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ABREVIACOES

ATP13A1 - ATPase 13A1

CMAC - 7-amino-4-clorometilcoumarina; marcadores fluorescentes de vacuolo baseados em
coumarina

Ctad — “Cétion transporting ATPase 4”, ou ATPase transportadora de cations 4
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RESUMO

A levedura de fissdo Schizosaccharomyces pombe € um microrganismo de facil manipulacéo
genética e tem sido utilizada como modelo de estudos biomédicos e de diferentes farmacos, e
para elucidacdo da regulacdo de processos fisioldgicos e fisiopatoldgicos incluindo cancer. A
curcumina, um composto bioativo obtido da Curcuma longa L., tem se mostrado promissora
no controle da tumorigénese. A alta proliferacdo celular durante a tumorigénese requer o
aumento na capacidade funcional do reticulo endoplasmatico (RE), resultando no estresse da
organela, o que promove uma resposta celular especifica que compromete a homeostase redox
e de Ca®*. Véarios agentes anticancer exercem sua atividade via modulagio de estresse do RE.
O objetivo deste trabalho foi elucidar os efeitos da curcumina no crescimento celular, usando
como modelo a levedura de fissdo cepa selvagem e a cepa mutante com delecdo do gene para
P5A Cta4 ATPase (cta4A), que exibe estresse cronico do RE, além de analisar a expressédo e
interacdo do gene homologo de humanos, ATP13AL1. As células de levedura foram cultivadas
em diferentes concentracdes de curcumina (0-100 uM), seguida pela microscopia de
fluorescéncia com as sondas marcadoras de vactuolos CMAC, MDY -64, FM4-64 e marcador
mitocondrial Mitotracker Red FM. A analise da expressdo génica de ATP13A1 foi realizada
utilizando as plataformas GTEx, GEPIA, TCGA, UALCAN e GeneMANIA. A curcumina
inibiu a proliferacdo celular de forma dose dependente, além de causar alteragdes na morfologia
e na citocinese. A cepa cta4A demonstrou maior sensibilidade ao tratamento a suplementacéo
com curcumina, quando comparada a cepa selvagem. O efeito da curcumina foi revertido apds
adicdo de baixas concentragdes de FeSOs4. Foi observada intensa fragmentacdo vacuolar nos
tratamentos com curcumina e que a curcumina impede a marcagdo de mitocondrias com a sonda
fluorescente e este efeito ndo foi revertido com FeSO4 nas celulas cta4A. Os resultados sugerem
gue a curcumina causa uma possivel interferéncia na dinamica de microtubulos e citoesqueleto
e na fissdo/fusdo vacuolar, retarda a endocitose celular e prejudica o potencial de membrana
mitocondrial, impactando os sistemas endomembranas. A analise da expressdo do gene humano
ATP13A1 revelou maior expressdo no baco e em tumores relacionados com os ductos biliares
e sistema imune. Esses dados, juntamente com analise de redes de interacGes fisicas e genéticas
de ATP13A1, relacionam a P5SA-ATPase com remodelamento de fluxos inicos como parte de
mecanismos de adaptacao ao estresse do RE e sobrevivéncia em células tumorais.

Palavras-chave: levedura; endomembranas, P5-ATPase, cancer, redes de interagéo.



ABSTRACT

The fission yeast Schizosaccharomyces pombe is a microorganism of easy genetic manipulation
and has been used as a model for biomedical and pharmaceutical studies, and to elucidate the
regulation of physiological and pathophysiological processes including cancer. Curcumin, a
bioactive compound obtained from Curcuma longa L., has shown promise in the control of
tumorigenesis. High cell proliferation during tumorigenesis requires an increase in the
functional capacity of the endoplasmic reticulum (ER), resulting in organelle stress, which
promotes a specific cellular response that compromises redox and Ca?* homeostasis. Various
anticancer agents exert their activity via modulation of ER stress. The aim of this work was to
elucidate the effects of curcumin on cell growth, using as a model the fission yeast wild strain
and the mutant strain with deletion of the gene encoding for P5A Cta4 ATPase (cta44), which
exhibits chronic ER stress, in addition to analysis of the expression and interaction of the
homologous human gene ATP13A1. Yeast cells were grown in different concentrations of
curcumin (0-100 pM), analyzed by fluorescence microscopy with vacuolar markers CMAC,
MDY-64, FM4-64 and mitochondrial marker Mitotracker Red FM. The analysis of ATP13A1
gene expression was performed using the GTEX, GEPIA, TCGA, UALCAN and GeneMANIA
databases. Curcumin inhibited cell proliferation in a dose-dependent manner and caused
changes in morphology and cytokinesis. The cta44 showed higher sensitivity to curcumin,
when compared to the wild type cells. The effect of curcumin was reversed after adding low
concentrations of FeSOa. Intense vacuolar fragmentation was observed in the treatments with
curcumin and curcumin prevented the mitochondria staining with the fluorescent probe and this
effect was not reversed in cta4A. with FeSOa. The results suggest that curcumin causes possible
interference in microtubule and cytoskeleton dynamics and in vacuolar fission/fusion, delays
cellular endocytosis and impairs mitochondrial membrane potential, impacting the
endomembrane systems. Analysis of human ATP13Al gene expression revealed higher
expression in the spleen and in tumors related to the bile ducts and immune system. These data,
along with network analysis of ATP13A1 physical and genetic interactions, link P5SA-ATPase
with ion flux remodeling as part of mechanisms of ER stress adaptation and survival in tumor
cells.

Keywords: Yeast; endomembranes, P5-ATPase, cancer, interaction networks.



1 INTRODUCAO

1.1  Levedura: organismo modelo

As leveduras sd@o microrganismos eucarioticos com facil manipulacdo genética e
obtencdo das células (COOPER; HAUSMAN, 2016). Sdo largamente utilizadas em processos
celulares béasicos, como o ciclo celular, enovelamento de proteinas e transporte intracelular,
sendo um modelo eficaz no combate a doencas humanas (KARATHIA et al., 2011,
COUGHLAN, BRODSKY, 2005; HARTWELL, 2002).

Algumas leveduras sdao amplamente utilizadas em diversos estudos, como a levedura de
fissdo Schizosaccharomyces pombe e a levedura de brotamento Saccharomyces cerevisiae,
visto que possuem grande homologia com genes do genoma humano, justificando assim, o seu
uso como modelo de pesquisas bioguimicas e, também moleculares (WOOD et al., 2002). Essa
caracteristica permite que mutacdes sejam inseridas ao longo do genoma da levedura,
facilitando estudos da funcdo bioldgica e consequéncias resultantes das mutacfes genémicas
(BOTSTEIN; FINK, 2011).

O genoma da levedura Schizosaccharomyces pombe tem alto grau de homologia com o
genoma humano, em 2002 teve seu genoma concluido, apresentando cerca de 5.050 genes
atualmente relatados (PomBase, 2021), possibilitando sua utilizacdo na investigacdo de funcGes
biogquimicas e bioldgicas das vias associadas a diversas doencas humanas (WOOD et al., 2002).
Esta levedura, possui 23 genes associados ao dano e reparo do DNA, controles do ponto de
verificacdo e ao ciclo celular, sendo excelente modelo para estudo de vias especificas das
doencas cancerigenas (WOOD et al., 2002). Ainda, a identificacdo sistematica de genes de
levedura envolvidos em resisténcia aos estresses metabdlicos e acidos foi apontada como uma
estratégia em buscas de alvos para a terapia anticancer (SHIN et al., 2016; DOS SANTOS e
SA-CORREIA, 2009).

O crescimento polarizado e a divisdo por fissdo sdo caracteristicas do ciclo de vida da
levedura Schizosaccharomyces pombe, que possui tempo de geracdo de 2 a 4 horas, em
temperatura média de 30°C (PETERSEN; RUSSEL, 2016). As células desta levedura tém
capacidade de crescimento e proliferacdo em uma variedade de meios diferentes e alcancam a
fase estacionaria quando os nutrientes, como glicose e nitrogénio, se tornam limitantes,
cessando entéo, os ciclos celulares mitdticos (HAGAN; GRALLERT; SIMANIS, 2016).

Nos altimos anos, a utilizagdo da levedura S. pombe tem se tornado uma forte aliada na

compreensdo dos mecanismos associados ao cancer, visto que este microrganismo possuli
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aproximadamente 30% de genes ortdlogos de doencas humanas (HOFFMAN; WOOQOD;
FANTES, 2015; FOURY, 1997; BASSETT JR.; BOGUSKI; HIETER, 1996). De acordo com
0 banco de dados de organismos modelo PomBase, a levedura S. pombe possui cerca de 188
genes homologos aos genes humanos que sdo expressos em diversos tipos de cancer, dentre
eles estdo o gene rasl, homoélogo de HRAS, relevante em céncer de pulmé&o, prostata e
melanoma, o gene byrl, homdlogo de MAP2K1, expresso em cancer de pancreas, cabeca e
pesco¢o e melanoma cuténeo, o gene gcrl, homologo de UQCRCL, expresso em cancer de
figado, dentre outros genes (POMBASE, 2021).

1.2 Curcumina (Curcuma longa L.)

A utilizacdo de espécies vegetais, ou partes de espécies vegetais, com fins medicinais,
ocorre desde a pré-historia, porém de forma empirica e a partir de descobertas acidentais
(SUETH-SANTIAGO et al., 2015). As plantas medicinais foram 0s primeiros recursos
terapéuticos que o ser humano obteve para 0s cuidados com a saude de seus familiares, o
conhecimento a respeito deste uso era construido por meio de observacdes realizadas aos
habitos alimentares de animais herbivoros domésticos e por meio de associacdes entre o
formato, odor e cor do alimento, como a roma, por possuir coloracdo avermelhada, era
associada a cura de complicacdes circulatorias (BADKE, 2008).

A medicina tradicional chinesa e hindu foi pioneira na utilizagdo da curcumina com fins
medicinais, sendo utilizada como anti-inflamatério, para aliviar problemas digestivos e, para
cicatrizacdo, a partir do uso topico (DE COS; PEREZ-URRIA, 2014). Os arabes e persas
utilizavam a curcumina em grandes quantidades devido a sua cor amarelada, portanto, 0s povos
a chamavam de kourkoum, o nome original para acafrdo (CAMATARI et al., 2017).

A curcumina € um dos componentes naturais mais importantes extraido dos rizomas da
Curcuma longa L. (Figura 1), uma espécie vegetal originaria do sudeste asiatico e pertencente
a familia botanica Zingiberaceae, popularmente conhecido como curcuma ou acgafrdo-da-terra
(TOMEH; HADIANAMREI; ZHAO, 2019). Este componente tem recebido muita atencéo nas
ultimas décadas e tem sido estudado devido ao seu potencial antitumoral, antioxidante e anti-
inflamatério (CECILIO FILHO et al., 2000).

Os compostos curcuminoides desmetoxicurcumina, curcumina e
bisdesmetoxicurcumina formam a cdrcuma em concentracfes de 15%, 77% e 3%,
respectivamente, o que lhe confere a cor amarelada e o sabor amargo presente no rizoma da
Curcuma longa L., da qual é extraida (MHILLAJ et al., 2019). A curcuma foi isolada pela

primeira vez em 1815 e obtida em forma cristalina em 1870, sendo solGvel em etanol e acetona,
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seus componentes possuem caracteristicas antioxidantes devido ao nimero de grupos de
hidroxilas presentes na estrutura do seu anel aromatico, que contém grupos o-metoxi fenolicos,
ligados por uma por¢ao B-dicetona o, B-insaturada (BARANKEVICZ, 2015).

Turmérico: rizomas secos e moidos. (Fonte: SUETH-SANTIAGO, 2015).

A atividade antioxidante da curcumina é mediada principalmente pelos grupos fenélicos
por meio da oxidacdo e transferéncia de elétrons, ou seja, eliminando os radicais livres e
retardando o progresso de algumas doencas crénicas, como o cancer (PRADO-AUDELO etal.,
2019). O uso da curcumina via administracdo cronica pode apresentar acdo neuroprotetora,
resultando em um aumento das enzimas antioxidantes, como a glutationa peroxidase e a
superoxido dismutase, visto que seu baixo peso molecular facilita a passagem pela barreira
hematoencefalica (HUANG et al., 2018).

Existem diversos alvos moleculares os quais a curcumina atua, entre eles estdo os
fatores de transcricdo NF-«xB (fator nuclear kappa B), AP-1, B-catenina, STAT-1, STAT-3,
STAT-4, p53, NF-E2; as proteinas quinases JNK, proteina quinase dependente de AMPc,
IKK, proteina quinase A; as proteinas reguladoras do ciclo celular Ciclina D1, Ciclina E, c-
Myc, P21; os fatores de crescimento HERZ2, fator de crescimento derivado de plaquetas, fator
tissular, fator de crescimento epidermal, fator de crescimento fibroblastico, fator de
crescimento de hepatocitos; e os mediadores inflamatérios proteina C-reativa, interleucinas
1B, 2,5, 6, 8, 12 e interleucina 18, LOX-5, MCP-1, Interferon y, TNF-a (COLLINO, 2014).

A proliferacdo de células envolvidas com a resposta imunoldgica, como os macrofagos

e células natural killer pode ser modulada através do uso da curcumina, que pode induzir a
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morte celular por apoptose a partir do aumento do estresse do reticulo endoplasmatico e
disfuncdo mitocondrial em linfécitos T-CD4 (PALMA et al., 2013).

1.2.1 Curcumina e seus efeitos na célula animal

A atividade de curcumina varia de acordo com a concentracdo usada, apontada por ter
efeito hormético (STEPIEN et al, 2020; ZHOU; BEEVERS; HUANG, 2011), sendo benéfico
em baixas concentragdes e toxico em altas. A atividade da curcumina pode variar de acordo
com o alvo molecular. Em células de carcinoma papilar, por exemplo, a curcumina induz a
apoptose a partir da reducdo do potencial de membrana mitocondrial, induz o estresse do
reticulo, caracterizado pela expansdo do reticulo endoplasmatico, ativagdo da UPR, aumento
do influxo de Ca?* intracelular e, consequente morte celular (ZHANG et al.,, 2018). A
curcumina inibe o potencial metastatico em células de cancer de bexiga a partir da diminuicédo
na expressao de proteinas como MMP-2 e MMP-9 (metaloproteinases da matriz extracelular),
em doses a partir de 10 uM (SHI et al., 2017). Em células de linfoma e leucemia, a curcumina
induz a proteina p53, uma proteina supressora de tumor que controla o ciclo celular e leva a
apoptose celular (OTONI; NARDIN, 2017; PARRALES; IWAKUMA, 2015). A curcumina
também induz células de melanoma de camundongos a apoptose, regula positivamente a
expressdao de mmu-miR-205-5p e, negativamente, a expressdo de Bcl-2, suprime a via JAK-
2/STAT3 resultando em inibicdo da proliferacdo e da invasdo celular (LELLI; PEDONE;
SAHEBKAR, 2017; WANG et al., 2017).

O composto pode inibir a via de sinalizacdo PI3K-Akt-mTOR (importante na
proliferacdo celular e angiogénese), a transdugéo e transcri¢éo e o crescimento tumoral de forma
semelhante aos quimioterapicos (GONCALVEZ, 2015). Existem dois principais mecanismos
de acdo em que a curcumina atua, a inibicdo de proteinas, como a YAP, responsavel pela
proliferacdo celular e inibicdo da apoptose, a partir da ativagdo de marcadores de autofagia,
como o LC3-Il e P62; e a partir da ativacdo do fator de apoptose e inibicdo da sinalizagédo de
proliferacédo celular e angiogénese (BARBOSA et al., 2018). Além disso, a curcumina pode
induzir a morte de células de linfoma pela inibicdo do NF-«xB, pela liberacdo do citocromo ¢
e inibicdo da Akt em células renais cancerigenas (MACKENZIE et al., 2008; WOO et al.,
2003).

Em células de carcinoma espinocelular de cabeca e pescogo, a curcumina pode inibir a
peroxidacdo lipidica usando o linoleato, um &cido graxo que pode ser oxidado e formar um
radical de acido graxo, pode neutralizar os radicais livres e até elimina-los (WILKEN et al.,
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2011). A curcumina pode reduzir o nimero de células viaveis quando utilizada em estudos
contra 0 melanoma humano, incubadas por 24, 48 e 72 horas (RABELO; BRETAS; GUILLO,
2002). Em células de linfoma e leucemia, a curcumina induz a proteina p53, uma proteina
supressora de tumor que controla o ciclo celular e leva a apoptose celular (OTONI; NARDIN,
2017; PARRALES; IWAKUMA, 2015).

A curcumina possui um potencial uso no combate as diversas células de céncer,

apresentando diversos tipos de acdo (Tabela 1).

Tabela 1. A¢éo da curcumina em alguns tipos de cancer.

Tipos de cancer | Mecanismo de acao da curcumina Referéncias
Célon e reto Inducéo de apoptose ou necrose Garcea etal., 2005; Ferreira,
2014.
Inducdo de apoptose, estresse do
Tireoide reticulo e disfuncdo mitocondrial nas Zhang et al., 2018.
células T CD4
Supressao das vias de sinalizacdo da
Bexiga metaloproteinase da matriz (MMP) - Shietal., 2017.
2 e MMP-9
Regulacédo negativa da atividade de
Mama ERK1 / ERK2 MAP quinases; dose Masuelli et al., 2013.
dependente.
Pele Inducéo de apoptose Wang et al., 2017.
PANCreas Inducdo da proteina forkhead box O1 Zhao et al., 2015,
(FOXO0L1) e inibicdo da via PI3K/Akt
Figado Inibicdo de NF-«f3 Marquardt et al., 2015.

1.2.2 Curcumina e seus efeitos em células de levedura

A curcumina pode agir contra uma variedade de fungos diferentes, incluindo os
fitopatdgenos Alternaria solani e Fusarium udum, que tém o seu crescimento micelial inibido
com o efeito de 6leos volateis do rizoma da Curcuma longa (BALBI-PENA et al., 2006). O
possivel mecanismo de acdo da curcumina esta relacionado com a reducédo do ergosterol, o que

resulta no acumulo de precursores biossintéticos do ergosterol, levando a morte celular por
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geracdo de ROS (espécies reativas de oxigénio), além disso, a curcumina também inibe o
desenvolvimento de hifas em Candida albicans, visando a captagdo do supressor timidina-1
(TUP1), e pode ter seu efeito aumentado quando em sinergia com algumas drogas como
cetoconazol, fluconazol e anfotericina B, no combate as infeccbes fungicas sistémicas
(ZOROFCHIAN MOGHADAMTOUSI et al., 2014).

A curcumina pode atuar em diversas vias nas células fangicas, levando a morte celular
por apoptose induzida por espécies reativas de oxigénio, biossintese alterada do ergosterol e,
ainda, modular a atividade de inUmeros farmacos, inibindo a resisténcia fungica aos
medicamentos utilizados no tratamento da candidiase, por exemplo (KUMAR et al., 2014). O
crescimento de Cryptococcus gattii ATCC 24065 na presenga da curcumina resulta em um
decréscimo na contagem de coldnias, de acordo com o tempo de incubacéo (24, 48 e 72 horas)
e, modificagdes morfolégicas como diminuicdo do tamanho celular e da cépsula
polissacaridica, ap6s 72 horas de tratamento em Cryptococcus neoformans ATCC 90112 e C.
gattii ATCC 24065 (FREITAS et al., 2017).

Os varios mecanismos de acdo da curcumina nos diferentes tipos de células ainda néo
foram completamente elucidados, sabe-se que a curcumina pode limitar a disponibilidade de
cofatores de ferro essenciais para o crescimento de Saccharomyces cerevisiae, entretanto, a
suplementacdo com ferro pode diminuir o efeito fisioldgico da curcumina e recuperar e fenétipo
normal da célula (AZAD et al., 2013).

1.2.3 Curcumina e seus efeitos em ATPases

A inibicdo da SERCA (sarco/endoplasmic reticulum Ca?*-ATPase) pela curcumina é
estruturalmente especifica, pois exige a presenca de um grupo OH™ na posicdo dos 4 anéis, e na
presenca do ion fosfato ha 0 aumento na taxa de acumulagio do Ca** (LOGAN-SMITH et al.,
2001). A curcumina atua como um potencial inibidor da SERCA, pois interrompe a homeostase
do célcio, aumentando a concentracdo de Ca?* citosélico e levando a apoptose de células de
cancer de ovério (SEO et al., 2016).

Em células de hepatoma a curcumina regula o pH intracelular modulando o nivel de
proteinas extrusoras de prétons, sugere-se que pode inibir a V-ATPase (KIM et al., 2019). A
curcumina também pode aumentar a morte celular induzida por lisossomo em células de cancer
de co6lon humano, na presenca de Bafilomicina A, inibidor especifico da V-ATPase (ZHANG
etal., 2016).
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1.3 Sistemas Endomembranas

Os sistemas endomembranas sdo compostos por membranas e organelas celulares que
estdo conectadas, formando uma rede que caracteriza a via endocitica e a via secretora e
participam diretamente do tradfego de vesiculas (SCOTT; VACCA; GRUENBERG, 2014;
MAXFIELD; MCGRAW, 2004). Dentre as membranas e organelas que compdem o sistema
endomembranas estdo o envoltorio nuclear, reticulo endoplasmatico, aparelho de Golgi,
vacuolos/lisossomos, vesiculas de transporte e a membrana plasmatica. A interacdo entre o
reticulo endoplasmatico e o aparelho de Golgi envolve o transporte de proteinas ou vesiculas,
em que o0 RE é responsavel pelo transporte até o aparelho de Golgi e deste para o exterior da
célula, caracterizando a via secretora (ALBERTS et al., 2010). Na via endocitica, as moléculas
sdo entregues aos vacuolos/lisossomos por meios dos endossomos, iniciais e tardios (GADILA,;
KIM, 2016; GUO; SIRKIS; SCHEKMAN, 2014). O processo de formacdo e transporte de
vesiculas é coordenado por um grupo de Rab GTPases recrutadoras de revestimento que
garantem a montagem correta dos revestimentos sobre os endossomos e as direcionam para 0s
locais especificos na membrana-alvo, onde proteinas SNARE medeiam a fusdo das membranas
(ALBERTS et al., 2010; ZERIAL; MCBRIDE, 2001).

O reticulo endoplasmatico e os vactolos formam sitios de contato importantes para a
sobrevivéncia da célula. Quando ha caréncia de nutrientes, a célula organiza estoques de
lipidios e os disponibiliza na interface fisica entre RE e vacuolos (HARIRI et al., 2018).
Diversas proteinas e metabolitos presentes nos vactolos sao sintetizados no RE e transportados
para os vacuolos através do trafego de vesiculas mediadas por COPII do RE para o Golgi
(XIANG; ETXEBERRIA; VAN DEN END, 2013). Entretanto, ha uma rota de trafego entre
RE e vacuolo que ndo envolve o aparelho de Golgi e sim a maquinaria de autofagia
(MICHAELI; AVIN-WITTENBERG; GALILI, 2014; VIOTTI et al., 2013), parte integrante
da via UPR desencadeada em resposta ao estresse do reticulo endoplasmatico (YANG et al.,
2016; LIU et al., 2012). Além disso, os fons de Ca®* s&o armazenados nos vactolos, aparelho
de Golgi e reticulo endoplasmatico, portanto, os vacuolos participam ativamente na sinalizacao
e troca de Ca?* com o RE, através de Ca?" ATPases (JI et al., 2006; DUNN; GABLE; BEELER,
1994).

O reticulo endoplasméatico também interage com a mitocondria, por meio das
membranas associadas a mitocéndria, ou MAMs (HERRERA-CRUZ; SIMMEN, 2017). As
mitocdndrias ndo estdo envolvidas no trafego vesicular, mas essa interacdo é importante para a
troca de Ca?* entre as duas organelas, além de troca de lipidios (LEVINE; PATEL, 2016) e
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inducdo de autofagia (HAMASAKI, et al., 2013). Portanto, a interrupgéo desta interacdo resulta
em diversas doencas degenerativas como Alzheimer, Parkinson e cancer (COHEN; VALM,;
LIPPINCOTT-SCHWARTZ, 2018; BRAVO-SAGUA et al., 2014). As mitocondrias e o
reticulo endoplasmatico mantém mudltiplas interacdes, entre elas a MERC (contatos RE-
mitocdndria) em que envolve diferentes proteinas interligando as duas organelas, como a Drp1-
Inf2 (dinamina) e a Mfn 1/2 (mitofusina), entre outras (HAYASHI; SU, 2007), e a ERMES
(Reticulo Endoplasmatico e Estruturas de Encontro de Mitocondrias) complexo multiproteico
fundamental na manutencdo da morfologia mitocondrial e de suas func@es, é composto pelas
proteinas Mdm34, Mdm12, Mdm10 e Mmm1 (KUNDU; PASRIJA; 2020; KORNMANN et
al., 2009).

1.3.1 Reticulo Endoplasmético

O RE é uma das maiores organelas presentes no citoplasma da célula, é continuo com a
membrana no nucleo e dividido em duas partes, o RE liso e 0 RE rugoso, que possui ribossomos
associados (REID; NICCHITTA,; 2015). Frequentemente associado a via exoendocitica celular,
0 RE é caracterizado por uma rede de tubulos ramificados e sacos achatados interconectados
pelo lomen, em que ocorre a passagem de moléculas entre seus dois compartimentos, ja a
membrana do RE é o divisor entre o citoplasma da célula e o limen do RE (OAKES; PAPA,
2015).

Dentre as principais fungdes associadas ao RE estdo a sintese, transporte e enovelamento
de proteinas de membrana e sintese e metabolismo de lipidios e carboidratos (WESTRATE et
al., 2015). E uma organela multifuncional, altamente dindmica, que constitui a entrada na via
secretora, além de contribuir para a homeostase do calcio (SICARI et al., 2020). Atua no
transporte das proteinas até o Golgi ou proteinas secretadas como vesiculas, porém, alguns
fatores fisiologicos, quimicos ou patologicos podem comprometer a homeostase do reticulo,
resultando em estresse (HU et al., 2020).

As proteinas mal-enoveladas ou desenoveladas ficam retidas no reticulo endoplasmatico
ou sdo levadas de volta ao citoplasma para que possam ser degradadas nos proteassomos.
Quando a sintese de proteinas excede a capacidade de enovelamento do reticulo
endoplasmatico, estas se acumulam e caracterizam uma condi¢do chamada de estresse do
reticulo endoplasméatico — ERE (TABAS; IRON, 2011). Com objetivo de reverter esta
condicdo, a célula ativa uma série de mecanismos conhecidos como resposta a proteinas mal-
enoveladas (UPR), presente desde leveduras a humanos (WANG; KAUFMAN, 2016). A via
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UPR ¢ iniciada pela ativacdo de trés sensores de estresse: IRE1, enzima que requer Inositol;
PERK, quinase do RE semelhante a PKR; e ATF®6, fator de transcrigédo 6 (CALFON et al., 2002;
YOSHIDA et al.,, 2001). As proteinas que ndo podem ser enoveladas corretamente apds
ativacdo da via UPR sdo degradadas atraves da via de degradacdo das proteinas associadas ao
reticulo endoplasmético. Quando ha longo ERE o resultado é a morte celular por apoptose (XIE;
NG, 2010).

O estresse do RE também pode ser consequéncia de perturbacGes na homeostase de ions
essenciais, como célcio e ferro entre RE, citoplasma e mitocondria. A sinalizagdo do Ca?* é
regulada por Ca?" ATPases do tipo P2 e P5, desta forma, qualquer auséncia e/ou deficiéncia
dessas ATPases culmina em estresse do RE (KAUFMAN; MALHOTRA, 2014). Durante o
estresse do RE, o Ca?* é liberado e entra na mitocondria por meio do contato RE-mitocondria,
como resposta ao estresse agudo. Ao entrar em estresse cronico ndo resolvido, apds a tentativa
de ativacdo da via UPR, a célula entra em morte celular (WANG; KAUFMAN, 2016). A
deplecéo dos estoques de Ca?* no reticulo endoplasmatico é uma forma severa de ERE e sinaliza

respostas celulares como a morte celular programada ou apoptose.

1.3.2 Vacuolos

Os vacuolos sdo organelas altamente dindmicas que podem sofrer modificacfes em
tamanho e morfologia em resposta a alteracfes ambientais (BANTA et al., 1988). Semelhantes
aos lisossomos, sdo importantes em diversos processos, incluindo a regulacdo da homeostase
celular, degradacdo de componentes celulares e armazenamento de ions, metabdlitos e
nutrientes (KLIONSKY; HERMAN; EMR, 1990). O tamanho dos vacuolos pode ser alterado
de acordo com que a célula cresce em tamanho. Em leveduras de brotamento, os vaclolos sdo
uma heranca para as células-filhas (CHAN et al., 2016; WEISMAN; BACALLAO;
WICKNER, 1987). Os vacuolos da levedura de fissdo Schizosaccharomyces pombe sdo mais
numerosos e a heranga para as células-filhas é proporcional ao espaco disponivel no citoplasma,
ndo exigindo posicionamento ativo dos vacuolos (CHADWICK et al., 2020; MULVIHILL et
al., 2001). A maioria dos vacutolos pode estar posicionada ao redor do ndcleo, seguido por uma
minoria que se encontra nas extremidades da célula, essa distribui¢do é simétrica e espelhada,
em relacdo ao nucleo (CHADWICK et al., 2020). O posicionamento dos vacuolos pode ser
afetado por mutacGes ou alteragdes na actina ou citoesqueleto, uma vez que estdo conectados a
rede de microtibulos (MULVIHILL et al., 2001). Ao ocorrer ruptura nos microtubulos, a
localizacdo de vacutolos ao redor do nucleo é parcialmente perdida, sugerindo que ha uma

participacdo ativa dos microtubulos na localizacdo vacuolar (CHADWICK et al., 2020).
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A fuséo e fissdo dos vacuolos é um processo dependente de diversos fatores e proteinas,
como a participagéo ativa da V-ATPase, em que a unidade Vo atua na fusdo das membranas
vacuolares (PETERS et al., 2001), e das vias Styl, PmKk1 e Ypt7 responsaveis pela resposta ao
estresse hipotdnico (BONE et al., 1998). A auséncia da proteina Vps1, relacionada a dinamina,
pode resultar em vactolos menores e com capacidade de fusdo e fissdo reduzida
(ROTHLISBERGER et al., 2009). O pH do ltmen vacuolar ¢ normalmente acido em relagio
ao citoplasma, cujo pH esta proximo a neutralidade, em torno de 6.0, devido ao transporte ativo
de prétons do citoplasma para o vactolo pela V-ATPase (MARTINEZ-MUNOZ; KANE, 2008;
PRESTON; MURPHY’; JONES, 1989).

1.3.3 MitocOndrias

As mitocondrias sdo organelas encontradas na grande maioria dos eucariotos, possuem
duas membranas, a membrana mitocondrial interna e a externa que envolvem dois
compartimentos, 0 espaco intermembranar e a matriz mitocondrial. Essas organelas fornecem
energia e metabdlitos para a célula e participam de diversos processos como a sinalizacéo de
espécies reativas de oxigénio, troca de Ca?*, diferenciacdo celular e apoptose (LABBE;
MURLEY; NUNNARI, 2014). Um dos principais papéis das mitocondrias é gerar ATP para a
célula, processo este resultante da fosforilagdo oxidativa e tem como subproduto a geracao de
espécies reativas de oxigénio (KAUSAR; WANG; CUI, 2018). Além disso, as mitocondrias
sdo importantes locais de armazenamento de calcio e podem regular as respostas de calcio
(ANNESLEY:; FISHER, 2019), assim como a desregulacio de Ca?* pode causar danos a funcio
mitocondrial (BRAVO-SAGUA et al., 2011). Quando a homeostase de Ca?* ¢ perturbada, ha
liberagdo de Ca?* do reticulo a membrana associada a mitocondria, resultando em perda do
potencial de membrana mitocondrial e, consequente, apoptose (MARCHI, et al., 2018).

As mitocondrias também desempenham um papel fundamental no metabolismo do ferro
(TORTI; TORTI, 2013; MARTINS et al., 2018). O ferro é de grande relevancia para o
metabolismo energético, respiracdo e sintese de DNA, facilitando diversas reac6es biologicas,
entretanto, pode participar de reacdes prejudiciais a célula, como a geracdo de espécies reativas
de oxigénio (MANZ et al., 2016). Neste contexto, as mitocondrias sdo essenciais, uma vez que
a regulacdo e homeostase do ferro é realizada cuidadosamente pelas mitocondrias, reduzindo
os riscos de toxicidade pelo ferro (RICHARDSON et al., 2010). Os mecanismos pelos quais as
mitocondrias adquirem ferro ainda ndo foram completamente elucidados, contudo, € provavel
gue varios mecanismos contribuam para a entrega de ferro as mitocondrias (PAUL et al., 2017).

Umas das vias de entrega de ferro ¢ através da transferrina, em que o ferro se liga a proteina

22



transferrina e os endossomos formam contatos transitdrios com a membrana externa da
mitocondria, gerando uma transferéncia de ferro direta, evitando reagdes indesejadas com o
citosol rico em oxigénio (HAMDI et al., 2016; SHEFTEL et al., 2007). Na membrana interna
da mitocondria de leveduras estdo presentes as proteinas mitoferrinas Mrs3 e Mrs4 capazes de
transportar o ferro entregue pela transferrina até a matriz mitocondrial (FOURY; ROGANTI,
2002). Uma vez na matriz mitocondrial, o ferro é utilizado para trés funcdes basicas, a sintese
de heme, biogénese do cluster ferro-enxofre e armazenamento de ferritina mitocondrial,
portanto, a interrupcdo no metabolismo mitocondrial do ferro pode levar ao estresse ou morte
celular (PAUL et al., 2017). As mitocéndrias também desempenham um papel adicional como
um sensor para a regulacdo da aquisicao de ferro celular e distribuigéo intracelular (MARTINS
etal., 2018).

1.4  ATPases de Ca?* e H*

As ATPases sdo enzimas transmembrana que controlam o fluxo de ions como o K*, Na*,
H*, Ca?*, nas células de diferentes organismos vivos, utilizando energia livre a partir da
hidrélise do ATP e mantém o gradiente eletroquimico, sendo fundamental para a sobrevivéncia
da célula (CASEY; GRINSTEIN; ORLOWSKI, 2010; JORGENSEN; HAKANSSON;
KARLISH, 2003).

Dentre os transportadores ATPase do tipo P que regulam estoques intracelulares de
célcio estdo Ca®*-ATPases do tipo P2 e P5A. A Cta4 ATPase de levedura de fissdo
Schizosaccharomyces pombe foi a primeira PSA ATPase a ser caracterizada quanto ao seu
envolvimento na homeostase de calcio no reticulo endoplasmatico, citoplasma e nuicleo, e
apresenta enzima homologa codificada pelo gene ATP13A1 em humanos (OKOROKOVA-
FACANHA et al., 2002; 2016; LUSTOZA et al., 2011). A Ca?*-ATPase codificada pelo gene
ATP13A1 em humanos, esté presente no reticulo endoplasmatico e participa de fun¢bes basicas
do RE como enovelamento e processamento de proteinas, além de geralmente ser expressa em
todos os tipos celulares, podendo ter sua funcionalidade estudada em leveduras (SGRENSEN
et al., 2018). A auséncia de ATP13Al induz a resposta a proteina mal enovelada com fator
importante no sistema nervoso, uma vez que sua expressdo € maior em tecidos do cérebro,
associando a diversas doencas neurodegenerativas (COHEN et al., 2013).

Nosso conhecimento atual sobre a fisiologia e as fungdes dessas bombas Unicas e
enigmaticas sdo baseadas essencialmente em caracterizacao genética e bioquimica de ATPases

do tipo P5A de levedura e planta. A perda de ATPases do tipo P5A tem um efeito profundo em
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varios processos, incluindo o estabelecimento e manutengdo da polaridade celular, citocinese,
homeostase idnica e glicosilacdo, dobramento e secrecdo de proteinas (OKOROKOVA-
FACANHA; COGO; PALMA, 2016). As ATPases do tipo P5A foram localizadas no reticulo
endoplasmatico, portanto, ndo é surpreendente que a perda e/ou inibicdo dessa ATPase teria um
efeito drastico na homeostase do reticulo endoplasmatico e processos que dependem do
funcionamento do reticulo endoplasmatico.

Os protons participam de uma gama de processos fundamentais, como a regulacdo do
pH citoplasmatico, acidificacdo de organelas, alem da formacdo e a manutencéo do gradiente
eletroquimico através da membrana, que serve como uma for¢ca motora para sistemas
secundarios de transporte de ions, aminoacidos e agucares. A homeostase de H" é mantida pela
atividade coordenada de diferentes transportadores, sendo as principais ATPases protonicas do
tipo P, V e F, que sdo capazes de transportar prétons através das membranas contra o seu
gradiente eletroquimico, usando a energia da hidrolise do complexo ATP-Mg (NELSON,
1992). As V-ATPases sdo localizadas nos vacuolos e outras endomembranas, como
endossomos, lisossomos, complexo de Golgi, reticulo endoplasmatico e vesiculas secretorias
(SAMARAO et al. 2009), e na membrana plasmatica em células de cancer, exercendo o papel
importante no controle de pH extra e intracelular, requerido para proliferacdo e controle de
tumorigénese (MARTINS et al, 2019).
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2 OBJETIVO

2.1  Objetivo Geral

Estudar mecanismo de acdo de curcumina sobre a dindmica vacuolar e a proliferagdo
celular no organismo modelo Schizosaccharomyces pombe visando entender os mecanismos

antitumorais deste fitoterapico.

2.2  Objetivos Especificos

o Analisar o efeito da curcumina na proliferacéo, polaridade e morfologia de células;

o Determinar efeito de ferro em células expostas a curcumina;

o Analisar distribuicdo, numero e morfologia de vacuolos em células expostas a
curcuming,;

o Analisar organizacdo da rede de mitocondrias em células expostas a curcumina;

o Comparar sensibilidade a curcumina entre células sem e com estresse crbnico do

reticulo endoplasmatico.

o Analisar expresséo génica de PSATPase de humanos, ATP13ALl.
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3 METODOLOGIA

3.1  Cepas microbianas utilizadas

As cepas de Schizosaccharomyces pombe utilizadas para este estudo foram a cepa
selvagem wt Fy1180 (genétipo h* otrlR(Sphl)::ade6™ ura4-D18 leul-32 ade6-M210), e a cepa
mutante cta4A Hu285 (gendtipo h* cta4:: urad™ ura4-D18 leul-32 ade6-M216) deficiente na
Cta4 ATPase (OKOROKOVA-FACANHA et al., 2002).

3.2  Meios de cultura e manutencéo

Para o cultivo das cepas Fy1180 e Hu285, em meio liquido, foi utilizado o meio rico
YES (“yeast extract medium with supplements”; MORENO et al., 1991) contendo 0,5% de
extrato de levedura; 3% de glicose; 75 mg L™ dos aminoécidos arginina, histidina e leucina, e
75 mg L dos nucleotideos adenina e uracila, sendo o meio para a mutante sem uracila. Os
meios utilizados foram esterilizados em autoclave por 20 minutos a 121°C, e mantidos em
temperatura ambiente até a utilizacdo. As cepas foram inoculadas em meio liquido YES e
cultivadas por 48 horas. As células foram entdo cultivadas na presenca de curcumina (Sigma
Aldrich, C1386) nas concentragdes de 10, 50, 100 e 200 uM a 30°C por 48 a 72 horas ou até o
aparecimento de coldnias. Os cultivos também foram realizados na presenca concomitante ou
ndo de FeSO4 nas concentragdes de 50 e 100 pM.

Para o cultivo em meio solido, foram acrescidos 2,5% de agar a concentracdo final. Os
meios sélidos foram esterilizados em autoclave por 20 minutos a 121°C, vertidos em placas de
Petri no fluxo laminar, mantidas na estufa a 30°C por 48 ou 72 horas e, posteriormente,
armazenadas a 4°C.

Para a manutencdo das cepas, uma al¢ada das colbnias das células de levedura foi
retirada de uma “placa-estoque” e semeada em outra placa fazendo estrias continuas, de trés em
trés meses. A placa foi incubada a 30°C até aparecimento de colonias (3 dias para cepa Fy1180

e 4 dias para cepa Hu285) e armazenadas a 4°C.

3.3  Avaliacao do efeito da curcumina em culturas de S. pombe em meio liquido

As células das cepas Fy1180 e Hu285 foram inoculadas em meio YES, incubadas a 30°C
em um agitador orbital a 250 rpm até que as culturas atingissem a fase estacionaria do

crescimento e, posteriormente, foram utilizadas para a determinacdo espectrofotométrica da
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densidade Optica (DO) da cultura, medida ao comprimento de onda de 640nm (DOsoo). Uma
aliquota de cada pré-cultura foi diluida em novo meio YES até DOsoo = 0,2 (ou 0,1) e a taxa
especifica de crescimento e o tempo de duplicacdo das culturas foram acompanhados retirando
aliquotas de ambas as cepas para leituras de DOeoo @ cada 3 horas, ao longo do tempo de
incubacdo de 46 horas. As células foram cultivadas na auséncia ou na presencga de curcumina
nas concentragdes de 10, 50, 100 e 200 puM (a partir do estoque de 1 mM em DMSO) para

avaliar o efeito na proliferacdo e morfologia celular.

3.4  Avaliagdo do efeito da curcumina em culturas de S. pombe em meio sélido

Uma pequena quantidade de células de levedura (uma coldnia de diametro médio) foi
retirada da placa e ressuspensa em 200 pl de agua estéril em uma placa multi-pogos. Uma
quantidade de 50 pl desta suspensao de células foi transferida para o seguinte pogo da placa
contendo 200 ul de meio YES. Este passo foi repetido 3 vezes, obtendo ao final, 3 pogcos com
diluicdes seriadas consecutivas da suspensao inicial. Aliquotas de 5 pl de cada poco foram
retiradas e transferidas com a ajuda de uma pipeta comum para placas de Petri, contendo meio
YES, suplementado com curcumina nas concentracfes de 10 uM e 100 pM e FeSOs nas
concentracdes de 50 e 100 uM e incubadas por 3 dias a 30°C.

3.5  Marcacdo de vactolos em células de S. pombe

A organizagdo e morfologia vacuolar foi avaliada por meio da marcagdo com sondas
fluorescentes CMAC e MDY -64 usando o kit de marcagéo vacuolar (Molecular Probes, Y7531)
e a sonda FM4-64 (3-triethylammoniumpropyl)-4-(6-(4-(diethylamino)phenyl)hexatrienyl)
pyridinium dibromide; Invitrogen, T3166) de acordo com as recomendacGes do fabricante. O
kit € composto por uma sonda azul-fluorescente, uma conjugada a cumarina, capaz de marcar
seletivamente o limen vacuolar [CMAC-(7-amino-4-chloromethyl-coumarin)] e a outra verde-
fluorescente marcadora da membrana vacuolar de leveduras (MDY-64). Inicialmente, as cepas
wt e cta44 foram cultivadas por 16 horas, até atingirem a densidade optica igual & 2,0, nas
seguintes condic¢des: meio YES sem tratamento (CTR), na presenca de 50 uM FeSOs, 50 uM
curcumina e 50 uM FeSO4 + 50 uM curcumina. Para o preparo das amostras, cada tratamento
(1 ml) foi colocado na microcentrifuga a 3.000xg por 3 minutos, em seguida foi retirado o
sobrenadante e a amostra foi lavada com tampdo HEPES (10 mM HEPES, pH 7.4, contendo
5% de glicose, para a marcagdo com as sondas CMAC e MDY-64) ou meio YES (paras a
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marcacdo com a sonda FM4-64), este processo foi repetido duas vezes e, por Gltimo, as amostras
foram ressuspensas em 500 pl de tamp&do HEPES ou meio YES. Os marcadores seletivos
CMAC e MDY-64 foram utilizados simultaneamente, em concentracdo de 100 uM e 10 uM (a
partir do estoque de 10 mM, dissolvidas em DMSO), respectivamente, entretanto, a sonda
MDY -64 foi acrescentada em uma aliquota dos cultivos previamente incubados com CMAC
nos 5 minutos finais da incubacdo, totalizando 30 minutos de incubagéo. A sonda FM4-64 foi
utilizada em concentracdo de 5 UM (a partir do estoque de 10 mM, dissolvida em DMSO),
incubada por 15 minutos e 1 hora, e analisada nos dois tempos. As células nos tratamentos com
curcumina foram lavadas novamente com tampdo HEPES ou meio YES, apés a incubacao das
sondas por 30 minutos. Para o preparo das laminas, foram adicionados 10 pl de poli-L-lisina
sobre as laminas e estas foram mantidas na estuda a 37°C até a secagem completa. Em seguida,
foram adicionados 10 pl da suspenséo celular, que foram cobertos por uma laminula.

As amostras de células foram analisadas por microscopia em DIC e fluorescéncia, em
objetivas com aumento de 63 ou 100x, em microscépio Zeiss Axion Imager A.2 acoplado a
camera digital AxioCam 2.0 e filtro UV-DAPI (excitacdo 365/12, emissdo LP 397, beamsplitter
FT 395) para CMAC e o filtro FITC (excitacdo BP 450-490, emissdo LP 515, beamsplitter FT
510) para MDY-64, filtro set 15 (excitacdo 546/12, emissdo LP 590, beamsplitter FT 580) para
FM4-64. As imagens foram processadas no software AxionVision versdo 4.9. Nas figuras

foram mostrados apenas algumas células, representativas de toda a populacao.

3.6  Marcacdo de mitocdndrias em células de S. pombe

As células das cepas Fy1180 (wt) e Hu285 (cta44) foram cultivadas em meio YES (pH
4,5) nas seguintes condi¢Oes: meio YES sem tratamento (CTR), 50 uM FeSOs, 50 uM
curcumina, e 50 uM FeSO4 + 50 uM curcumina, por 15 horas até atingirem a densidade optica
igual a 2,0. Apos o cultivo, uma aliquota de 1 ml da cultura celular foi retirada, transferida para
tubo e centrifugada a 3.000xg por 3 minutos. As células sedimentadas foram lavadas em 1 ml
de tampao HEPES (10 Mm HEPES, pH 7.4, contendo 5% de glicose) e a suspensao celular foi
novamente submetida a centrifugacdo a 3.000xg por 3 minutos. Posteriormente, as células
foram ressuspensas em 500 pl de tampao HEPES e, adicionados 100 nM (a partir do estoque
de 1 mM, dissolvida em DMSOQ) de MitoTracker Red FM (Invitrogen, M22425). As células
foram incubadas com a sonda MitoTracker Red FM por 30 minutos a temperatura ambiente.
Em seguida, as amostras de celulas com curcumina foram centrifugadas a 3.000xg por 3

minutos, e o sedimentado foi lavado em 1 ml de tampéo HEPES, centrifugado a 3000xg por 3
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minutos e finalmente ressuspenso em 500 pl de tampdo HEPES. Em seguida foram adicionados
10 pl de agarose low metting (1% em &gua) em uma lamina e ap6s secagem completa foram
adicionados 10 pl da suspenséo celular que foram cobertos por uma laminula. As amostras de
células foram observadas em objetivas com aumento de 63 ou 100x em microscopio de
fluorescéncia Zeiss Axion Imager A.2 acoplado a camera digital AxioCam 2.0. A fluorescéncia
de excitagdo da sonda foi de 490 nm e de emissdo foi de 516 nm em filtro set 15 (excitagédo
546/12, emissdo LP 590, beamsplitter FT 580). As imagens foram capturadas usando o software
AxioVision versao 4.9. Nas figuras foram mostrados apenas algumas células, representativas

de toda a populacéo.

3.7 Andlise estatistica

Os dados foram analisados estatisticamente utilizando o teste one-way ANOVA,
seguido pelo teste de Tukey (p < 0,05) para determinar as diferencas entre os tratamentos e 0
controle. As diferencas estatisticas significantes (p < 0,05) foram indicados por diferentes letras

ou asteriscos.

3.8 Analise da expressdo génica de ATP13A1

As andlises do gene humano ATP13A1 foram realizadas utilizando ferramentas e banco
de dados publicos disponiveis nas plataformas GTEx (Genotype-Tissue Expression) e
UALCAN (CHANDRASHEKAR et al., 2017), que usa banco de dados publicos TCGA (The
Cancer Genome Atlas). A analise de interacdes de ATP13A1 foi realizada usando plataforma
GeneMANIA (WARDE-FARLEY et al., 2010).
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliacéo do efeito da curcumina no cultivo de células de S. pombe

4.1.1 Ensaios no meio liquido

Com objetivo de avaliar o efeito da curcumina em culturas da cepa selvagem (wt) e
mutante deficiente de Ctad ATPase (cta44) de S. pombe, as células foram cultivadas em meio
liquido YES, na auséncia e na presenca de 10, 50 e 100 uM de curcumina. Observamos que as
culturas expostas a curcumina apresentaram inibicéo na proliferacdo celular, de acordo com a
concentracdo de curcumina (Figura 2), evidenciada pela diminuicdo da densidade Gtica de
suspensdes celulares. Apos 22 horas de cultivo a 30°C e 250 rpm, quando as culturas ja
alcancaram a fase estacionaria de crescimento, o tratamento com 10 pM de curcumina
demonstrou inibi¢do do crescimento celular de ~6% em wt e cta44, quando comparada com 0
grupo controle. Todavia, ao aumentar a concentracdo da curcumina, a taxa de inibicdo também
foi elevada, indicando a inibicdo dose dependente. A adi¢do de 50 UM de curcumina causou
60% de inibicdo no crescimento em culturas wt e 55% em cta44. Nos tratamentos com 100 uM
de curcumina a taxa de inibicdo aumentou para 92% em wt e 87% em cta44 (Figura 3).

Estudos anteriores demonstraram que a curcumina pode formar complexos com ferro
(BERNABE-PINEDA et al., 2004), atuando como quelante do ferro intracelular, alterando os
niveis e perturbando a sua homeostase (MINEAR et al., 2011). Conhecendo essa caracteristica
da curcumina analisamos os efeitos do ferro no cultivo de células de S. pombe. Ao suplementar
0 meio de cultivo com 50 uM FeSO4 nos cultivos tratados com 50 uM curcumina, foi possivel
observar que o efeito inibitorio da curcumina na proliferacéo de S. pombe foi revertido (Figura
4).
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Figura 2. Curvas de crescimento de S. pombe na presenca de curcumina. As células da cepa selvagem wt (A) e
mutante cta44 deficiente de Ctad ATPase (B) foram cultivadas em meio liquido YES na presenca de diferentes

concentragdes de curcumina (10, 50 e 100 [AM), durante 46 horas.
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Figura 3. Taxa de inibicdo do crescimento de culturas da levedura S. pombe exposta a diferentes concentracGes de
curcumina. As células da cepa selvagem wt (A) e mutante cta44 (B) foram cultivadas em meio liquido YES na

presenca de 10, 50 e 100 UM de curcumina durante 22h. * indica os valores de porcentagem referentes a taxa de
inibicdo da curcumina para cada tratamento, com média para 2 ensaios.
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Figura 4. Adicao de FeSO4 reverte o efeito inibitdrio causado pela curcumina no cultivo de S. pombe. As células
da cepa selvagem wt (A) e mutante ctad4 (B) foram cultivadas em meio liquido YES na presenga de 50 uM de
curcumina e 50 pM de FeSO4 durante 16h. Dados referentes a 3 ensaios.
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4.1.2 Ensaios no meio solido

Para confirmar os dados obtidos a partir da curva de crescimento de levedura em meio
liquido, avaliamos também o efeito de curcumina em meio sélido. E possivel observar no teste
de diluicédo seriada (Figura 5A) que células mutantes cta44 sdo mais sensiveis ja na presenca
de 10 uM curcumina, apresentando baixo crescimento de coldnias ao ser comparado ao controle
wt. Forte reducgéo de crescimento de cta44 foi observada na presenca de 100 uM. A adi¢éo do
FeSOs, nas concentragdes de 50 e 100 pM, reverteu consideravelmente o efeito inibitorio da
curcumina para as duas cepas (Figura 5A). A visualizacao deste fendmeno também foi possivel
através do microscopio Optico em que o tratamento com 100 uM de curcumina apresentou
namero reduzido de células, em relacéo ao grupo controle e, apds a adicdo de FeSO4, 0 nimero
de células aumenta em culturas wt e cta44.

As imagens obtidas através do microscopio éptico para o grupo controle das cepas wt
e cta44 demonstram a morfologia tipica das células S. pombe, em que as células apresentam
formato de bastonete e septos regulares (Figura 5B). O tratamento com 100 uM de curcumina
promoveu alteracdo na morfologia e polaridade das células, tornando-as atipicas, com
morfologia incomum e, também, alteracbes na citocinese como presenca de células
multisseptadas, sugerindo que a curcumina possa estar interferindo na distribuicdo e dinamica
de microttbulos. E possivel observar que alteragdes em morfologia e polaridade celular
causadas pela curcumina foram revertidas pela adi¢do de FeSQOg, e as células wt novamente
apresentam morfologia padrdo em forma de bastonete. No caso de mutante cta44, as células
deixaram de formar aglomerados e ndo estdo mais agrupadas, podendo ser observadas
isoladamente, indicando que a suplementacdo com FeSOs4 amenizou tanto os defeitos da
polaridade como da parede celular, caracteristicos dessa cepa mutante (Figura 5B).

Ao compararmos o cultivo em meio liquido e em meio s6lido, observamos que em
concentracdes mais altas de curcumina (100 uM) as células da mutante cta44 sdo mais sensiveis
que wt (setas — Figura 5A). Em meio liquido, as leituras foram realizadas apos 22 horas de
cultivo, entretanto, em meio solido as culturas permaneceram por 96 horas até a observacao.
Em cultivos mais prolongados notamos que as defesas de cta44 contra os efeitos da curcumina
nédo sdo bem sucedidas como wt, visto que células mutantes ja apresentam diversos problemas
resultantes da delecdo da Cta4 ATPase, como perturbacdes na homeostase idnica e o estresse
do reticulo endoplasmatico.
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Figura 5. Efeito da curcumina e ferro no crescimento e morfologia das células de S. pombe. (A) Imagens das
colbnias das cepas wt e cta44 apés teste de diluicdo seriada (dilui¢do final 125x) em meio solido YES na
presenca de 10 e 100 pM de curcumina e 50 e 100 pM de FeSO. (B) DIC demonstrando efeito de curcumina
na polaridade celular e citocinese. As placas foram cultivadas por 72 h (wt) e 96 h (cta44) e as células foram
retiradas da placa em uma aliquota para visualizacdo ao microscépio (objetiva 63x). Barra representa 10 uM.
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4.2  Efeito da curcumina na organizacao de vacuolos em células S. pombe

A analise morfoldgica e quantitativa de vactolos com sonda fluorescente CMAC,
revelou que culturas de células de wt sem tratamento apresentaram vacuolos arredondados, em
sua maioria grandes, bem delimitados, com média de 4,3 + 0,3 (média + erro padrdo) vacuolos
por célula (Figura 6A). A principio o nimero de vacuolos ndo foi significativamente alterado
pela adicdo de 50 uM FeSOs, observa-se apenas uma variagao de leve aumento para 6,3 = 0,3
vacuolos/célula em wt, também ndo houve alteracdo na morfologia vacuolar (Figura 6B).
Notavelmente, quando exposta a 50 UM curcumina, a cepa wt apresentou vactolos menores,
arredondados e com aumento de 2,4 vezes no nimero médio de vactolos/célula (Figura 6C).
Esse efeito foi parcialmente revertido em cultivos na presenca concomitante de 50 UM FeSO4
e 50 uM curcumina, onde as células apresentaram vacutolos arredondados, bem delimitados,
em tamanho maior e menos numerosos. O numero médio de vacutolos por célula foi restaurado
para 7,8 £ 0,4 (Figura 6D).
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Figura 6. Marcagdo do limen vacuolar em células wt de S. pombe com sonda fluorescente CMAC. (A) VacuUolos
em wt sem tratamento, (B) apds cultivo na presenca de 50 UM FeSOs, (C) na presenca de 50 uM curcumina e (D)
na presencga concomitante de 50 UM curcumina e 50 uM FeSQa. As células foram analisadas apés 16 horas de
cultivo. Barras representam 10 uM.

Diferentemente de células selvagens wt, observamos os vacuolos muito pequenos e, por
diversas vezes, sobrepostos, em células mutantes cza44, com média de 20,4 + 2,2 vactolos por

celula (Figura 7A). A adicéo de 50 uM FeSO4 resulta em alteracdes na média de vacuolos por
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célula, observa-se uma variagdo para 13,7 £ 1,0 vacuolos/célula em cta44. Todavia, ocorreu
mudanga na morfologia com vacuolos pouco maiores, mais definidos e arredondados (Figura
7B). No tratamento com curcumina 50 UM para a cepa cta44, foi possivel observar vacuolos
fragmentados, muito pequenos e sobrepostos, ocupando grande parte do citoplasma,
dificultando uma quantificacdo precisa. Foi viavel quantificar em média 30,7 + 2,1
vacuolos/célula, entretanto, fica claro o aumento no nimero médio de vacutolos (Figura 7C). O
tratamento com FeSO4 50 uM + 50 pM curcumina, para cta44 foi semelhante ao observado
para células wt, com vacutolos arredondados, bem delimitados, em tamanho maior € menos
numerosos, com o numero médio de vacuolos por célula restaurado para 13,3 + 1,4 (Figura
7D), bem préximo dos nimeros obtidos no controle.

A quantificacdo de vacuolos com sonda CMAC revela que curcumina promove a
fragmentacdo vacuolar, indicando perturbac6es no processo de fusdo/fissao de organela, e que
este processo requer ions de ferro. A reversdo parcial do efeito de curcumina pela adi¢do de
FeSOs, sugere que a curcumina perturba a homeostase de outros ions, além do ferro, requeridos
para fusdo vacuolar, e/ou outros alvos moleculares requeridos para homeostase vacuolar. Ha
uma clara distin¢do na organizacdo de vacuolos entre células selvagens que estdo expressando
P5A Cta4 ATPase (wt) e aquelas deficientes desse transportador. A auséncia do gene cta4*
resulta em vacuolos altamente fragmentados com defeito em tamanho, indicando importancia
da Ctad4 ATPase ndo somente em niveis de calcio e na homeostase da organela onde reside, no
reticulo endoplasmatico, mas também na homeostase de vactolo e seu pH. E notavel que a
presenca de curcumina e a auséncia de Ctad ATPase resultam em fenotipo semelhante de

fragmentacéo vacuolar.
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Figura 7. Marcacdo do limen vacuolar em células cta44 de S. pombe com sonda fluorescente CMAC. (A)
Vaclolos em wt sem tratamento, (B) apds cultivo na presenca de 50 pM FeSOs, (C) na presenca de 50 uM
curcumina e (D) na presenga concomitante de 50 uM curcumina e 50 pM FeSQOa,. As células foram analisadas ap6s
16 horas de cultivo. Incubagdo com sonda foi realizada conforme descrito em Métodos. Barras representam 10
UM.

Nas analises realizadas com a sonda fluorescente MDY-64, que marca especificamente
a membrana vacuolar, ndo foi possivel identificar vacuolos nos tratamentos controle e 50 UM
curcumina, tanto para células wt quanto para cta44 (Figura 8). Nos tratamentos com 50 M
FeSO. a morfologia vacuolar observada foi semelhante a descrita com a sonda fluorescente
CMAC, vacuolos grandes e arredondados em wt (Figura 9A), com média de 7,7 £ 0,6
vacuolos/célula e, pequenos e sobrepostos em cta44 (Figura 9B), com média de 16 + 7,9
vacuolos/célula. Os vacuolos observados apos cultivo na presenca de 50 uM FeSO4 + 50 uM
curcumina apresentaram morfologia arredondada para as duas cepas, porém em wt sao maiores
e em menor numero (Figura 9C) que em cta44 (Figura 9D), com a média de vacutolos/célula de

8,5+0,8e9,8 % 2,5 para wt e cta4, respectivamente.
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Figura 8. Marcacéo de vactolos com a sonda fluorescente MDY -64 em células de S. pombe cultivadas na auséncia
e presenga de curcumina. (A) wt e (B) cta44 sem tratamento (controle). (C) wt e (D) cta44 expostas a curcumina.
As células foram incubadas com marcador ap6s 16 horas de cultivo conforme descrito em Métodos. Barras

representam 10 uM.
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Figura 9. Marcacdo de vactolos com sonda fluorescente MDY-64 em células de S. pombe cultivadas na presenca
de ferro e curcumina. (A) wt suplementada com FeSO. demonstra vacuolos grandes, arredondados e bem
delimitados. (B) VacUolos pequenos e sobrepostos em cta44 tratada com FeSQO,. Tratamento com FeSOs +
Curcumina resulta em vacuolos arredondados, bem delimitados em wt (C) e um pouco maiores em cta44 (D). As
células foram analisadas apés 16 horas de cultivo. Barras representam 10 puM.
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A fim de melhorar anélises realizadas com as sondas fluorescentes CMAC e MDY-64
utilizamos uma terceira sonda fluorescente FM4-64. A andlise morfoldgica e quantitativa de
vacuolos marcados com a sonda FM4-64, ap6s 1 hora de incubacdo, confirmou o observado
pelas sondas anteriores, revelando que culturas sem tratamento apresentaram vacuolos
arredondados, grandes e bem delimitados, com numero médio de 4,9 £ 0,2 vacuolos/célula em
wt, enquanto cta44 apresentou vaclolos pequenos e muito proximos uns dos outros,
dificultando a quantificacéo, apresentou em media 13,4 + 0,9 vacutolos/célula (Figura 10A -
10B). Tratamento com 50 UM FeSO4 ndo revelaram alteragcdes em vacuolos de wt apresentando
média de 4,5 £ 0,1 vacuolos/célula, todavia houve diminui¢cdo em nimero de vacutolos/célula
para cta44 com média de 8,4 £ 0,7. Nos tratamentos apenas com 50 M curcumina, os vacuolos
foram observados, arredondados, muito fragmentados e numerosos para as duas cepas, com
médias de 10,7 = 0,4 vacutolos/célula em wt (Figura 10C) e média de 19 £ 1,4 em cta44 (Figura
10D). Finalmente, cultivo na presenca de 50 uM FeSO4 + 50 uM curcumina, wt voltou a
apresentar novamente morfologia vacuolar semelhante a observada no grupo controle, com
vacuolos grandes e pouco numerosos (Figura 10E), e cta44 apresentou vactolos pouco maiores
e mais definidos, com médias de 4,1 £ 0,2 vactolos/célula parawt e 8,6 + 0,7 para cta44 (Figura
10F).

As amostras analisadas com apenas 15 minutos de incubacdo da sonda FM4-64 nao
revelaram marcacdo nos tratamentos com curcumina, indicando que a curcumina retarda a
endocitose celular. A morfologia observada em 15 minutos para os demais tratamentos foi
semelhante a observada em 1 hora. Na analise quantitativa foram contabilizados média de 4,3
+ 0,2 vacuolos/célula em wt e 8,4 vactolos/célula em cta44, em amostras sem tratamento.
Tratamentos com 50 UM FeSOg4 revelaram média de 4,1 £ 0,3 e 6,1 + 1,1 vactolos/célula em

Wt e cta4, respectivamente.
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Figura 10. Marcagdo de vacuolos em células de S. pombe com a sonda fluorescente FM4-64. (A) Presenca de
vacuolos arredondados e grandes em wt sem tratamento. (B) Vaclolos nimeros e pequenos em cta44 sem
tratamento. (C) Aumento no nimero de vaclolos de wt ao ser exposta a curcumina. (D) Fragmentagdo vacuolar
em cta44 devido a exposic¢ao a curcumina, vactolos muito pequenos e agrupados. Nos tratamentos com FeSO4 +
Curcumina, os vactolos sdo novamente observados em tamanho grande e pouco numerosos em wt (E) e um pouco
maiores, com melhor definigdo como no grupo controle em cta44 (F). As células foram analisadas apds 16 horas
de cultivo. Barras representam 10 puM.

A andlise comparativa de marcacdo vacuolar com trés sondas fluorescentes (Tabela 2)
mostra que as sondas CMAC e FM4-64 apresentaram valores similares para wt nas condi¢fes
controle e tratamento com curcumina, com 4,6 e 10,6 vacuolos/célula respectivamente; a
curcumina causa intensa fragmentacdo vacuolar (aumento de 2,4 vezes). Este efeito pode ser
revertido pela suplementacdo com FeSOa.

Apos a realizacdo dos experimentos com os trés marcadores seletivos, a sonda
fluorescente FM4-64 foi a melhor, em virtude da melhor visualizacéo e definicao dos vacuolos,
facilitando a quantificacdo das organelas.

A andlise estatistica realizada para a comparacgdo da quantificacdo de vacuolos com a

sonda de lumen CMAC e a sonda de membrana FM4-64 esté apresentada na Figura 11.
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Tabela 2. Quantificacdo de vacuolos em células de S. pombe marcados com diferentes

sondas fluorescentes.

Sonda fluorescente

CMAC
Tratamento wt ctadA
CTR 4,3 +0,3 (n=118) 20,4 + 2,2 (n=39)
50 uM FeSO4 6,3 + 0,3 (n=226) 13,7+ 1,0 (n=83)
50 uM Cur 10,4 + 0,4 (n=175) 30,7 £ 2,1 (n=38)
50 pM FeSO4 + 50 uM Cur 7,8 +0,4 (n=195) 13,3+ 1,4 (n=39)
MDY-64
Tratamento wt ctadA
CTR nd nd
50 uM FeSO4 7,7+0,6 (n=47) 16 £7,9 (n=2)
50 uM Cur nd nd
50 pM FeSO4 + 50 uM Cur 8,5%0,8 (n=37) 9,8 + 2,5 (n=6)
FM4-64
Tratamento wt ctadA
CTR 4,9 +0,2 (n=210) 13,4+ 0,9 (n=69)
50 uM FeSO4 4,5 £ 0,1 (n=640) 8,4+ 0,7 (n=49)
50 uM Cur 10,7 £ 0,4 (n=176) 19,0 £1,4 (n=31)

50 pM FeSOg4 + 50 pM Cur

4,1+ 0,2 (n=197)

8,6 0,7 (N=60)

Os valores representam média * erro padrdo para quantificacdo de vactolos; os valores com sonda
FM4-64 correspondem a 1 hora de incubacéo; nd - ndo determinado; n - nimero total de células
utilizadas para a quantificacdo dos vactolos em cada tratamento.
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Figura 11. Analise estatistica da quantificacdo de vactolos com as sondas fluorescentes CMAC e FM4-64.
Marcacgdo com CMAC e FM4-64 em células wt (A e C) e em células cta44 (B e D). Os dados foram analisados
estatisticamente pelo teste de One-way ANOVA seguido pelo teste de Tukey de multipla comparagdo com p <
0,05. ns - no significance (p > 0,05). * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; **** p <0.0001.

4.3  Analise do efeito de curcumina em mitocondrias de células de S. pombe

O préximo passo foi analisar o efeito de curcumina nas mitocondrias, devido sua
importancia na homeostase de ferro e na sinaliza¢do celular em sitios de contatos com vacuolos
e reticulo endoplasmatico. A funcionalidade mitocondrial de células de S. pombe foi avaliada
quando cultivadas na presenca ou ndo de FeSO4 e curcumina. Para isso, foi utilizada a sonda
MitoTracker Red FM, que alcanca as mitocondrias de células vivas através de endocitose,
dependente do potencial de membrana mitocondrial. E possivel observar que nos tratamentos

sem curcumina de wt e cta44 as mitocondrias formam uma rede organizada por toda a célula

43



(Figura 12A — 12B). Nos tratamentos com 50 UM FeSO4 este padréo foi mantido para a cepa
wt (Figura 12C). Contudo, cta44 apresenta melhor organizagdo mitocondrial na presenca de
FeSO4 quando comparada ao controle (Figura 12D). Ao serem cultivadas com 50 uM
curcumina, foi possivel observar que o padrao de marcacdo mitocondrial foi totalmente perdido
em ambas as cepas (Figura 12E — 12F). Quando expostas as 50 uM FeSO4 juntamente com 50
KM curcumina, foi possivel observar novamente a marcagdo em wt, mostrando as mitocondrias
e reticulo mitocondrial organizadas em toda a célula (Figura 12G). Entretanto, para a cepa cta4A

ndo foi possivel observar marcacgéo (Figura 12H).

Figura 12. Organizacdo de mitocondrias de células de S. pombe marcadas com a sonda fluorescente MitoTracker
Red FM. Imagens mostram células wt (A, C, E, G) e cta44 (B, D, F, H) cultivadas sem tratamentos (controle, A e
B), na presenca de FeSO, (C e D), na presenca de curcumina (E e F), e expostas a curcumina e FeSOq (G, H).
Barras representam 10 pM.
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4.4  Andlise da expressdo de ATP13A1

Com intuito de obter maior entendimento do papel de P5A ATPase em células
eucaridticas, especificamente em humanos, realizamos a anélise da expressdo do gene humano
ATP13A1, que codifica para enzima homologa a Cta4 ATPase de S. pombe, usando ferramentas
de bioinformaética e bancos de dados publicos. Os dados obtidos em plataformas UALCAN e
Gtex mostram a distribuicdo da expressdao do ATP13Al em 31 tipos de tecidos do corpo
humano (Figura 12), onde os niveis variam entre 10 e 90 transcritos por milhdo, sendo pouco

expresso no ventriculo esquerdo, do tecido cardiaco, e com expressdo maior em baco.
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Figura 13. Expressdo génica do gene humano ATP13A1, que codifica para enzima homdloga Cta4 ATPase da
levedura de fissdo. A Andlise foi realizada utilizando ferramenta Gtex.

Prosseguimos analise para tecidos tumorais, onde observamos que a expressao do gene
ATP13A1 é elevada em diversos tipos de tumores, como carcinoma de es6fago, cancer mama,
cancer pulmonar, e com maior diferenca na expressao em tumores relacionados com os ductos

biliares (Figura 13).
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Figura 14. Expressdo do gene humano ATP13A1 em diversos tipos de tumores. A andlise foi realizada usando
ferramenta UALCAN e bancos TCGA. A cor azul representa a expressdo em tecidos saudaveis, a cor vermelha
representa a expressdo em diversos tipos de tumores. Abreviagdes: BLCA — Carcinoma de bexiga, BRCA —
Carcinoma de mama, CESC — Carcinoma de células escamosas cervicais, CHOL — Colangiocarcinoma, COAD —
Adenocarcinoma de colon, ESCA — Carcinoma de eséfago, GBM — Glioblastoma multiforme, HNSC — Carcinoma
de cabeca e pescogo, KICH — Croméfobo renal, KIRP — Carcinoma papilar de células renais, LIHC — Carcinoma
hepatocelular, LUAD — Adenocarcinoma pulmonar, LUSC — Carcinoma pulmonar de células escamosas, PAAD
— Adenocarcinoma de pancreas, PRAD — Adenocarcinoma de prostata, PCPG — Feocromocitoma e paraganglioma,
READ — Adenocarcinoma retal, SARC — sarcoma, SKCM — Melanoma cutdneo, THCA — Carcinoma de tireoide,
THYM — Timoma, STAD — Adenocarcinoma de estbmago, UCEC — Carcinoma endometrial.

Estendemos a anélise para rede de interacdes de ATP13Al, via GeneMANIA (Figura
14), com intuito de elucidar sua rede de interacdes genética e proteina-proteina (fisica, co-
localizagdo, co-expressdo). Destacamos “interactors” da homeostase de calcio, como Ca?*-
ATPase ATP2C1 e ATP2C2, chaperona Ca?*-dependente calnexina (CANX), que atua em
processo de apoptose induzida por estresse do RE. As proteinas fornecidas pela rede de

interacdo de ATP13A1 sdo especificadas na Tabela 3.
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Figura 15. Rede de interagdo da P5SA ATPase de humanos codificada pelo gene ATP13A1. A rede foi construida
usando plataforma GeneMANIA. Cada tipo de interacdo esta representado por cores diferentes.
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Tabela 3. Genes identificados na rede de interagcfes com a P5SA ATPase ATP13A1l.

Identificacao

Gene Descricdo/Nome .
HGNC
ATP13Al | ATPase 13A1 24215
ATP2C2 | Ca?*-ATPase da via secretoria 2 29103
SEL1L2 | Subunidade adaptadora da ERAD E3 ligase 15897
ATP2C1 | Ca*-ATPase da via secretoria 1 13211
ARP2 homologo da proteina relacionada com actina 2
ACTR2 168
(levedura)
PGK1 Fosfoglicerato quinase 1 8896
Subunidade 1A do complexo da proteina relacionada
ARPC1A _ 703
com actina 2/3
Subunidade 4 do complexo de proteinas de membrana
EMC4 ) . 28032
de reticulo endoplasmatico (RE)
CANX Calnexina 1473
MAN2A2 | a-mannosidade membro 2 da classe 2A 6825
NXF1 Fator nuclear 1 de exportacdo de RNA 8071
CXXC1 | Proteina 1 tipo CXXC finger 24343
POLG Subunidade catalitica da DNA polimerase g 9179
GLP1R Receptor do peptideo semelhante a glucagon 1 4324
UPF1 RNA helicase e ATPase 9962
MOGS Mannosil-oligosacarideo glucosidase 24862
ATF6B Fator de ativacédo de transcricdo 6 b 2349
EHMT1 | metiltransferase 1 de lisina de histona eucromatina 24650
Proteina defeituosa em nedilacdo de culina 1 contendo
DCUN1D3 ) 28734
dominio 3
Enzima 1 de ativacdo do modificador semelhante a
UBA1l o 12469
ubiquitina
CLK2 Quinase 2 CDC semelhante 2069

“HGNC, Human Genome Organisation Gene Nomenclature Committee.
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5 DISCUSSAO

As leveduras tém sido amplamente utilizadas como organismos modelo devido ao alto
grau de homologia com o0s genes humanos e conservacdo de vias de sinalizacdo, facil
manipulacdo genética e exigéncias simples para cultivo em laboratorio, se tornando fortes
aliadas na compreensdo dos mecanismos associados as diversas doengas como
neurodegeneragéo, envelhecimento e cancer. Neste trabalho utilizamos a levedura de fisséo S.
pombe para compreender melhor os mecanismos celulares e moleculares responsaveis pelo
potencial antitumoral, antioxidante e anti-inflamatorio de curcumina. Realizamos anélise com
énfase em crescimento, morfologia celular e a distribuicdo de organelas como vacuolos e
mitocondria. Inicialmente, foi demonstrada que a toxicidade da curcumina ocorre de maneira
dose dependente. O cultivo de células de S. pombe na presenca de curcumina 10, 50 e 100 uM
foi reduzido em 6%, 60% e 92% para wt e 6%, 55% e 87% para cta44. Minear e colaboradores
(2011) apresentaram resultados semelhantes no cultivo de Saccharomyces cerevisiae, em que
100 pM de curcumina reduziu o crescimento em aproximadamente 60%, apds 7 horas de
incubacéo.

Zhou e colaboradores (2020) testaram a curcumina em células de cancer de mama, nas
linhagens celulares MCF-7, MDA-MB-231 e MDA-MB-468 e obtiveram 40% de inibi¢&o no
crescimento e proliferacdo celular em tratamentos com 40 uM de curcumina, por 72 horas.
Resultados obtidos por Shen e colaboradores (2020), apresentaram a taxa de inibicdo de cerca
de 50% em células de cancer de mama (MCF-7 e MDA-MB-231) expostas a 30 uM de
curcumina, por 24 horas. Ghasemi e colaboradores (2019) apresentaram resultados semelhantes
no cultivo de células de cancer cervical Hella, em que 70 uM de curcumina inibiu 70% do
cultivo apo6s 24 horas de exposicdo. Resultados obtidos por Watson e colaboradores (2010),
demonstram que 20 uM de curcumina inibiram a proliferacdo em até 50% de células de cancer
de colon humano (HCT-116 e HT29), aumentando a concentracdo para 40 e 80 uM a taxa de
inibicdo alcanca cerca de 70% e 84%, respectivamente, apds 72 horas de incubacao. Jahanshiri
e colabores (2012) apresentaram resultados semelhantes com o fungo Aspergillus parasiticus,
em que 125 a 2000 pg/ml de curcumina inibiu de 34 a 60% no crescimento e proliferacdo
celular. Nos resultados obtidos por Neelofar e colaboradores (2011), culturas de Candida
albicans expostas a 50 M de curcumina tiveram a taxa de inibi¢do de 40% no crescimento e
proliferacéo celular, até 24 horas, enquanto para Candida glabrata, a taxa de inibi¢do foi de

30% em 50 UM de curcumina.

49



ConcentragGes de 10 M de curcumina ndo revelaram diferenca significante na inibigado
do crescimento e divisdo celular em S. pombe, esta diferenca foi observada em concentragoes
a partir de 50 uM. Apesar de sofrer alteracbes no cultivo, a levedura de fissdo apresenta
mecanismos que permitem a resisténcia as doses minimas da curcumina. Estes resultados
corroboram com os obtidos por Borges e colaboradores (2020), que apresentaram diferenca
estatistica significativa na proliferacdo de células tumorais em tratamentos a partir de 50 uM
de curcumina.

As células de S. pombe cultivadas na presenca de curcumina, também apresentaram
morfologia anormal, sendo alongadas ou arredondadas, multisseptadas e perdendo sua forma
de bastonete. Além de aberrantes, também apresentaram aglomerados que sugerem provavel
alteracdo da parede celular. Resultados obtidos por Minear e colaboradores (2011) igualmente
demonstraram alteracdes nos padrdes morfoldgicos nas células de S. cerevisiae expostas a
curcumina, em que apresentaram diminuicdo na formacédo de brotos e aumento na fracdo de
células ndo aglomeradas, caracteristicas do aumento no cumprimento da fase Gi do ciclo
celular.

Os testes realizados por Rangel-Castafieda e colaboradores (2018) utilizando
Entamoeba histolytica, demostraram que 100 uM de curcumina causou alteracdo na adeséo e
morfologia de trofozoitos em células incubadas por 6 horas, revelando danos na membrana,
alteracdes de tamanho e perda da integridade celular. Resultados semelhantes foram obtidos
por Gutiérrez-Gutiérrez (2017) em células de Giardia lamblia em que a exposicdo a baixas
doses de curcumina (0,3 uM) resultou em danos e alteragdes morfoldgicas nos flagelos
ventrolateral e caudal, além do surgimento de saliéncias e bolhas na superficie dorsal e ventral
(3 UM de curcumina). Em tratamentos com 15 uM de curcumina 80% das células perderam sua
morfologia normal.

A morfologia celular estd relacionada com a dinamica de microtubulos, estes sdo
responsaveis pela organizacdo do conteudo celular e pela reorganizacao durante o ciclo celular
(AKHMANOVA,; STEINMETZ, 2008; DESAI; MITCHISON, 1997). A dinamica dos
microtibulos € controlada por mecanismos que envolvem o crescimento estocastico e 0
encolhimento das extremidades intrinsecas do polimero, assim como proteinas associadas aos
microtubulos, as MAPs (BOWNE-ANDERSON; HIBBEL; HOWARD, 2015). Nossos dados
mostram que as alteracbes morfoldgicas observadas nas células de S. pombe indicam que a
curcumina, possivelmente, interfere na dindmica de microtubulos e citoesqueleto, culminando

em problemas na citocinese.
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Alguns estudos demonstraram que a curcumina é um composto biologicamente ativo e
quelante de ferro que induz a morte de diversos tipos celulares causando caréncia de ferro pela
reducdo do pool intracelular (JIAO et al., 2009). Neste contexto, testamos os efeitos da
curcumina em culturas de S. pombe suplementadas com FeSQOs e foi possivel observar que sua
adicdo reverte as alteracGes morfoldgicas, e no crescimento e proliferacdo celular, resultantes
da exposicéo a curcumina, sugerindo que o composto causa defeitos na homeostase do ferro e,
células de S. pombe. Azad e colaboradores (2013) relataram que a suplementacdo de ferro
antagoniza os efeitos causados pela curcumina em células de S. cerevisiae, recuperando o
fendtipo de crescimento normal e diminuindo o efeito fisiologico da curcumina. Resultados
semelhantes foram obtidos por Minear e colaboradores (2011) em que 50 pM de FeSOq
melhorou significativamente o crescimento de todas as cepas de S. cerevisiae testadas e
restaurou a distribuicdo da morfologia celular. Resultados obtidos por Azad e colaboradores
(2013) revelaram que culturas de S. cerevisiae recuperam a parada do ciclo celular, causada
pela curcumina, apds suplementacdo com ferro.

O ferro é um elemento essencial para o funcionamento correto de diversos processos
que ocorrem nas células, como sintese de DNA, reacGes redox e ciclo celular (PUIG et al.,
2017; ZHANG, 2014). Entretanto, altas concentracGes de ferro também podem se tornar
prejudiciais ao metabolismo e morfologia celular, visto que em ensaios realizados por Cogo e
colaboradores (2020), no cultivo celular de Yarrowia lipolytica suplementadas com 1 ou 2 mM
de FeSOs, ocorreu diminuicdo na capacidade de formacdo de colbnias e alteracoes
morfoldgicas. Ao avaliarmos os efeitos do ferro na formacéo de colbnias, em culturas de S.
pombe, foi possivel observar que baixas concentracdes de FeSO4 (50 uM) ndo resultaram em
alteracdes na divisdo e morfologia celular em wt, contudo, amenizaram os defeitos na
polaridade e da parede celular de cta44.

Nas leveduras, o ferro é armazenado nos vacuolos, auxiliando na manutengéo do ferro
citosolico (GOLLHOFER et al., 2014; BODE et al., 1995). Quando os niveis estdo elevados no
citoplasma, o ferro é importado para o vacuolo, protegendo a célula de sua toxicidade e
armazenando para uso em condicGes de limitacdes de ferro (LI et al., 2001). Os vacutolos estdo
envolvidos em diversos processos importantes para as células como reserva de polifosfatos e
poliaminas, e estabilidade de cations como calcio, ferro, cobre e caddmio (VESES; RICHARDS;
GOW, 2008; KLIONSKY et al., 1990). Além disso, os vacuolos sofrem altera¢cdes em tamanho
e nimero em resposta a diversos estimulos fisioldgicos e ambientais (ARMSTRONG, 2010).

As mitocondrias sdo organelas que também estdo envolvidas com a homeostase do ferro

celular, uma vez que sao os principais centros de utilizacdo e acumulo de ferro (NIE et al.,
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2005). Estas organelas utilizam o ferro para sintese e reparo do DNA, sintese de cluster ferro-
enxofre essenciais para a manutencao de uma variedade de processos celulares e sistémicos e,
também, controlam o estresse oxidativo (PAUL et al., 2017; ROUAULT et al., 2016). A
disfuncdo mitocondrial resultante de altas concentracdes de ferro pode resultar em morte celular
por ferroptose (CHEN et al., 2019).

Analisamos o efeito da curcumina na morfologia vacuolar em células de levedura de
fissdo, usando marcagdo “in vivo” com sondas fluorescentes. Foi possivel observar que em
culturas sem tratamento, wt apresentou vacuolos grandes e com média de 4,6 vacuolos por
célula, enquanto cta44 apresentou vaclolos pequenos e sobrepostos, dificultando a
quantificacdo, com média de 30,7 vacuolos por célula. Ao expor as culturas de S. pombe a
curcumina, ocorreu interferéncia na dinamica de fissdo/fusdo vacuolar para as duas cepas,
resultando em intensa vacuolizacdo nos tratamentos com 50 UM de curcumina, com o
surgimento de diversos vactolos pequenos, aumento no nimero médio de vactolos por célula.
Os vacuolos de S. pombe séo caracterizados por serem numerosos, pequenos e aleatoriamente
distribuidos por toda a célula e que sofrem alteracGes morfoldgicas rapidamente quando a célula
estd sujeita ao estresse (TAKEGAWA et al., 2003). Nossos resultados sugerem que a
curcumina, possivelmente, afeta a fissdo/fusdao de vactolos por meio do estresse resultante da
perturbacdo na homeostase de ferro e/ou outros ions relevantes para o funcionamento normal
dos processos celulares. Nos tratamentos com curcumina e suplementados com FeSO4 50 uM
foi possivel observar a dindmica normal de vacuolos, como nos tratamentos controle,
sustentando a hipétese de que a curcumina perturba a dindmica vacuolar, reduzindo o pool
intracelular de ferro.

Bone e colaboradores (1998) esclarecem que os vacuolos podem se fragmentar
lentamente em resposta ao sal e alteracbes na osmolaridade, sendo que a fissdo requer a via
Styl e Pmk1. Resultados obtidos por Lee e colaboradores (2012) revelam que células de S.
cerevisiae apresentam vacuolos com estrutura fragmentada no final da vida celular, uma vez
que células em diviséo celular normal, apresentam vacuolos que se fundem, originando um
vacuolo grande, quando esta fusdo falha, estruturas vacuolares fragmentadas séo observadas na
morte celular. Além disso, a fragmentacdo vacuolar também pode decorrer em funcdo de
desbalanco de célcio celular. A primeira observacao dessa relacdo foi realizada em mutante
pmrl deS. cerevisiae, deficiente de Ca?*-ATPase de Golgi (homdlogo do gene humano ATP2C,
Tabela 3) que apresenta estresse do RE e niveis elevados de célcio citoplasmatico
(KELLERMAYER et al., 2003). Desfougeres e colaboradores (2016) explicam que a presenca

fisica da subunidade VO da V-ATPase é necessaria para a fusdo vacuolar. Enquanto Coonrod e
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colaboradores (2013) afirmam que a acidificacdo vacuolar induz a fusdo vacuolo-vacuolo.
Nesse contexto, nossos dados sugerem que a curcumina possa alterar o pH vacuolar,
interferindo diretamente na fusdo dos vacuolos, através de modulacfes na V-ATPase.

Para compreender melhor a resposta da célula a curcumina ainda s@o necessarios mais
testes. E preciso expor as culturas a concentragdes mais baixas, como 10 uM de curcumina,
possibilitando melhor observacdo das defesas que a célula utiliza para driblar os efeitos
resultantes da exposicdo e garantir sua sobrevivéncia, assim como, encontrar a concentracao a
qual caracteriza o inicio dos efeitos obtidos até 0 momento.

A fim de obter resultado comparativo, utilizamos trés marcadores seletivos, a sonda
fluorescente CMAC que marca o lumen vacuolar, MDY-64 e FM4-64 que marcam a membrana
vacuolar. Os resultados obtidos com as trés marcag6es foram semelhantes. A visualizacdo dos
vacuolos foi melhor realizada utilizando a sonda fluorescente CMAC, em relacdo a sonda
fluorescente MDY-64, pois conferiu melhor resolu¢cdo no nimero e definicdo dos vacuolos
celulares. A sonda MDY-64 marcou outras estruturas celulares, além da membrana plasmatica
e, ainda, produziu background no interior da célula, dificultando a visualizacdo dos vacuolos.
A curcumina também produz autofluorescéncia que é captada pelo filtro utilizado para a sonda
MDY-64. A sonda fluorescente FM4-64 demonstrou melhor marcacdo e definicdo dos
vacuolos, facilitando a quantificacdo, sendo este 0 marcador seletivo de primeira escolha para
experimentos futuros. Os tratamentos com Curcumina 50 uM e FeSO4 50 uM + Curcumina 50
UM ndo marcaram vacuolos nos primeiros 15 minutos de incubacdo da sonda FM4-64,
indicando que a curcumina retarda a endocitose celular. Os experimentos foram realizados com
os trés marcadores seletivos a fim de definir a melhor opcéo a ser utilizada nos ensaios futuros,
uma vez gque 0s mesmos ja estavam disponiveis no laboratorio, ndo sendo necessaria sua
aquisicdo.

Além dos vacuolos, as mitocondrias sdo organelas de igual importancia para a
sobrevivéncia das células, visto que juntamente com o reticulo endoplasmatico formam uma
rede de interagcdes que desempenham fungdes cruciais como sinalizacdo de calcio, transporte
de lipideos, metabolismo energético (MALINA; LARSSON; NIELSEN, 2018) e homeostase
de ferro (NAPIER; PONKA; RICHARDSON, 2005; MARTINS et al., 2018). Os sitios de
contato reticulo-mitocondria sdo regides de contato dinamico entre as duas organelas,
importante na manutencdo de diversos processos biologicos e com ligacdo direta a doencas
neurodegenerativas (XU; WANG; TONG, 2020). As mitocondrias estdo ligadas ao endossomos
e fortemente amarrados ao reticulo endoplasmatico, possibilitando o trafego entre organelas,
mesmo em distancias mais longas (FRIEDMAN et al., 2013; ZAJAC et al., 2013).
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Considerando a importdncia da interacdo entre a mitocondria e o reticulo
endoplasmético, bem como o ERE em células de S. pombe, causado pela curcumina,
verificamos possiveis alteracbes mitocondriais em leveduras de fissdo cultivadas na presenca
do composto. Vale ressaltar que a curcumina é um quelante de ferro, nesse sentido, avaliar as
mitocdndrias € fundamental, uma vez que as mitocéndrias utilizam o ferro em seu metabolismo.
Os resultados obtidos utilizando a sonda MitoTracker Red FM revelaram uma rede
mitocondrial que se estende por todo o citoplasma das células, de maneira semelhante em wt e
cta44. Quando cultivadas com FeSO4 ndo séo observadas mudancas no padrdo de distribuigdo
de mitocondrias pelo citoplasma celular de wt, contudo, em cta44 foi observada melhor
organizacao da rede mitocondrial. Nas culturas expostas a curcumina ndo ocorre marcagao de
mitocondrias com a sonda fluorescente, impossibilitando a visualizacdo das mitocondrias. Na
tentativa de restaurar os padrdes na rede mitocondrial, adicionamos 50 UM FeSO4
concomitantemente a 50 pM de curcumina, ainda assim, ndo foi possivel observar
mitocondrias. E possivel que o efeito que a curcumina exerce nas mitocondrias das células
mutantes cta44 nado seja restaurado pela suplementacdo com ferro, como ocorreu no caso de
fragmentacdo de vacutolos. Sdo necessarios futuros estudos da funcionalidade de mitocondrias
para melhor compreensdo deste fendbmeno.

A sonda fluorescente MitoTracker Red FM marca as mitocondrias de células vivas,
alcancando as mitocondrias por endocitose, dependendo do potencial de membrana
mitocondrial. Sugerimos que uma possivel explicacdo para a ndo marcacao de mitocondrias em
culturas expostas a curcumina esteja relacionada com a morte da célula. Em células de cancer,
a curcumina pode levar a morte por apoptose, aumentando a producéo de espécies reativas de
oxigénio, induzindo as reacdes oxidativas e lise de membranas mitocondriais (AGARWAL et
al., 2018; KHUNCHANDY; RAQO, 1990). Sugerimos, também, que a curcumina possa afetar a
rede endocitica, uma vez que a sonda fluorescente MitoTracker Red FM alcanga a mitocondria
por meio de endossomos. Os endossomos se movimentam ativamente através dos microtubulos.
Em distancias mais curtas (< 1 pm), os endossomos podem se movimentar através de zonas
ricas em actina, enquanto em distancias mais longas, essa translocacdo ocorre por meio de
dineina até o centro da célula (ZAJAC et al., 2013; FLORES-RODRIGUEZ et al., 2011;
NIELSEN et al., 1999). Resultados obtidos por Zhang e colaboradores (2020) revelaram que a
curcumina reduziu a capacidade de migragéo e invasdo celular, aumentando a apoptose, alem
de diminuir a remodelagédo do citoesqueleto em células de cancer de estdmago (SGC-7901),
induzindo a parada do ciclo celular na fase S. Portanto, sugerimos que a curcumina,

possivelmente, interfere na dinamica de microtibulos, logo, também interfere no trafego de
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endossomos, sendo capaz de reduzir o potencial de membrana mitocondrial, contudo, ainda ndo
necessarios estudos mais aprofundados para melhor compreensdo dos mecanismos da
curcumina.

Interessantemente, as mitocondrias participam de uma rede que também integra 0s
vacuolos. Quando ha redugdo na acidez vacuolar o resultado é a disfungdo mitocondrial, uma
vez que 0s aminoécidos se acumulam no citoplasma, pois ndo sdo mais importados para 0s
vacuolos. Consequentemente, a disfun¢do mitocondrial pode levar a uma reducao da producéo
de grupos de ferro-enxofre (GOTTSCHLING; NYSTROM, 2017). Quando a curcumina altera
o0 pH vacuolar, o resultado pode ser a disfungdo mitocondrial. VVale ressaltar que um colapso no
controle do pH vacuolar também pode levar a reduc¢éo do potencial de membrana mitocondrial,
aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio e perturbac6es no trafego de vesiculas
(HUGHES; GOTTSCHLING, 2012; POZNIAKOVSKY et al., 2005; MACHIDA; TANAKA,
1999). Sugerimos que ao fragmentar vacutolos, a curcumina possa também levar a fragmentacéo
dos endossomos, afetando toda a rede endocitica, sendo esta a provavel explicacdo para a nao
marcacdo das mitocéndrias, pela sonda fluorescente, nos tratamentos com curcumina, ja que ha
comprometimento endossomal. Além disso, nossos dados sugerem que o potencial de
membrana mitocondrial possa ser reduzido com a exposic¢ao das culturas a curcumina, uma vez
que este potencial é essencial para a sonda se acumular na mitocondria. Indicamos, também,
gue a curcumina possa interferir na homeostase do calcio, além do ferro, resultando em estresse
do reticulo endoplasmatico, e, consequente, perturbacdo na rede de endomembranas e trafego
de vesiculas. Observamos que a suplementacdo com ferro reverteu os efeitos causados pela
curcumina em wt, contudo 0 mesmo ndo ocorreu em cta44, uma vez que esta cepa apresenta
perturbacdes graves na rede de endomembranas, resultante da delecdo da cta4 ATPase. Mesmo
com a adicdo do sulfato de ferro nao foi possivel restaurar os efeitos causados pela delecéo,
pois este também necessita de passagem pela via endocitica.

No projeto inicial estavam previstos ensaios para avaliar a funcionalidade de vacuolos
e mitocondrias, através das ATPases (V-ATPase e F-ATPsintase), entretanto, a execu¢do foi
inviabilizada pela pandemia do SARS-CoV-2.

Para finalizar, a curcumina inibe a proliferacdo celular de S. pombe. Este efeito é mais
evidenciado em células de S. pombe mutantes de Cta4 ATPase. A cepa cta44 possui constante
estresse do reticulo endoplasmatico devido a auséncia do transportador P5A Ctad ATPase e
alterac6es em niveis celulares de célcio no citoplasma e organelas como RE, o que a torna mais
sensivel aos diversos fatores de estresse (OKOROKOVA-FACANHA et al., 2002, LUSTOZA
etal., 2011).
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Vérias proteinas identificadas na rede de interacbes de ATP13Al sdo proteinas do
reticulo endoplasmatico, que sdo conhecidas como componentes da homeostase do RE (Ca?*-
ATPases, glucosidade) e do complexo programa celular da resposta ao estresse do RE ou UPR
(como calnexina e fator ATF6). O estresse do RE é desencadeado pelo acimulo de proteinas
ndo-enoveladas e/ou mal-enoveladas no RE, que pode ocorrer em funcdo do aumento da
demanda por sintese de proteinas, acimulo de proteinas com mutagdes especificas ou de uma
interferéncia fisiopatoldgica com fungdes do RE, como controle de niveis de Ca?*, glicosilagio
proteica ou estresse oxidativo. A resposta UPR constitui um mecanismo protetor da célula, as
falhas neste mecanismo de “controle de qualidade” levam a apoptose e sdo bases de algumas
doencas em humanos (HETZ; ZHANG; KAUFMAN, 2020). Vérios estudos demonstraram que
as proteinas de estresse do RE sdo reguladas positivamente em varios tipos de tumor, e foi
sugerido que niveis elevados dessas sdo essenciais para a sobrevivéncia de células tumorais e
evasio de apoptose (SCHONTHAL, 2009). Algumas terapias anticancer tem como estratégia a
sensibilizacdo das células tumorais a quimioterdpicos através da inducdo do estresse do RE.
Destarte, a compreensdo de mecanismos de sensibilizacdo e de mecanismos que permitem
adaptacdo a resposta UPR ao invés de culminar em apoptose, sdo de fundamental importancia
(RUTKOWSKY; KAUFMAN, 2007).

Os resultados obtidos na rede de GeneMania (Figura 15) juntamente com os dados de
niveis elevados de ATP13Al em diversos tumores (Figura 14), correlacionados com o
conhecimento de que P5A ATPases de leveduras, Ctadp e Spflp, sdo necessarias para
manutencdo da homeostase do RE e para estresse do RE, e que Cta4 ATPase regula niveis de
calcio no RE e citoplasma (LUSTOZA et al., 2011), indicam fortemente a importancia da P5A
ATPase ATP13A1 na resposta ao estresse do RE e sobrevivéncia dessas células tumorais.
Estudos maiores (levantamento bibliografico inicialmente) precisam ser realizados para
entender a relacdo de ATP13A1 ATPase com proteinas nucleares como quinase CLK2, fatores
nucleares, RNA helicase e metilase de modificacdo de histona/cromatina. Fosfoglicerato
quinase 1 PGK1 e receptor do peptideo semelhante a glucagon 1GLP1R relacionam ATP13Al
com controle metabdlico da célula e vias glicoliticas.

A presenca na rede de proteinas de ubiquitinacdo (UBA1, DCUN1D3, SEL1L2) levanta
duas linhas de ponderacdo/explicacdo. A primeira consiste no fato de que a ubiquitinacdo de
proteinas é necessaria como marcacao de proteinas mal-enoveladas e outras para degradacao
em proteassomos, como parte do sistema ubiquitina-proteassomo. A segunda € o papel
sinalizador de ubiquitinagdo de proteinas em sitios de contato entre 0 RE e a mitocdndria

(MAMs) e algumas proteinas da membrana externa de mitocéndria, em que a ubiquitinacéo
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dessas proteinas controla a mitofagia (DURCAN; FON, 2015). Ainda, os fluxos de Ca?* do RE
para a mitocondria ocorrem em MAMs (HERRERA-CRUZ; SIMMEN, 2017; LEVINE;
PATEL, 2016); células de cancer ttm MAMSs alterados. E possivel que ATP13A1 participe
juntamente com outros transportadores de Ca?*, em controle de fluxos de Ca?>* em MAMSs e/ou
sua localizacdo fica enriquecida em MAMSs. Além do papel em homeostase de célcio
mitocondrial, as MAMs sdo importantes para acoplar a replicacdo de DNA mitocondrial com
divisdo mitocondrial (LEWIS; UCHIYAMA; NUNNARI, 2016). Notavelmente, a DNA
polimerase gamma (POLG) que atua especificamente na replicacdo do DNA de mitocondria,
foi identificada na rede de ATP13A1.
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CONCLUSOES

A curcumina possui efeito inibitério no cultivo de células de Schizosaccharomyces
pombe;

A curcumina promove mudancas na polaridade celular e citocinese resultando em células
com morfologia aberrante e multisseptadas, e com alteracfes na parede celular;
Alteracbes morfologicas causadas pela curcumina se assemelham as caracteristicas
fenotipicas de células mutantes cra44 deficientes para PSA ATPase Cta4;

A cepa cta44 é mais sensivel aos efeitos causados pela curcumina, quando comparada a
cepa wt;

O efeito da curcumina é revertido pela suplementacdo com FeSOs indicando que a
curcumina interfere com os niveis intracelulares de ferro;

A curcumina causa intensa fragmentacgdo vacuolar indicando alteragfes no processo de
fuséo/fisséo vacuolar;

O gene ATP13Al que codifica para P5A-ATPase de humanos apresenta niveis de
expressao elevados em diversas células tumorais relacionando a ATPase com ativagédo

continua da via de sobrevivéncia UPR e adaptacdo ao estresse de RE.
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