filmados ao dia 4 para
documentar o seu movimento espontaneo na auséncia de comida e determinar a sua velocidade média de deslocacao.
Foram analisados cerca de 100 animais, divididos por 2 videos de 1 minuto, por condicdo experimental e experiéncia
independente. Foi aplicado o teste de “one-way ANOVA” seguido do teste de Dunnet bilateral para identificar diferencas
estatisticamente significativas. As barras de erro representam o erro padrdo da média de 4 experiéncias independentes. *
p-value < 0,05; ** p-value < 0,001; *** p-value < 0,001.
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Figura 26. Avaliacdo do impacto do tratamento cronico com os extratos LR NS (A) e LB NS (B) no fendtipo motor de um
modelo de Tauopatia em C. elegans. Animais adultos, crescidos na presenca dos extratos, foram filmados ao dia 4 para
documentar o seu movimento estimulado e determinacao da velocidade média de deslocacéo. Foram analisados cerca de
50 animais, com 1 video de 30 segundos, por condicao experimental e experiéncia independente. Foi aplicado o teste de
“one-way ANOVA" seguido do teste de Dunnet bilateral para identificar diferencas estatisticamente significativas. As barras
de erro representam o erro padrdo da média de 4 experiéncias independentes. * p-value < 0,05; ** p-value < 0,001; *** p-
value < 0,001.
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Os resultados indicam que o tratamento crénico até dia 4 com 1 mg/mL de extrato das folhas de HS,
HP e HM levaram a uma melhoria no fenétipo motor espontaneo e estimulado, também neste modelo
de neurodegeneracao. Por outro lado, neste modelo, o tratamento com extratos de LR e LB nao teve

qualquer impacto na motilidade dos animais.

2.2.2. Avaliacdo do efeito do tratamento no nimero de descendentes ho modelo

C. elegans de tauopatia

Os animais CK10 para além do fendtipo motor pronunciado, apresentam uma disfuncao no nimero de
descendentes quando comparados com a estirpe selvagem (Kraemer et al. 2003). Avaliou-se o efeito do

tratamento com os extratos de HS, HP e HM relativamente a este fendtipo (Fig.27).
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Figura 27. Avaliacao da producao de descendéncia dos animais tratados com extrato de HS, HP e HM a concentragéo de
1 mg/mL. Os animais em estadio L4 sincronizados foram transferidos individualmente para novas placas de NGM e
transferidos a cada 24h para novas placas até cessarem a postura de ovos. Foram analisados 10 animais por condicao e
ensaio independente. Foi aplicado o teste de “one-way ANOVA” seguido do teste de Dunnet bilateral para identificar
diferencas estatisticamente significativas. As barras de erro representam o erro padrao da média de 3 experiéncias
independentes. * p-value < 0,05; ** p-value < 0,01; *** p-value < 0,001.

Como esperado observou-se diferencas significativas no numero total de descendentes entre os animais
CK10 e a estirpe selvagem N2. No entanto, o tratamento com os extratos ndo foi capaz de reverter o
fenodtipo dos animais CK10, ndo se tendo observado diferencas estatisticamente relevantes na
descendéncia total dos animais tratados com HS (p=0,886), HP (p=0,607) e HM (p=0,998) em relacao
ao controlo (1% DMSO0). No entanto, ao analisar o perfil diario de postura de ovos, observamos que 0s
animais tratados com extrato de HM comecaram a postura de ovos numa fase mais tardia, apresentando
diferencas significativas (p=0,04). Os animais tratados com extrato de HS também demonstraram uma

tendéncia para uma postura de ovos mais tardia, sendo de realcar a dessincronizacao entre animais.
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3. Avaliacéo dos efeitos do tratamento com extrato de HS, HP e HM no tamanho
corporal dos C. elegans AT3q130 e CK10

Devido ao efeito promissor dos extratos de HS, HP e HM nos modelos da DMJ e de tauopatias, os
ensaios seguintes foram apenas realizados no contexto de tratamento com estes extratos. Para verificar
se o tratamento com extratos de HS, HP e HM afetava o tamanho corporal dos animais C. elegans, uma
medida indicadora do grau de desenvolvimento dos animais, estes foram expostos a 1 mg/mL de cada

extrato e o seu comprimento corporal foi avaliado.
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Figura 28. Avaliacao do efeito no tamanho corporal das estirpes N2 (A), CK10(B) e At3q130(C). Os nematodes na fase larvar
L1 sincronizados foram incubados com 1 mg/mL de extrato de HS, HP e HM. Ao dia 4, foram tiradas fotografias com as
mesmas defini¢des e trabalhadas usando o software Image J. Nao houve diferencas significativas no comprimento corporal
em nenhuma das estirpes testadas (p>0,05). Foram analisados ~ 50 animais por condicdo e ensaio independente. Foi
aplicado o teste de “one-way ANOVA” seguido do teste de Dunnet bilateral para identificar diferencas estatisticamente
significativas. As barras de erro representam o erro padrao da média de 5 experiéncias independentes. * p-value < 0,05; **
p-value < 0,01; *** p-value < 0,001.
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Os resultados mostram que os nematodes N2, AT3ql130 e CK10, ndo apresentam diferencas
significativas no crescimento, quando tratados com extrato de HS, HP e HM (Fig.28), em comparacéo
com a situacdo controlo. Estes resultados indicam que o tratamento ndo afectou, de forma geral, o
desenvolvimento e estado de saude dos animais, situacao que nos poderia conduzir a realizacdo de
ensaios mais especificos e detalhados para avaliar possiveis alteracdes de desenvolvimento dos animais

no contexto de tratamento

4. Avaliacao dos efeitos do tratamento com os extratos de HS, HP e HM na

longevidade dos C. elegans AT3q130 e CK10

Esta descrito que os modelos de neurodegeneracdo em estudo, AT3q130 (Teixeira-Castro et al. 2011)
e CK10 (Kraemer et al. 2003) apresentam uma longevidade ligeiramente reduzida. No primeiro caso,
0s animais foram tratados com os extratos até dia 3 apds eclosao, e no segundo caso, 0s animais foram
mantidos em contacto com os extratos ao longo de toda a sua vida.

Em ambos os ensaios as estirpes daf-2 (€1370) e daf-16 (mu86) foram usadas como controlos positivo
e negativo, respetivamente. Estas mutacdes foram descritas como causadoras de alteracées na

longevidade de C. elegans (Dorman et al. 1995; Lee et al. 2003; Murphy et al. 2003).

4.1. Efeito do pré-tratamento com HS, HP e HM na longevidade dos animais

AT3q130 e CK10

Os resultados mostram que o pré-tratamento, ndo causou diferencas significativas na longevidade dos
nematodes AT3q130 (Fig.29) e CK10 (Fig.30) para nenhum dos extratos testados quando comparados
com a situacao controlo. Também nao se observaram diferencas estatisticamente significativas entre a
estirpe N2 (1% DMSO) quando comparada com as estirpes AT3q130 e CK10 também em 1% DMSO
(tabela 8 e 9).
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Figura 29. Avaliacao dos efeitos na longevidade na estirpe AT3q130, do pré-tratamento com extratos de HS, HP e HM &
concentracao de 1 mg/mL, e 1% DMSO (controlo) até estado larvar L4. O grafico representa 1 ensaio, com 100 animais
testados por condicdo. As curvas de sobrevivéncia foram analisadas pelo teste de Log-rank (Mantel-Cox).

Tabela 8. Efeito do pré-tratamento com extratos de HS, HP e HM a concentracdo de 1 mg/mL na longevidade da estirpe

AT3q130.
P
Mediana sem Média sem Estirpe Mediana em Média sem value
Estirpe (n") longevida . longevidad . controlo longevidad . longevidad . (Log
de (dias) e (dias) (n) e (dias) e (diag) ek
(dias) (dias) (dias) (dias) Mantel
Cox)**
daf16 (82) 15 0,25 14,08 028 | N2(75) 15 os8 1757 [0 0000
0,70
daf-2 (20) - - 31,29 1,48 N2 (75) 15 0,58 17,597 5 0,000
0,70
AT3q130 (67) 15 0,75 17,56 0,67 N2 (75) 15 0,58 17,597 5 0,842
AT3q130 + AT3q130
HS (72) 15 0,81 18,37 0,77 67) 15 0,75 17,559 0,67 0,346
AT3q130 + AT3q130
HP (72) 18 1,23 18,85 0,72 67) 15 0,75 17,559 0,67 0,189
AT3q130 + AT3q130
HM (80) 18 0,79 18,17 0,60 67) 15 0,75 17,559 0,67 0,610

*Numero total de animais analisados
**O teste de Log-rank (Mantel-Cox) foi utilizado para comparar os grupos
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Figura 30. Avaliacdo dos efeitos na longevidade da estirpe CK10, do pré-tratamento com extratos de HS, HP ¢ HM &
concentracao de 1 mg/mL, e 1% DMSO (controlo) até estado larvar L4. O grafico representa 1 ensaio, com 100 animais
testados por condicdo. As curvas de sobrevivéncia foram analisadas pelo teste de Log-rank (Mantel-Cox).

Tabela 9. Efeito do pré-tratamento com 1 mg/mL de extratos de HS, HP e HM na longevidade da estirpe CK10.

P
Mediana - Mediana - value

longevid s.e.m Média s.e.m Estire longevid s.e.m Média s.em (Lo
Estirpe (n*) g . longevidad . P ge . longevidad . £
ade (dias) e (dias) (diag) | Controlo () ade (dias) e (dias) (i) Fank
(dias) (dias) Mantel
Cox)**
daf-16 (82) 15 0,25 14,08 0,28 N2 (75) 15 0,58 17,60 0,71 0,000
daf-2 (20) - - 31,29 1,48 N2 (75) 15 0,58 17,60 0,71 0,000
CK10 (83) 18 1,06 18,36 0,62 N2 (75) 15 0,58 17,60 0,71 0,724
CK10 + HS (60) 20 0,82 19,43 0,75 CK10 (83) 18 1,06 18,36 0,62 0,212
CK10+ HP (73) 18 0,71 18,18 0,56 CK10 (83) 18 1,06 18,36 0,62 0,633
CKl((;g) HM 18 0,71 18,29 0,74 CK10 (83) 18 1,06 18,36 0,62 0,654

*Numero total de animais analisados
**Q teste de Log-rank (Mantel-Cox) foi utilizado para comparar os grupos

72



Capitulo 1ll - Resultados e Discussao

4.2. Efeito do tratamento cronico com HS, HP e HM na longevidade dos animais

AT3q130 e CK10

O tratamento cronico com os extratos de HS, HP e HM a concentracédo de 1 mg/mL na longevidade dos
C. elegans (tabelalQ) nao alterou significativamente a longevidade dos nematodes N2 (Fig.31), quando
tratados com extrato de HS (p=0,136), HM (p=0,670) e HP (p=0,009). O mesmo se verificou para a
estirpe CK10 (Fig.32), em que nao se detetaram diferencas significativas na longevidade dos nematodes
quando tratados com extrato de HS (p=0,144), HP (p=0,105 bem como de HM (p=0,567). Por outro
lado, os nematodes da estirpe AT3q130 (Fig.33) quando tratados com os extratos de HS, HP e HM
demonstraram um aumento estatisticamente significativo na longevidade, especificamente para HS

(p=0,000), HP (p=0,037) e HM (p=0,001).
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Figura 31. Avaliacdo dos efeitos na longevidade nos animais WT. Os nematodes da estirpe N2 foram expostos a um
tratamento crénico com extratos de HS, HP e HM a concentracdo de 1 mg/mL, ou com 1% DMSO (controlo). O grafico
representa 1 ensaio, com 100 animais testados por condicdo. As curvas de sobrevivéncia foram analisadas pelo teste de
Log-rank (Mantel-Cox).

73



Capitulo lll - Resultados e Discussao

1,0~
—Mdaf.2
o —Mdaf16
= 0,87 —IN24DMSO
E —ICK10+DMSO
E 06 CK10+HS
o m —ICK10+HP
S L ~ITICK10+HM
g 04
3
5 a
vy 0,27 -|
oy
I I T I |
0 10 20 30 40
Dias

Figura 32. Avaliacao dos efeitos na longevidade no modelo de Tauopatias. Os nematodes da estirpe CK10 foram expostos a
um tratamento cronico com extratos de HS, HP e HM a concentracdo de 1 mg/mL, ou com 1% DMSO (controlo). O grafico
representa 1 ensaio, com 100 animais testados por condicdo. As curvas de sobrevivéncia foram analisadas pelo teste de
Log-rank (Mantel-Cox).

1,07
—daf-2
o I daf-16
= 0,87 = 2+DM50
ke — AT 34130+ DMS0
E —I_l B AT3q130+HS
S 0,67 || —IAT3q130+HP
o ~I1 AT 3q130+HM
=
=
L 0,47 L
o
8
vy 0,27
0,07
| | | | T
0 10 20 20 40
Dias

Figura 33. Avaliacao dos efeitos na longevidade no modelo da DMJ. Os nematodes da estirpe AT3q130 foram expostos a um
tratamento crénico com extratos de HS, HP e HM a concentracdo de 1 mg/mL, ou com 1% DMSO (controlo). O grafico
representa 1 ensaio, com 100 animais testados por condicdo. As curvas de sobrevivéncia foram analisadas pelo teste de
Log-rank (Mantel-Cox).
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Tabela 10. Efeito na longevidade dos WT, AT3q130 e CK10 expostos ao tratamento cronico com extratos de HS, HP e HM
a concentracédo de Img/mL.

Median - Median Média P value

a s.e.m Ign::elsi s.e.m a s.e.m longe s.e.m (Log

Estirpe (n*) longevi (;ji;as). dade (;:Ii.as). Estirpe controlo (n) longevi (;:Ii.as). vidad . Rank,
da.de (dias) da_de _e (dias) Mantel-

(dias) (dias) (dias) Cox)**

daf-16 (70) 16 0,6 14,6 0,4 N2 + DMSO (58) 26 0,4 24,2 0,6 0,000
daf-2 (55) 39 0,9 35,2 1,1 N2 + DMSO (58) 26 0,4 24,2 0,6 0,000
AT3q130 + DMSO (61) 24 1,3 21,8 0,7 N2 + DMSO (58) 26 0,4 242 0,6 0,034
AT3q130 + HS (73) 27 0,5 26,2 0,4 AT3q130 + DMSO (61) 24 1,3 21,8 0,7 0,000
AT3q130 + HP (57) 26 0,6 24,7 0,4 AT3q130 + DMSO (61) 24 1,3 21,8 0,7 0,037
AT3q130 + HM (60) 26 0,4 25,5 0,4 AT3q130 + DMSO (61) 24 1,3 21,8 0,7 0,001
CK10 + DMSO (73) 22 0,8 21,5 0,5 N2 + DMSO (58) 26 0,4 242 0,6 0,000
CK10 + HS (79) 20 0,3 20,7 0,4 CK10 + DMSO (73) 22 0,8 21,5 0,5 0,144
CK10 + HP (72) 20 0,4 20,4 0,5 CK10 + DMSO (73) 22 0,8 21,5 0,5 0,105
CK10 + HM (60) 20 0,4 21,3 0,6 CK10 + DMSO (73) 22 0,8 21,5 0,5 0,567
N2 + HS (54) 24 0,8 22,8 0,6 N2 + DMSO (58) 26 0,4 242 0,6 0,136
N2 + HP (59) 24 0,9 22,3 0,5 N2 + DMSO (58) 26 0,4 24,2 0,6 0,009
N2 + HM (53) 24 0,6 24,4 0,5 N2 + DMSO (58) 26 0,4 24,2 0,6 0,670

*Numero total de animais analisados
**0 teste de Log-rank (Mantel-Cox) foi utilizado para comparar os grupos

As caracteristicas do ensaio de longevidade em meio solido, comparativamente ao meio liquido,
implicam uma menor disponibilidade dos extratos que apenas estdo dissolvidos na OP50 e nao em total
contacto com o animal como acontece em meio liquido. Por essa razao as concentracoes de extratos a
usar em cada um dos ensaios, devem ser ajustadas de acordo. Neste trabalho, apenas um ensaio de
longevidade foi realizado para cada situacao, no entanto em ensaios futuros, diferentes concentracoes
(possivelmente mais elevadas) devem ser testadas.

Embora estes resultados sejam ainda preliminares, mostram um efeito promissor do tratamento cronico
com extratos, especificamente no modelo AT3q130. A auséncia de efeito na longevidade destes extratos
nas estirpes N2 e CK10 foi algo surpreendente, dados os seus efeitos bioldgicos conhecidos.

Por outro lado, a correlacdo entre o efeito antioxidante e o aumento da longevidade em C. elegans nem
sempre é observada. Num estudo, de um total de 34 extratos de plantas, foram selecionaram seis, com
base na sua capacidade antioxidante /n vitro. Os seis extratos aumentaram a resisténcia ao stress
oxidativo induzido por paraquat, em C. elegans, no entanto apenas um deles foi capaz de aumentar a
longevidade da estirpe N2 (Pun et al. 2010). Existem, no entanto, varios estudos que mostram outros
extratos naturais ou compostos isolados de plantas com capacidade para aumentar o tempo de vida em
C. elegans, como os extratos das folhas de Ginkgo biloba (EGb 761) (Z. Wu et al. 2002) e polifendis de
mirtilo (Vaccinium angustifolium) (Wilson et al. 2006).

Estd descrito que os compostos de tioalilo derivados do alho &allylcysteine (SAC) e &

allylmercaptocysteine (SAMC) aumentaram a longevidade e a resisténcia ao stress oxidativo induzido
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por juglona e ao stress térmico em C. elegans, bem como a reducao da acumulacao de ROS, tendo sido
sugerido que estes compostos naturais poderiam servir como potenciais agentes retardadores do
envelhecimento (Ogawa et al. 2016). Em C. elegans WT, a tomatidina, um composto natural derivado
do tomate também aumentou a longevidade, melhorou a funcdo da mitocondria e protegeu a funcao
muscular habitualmente deteriorada com a idade. Foi ainda reportada a ativacdo da via SKN-1/Nrf2 e
outras respostas celulares antioxidantes, seguido do aumento da mitofagia (Fang et al. 2017).

Esta descrito que a via de sinalizacdo Ins/IGF-1 (IIS) é um regulador da longevidade bem conhecido em
C. elegans, Drosophila e ratos (Kenyon 2001; Houthoofd et al. 2005).

Em C. elegans, dois fatores de transcricdo, DAF-16 e SKN-1, promovem a expressdo de enzimas
antioxidantes ou de destoxificacao. O fator de transcricdo DAF-16/FOXO promove a expressdo de genes
que conferem longevidade prolongada e resisténcia ao stress (Lee et al. 2003). O SKN-1, esta
relacionado com as proteinas Nrf em vertebrados, promove a expressao de enzimas de destoxificacao
em resposta ao stress oxidativo (An e Blackwell 2003a). O tratamento com polifenois de mirtilo prolongou
a vida util dos animais daf-16 (mgDf50) e skn-1 (zu67), mostrando assim que os compostos presentes
nesta planta podem agir independentemente da activacao destes genes (Wilson et al. 2006). Poderia
ser interessante verificar, também neste estudo, os efeitos dos extratos HS, HP e HM na longevidade da

estirpe AT3q130 cruzada com estas estirpes mutantes.

5. Avaliacdo da resisténcia ao stress oxidativo induzido por juglona

O stress oxidativo é considerado uma das principais causas do envelhecimento e tem sido implicado na
patogénese de muitas doencas. Estudos prévios relatam atividade antioxidante para os extratos de HS
(Nantitanon et al. 2007; Ghaffari et al. 2014), HP (Paixao et al. 2013) e HM (Povh et al. 2012). Em C.
elegans, a resisténcia ao stress oxidativo pode ser quantificada apos exposicdo dos animais a um
composto indutor de ROS como a juglona (5-hidroxil,4-naftoquinona), e vai depender do equilibrio entre
0s niveis basais de ROS, a capacidade de destoxificar e de reparar os danos causados (Senchuk et al.
2017).

Neste estudo foi utilizada juglona (240 uM), um pro-oxidante natural, para induzir stress oxidativo nos
C. elegans N2, CK10 e AT3q130 pré-tratados com extratos de HS, HP e HM a concentracao de 1
mg/mL. Observou-se que a estirpe N2 (Fig.34A) pré-tratada com extrato de HS apresentou uma
sobrevivéncia média de 28% (p=0,013), ja para HP com uma taxa média de 34% (p=0,005) e HM com
uma taxa média de sobrevivéncia de 30% (p=0,009), em relacdo ao controlo tratado com 1% DMSO. O

potencial antioxidante dos extratos foi também avaliado no contexto das doencas neurodegenerativas
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(DMJ e tauopatias). Os resultados mostram taxas de sobrevivéncia maiores que 50% nos dois modelos
de neurodegeneracdo apds tratamento com os diferentes extratos a concentracdo de 1 mg/mL.
Especificamente, vemos para o modelo AT3q130 pré-tratado até dia 4 com extrato de HS uma taxa
média de sobrevivéncia em relacao ao controlo (1% DMSQ) de 55% (p=0,000), HP de 58% (p=0,000) e,
HM com 54% (p=0,000). O mesmo demonstramos para o modelo CK10, com taxas de sobrevivéncia
acima dos 60%, nomeadamente para HS representada com 61% (p=0,000), para HP de 65% (p=0,000)
e para HM de 64% (p=0,000).
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Figura 34. Avaliacao dos efeitos dos extratos de HS, HP e HM na resisténcia ao stress oxidativo induzido pela exposicao em
meio liquido a 240 uM de juglona (1 h), em animais N2 (A), AT3g130 (B) e CK10 (C), dia 4. Observamos diferencas
significativas nas sobrevivéncias dos N2 quando tratados com HS (p=0,013, * (28%)), HP (p=0,005, ** (34%)) e HM
(p=0,009, ** (30%)), bem como para AT3q130 tratados com HS (p=0,000, *** (55%)), HP (p=0,000, *** (58%)) e HM
(p=0,000, ***(54%)), e também para CK10 quando tratados com HS (p=0,000, *** (61%)), HP (p=0,000, *** (65%)) e HM
(p=0,000, *** (64%)). Foram analisados 100-150 animais por condicéo e ensaio independente. Foi aplicado o teste de “one-
way ANOVA” seguido do teste de Dunnet bilateral para identificar diferencas estatisticamente significativas. As barras de
erro representam o erro padrdo da média de 5 experiéncias independentes para CK10 e AT3q130 e 3 para o N2. * p-value
<0,05; ** pvalue < 0,01; *** p-value < 0,001.
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Estes resultados sugerem que os extratos de Hyptis apresentaram atividade antioxidante. O aumento
significativo da sobrevivéncia dos C. elegans tratados com extratos HS, HP e HM pode estar relacionado
com ativacao de vias de sinalizacao de resposta ao stress oxidativo, bem como da sua capacidade de
remocao de ROS. Os compostos que induzem resisténcia ao stress oxidativo através da inducéao da
transcricao de proteinas antioxidantes exercem acao antioxidante indireta. Esta descrito num estudo em
C. elegans pré-tratados com extrato das folhas de Syzygium jambos, que os nematodes sobreviveram
mais comparados com o controlo, quando sujeitos a toxicidade da juglona (80 uM), indicando que os
polifendis presentes neste extrato apresentaram atividade antioxidante (Sobeh et al. 2018). Também em
C. elegans, o extrato da raiz de Cassia abbreviata, rico em polifenois, foi capaz de aumentar a taxa de
sobrevivéncia em 44,56% quando sujeitos a 80 uM de juglona, e reduziu o nivel de ROS para 61,73%,
em comparacao com o grupo controlo (Sobeh et al. 2018). Futuramente seria importante a avaliacao
dos niveis intracelulares de ROS e/ou de danos oxidativos (por exemplo peroxidacao lipidica) nos animais

tratados com os extratos aqui testados.

6. Avaliacdo da expressao de marcadores antioxidantes através de estirpes reporter

Para correlacionar o efeito antioxidante /7 vivo observado pelo tratamento com extratos de HS, HP e HM
a uma resposta molecular em C. elegans, analisou-se 0s niveis de expressao de dois genes, que medem
a inducdo da transcricdo de genes que codificam importantes enzimas de destoxificacao,
nomeadamente a expressao da y-glutamil cisteina sintetase-1 (GCS-1) e da glutationa-s-transferase-4
(GST-4).

A estirpe reporter CL2166, contendo o promotor do gene gst4 em fusdo com o cDNA da GFP, gst-
4p::GFP, apresenta expressdo GFP nos nucleos do intestino e na parede muscular dos animais, na
faringe, na cabeca e no citoplasma da maioria dos tecidos. Esta inducao da expressao pode ser causada
por diversos agentes de stress como H:0: ou juglona (Kahn et al. 2008; Hasegawa et al. 2010). A estirpe
reporter LD1171, contendo o promotor do gene gcs-1 em fusdo com o cDNA da GFP, gcs-1p::GFP,
apresenta expressdo do gene repdrter na faringe, neurdnios quimiossensiveis ASI, intestino anterior e
posterior, sendo que quando exposto a um stress aumenta dramaticamente a expressao intestinal
(Wormbase).

As glutationas S-transferases (GSTs) sdo enzimas de desintoxicacdo celular. Esta familia de enzimas
multifuncionais catalisa a conjugacdo de varios eletrofilos com glutationa (GSH), desintoxicando

compostos toxicos derivados de forma exdgena e enddgena. Muitos sdo os fitoquimicos presentes em
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plantas ou extratos naturais que induzem a expressdo ou aumentam a atividade de GST, produzindo
assim efeitos protetores ao organismo, prevenindo diversas doencas, é o que relatam os autores numa
revisao (Galal et al. 2015). Em C. elegans a ativacao transcricional da glutationa S-transferase 4 (gst-4)
¢ frequentemente usada como “read-out” para a atividade de SKN-1, ja que este gene é regulado por
este fator de transcricdo (An e Blackwell 2003). Esta descrito, em C. elegans que flavonoides e
fitoquimicos aumentam a expressdo de genes protetores, tais como gst-4 (Hasegawa et al. 2010). O
fator de transcricdo SKN-1 funciona de forma semelhante as proteinas bZIP que regulam os genes de
destoxificacdo da Fase Il em vertebrados (Nrfl, Nrf2) (An e Blackwell 2003b). O metabolismo de
xenobiodticos e a inducdo de enzimas da Fase Il da destoxificacdo em condicdes de stress sdo
controlados, em parte, pelo SKN-1, que desempenha também um papel importante no controlo da
longevidade. A resposta de desintoxicacdo da fase Il fornece uma defesa contra o stress oxidativo e
consiste em inumeras enzimas que eliminam os radicais livres e produzem ou transferem glutationa
(McMahon et al. 2001). O gene ges-1 esta envolvido na via de resposta ao stress oxidativo, como uma
enzima de destoxificacao de fase Il que catalisa o primeiro passo limitante na biossintese de glutationa.
Em C. elegans a GCS-1 é expressa em niveis elevados no intestino em resposta ao stress oxidativo, um
efeito dependente de SKN-1, e em niveis basais nas condi¢cdes normais (An e Blackwell 2003b). Embora
a expressdo de ges-1 no intestino seja induzida por SKN-1 em resposta ao stress, apenas a presenca de
SKN-1 nuclear permite a expressao de gcs-1 nos neurdnios ASI; por outro lado, a expressao desta enzima
¢ independente de SKN-1 na faringe (An e Blackwell 2003b).

O tratamento das estirpes C. elegans repérter com 1 mg/mL de HS, HP e HM n&o causou um aumentou
significativo da expressdo de gst-4p::GFP (Fig.35A,B) em relacdo ao controlo 1% DMSO (linha a
tracejado). No entanto, na presenca do stress oxidativo induzido pela juglona observou-se um aumento

significativo da expressdo de gst-4p::GFP em relacdo ao controlo.
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Figura 35. Efeito do extrato HS, HP e HM (A) na expressao de gst4p::GFP. A intensidade de fluorescéncia relativa (%) da GFP
(B) na estirpe reporter CL2166 (gst-4p::GFP), quando tratados de L1 até dia 4 com 1 mg/mL de extrato de HS, HP e HM em
condicdes normais e de stress oxidativo induzido por 150 uM juglone (1h + 3h de recuperacéo). Foi utilizado o microscépio
de fluorescéncia e a intensidade de fluorescencéncia GFP foi quantificada usando o software Image J. Foram analisados 10
animais por condicao e ensaio independente. Foi aplicado o teste de “one-way ANOVA” seguido do teste de Dunnet bilateral
para identificar diferencas estatisticamente significativas. As barras de erro representam o erro padrdo da média de 4
experiéncias independentes. * p-value < 0,05; ** p-value < 0,01; *** p-value < 0,001.

Esta descrito, em C. elegans, que flavonoides e fitoquimicos aumentam a expressao de genes protetores,
tais como gst-4 (Hasegawa et al. 2010). O facto de néo se ter verificado uma activacéo significativa da
gst-4 nos animais tratados, em condicdes normais, pode sugerir que estes ndo atuam como xenobiotico,
na concentracdo usada. Por outro lado, a expressao significativa da gst-4 em condicdes de stress
oxidativo, pode indicar que os extratos causaram um aumento da expressao da enzima antioxidante em

resposta a necessidade de combater os ROS produzidos pela juglona.
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Figura 36. Efeito dos extratos de HS, HP e HM na expressdo de gcs-1p::GFP: A intensidade de fluorescéncia relativa (%) da
GFP na estirpe reporter LD1171 (gcs-1p::GFP), quando tratados de L1 até dia 4 com 1 mg/mL de extrato de HS, HP e HM
em condicdes normais e de stress oxidativo induzido por 150 uM juglone (1h + 3h de recuperacéo). Foi utilizado o microcopio
de fluorescéncia e a intensidade de fluorescencéncia GFP foi quantificada usando o software Image J). Foram analisados 10
animais por condicao e ensaio independente. Foi aplicado o teste de “one-way ANOVA” seguido do teste de Dunnet bilateral
para identificar diferencas estatisticamente significativas. As barras de erro representam o erro padrdo da média de 4
experiéncias independentes. * p-value < 0,05; ** p-value < 0,01; *** p-value < 0,001.

No caso da estirpe LD1171, quer em condices normais quer em condicdes de stress oxidativo, nao se
observou nenhuma diferenca significativa (p>0,05) na expressao de gcs-1p::GFP em relacao ao controlo
(linha a tracejado). No entanto, parece haver uma tendéncia para um decréscimo da expressado deste
gene reporter em condicdes normais, que se observa também nos nematodes sujeitos ao stress oxidativo
(Fig.36A,B). De realcar que os nematodes pré-tratados com extratos e sujeitos ao stress da juglona ndo
mostraram diferencas significativas em relacdo ao controlo 1% DMSO que n&o foi sujeito a juglona, o
que sugere que os extratos de HS, HP e HM foram capazes de prevenir a necessidade de sintetizar mais
glutationa.

Os nossos resultados sugerem que os extratos de HS, HP e HM podem atuar também como

antioxidantes diretos através da remocao de ROS, prevenindo o consumo de grupo SH e diminuindo a
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ativacdo de enzimas de destoxificacdo induziveis pela condicdo de stress oxidativo em C. elegans. No
entanto, nao é de excluir a hipotese de estes extratos atuarem por via indireta, induzindo outras respostas
protetoras que tornem desnecessaria a ativacao da expressao da GCS-1.

Estes resultados vao de encontro ao que esta descrito por Bonomo et al. (2014), num estudo realizado
com extrato aquoso de acai (Euterpe precatoria) em C. elegans, indicam que a exposicdo ao t-BOOH
(tert-butyl hydroperoxide), um pro-oxidante indutor de ROS, aumentou a expressao do gene reporter gcs-
1p::GFP e o tratamento com o extrato de acai preveniu esta ativacdo. De forma semelhante esta descrito
que o tratamento com carqueja (Baccharis trimera) também diminui a expressao de gcs-1 em condicdes
basais e de stress induzido por t-BOOH, e por outro lado aumentou a expressao de gst-4 em condicoes
basais e de stress (Paiva 2015). Também esta descrito a relevancia desta inducdo com o facto de que
as células utilizam a glutationa (GSH), o maior agente redutor celular, para combater o aumento da
producdo de ROS sob condicdes de stress (Lu 2009). Em C. elegans, esta descrito que a glutationa é
necessaria para o desenvolvimento do animal nos primeiros estadios, no entanto, a partir do estadio L4,
uma reducao desta induziu uma maior resisténcia ao stress oxidativo e aumento da longevidade (Urban
et al. 2017).

Estes resultados complementam os resultados anteriores de resisténcia ao stress oxidativo e, em
conjunto séo indicativos de uma acao antioxidante dos extratos que possivelmente reduz os niveis de
ROS no organismo através do aumento da expressdo de determinadas enzimas antioxidantes. Deste

modo, estes extratos parecem atuar em vias de resposta ao stress oxidativo.

7. Avaliacdo da expressdo génica de enzimas antioxidantes no modelo DMJ

A expressao das enzimas antioxidantes gst-10 e sod-3, bem como o fator de transcricao skn-1 (isoformas
a e ¢ do intestino) envolvido na resposta antioxidante em C. elegans foi quantificada por gRT-PCR. Numa
primeira fase, a eficiéncia dos primers para estes genes bem como a eficiéncia dos genes de referéncia
rob-2 e pmp3foi confirmada (Anexo Il - Figs.38-42).

Estes resultados, embora preliminares, mostram que nos animais C. elegans AT3q130 tratados com 1
mg/mL de extrato de HS, HP e HM houve um decréscimo significativo nos niveis de expressdo do gene
sknl-a/c comparativamente a situacdo controlo de tratamento com 1% DMSO (Fig. 37A). Embora, nao
tenham sido observadas diferencas significativas nos niveis de expressao de gst-10 (Fig.37B) e sod-3
(Fig.37C), entre animais tratados e nao tratados, parece haver uma tendéncia para niveis de expressao

superiores nos animais tratados, principalmente no caso do gene sod-3.
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Figura 37. Expressao do fator de transcricdo SKN-1 (isoformas a e c) (A) e dos genes gst-10 (B) e sod-3 (C) no modelo da
DMJ apos tratamento com extratos de HS, HP e HM a concentracdo de 1 mg/mL. O gréfico representa niveis médios de
expressdo relativa aos genes de referéncia rmpb-2 e pmp-3 considerando 2-4 réplicas bioldgicas e pelo menos 2 réplicas
técnicas. As barras de erro correspondem ao erro padrao da média e os asteriscos indicam p-values <0,002 (**) e <0,033
(*) no teste One-Way Anova.

Em C. elegans , esta bem estabelecido que o fator de transcricdo SKN-1 funciona como um coordenador
central de respostas ao stress e longevidade (An e Blackwell 2003a; Oliveira et al. 2009; Tang, Dodd, e
Choe 2016). Esta descrito que a auséncia de SKN-1 provoca uma maior sensibilidade ao stress oxidativo
e reducdo na longevidade (An e Blackwell 2003b), enquanto que os animais que possuem o SKN-1

constitutivamente ativado apresentam defeitos na funcdo neuromuscular (Staab et al. 2013). Em
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condicodes normais, o SKN-1 possui uma ampla gama de funcdes na desintoxicacdo e modulacao de
mecanismos envolvidos na longevidade, por outro lado, em resposta ao stress, SKN-1 e outros
reguladores adaptam os programas de transcricdo para enfrentar o desafio em questdo (Oliveira et al.
2009). Existem trés isoformas da proteina SKN-1: SKN-1a, SKN-1b e SKN-1c, que diferem nos terminais
N e nos padrdes de expressado. Esta descrito, que o SKN-1a parece ser expresso nos neurdnios motores;
SKN-1b nos neurdénios sensoriais ASI; e SKN-1c detetado principalmente no intestino (Bishop e Guarente
2007; Staab et al. 2014). Estudos atribuem um papel para o SKN-1c (intestinal) na resposta oxidativa.
Em condicdes normais, o SKN-1c esta presente em niveis muito baixos no intestino e, em resposta ao
stress oxidativo, acumula-se nos nucleos intestinais (An e Blackwell 2003b). Esta regulacdo pds-
transcricional da expressdo de SKN-1 é regulado pela via p38 (MAPK) (Inoue et al. 2005).

Esta descrito que a expressao do gene sod-3 (que codifica uma superoxido dismutase de manganés,
MnSOD) esta envolvido na defesa antioxidante e resposta ao stress e, é conhecido por ser regulado por
DAF-16 (Miyasaka et al. 2016; Oh et al. 2006). Em C. elegans estd descrito que o aumento da
longevidade é frequentemente associado ao aumento da resisténcia ao stress e atividade
antioxidante. Por exemplo, a longevidade descrita para dawverse mutantes IIS esta associado ao aumento
da resisténcia ao stress e alta atividade da SOD (Houthoofd et al. 2002, 2005; McElwee et al. 2004).
Alguns estudos relacionam a expressao génica da sod-3 com a longevidade aumentada, por exemplo,
em C. elegans WT mostrou-se que o tratamento com extrato de mirtilos aumentou a longevidade, e
apresentou uma elevada expressao do gene sod-3 (Guha et al. 2013). Esta descrito que o gene sod-3 é
regulado de forma independente de SKN-1 no contexto de IIS reduzida (Tullet et al. 2008). Além disso,
testamos a expressdo do gene gst-10 (que codifica uma glutationa S-transferase), predominantemente
regulado por SKN-1 (Kahn et al. 2008; Park et al. 2009; Oliveira et al. 2009). Esta descrito que a sua
expressao esta correlacionada com a resisténcia ao stress oxidativo e aumento da longevidade
(Ayyadevara et al. 2005, 2007; Park et al. 2009). Os resultados, embora carecam ainda de confirmacao
adicional, parecem indicar que no contexto de uma doenca neurodegenerativa como a DMJ, os extractos
sdo capazes de aumentar a expressdo de enzimas antioxidantes, de forma similar a observada
anteriormente nas estirpes reporter em contacto com juglona. Esta activacdao ao diminuir o dano
oxidativo podera criar mecanismos de “feedback” negativo para o factor de transcricdo SKN-1, o
principal sensor de stress oxidativo. A quantificacdo da expressdo de outros marcadores da reposta

antioxidante podera levar, no futuro, a melhor compreensao destes resultados.
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1. Conclusao e Perspetivas Futuras

Nos ultimos anos, um numero crescente de investigadores tem-se focado no desenvolvimento de uma
nova geracdo de compostos terapéuticos mais seletivos, especificos e eficazes para o tratamento de
doencas neurodegenerativas como a DMJ e as tauopatias.

Neste trabalho, fizemos um estudo do potencial terapéutico de produtos naturais derivados de plantas
para este mesmo fim. De um total de 8 extratos de plantas estudados, os resultados indicam que apenas
0 tratamento cronico com extratos das folhas de Hyptis suaveolens, Hyptis pectinata e Hyplis
marrubioides induziu uma melhoria consistente no fenétipo motor nos modelos de neurodegeneracao
estudados, AT3q130 e CK10, ao dia 4. No entanto, nao se verificou um impacto significativo noutros
fendtipos destes modelos, nomeadamente na agregacdo da ATXN-3 no modelo de MJD, nem diferencas
significativas na descendéncia no nimero total de descendentes no modelo de Tauopatia. Os extratos
destas plantas mostraram ainda um potencial efeito promissor no atraso do envelhecimento do modelo
da DMJ.

Apds tratamento até dia 4, também se observou um aumento da resisténcia dos animais as condicoes
de stress oxidativo induzido por juglona. Os resultados mostram taxas de sobrevivéncia acima dos 50%
nos dois modelos de neurodegeneracdo, e maiores do que 25% no WT.

Os estudos complementares em que se avaliou a expressdo de enzimas antioxidantes em estirpes C.
elegans reporter com background genético WT e, em que se quantificou por gRT-PCR a expressdo de
alguns marcadores de resposta antioxidante, confirmaram que a presenca destes extratos ativa
determinados agentes antioxidantes nos animais e, consequentemente, sera este um dos mecanismos
por detras do aumento da resisténcia ao stress oxidativo induzido pela juglona.

Em conjunto, estes resultados sugerem um potencial efeito neuroprotetor para os extratos HS, HP e HM
indicando que o seu potencial antioxidante pode estar envolvido nesta resposta reforcando a ideia de
que compostos com potencial antioxidante podem ser uma abordagem promissora para impulsionar os
sistemas defensivos contra o stress e a neurodegenerescéncia.

Os mecanismos de acdo devem ser estudados mais detalhadamente no futuro para uma melhor
compreensao da acao destes fitoquimicos e desta forma definir as possiveis abordagens terapéuticas a

empregar.
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No futuro, os seguintes procedimentos poderao contribuir com dados importantes

para o presente estudo:

Os ensaios de longevidade e da quantificacdo da expressdo de genes antioxidantes, deverdo ser
repetidos para que se possa confirmar os resultados preliminares aqui apresentados.

No modelo de DMJ, a verificacdo da agregacao proteica da ATXN3 em estados mais avancados
de idade poderiam trazer informacdes importantes, e permitir detetar eventuais efeitos
dependentes de uma exposicdo mais prolongada ou mais facilmente detetaveis com um fenétipo
mais grave.

Os niveis de ROS nos nematodes tratados deverdo ser avaliados, bem como dos niveis da
peroxidacao lipidica e danos proteicos.

A expressao de outros agenes antioxidantes em estirpes repérter e por qRT-PCR devera ser
avaliada na estirpe WT e nos modelos de neurodegeneracao; estes resultados poderao ser
confirmados por Western-Blot.

O impacto do tratamento dos diferentes extratos nos fendtipos dos modelos de
neurodegeneracao deve ser estudado tendo em consideracdo outros estadios de
desenvolvimento dos animais.

O impacto do tratamento dos diferentes extratos noutros fendtipos descritos para estes modelos

(por exemplo da perda neuronal no modelo de tauopatia, CK10) podera ser analisado.
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1. Anexo |

Tabela 11. Quantificacdo do RNA utilizando NanoDrop, para tratamento com DNAase.

Tratamento com DNAase

volume
Sample ID ng/uL 260/280  260/230  ug/ul tz‘:j‘gﬁﬁif:\ b”ﬁe[:LD)NAse V‘z:”':';o Vi mix (uL)
(ul)

N2_ctrl #1 2565,5 2,01 0,94 256 08 4 15,22 20
N2_ctr #2 23136 1.9 0,83 231 09 4 15,14 20
N2_ctrl #3 31209 1,92 0,99 312 06 4 15,36 20
AT3q130_ctrl #1 41415 136 1,31 414 05 4 15,52 20
AT3q130_ctr #2 4211,0 1,15 1,34 421 05 4 15,53 20
AT3q130_ctrl #3 34995 1,92 1,21 350 06 4 1543 20
AT3q130_ctrl #4 3909,9 1,72 1,31 391 05 4 15,49 20
AT3qL30_HS #1 2461,0 2,00 0,94 246 08 4 15,19 20
AT3q130_HS #2 1358,4 1,70 0,52 1,3 15 4 1453 20
AT3q130_HS #3 2918,3 1,97 096 292 07 4 15,31 20
AT3qL30_HP #1 3344,1 1,89 1,10 334 06 4 15,40 20
AT3q130_HP #2 3894,8 1,75 1,28 389 05 4 15,49 20
AT3qL30_HP #3 33919 1,90 1,13 339 06 4 1541 20
AT3q130_HM #1 659,5 1,72 0,30 0,66 30 4 1297 20
AT3qL30_HM #2 36285 183 1,19 363 06 4 15,45 20
AT3qL30_HM #3 1008,6 1,74 0,40 1,01 2,0 4 14,02 20
AT3q130_HM #4 607,7 216 0,28 0,61 33 4 1271 20
CK10_ctrl #1 1850,8 1,85 0,65 1,85 11 4 1492 20
CKL0_ctrl #2 967,7 211 051 097 21 4 1393 20
CKL0_ctrl #3 13251 1,77 0,46 1,33 15 4 14,49 20
CKL0_HS #1 963,9 1,67 0,38 0,96 21 4 1392 20
CKLO_HS #2 40936 1,03 1,38 4,09 05 4 15,51 20
CKL0_HS #3 398,2 2,05 286 0,40 50 4 1098 20
CKLO_HS #4 24169 2,00 0,88 242 08 4 15,17 20
CKL0_HP #1 86338 1,70 0,34 0,86 23 4 1368 20
CKLO_HP #2 757,8 1,71 031 076 26 4 1336 20
CKL0_HP #3 264,4 1,95 0,66 0,26 76 4 844 20
CK10_HM #1 2061,1 1,91 071 2,06 1,0 4 15,03 20
CK10_HM #2 2494,9 1,99 094 249 08 4 15,20 20
CK10_HM #3 1067,6 1,92 0,39 1,07 1,9 4 14,13 20
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2. Anexo ll

Tabela 12. Quantificacdo do RNA utilizando NanoDrop, para sintese de cDNA.

Sintese de cDNA
volum.e to volume of buffer
Sample ID ng/uL 260/280 260/230 ug/uL sgtl;?tll?s’: Al + franscriptase V(()LE;O Vi mix (ul)
(uL) fut)

N2_ctrll 176,4 1,94 0,68 0,18 5,7 5 9,33 20
N2_ctri2 157,0 1,84 0,54 0,16 6,4 5 8,63 20
N2_ctr3 185,5 1,91 0,55 0,19 54 5 9,61 20
AT3q130_ctril 159,3 1,95 0,71 0,16 6,3 5 8,72 20
AT3q130_ctrl2 152,9 1,86 0,53 0,15 6,5 5 8,46 20
AT3q130_ctrl3 148,3 2,00 0,83 0,15 6,7 5 8,26 20
AT3q130_ctrl4 157,6 1,96 0,96 0,16 6,3 5 8,66 20
AT3q130_HS1 143,7 1,68 0,35 0,14 7,0 5 8,04 20
AT3q130_HS2 142,6 1,88 0,49 0,14 7,0 5 7,99 20
AT3q130_HS3 102,8 1,94 1,29 0,10 9,7 5 5,27 20
AT3q130_HP1 257,1 1,91 0,58 0,26 39 5 11,11 20
AT3q130_HP2 213,0 1,80 0,48 0,21 4,7 5 10,30 20
AT3q130_HP3 82,3 1,61 0,29 0,08 12,1 5 2,85 20
AT3q130_HM1 101,2 1,62 0,26 0,10 9,9 5 5,11 20
AT3q130_HM2 96,2 1,64 0,29 0,10 10,4 5 4,60 20
AT3q130_HM3 156,3 1,75 0,39 0,16 6,4 5 8,60 20
CK10_ctrll 108,2 1,67 0,29 0,11 9,2 5 5,75 20
CK10_ctrl2 118,4 2,19 0,49 0,12 8,4 5 6,55 20
CK10_ctrl3 95,0 1,75 0,25 0,09 10,5 5 4,47 20
CK10_HS1 138,4 1,68 0,33 0,14 7,2 5 7,77 20
CK10_HS2 120,2 1,74 0,40 0,12 8,3 5 6,68 20
CK10_HS3 159,4 1,97 0,68 0,16 6,3 5 8,73 20
CK10_HS4 180,0 1,94 0,42 0,18 5,6 5 9,45 20
CK10_HP1 134,0 1,67 0,32 0,13 7,5 5 7,54 20
CK10_HP2 119,6 1,68 0,29 0,12 8,4 5 6,64 20
CK10_HP3 178,0 1,95 0,41 0,18 5,6 5 9,38 20
CK10_HM1 138,9 1,78 0,38 0,14 7,2 5 7,80 20
CK10_HM2 156,1 1,95 0,68 0,16 6,4 5 8,60 20
CK10_HM3 139,4 1,92 0,33 0,14 7,2 5 7,83 20
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3. Anexo lll

Determinacao da eficiéncia dos primers dos genes antioxidantes gst-10, sod-3, pmp-3, rob-2 e o factor
de transcricao skn-1a/c, utilizados neste estudo.

Melt Curve
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Figura 38. Eficiéncia do primer gst-10.
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Figura 39. Eficiéncia do primer skn-la/c.
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Figura 40. Eficiéncia do primer sod-3.
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Figura 41. Eficiéncia do primer
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Figura 42. Eficiéncia do primer rpb-2.
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