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Resumo: 

Acrilamida (AAM) é um composto tóxico presente em quantidades relevantes em 

alimentos ricos em carboidratos que passaram por tratamento térmico a altas 

temperaturas. Estudos in vivo e in vitro mostraram que AAM pode induzir efeitos 

neurotóxicos, genotóxicos, carcinogênicos, distúrbios reprodução e no 

desenvolvimento. O uso de compostos naturais provindos da dieta com efeitos 

antioxidantes pode fornecer uma estratégia de combate à toxicidade causada pela 

AAM. O Açaí, Euterpe oleracea Mart., é um fruto da América do Sul comumente 

usado em bebidas além de ser usado na medicina popular, sendo rico em 

compostos fitoquímicos, particularmente antocianinas, proantocianidinas e outros 

flavonóides. Neste projeto, nós avaliamos o possível efeito protetor do extrato 

aquoso de Açaí (EAA) 100 mg/ml sobre os efeitos tóxicos provocados pela 

exposição aguda no C. elegans à AAM. Para avaliar a toxicidade da exposição 

aguda à AAM no C. elegans, nós avaliamos parâmetros biológicos, bioquímicos e 

genéticos. A exposição aguda à AAM reduziu os tamanho corporal dos animais, o 

número total de progênie, a longevidade, aumentou a produção de EROs e ativou 

a expressão de genes de detoxificação gst-4::GFP e gcs-1::GFP, ativou a 

localização nuclear de DAF-16::GFP, mas não ativou a expressão de sod-3. Para 

avaliar se o tratamento com EAA possui algum efeito protetor sob a toxicidade 

induzida pela AAM, os animais foram previamente tratados com EAA e em 

seguida expostos à AAM. Nossas análises revelaram que o tratamento com EAA 

impediu a redução corporal dos animais, aumentou o tempo de vida, reduziu a 

produção de EROs, e preveniu a ativação de gcs-1 por AAM. Já foi demostrado 

que a ativação de gst-4::GFP por AAM é dependente do fator de transcrição SKN-

1/Nrf2 Nós observamos uma redução parcial da expressão de gcs-1::GFP em 

animais skn-1(RNAi) tratados com AAM, o que não foi observado para animais 

daf-16(RNAi), sugerindo que a indução de gcs-1::GFP pela AAM depende 

parcialmente de SKN-1. O pré-tratamento com EAA reduziu a expressão de gcs-

1::GFP nos animais daf-16(RNAi) tratados com AAM mas não nos animais skn-

1(RNAi) sugerindo que SKN-1 não interfere na expressão de gcs-1 promovido 

pelo EAA.  Por fim, os resultados deste projeto indicam que o pré-tratamento do 

C. elegans com EAA é capaz de reduzir os efeitos tóxicos induzidos pela 

exposição aguda à AAM. 
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Abstract 

Acrylamide (AAM) is a neurotoxic, genotoxic, carcinogenic  chemical compound 

that has developmental and reproductive toxic effects. The dietary exposure to 

AAM is becoming a major concern because it can be formed during the 

processing of carbohydrate-rich foods at high temperatures such as fried 

potatoes. The use of natural compounds with antioxidant effects might provide a 

strategy to reduce AAM toxicity. Açai, (Euterpe oleraceae Mart), a fruit from the 

palm tree native to the Amazon, has been described as a potential source of 

natural antioxidants particularly, anthocyanins and proanthocyanidins. In this 

project, we evaluated the possible protective effect of Açaí aqueous extract 

(AAE) 100 mg/ml on the toxic effects mediated by acute exposure to C. elegans 

to AAM. To evaluate the toxicity of acute exposure to AAM in C. elegans, we 

examined biological, biochemical and genetic parameters. Acute exposure to 

AAM reduced body size, the total number of progeny, longevity, increased ROS 

production and upregulated the expression of gst-4::GFP and gcs-1::GFP 

genes, activated nuclear localization of DAF-16::GFP, but did not upregulate 

sod-3::GFP. To assess whether treatment with AAE has some protective effect 

in the toxicity induced by AAM, the animals were pretreated with AAE and then 

exposed to AAM. Our results revealed that pretreatment with AAE prevented 

body size reduction, increased lifespan, reduced ROS production and 

prevented the upregulation of gcs-1 by AAM. We observed a partial reduction of 

the expression of gcs-1::GFP in skn-1(RNAi) animals exposed to AAM, which 

was not observed in daf-16(RNAi) animals, suggesting that the induction of gcs-

1::GFP by AAM is partialy dependent on SKN-1. The pretreatment with AAE did 

not alter reduced expression of gcs-1::GFP in skn-1(RNAi) animals, suggesting 

that SKN-1 does not interfere in gcs-1 expression. Finally, these results indicate 

that pretreatment with AAE is able to reduce the toxic effects induced by acute 

exposure to AAM in C. elegans 
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1.1 Estresse Oxidativo 

Os organismos vivos interagem com o meio ambiente visando manter 

um ambiente interno que favoreça a sobrevivência, o crescimento e a 

reprodução. O oxigênio molecular (O2) obtido da atmosfera é vital para 

organismos aeróbios. Espécies Reativas de Oxigênio (EROs) podem ser 

formadas intracelularmente podendo funcionar como um mensageiro 

intracelular para a manutenção da homeostase redox celular; para o controle 

da proliferação e a regulação de vias de sinalizações específicas (Finkel e 

Holbrook, 2000; Valko, 2007). Contudo, espécies reativas formadas 

intracelularmente a partir do oxigênio ameaçam a integridade celular por meio 

da oxidação de biomoléculas, e podem comprometer processos biológicos 

importantes (Cerqueira et al., 2007). 

O estresse oxidativo é considerado o resultado de um desequilíbrio de 

duas forças opostas e antagônicas, EROs e antioxidantes, em que os efeitos 

de EROS sejam mais proeminentes do que a capacidade de compensação dos 

antioxidantes (Kirkinezos, 2001). O excesso de EROs danifica biomoléculas 

celulares como lipídeos, proteínas e DNA (Finkel e Holbrook, 2000), 

interferindo nos sistemas biológicos dos quais as mesmas fazem parte. Este 

dano gerado pode causar desnaturação de proteínas com inativação de 

enzimas, modificação de bases nitrogenadas, mutações, desestruturação de 

moléculas de lípideos e conseqüentes ruptura de membranas que podem em 

conjunto, ou não, culminar em morte celular (Cerqueira et al., 2007; Calkins, 

2009). As EROs  podem ser provenientes tanto do metabolismo endógeno, 

sendo produzidos pelas mitocôndrias como subprodutos do metabolismo 

aeróbico em humanos e em animais (Wei e Lee, 2002). A produção de EROS 

pode ser ainda acentuada quando as células são expostas a metais pesados, 

como exemplo do Cádmio, Chumbo, Arsênio e Mercúrio (Flora, 2008) dentre 

outros compostos. Atualmente tem-se dado atenção a outro composto, a 

Acrilamida, o qual foi relatado altas concentrações em alimentos processados e 

que tem demonstrado alta capacidade de induzir a produção de espécies 

reativas de oxigênio. 
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1.2 Mecanismos Enzimáticos e Não Enzimáticos de combate ao 

Estresse Oxidativo 

 

 Sob condições normais, os efeitos das EROs são neutralizados por uma 

variedade de antioxidantes enzimáticos e não-enzimáticos.  

Os sistemas endógenos de defesa antioxidante são formados por 

compostos de baixo peso molecular, proteínas quelantes de metais, tióis de 

alto e baixo peso molecular e enzimas (Rossi et al., 2008, Cerqueira et al., 

2007). As enzimas de detoxificação envolvidas neste processo são 

classificadas como enzimas de detoxificação de Fase I e Fase II. A enzima 

citocromo P450 monooxigenase é a principal envolvida na fase inicial (Fase I) 

do metabolismo xenobiótico. Uma quantidade de enzimas detoxificadoras, tais 

como Superóxido dismutase, Catalase, Glutationa peroxidase e Glutationa 

transferase fazem parte da classe de enzimas de detoxificação de Fase II. 

Além das fases I e II de detoxificação, vale ressaltar a Fase III de detoxificação, 

onde os conjugados tóxicos são bombeados para fora da célula por 

transportadores cassetes de ligação de ATP (Transportador ABC) ou outros 

transportadores (Sarkadi et al., 2006; Choi et al., 2013). 

A ativação transcricional das enzimas de Fase II é mediada pelo 

elemento cis-atuante denominado ARE (Antioxidant Response Element) que é 

reconhecido pelo fator de transcrição do tipo zíper de leucina básico (bZIP) Nrf 

(Nrf-1 e Nrf-2) (Calkins  et al., 2009). Em condições normais, Nrf se localiza no 

citoplasma ligado a uma proteína chamada Keap1. Durante o estresse 

oxidativo, Nrf se desliga de Keap1 e se transloca para o núcleo celular ativando 

a expressão dos genes de detoxificação de Fase I e II (Giudice, 2010). Esta 

dissociação de Nrf é alcançada através de uma mudança conformacional em 

Keap1 causada pela oxidação/modificação de cisteínas essenciais ou pela 

remoção de zinco de cisteínas coordenadoras na sua estrutura (Dinkova-

Kostova et al., 2005).  

Assim como os fatores de transcrição Nfr-1 e 2, outra proteína 

importante com relação à resistência ao estresse oxidativo são as proteínas 

FOXO. A família dos fatores de transcrição FOXO está relacionada com 

funções de supressão de tumores, metabolismo energético e à longevidade 
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dos organismos. Respostas celulares dependentes de FOXO incluem 

gliconeogênese, secreção de neuropeptídeos, autofagia, apoptose, ciclo celular 

e resistência ao estresse (Dervis & Brunet, 2008). Em resposta à via da 

insulina/IGF-1 e outros fatores de crescimento, as proteínas quinases AKT e 

SGK fosforilam FOXO em três locais conservados. Esta fosforilação promove a 

ligação de FOXO às proteínas 14-3-3 no citoplasma e impedindo sua re-

localização no núcleo. Em resposta ao estresse oxidativo, a via JNK (c-Jun N-

terminal kinase) fosforila diretamente FOXO ativando a sua localização nuclear 

(Ma, 2010). Os genes alvos dependente de FOXO mais bem definidos incluem 

inibidores do ciclo celular p27 e p21, os genes de resposta ao estresse como 

manganês Superóxido dismutase (MnSOD) e Catalase (CTL), inibidores de 

crescimento e os factores pró-apoptóticos mediadora da morte celular.  

Além das defesas endógenas de combate a EROS, os organismos ainda 

dispõem de compostos antioxidantes exógenos para sua proteção ao estresse 

oxidativo. Estes compostos são obtidos principalmente através da dieta, e 

podem ser definidos como qualquer substância capaz de evitar ou atenuar a 

oxidação de moléculas susceptíveis (Cerqueira et al., 2007). O sistema 

exógeno de defesa inclui substâncias como vitamina E, vitamina C, vitamina A, 

os carotenóides, catequinas, epicatequina, quercetina, antocianinas dentre 

outros compostos fenólicos (Cerqueira et al., 2007; Abe et al., 2007).  

 

1.3 Acrilamida 

A acrilamida (AAM) (Figura 1) (CH2CHCONH2, 2-propenamida) é um 

sólido cristalino, incolor, inodoro, altamente polar, com solubilidade em água de 

2g/ml e com ponto de fusão de 84,5°C (Sanganyado et al., 2011). A AAM é 

produzida em grande escala pela indústria e é muito utilizada para a síntese de 

poliacrilamida, que possui numerosas aplicações como um condicionador do 

solo, nas indústrias de cosméticos, de papel, têxteis, floculantes, aditivos para 

tratamento de água, e no laboratório, como um suporte sólido para a separação 

de proteínas por eletroforese (Friedman, 2003, Parzefall, 2007).  

No Brasil, a Portaria MS n°. 518, de 25 de março de 2004, que 

estabelece os procedimentos e responsabilidades relativos ao controle e  
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Figura 1. Imagem representativa da Fórmula estrutural da Acrilamida. 

Adaptado de Granath, 2001. 
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vigilância da qualidade da água para consumo humano e seu padrão de 

potabilidade, estabelece o limite de 0,5 µg/L para a presença de AAM na água 

potável, o mesmo recomendado pela Organização Mundial de Saúde (WHO, 

2011).  

Além da produção industrial, este composto ainda pode ser encontrado 

nos alimentos processados. Açúcares redutores, tais como glicose e frutose, 

reagem com os aminoácidos livres presentes nos alimentos durante processos 

a altas temperaturas (100ºC) como fritura, cozimento e torrefação. Através de 

uma série de reações não enzimáticas, dado o nome Reação de Maillard, há a 

formação de grande número de produtos que conferem cor e aroma aos 

alimentos processados. Durante este processo, também dá origem a 

contaminantes indesejáveis, incluindo a AAM (Mottram, 2002; Muttucumaru; 

2013; Rydberg, 2005).  

Durante a Reação de Maillard, o primeiro processo para a formação da 

AAM é a reação do aminoácido asparagina e um composto carbonil, 

normalmente a D-glicose, resultando no correspondente conjugado N-Glicosil 

asparagina. Este conjugado em altas temperaturas desidrata gerando uma 

base de Schiff. A base de Schiff então formada pode seguir duas vias. Na 

primeira via, a base pode se hidrolisar para formar 3- aminopropionamida, que 

pode continuar se degradando e formar acrilamida quando aquecida. Já na 

segunda via, a base de Schiff pode se decompor diretamente para formar 

acrilamida e uma imina (Figura 2) (Zyzak, 2003).   

Pesquisadores da Universidade de Estocolmo (Suécia) informaram que 

altos níveis de AAM foram encontrados em alimentos comumente consumidos 

que são preparadas em altas temperaturas, variando de 30 a 2300 µg/kg 

(Svensson, 2003). Este achado também foi confirmado por outros autores, 

onde foi detectado acrilamida em um conjunto diversificado de alimentos, como 

mostrado na tabela 1, incluindo pães, cereais, bolos e outros alimentos, 

chamando a atenção, que os maiores valores encontrados foram nas amostras 

de batatas fritas (Wilson, 2009; Svensson, 2003; Chen et al., 2012).  

Como resultados de diversos autores mostram que, alta quantidade de 

acrilamida é encontrada em alimentos de alta frequência de ingestão pela  
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Figura 2. Figura esquemática do mecanismo de formação da acrilamida 

em alimentos processados. Adaptado de Zyzak, 2003. 
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Tabela 1. Níveis de acrilamida em ug/Kg em diferentes tipos de alimentos. 

Adaptado de Chen et al., 2012.  
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população, vários estudos, foram realizados para avaliar a toxicidade deste 

composto. 

 

1.4 Toxicidade induzida por Acrilamida 

Estudos realizados em culturas do tipo HepG2 (Cao et al.,2008; (Zang et 

al., 2009) e do tipo Caco-2 (Ramiro et al., 2010) demonstraram que a 

exposição à AAM causa efeitos tóxicos como redução da viabilidade celular e 

aumento da genotoxicidade. A observação desses efeitos estão ainda 

associados a aumento de produção de EROs, redução dos níveis de glutationa 

(Zang et al., 2009, Zang et al., 2012), além de níveis elevados da enzima ү-

glutamil cisteína sintetase, enzima de fase limitante da síntese de glutationa 

(Ramiro et al., 2010), e redução da atividade da enzima Superóxido dismutase 

(Zang et al., 2012). 

Pesquisadores usando ratos como modelo, demonstraram que o 

tratamento com AAM induziu danos a células germinativas como diminuição do 

número de espermatozoides e destruição dos túbulos seminíferos 

(Rahangadale et al., 2012). Também foram observados danos ao sistema 

nervoso pela desmielinização, degeneração neuronal, liquefação da matéria 

branca (Rahangale et al., 2012). Mohamed (2012) mostrou que ratos que 

fizeram ingestão de água contaminada com AAM apresentaram níveis 

diminuídos de glutationa, assim como diminuição da atividade enzimática da 

Superóxido dismutase e Catalase. Além desses resultados, o grupo tratado 

apresentou redução dos níveis de Imunoglobulina G (IgG) e um leve aumento 

na agregação e viscosidade sanguínea (Arihan et al., 2011). Esses dados em 

conjunto têm sido usados como base explicar os altos índices de aparecimento 

de tumores de glândulas mamárias, tireóide e escrotal em ratos (Hogervorst et 

al., 2010). 

Estudo epidemiológico realizado na Holanda mostrou correlação entre 

ingestão de AAM e neoplasias linfáticas, podendo aumentar o risco de mieloma 

múltiplo e linfoma folicular (Bongers et al., 2012). Foi demonstrado ainda em 

estudo comparativo entre homens e mulheres, não existir relação entre 

ingestão de AAM e câncer de pulmão em homens, entretanto esta relação é 
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inversamente associada em mulheres, sendo mais correlacionado com 

adenocarcinoma (Hogervorst, 2009). 

 

1.5 Compostos Naturais com propriedades protetoras contra 

Acrilamida 

A capacidade antioxidante de moléculas presentes em compostos 

naturais tem se tornado uma boa alternativa a fim de amenizar os efeitos 

tóxicos induzidos pela AAM. 

Já foi observado que vários compostos tais como a curcumina, polifenol 

presente no Açafrão da Índia, o hidroxitirosol,presente em óleo de oliva, o 

extrato polifenólico de cacau, a procianidina B2, e a miricitrina, foram capazes 

de diminuir a produção de EROs, a citotoxicidade, a genotoxicidade além de 

elevar os níveis de γ-glutamil cisteína sintetase (Zhang et al., 2009; Cao et al., 

2008, Chen et al., 2013) e inibir o consumo de glutationa (Ramiro et al., 2010). 

O tratamento com alicina, composto presente no alho, causou aumento da 

atividade da enzima Superóxido dismutase assim como o aumento dos níveis 

de glutationa em cultura de células de hepatócitos (Zhang et al., 2012). 

A exposição de ratos à AAM gera efeitos danosos aos testículos e ao 

sistema nervoso. A administração de extrato de chá verde (Camellia sinensis) 

reverteu os danos causados aos testículos, demonstrando ser um composto 

natural com potente capacidade de protetora (Yassa et al., 2013). O tratamento 

com eugenol e isoeugenol causou proteção ao sistema nervoso de córtex de 

ratos tratados com AAM, onde foi observado que o tratamento impediu a 

redução dos níveis de glutationa e causou diminuição da atividade da enzima 

acetilcolinesterase (Prasad e Mularidhara, 2013). 

Muitos são os modelos de estudo utilizados para avaliação de toxicidade 

de compostos, e um modelo que já vem sendo muito utilizado pela comunidade 

científica é o Caenorhabditis elegans, que possui várias características que o 

torna um excelente modelo para ensaios de toxicidade e avalição de 

compostos com propriedades antioxidantes.  
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1.6 Organismo modelo Caenorhabditis elegans 

No início dos anos 1970, Sydney Brenner introduziu na comunidade 

científica o nematodo de solo Caenorhabditis elegans como organismo modelo 

para estudos de desenvolvimento de animais e do sistema nervoso. Brenner 

argumentou que para tais fins, seria necessário um organismo mais simples e 

diferenciado, suficientemente pequeno para ser tratados em grande número, de 

fácil cultivo, com um breve ciclo de vida e passível de análise genética. Desde 

então, C. elegans tem se mostrado um organismo modelo fundamental para 

uma melhor compreensão de processos bioquímicos, apoptose, função 

neuronal, sinalização, envelhecimento, regulação gênica, dentre outros (Artal-

Sanz et al., 2006; Kaletta & Hengartner, 2006). 

Este nematodo possui várias características que o torna uma excelente 

ferramenta de estudo. C. elegans pode ser facilmente cultivado em laboratório 

em placas de petri com ágar ou meio líquido contendo Escherichia coli como 

fonte de comida para os animais. O C. elegans é um nematodo pequeno e no 

estágio adulto atinge aproximadamente 1 mm de comprimento e 80 µm 

(micrômetros) de diâmentro. O ciclo de vida do nematodo é curto e tempo de 

vida máximo à 20°C é de aproximadamente 3 semanas. Por serem 

hermafroditas, cada animal, é capaz de produzir aproximadamente 300 ovos 

por autofecundação. A fertilização cruzada também é possível de ocorrer entre 

um hermafrodita e um macho, que ocasionalmente aparece numa frequência 

de 0.1% da população 

O hermafrodita grávido expele o ovo que, após sua eclosão, passa por 

quatro estágios larvais (L1, L2, L3 e L4) até chegar à fase adulta. Sob 

condições adversas, como superpopulação ou escassez de alimento, animais 

no estádio larval 1 podem entrar e permanecer em diapausa por até quatro 

meses, retomando seu desenvolvimento quando retornarem as situações 

ideais (Figura 3) (Disponível em www.wormatlas.org).  

Apesar da sua aparente simplicidade, o C. elegans possui um alto nível 

de diferenciação celular. Na fase adulta, os vermes pssuem  959 células 

somáticas, diferenciadas em músculo, hipoderme, sistema nervoso, intestino, 

gônodas, glândulas e sistema excretor  (Artal-Sanz et al., 2006). 
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Figura 3. Ciclo de vida do C. elegans: o hermafrodita grávido expele o ovo 

que, após sua eclosão, passa por quatro estágios larvais (L1, L2, L3 e L4) até 

chegar à fase adulta. Os hermafroditas adultos se autofecundam, iniciando um 

novo ciclo de vida. Sob condições adversas, L1 pode entrar em diapausa 

(Disponível em www.wormatlas.org). 

  

http://www.wormatlas.org/
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Outra vantagem do C. elegans, é que diferentes linhagens de mutantes 

e transgênicos podem ser estocadas á -80°C, o que permite que laboratórios 

de pesquisa possam adquirir e manter várias cepas por tempo indeterminado 

(Artal-Sanz et al., 2006). Por ser um verme transparente, marcadores 

fluorescentes, genes repórteres, podem ser observados nos animais ao vivo e 

in vivo. Estas várias características citadas torna este organismo modelo uma 

excelente ferramenta para estudos de substâncias benéficas e tóxicas aos 

processos biológicos, bem como para identificar novos alvos para intervenções 

farmacológicas (Kaletta & Hengartner, 2006). 

 

1.7 Regulação da Expressão Gênica de Enzimas de 

Detoxificação em C. elegans por SKN-1/Nrf e DAF-16/FOXO 

No C. elegans, a resistência ao estresse oxidativo por enzimas de 

detoxificação de fase II são controladas principalmente por duas vias de 

sinalização em C. elegans bem conservadas em mamíferos: SKN-1/Nrf-2 e 

DAF-16/ FOXO. 

 

1.7.1 Via de Sinalização SKN-1/Nrf 

A proteína ortóloga de Nrf em C. elegans, SKN-1, desempenha um papel 

crucial na resistência ao stress oxidativo e xenobióticos e em várias outras vias 

(Cutter-Glover et al., 2013). SKN-1 é um fator de transcrição do tipo zíper de 

Leucina (bZIP) que ativa genes de detoxificação de fase II (An e Blackwell, 

2003). Sob condições normais, SKN-1 é fosforilado pela enzima glicogênio 

sintetase quinase (GSK-3), o que impede que este fator de transcrição 

internalize no núcleo, prevenindo a ativação da expressão de genes alvos (An 

et al., 2005). Já sob condições de estresse, SKN-1 acumula-se no núcleo das 

células do intestino, o maior órgão de detoxificação no C. elegans, e ativa 

genes alvos em resposta a vários estresses (An e Blackwell, 2003; Oliveira et 

al., 2009). A entrada de SKN-1 em condições de estresse no núcleo requer a 

sua fosforilação pela PMK-1, uma quinase conservada pertencente da via de 

sinalização da p38 MAPK (MAPK -Mitogen-Activated Protein Kinase). SEK-1, a 
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MAPK quinase responsável por fosforilar PMK-1 é necessária para ativar a re-

localização de SKN-1 no núcleo e ativar a expressão de gcs-1 (Inoue et al., 

2005). Mutantes com perda de função de skn-1 e sek-1 são mais sensíveis ao 

estresse oxidativo (An e Blackwell, 2003; Inoue et al., 2005) Além disso, 

mutantes skn-1 possuem um tempo de vida reduzido em cerca de 25-30%, o 

que é consistente com associações feitas entre estresse oxidativo e 

longevidade (An & Blackwell, 2003). 

Foi também demonstrado que a via da IIS (via de sinalização da 

insulina) regula diretamente o fator de transcrição SKN-1. DAF-2 é homólogo 

ao receptor do fator de crescimento semelhante à insulina (IGF-1) em 

mamíferos. DAF-2 ativa as enzimas fosfatidilinositol 3-quinase AGE-1 (PI3K), 

PDK-1, e AKT-1/2, quinases que antagonizam o fator de transcrição SKN-1 

(Tullet et al., 2008), assim como DAF-16, o fator ortólogo de FOXO (Henderson 

e Johnson, 2001; Hertweck et al., 2004; Lee et al., 2003). A deleção de skn-1 

em mutantes daf-2 suprime os fenótipos da resistência ao estresse oxidativo e 

a longevidade, associados a este último. Além disso, o envelhecimento é 

retardado nos animais quando skn-1 é super expresso transgenicamente, e 

quando possuem o sítio de fosforilação para AKT-1/2 mutados na ausência de 

daf-16.  

Além de estresse térmico e estresse oxidativo, a ativação de SKN-1 

pode se dar através de fitoquímicos, como compostos presentes no alho 

(Powolny et al., 2011), baicaleina, derivado de Scutellaria baicalensis 

Lamiaceae (Havermann et al., 2013), assim como extrato da casca de 

salgueiro (Ishikado et al., 2013), promovendo a translocação para o núcleo e 

ativando genes alvos como gst-4 e gcs-1(Figura 4). 

 

1.7.2 Via de sinalização DAF-16/FOXO 

Em C. elegans, o fator de transcrição DAF-16/FOXO, é controlado pelo 

receptor de insulina DAF-2. Quando a via de DAF-2 é ativada, a enzima 

fosfoinositil-3-quinase (AGE-1) é fosforilada, resultando na formação de PIP3, o  
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Figura 4. Esquema simplificado da Regulação da expressão de genes de 

detoxificação por SKN-1/Nrf e DAF-16/FOXO em C. elegans. A figura ilustra a 

ativação de genes de detoxificação pelos fatores de transcrição SKN-1 e DAF-16. 

Sob condições de estresse ou tratamento com fitoquímicos, estes fatores de 

transcrição são ativados, se deslocando para o núcleo ativando genes como gcs-

1 e gst-4, alvos de SKN-1, e sod-3 e clt-1, alvos de DAF-16. 
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qual recruta outras quinases AKT-1, AKT-2, SGK-1 e PDK-1 para a membrana 

plasmática onde PDK-1 ativa AKT e SGK-1 através de fosforilação.  AKT e 

SGK-1 então por sua vez, fosforila DAF-16, mantendo-o no citoplasma, 

impedindo que se transloque para o interior do núcleo celular e regule genes 

alvos (Mukhopadhyay et al., 2006; Braeckman, 2007;  Murphy et al., 2003). 

Entretanto, ausência de qualquer fator da cascata citado acima, DAF-16 se 

desloca para o interior do núcleo celular. Uma vez dentro no núcleo, DAF-16 

pode tanto ativar quanto reprimir genes envolvidos na regulação do tempo de 

vida, metabolismo e resposta ao estresse, como por exemplo enzimas de 

detoxificação tais como Catalase (ctl-1 e ctl-2) e Superóxido dismutase (sod-3) 

(Murphy et al., 2003).  

Além da via de DAF-2, DAF-16 pode também ser regulado pela 

interação com as proteínas 14-3-3 AMPK-1 e JNK-1. As proteínas 14-3-3 

regulam sua distribuição nuclear. A proteína quinase ativada por AMP (AMPK-

1) ativa DAF-16 por fosforilação direta (Landis & Murphy, 2010). JNK-1, um 

membro da família MAPK ativado por estresse, aumenta o tempo de vida e 

está relacionado ao aumento da resistência ao calor e ao estresse oxidativo. 

JNK-1 fosforila diretamente DAF-16 in vitro. Dados bioquímicos e genéticos 

sugerem que a JNK-1 atua em paralelo com a via de sinalização da insulina 

para regular DAF-16, mas de uma maneira oposta, isto é, a fosforilação de 

DAF-16 por JNK-1 promove sua localização nuclear e sua subsequente 

ativação (Landis & Murphy, 2010). Assim como o SKN-1, fitoquímicos podem 

atuar sobre DAF-16 ativando a sua localização nuclear, como quercetina e 

miricetina (Kampkotter et al., 2008; Buchter et al., 2013). 

 

1.8 Acrilamida em C. elegans: Efeitos tóxicos e compostos que 

atenuam toxicidade induzida pela AAM. 

Hasegawa et al. (2004), observaram que a exposição contínua do C. 

elegans a concentrações de 500 mg/l de AMM reduz o tamanho corporal, a 

progênie assim como a longevidade dos animais.  
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Análise gênica realizada por microarranjos de DNA mostrou que a 

exposição de C. elegans durante 48 horas em AAM aumentou a expressão de 

um grande número de enzimas de detoxificação como GST (Glutationa-S- 

Transferase), UGT (Uridina Difosfato Glucuronosil Transferase) e SDR 

(desidrogenages de cadeia curta) (Hasegawa et al., 2007). Dentre os genes 

identificados, gst-4 foi o gene mais ativado. Este gene foi selecionado para a 

construção de uma linhagem transgênica com gene repórter gst-4::GFP onde o 

promotor de gst-4 foi fundido como o gene da proteína fluorescente verde GFP. 

Esta linhagem transgênica foi utilizada para transformar o C. elegans em um 

biosensor para compostos tóxicos. As análises realizadas com este animal 

transgênico mostraram que a expressão de gst-4::GFP é ativada pela  

acrilamida de maneira dose e tempo dependente (Hasegawa et al., 2007).  

Este mesmo transgênico foi utilizado para encontrar compostos com 

possíveis propriedades que reduzem sua ativação por AAM. Dentre os 

compostos testados os que mais se destacaram nos testes foram chá verde e 

solução isotônica comercialmente disponível. Observaram que o tratamento 

dos animais transgênicos com AAM aumentou os níveis de GFP, enquanto 

este efeito não foi observado com o chá verde e o isotônico individualmente. 

Entretanto, quando os animais são co-tratados com AAM e chá verde ou 

isotônico, os níveis de fluorescência para gst-4::GFP diminuíram, sugestivo de 

detoxificação de AAM ou prevenção da indução do gene gst-4 (Hasegawa et al; 

2007).  

Diante desses resultados observados e sugestivos de que compostos 

naturais possuem capacidade protetora contra AAM, se torna interessante a 

investigação de novos compostos com possíveis propriedades antioxidantes, 

como por exemplo, o Açaí. 

 

1.9 Açaí (Euterpe oleraceae Mart.) 

Dentro da família de plantas Arecaceae e do gênero Euterpe, as 

espécies Euterpe oleracea, Euterpe edulis e Euterpe precatoria são referidas 

como açaí. Euterpe oleracea Mart. é uma espécie exótica de fruto nativa da 

região amazônica, podendo ser encontrada desde a América central até a 
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América do sul (Fragoso et al., 2013). O fruto apresenta coloração roxo escuro 

quando maduro, composta de uma semente e uma pequena quantidade de 

polpa, o qual representa aproximadamente 13 a 15%. Estudo realizado 

avaliando a composição da polpa seca açaí mostrou que, o fruto contem 

aproximadamente 71 % de fibras e 20 % de óleo (tabela 2) além de outros 

compostos como açúcares, proteínas e polifenóis (Rufino et al., 2011). 

Com o passar dos anos, açaí tem ganhado popularidade como alimento 

funcional que pode ser consumido in natura ou em diversas variedades de 

bebidas ou preparado de comidas. Vale destacar que sua exportação para 

países não tropicais vem aumentando, se mostrando uma boa fonte de renda 

para a população que faz o manejo do açaí. Sua popularidade se dá 

principalmente pelas grandes quantidades de polifenóis em sua composição, 

especialmente antocianinas e proantocianinas, se destacando a cianidina-3-O-

glicosídeo e cianidina-3-O-rutinosídeo (Rufino et al., 2011, Schauss et al., 

2010), apresentando propriedades anti-inflamatória e antioxidante. 

 

1.9.1 Efeitos anti-lipídicos do Açaí 

Recentes evidências demonstram que mosca Drosophila melanogaster, 

tratadas com dieta hiperlipídica e suplementada com açaí, tiveram seu tempo 

de vida médio e máximo aumentado significativamente, quando comparada 

somente aquelas submetidas á dieta hiperlipídica (Sun et al., 2010). A 

suplementação de açaí promove o aumento de sobrevivência em mosca da 

fruta, Anastrepha ludens, submetidas a dietas com alto teor de gordura e alto 

teor de açúcar, enquanto diminui a vida reprodutiva (Liedo et al., 2012). 

Oliveira et al. (2009) observou melhora nas defesas antioxidantes e 

redução do estresse oxidativo em ratos suplementados com polpa de açaí 

submetidos à dieta hipercolesterolêmica. Foi observado que, no grupo 

hipercolesterolêmico com açaí na alimentação apresentou redução dos níveis 

de Superóxido dismutase, diminuição de proteínas carboniladas, aumento de 

grupos tióis no soro além de redução de colesterol total e das frações LDL e 

VLDL. 
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Tabela 2. Composição aproximada da polpa de açaí seca. Fonte: Rufino, 

2011. 
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Pesquisas envolvendo humanos têm demostrado resultados bem 

promissores quanto á ingestão de açaí. Foi observado que, pessoas que 

fizeram a ingestão de açaí na forma de suco ou na forma de polpa, 

apresentaram uma redução da peroxidação lipídica no soro e aumento da 

capacidade antioxidante do plasma (Jensen, 2008). Em outro estudo, os 

participantes apresentarem uma redução da glicemia de jejum, dos níveis de 

insulina e dos níveis de LDL e HDL (Udani et al., 2011). 

 

1.9.2 Efeitos antioxidantes do Açaí 

 

Estudo realizado por Spada (2009) utilizando células de córtex, 

hipocampo e cerebelo de ratos submetidos ao estresse oxidativo, mostrou que 

o pré-tratamento com polpa de açaí, foi capaz de retornar a níveis normais 

marcadores de estresse oxidativo como TBARS e proteínas carboniladas, 

assim como atividade de enzimas de detoxificação como Superóxido dismutase 

e Catalase. Essa atuação está relacionada a uma possível propriedade de 

remoção direta de radicais livres, uma vez que o tratamento apenas com açaí, 

não seguido de situação de estresse oxidativo, não alterou os marcadores 

avaliados. 

Foi demostrado que moscas tipo selvagem quando expostas á estresse 

oxidativo por peróxido de hidrogênio, e em seguida suplementadas com açaí, 

apresentaram aumento no tempo de vida médio aproximadamente 3 vezes 

superior quando comparado ao grupo controle. Além disso, o tratamento com 

açaí aumentou o tempo de vida em moscas mutantes para o gene da p38 

MAPK (Mortmer et al., 2012), e aumentou a sobrevivência de moscas tratadas 

com RNAi para sod1 (Superóxido dismutase) (Sun et al., 2010; Laslo et al., 

2013). 

A melhora à condição de estresse oxidativo também pode ser 

observados em ratos que tiveram suplementação de açaí na dieta. Os 

resultados mostram a capacidade do açaí em sumprimir a produção de EROs, 

de aumentar os níveis de mRNA de enzimas ү-glutamil cisteína sintetase e 

glutationa peroxidase, além de melhorar o perfil de marcadores de estresse 

oxidativo como TBARS e proteínas carboniladas (Guerra, 2011).  
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Já tem sido demonstrado que o tratamento com açaí apresenta também 

melhorias quanto ao perfil anti-inflamatório. O tratamento com extrato de açaí 

em células da microgila inibiu a ativação de NF-kβ, e diminuiu a expressão das 

ciclooxigenases COX-1 e COX-2 (Xie et al., 2012) fator de necrose tumoral, 

(Shibu et al., 2012), assim causou a redução dos níveis de leucócitos, 

macrófagos e neutrófilos em camundongos expostos à fumaça. Estes dados 

foram relacionados com diminuição dos níveis de glutationa e atividade das 

enzimas glutationa peroxidase e mieloperoxidase (enzima marcadora do influxo 

de neutrófilos) (Moura et al., 2011).  Foi demonstrado que o tratamento com 

açaí diminuiu a expressão de interleucinas 6 e 8 a níveis de mRNA e proteínas 

induzidas pelo estresse causado por glicose (Noratto et al., 2011)  

Outro modelo já bem utilizado para estudos in vivo é o C. elegans. Foi 

demonstrado que a suplementação de açaí na alimentação de vermes 

aumentou a resistência ao estresse oxidativo. Este aumento da resistência foi 

correlacionada com diminuição da produção de EROs, prevenção dos níveis de 

sulfidrilas e prevenção da ativação do gene de detoxificação gcs-1 (Bonomo et 

al., 2014). 

 

1.10 Justificativa 

Em C. elegans já foi demonstrado que a exposição crônica à AAM gera 

diversos efeitos tóxicos como diminuição da progênie, da longevidade, a 

redução corporal dos vermes assim como e ativação da enzima de 

detoxificação gst-4. Entretanto, ainda não foram demonstrados quais os efeitos 

da exposição aguda à AAM em C. elegans. Sabendo do potencial tóxico da 

AAM e das propriedades antioxidantes do Açaí, o C. elegans foi utilizado neste 

projeto para avaliar o efeito da exposição aguda da AAM e do possível efeito 

protetor do Extrato Aquoso de Açaí (EAA), como uma possível alternativa de 

combate ou prevenção dos efeitos tóxicos induzidos pela AAM. 
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2. Objetivos 
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2.1 Objetivo Geral  

Avaliar o efeito do extrato aquoso de Açaí (EAA) contra a toxicidade 

promovida pela exposição aguda à acrilamida em no C. elegans  

 

2.2 Objetivos específicos 

 Avaliar o efeito do tratamento agudo da AAM sob parâmetros biológicos, 

bioquímicos e genéticos no C. elegans 

 

 Avaliar o efeito protetor do açaí sobre parâmetros biológicos, 

bioquímicos e genéticos no C. elegans exposto ao tratamento agudo 

com AAM. 

 

 Avaliar o papel de SKN-1 e DAF-16 na proteção induzida pelo açaí em 

animais transgênicos gcs-1::GFP  expostos ao tratamento agudo com 

AAM. 
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3. Metodologia 
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3.1 Linhagens 

As linhagens utilizadas neste projeto (Tabela 3) foram cedidas pelo 

Caenorhabditis Genetics Center (CGC), University of Minesota, EUA 

(http://www.cbs.umn.edu/CGC) ou pelo Dr. T. Keith Blackwell do Joslin 

Diabetes Center, Boston, EUA  

 

3.2 Manutenção das cepas 

As linhagens foram mantidas congeladas até o momento de uso. O 

congelamento é feito transferindo animais L1 para uma solução 1:1 de M9 (22 

mM KH2PO4; 42 mM Na2HPO4; 85,5 mM NaCl; 1 mM MgSO4) e solução de 

congelamento (50 mM Tampão Fosfato; 100 mM NaCl; 30% de glicerina). 

Alíquotas desta mistura foram colocadas em tubos de 1,5 mL e armazenadas 

no freezer – 80oC. Quando necessário, as linhagens utilizadas foram 

descongeladas e transferidas para o meio NGM (Nematode Growth Medium) 

(Brenner, 1974) semeados com E. coli OP50 como alimento e incubada a 

20°C, o que permitiu o desenvolvimento do ciclo de vida normal. A manutenção 

das linhagens foi feita transferindo animais em diferentes estágios para novas 

placas à medida que a camada de bactéria ficava escassa. 

 

3.3 Sincronização cronológica do C. elegans 

 

A sincronização das cepas foi feita através da lise alcalina ou por 

ovoposição. A lise alcalina se baseia no tratamento de hermafroditas adultos 

grávidos com solução de lise (50% de hipoclorito de sódio; 2,5 mM NaOH). Os 

embriões resistentes a este tratamento foram coletados e colocados em meio 

líquido M9 de um dia para o outro na ausência de alimento. Isto permite que os 

embriões eclodam, mas permaneçam estacionários em L1. Os animais L1 

foram então transferidos para placas NGM semeadas com E. coli OP50 

contendo ou não EAA 100mg/ml por 36h a 20°C. A ovoposição consiste em  
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Tabela 3. Linhagens de C. elegans utilizadas neste trabalho 

Linhagem Genótipo Descrição Geral 

N2 - Tipo Selvagem 

CF1038 daf-16(mu86) Mutante de deleção para o gene daf-16 

CL2166 dvIs19 [(pAF15)gst-

4p::GFP::NLS] 

Animal transgênico carregando o gene da 

proteína GFP sob controle do promotor 

do gene gst-4 

CF1553 muls84[pAD76(sod-

3::GFP)] 

Animal transgênico carregando o gene da 

proteína GFP sob controle do promotor 

do gene sod-3 

LD1171 ldIs3 [gcs-1p::GFP + 

pRF4(rol-6(su1006))] 

Animal transgênico carregando o gene da 

proteína GFP sob controle do promotor 

do gene gcs-1 

TJ356 zls356[pGP30(DAF-

16::GFP)+pRF4(rol-6) 

Animal transgênico com o gene da 

proteína GFP integrada ao gene de daf-

16 
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colocar hermafroditas grávidos nas placas de NGM e deixados por 6 a 8 horas. 

Após esse tempo, os animais foram retirados deixando somente os ovos 

colocados por estes animais. 

 

3.4 Preparo das Placas contendo Extrato Aquoso de Açaí 

(EAA) 

 

Neste projeto foi utilizado extrato de açaí liofilizado cedido pela empresa 

Liotécnica Alimentos LTDA (Embu, SP). O tratamento do C. elegans com açaí 

foi feito de acordo com Bonomo et al. (2014) com o extrato na concentração de 

100 mg/ml. Para tal, 2 g de extrato foram ressuspensos com 20 ml de solução 

basal e esterilizados por filtração, obtendo-se no final 5 ml de extrato líquido. A 

este volume foi acrescido 50 µl de solução estéril de 10 mM MgSO4. Essas 

misturas foram utilizadas para ressuspender o pellet de E. coli OP50 OD 1 que 

foi então semeado em placas contendo meio NGM. Para as placas de controle 

do tratamento, foi utilizada apenas pellet de E. coli OP50 OD 1, ressuspensa 

em quantidade proporcional de solução basal e MgSO4. Em caso das placas 

não serem usadas imediatamente, elas foram mantidas a 4oC por no máximo 1 

semana.  

 

3.5 Avaliação do efeito do tratamento agudo da AAM e da EAA 

sob parâmetros biológicos, bioquímicos e genéticos no C. 

elegans 

 

A primeira etapa deste projeto foi padronizar as condições em que os 

efeitos tóxicos da exposição aguda à AAM pudessem ser observados no C. 

elegans. Para isso, nós expusemos os animais em diferentes tempos e 

concentrações de AAM (Sigma Aldrich) a fim de estabelecer um menor tempo e 

uma menor concentração de exposição. Nós avaliamos os parâmetros 

progênie, tamanho corporal, longevidade, produção de EROs e expressão de 

genes de detoxificação. Após as padronizações estabelecidas, avaliamos o 
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efeito do extrato aquoso de açaí (EAA) frente os efeitos tóxicos induzidos pela 

AAM. 

  

3.5.1 Análise do Tamanho Corporal 

Animais tipo selvagem em estágio larval L1 foram incubados por 36 a 38 

horas a 20ºC em condições normais em placas NGM semeadas com E. coli 

OP50. Em seguida os animais foram expostos às concentrações de 0,1; 1; 10 e 

100 mM de acrilamida em meio líquido M9 por 3, 6 e 9 horas. Após o tempo de 

exposição, os animais foram retirados do estresse e colocados novamente em 

placas NGM semeadas com E.coli. Após 15 horas, cerca de 20 animais por 

grupo foram colocados em lâmina contendo 1% de agarose e anestesiados 

com 0,5 mM azida sódica. Em seguida os animais foram fotografados no 

microscópio Axio Imager Z2 (Zeiss, NY, USA) e o tamanho corporal de cada 

animal foi avaliado individualmente utilizando software Axion Vision 4.8.  

Para avalição do efeito do EAA, animais em estágio larval L1 foram 

crescidos por 36 a 38 horas a 20ºC em condições normais em placas NGM 

semeadas com E. coli contendo ou não EAA 100 mg/ml. Em seguida, os 

grupos controle e tratados foram expostos ou não a 10 mM de AAM por 3 horas 

em meio líquido M9. Em seguida, as análises foram realizadas como descrito 

anteriormente. Os experimentos foram realizados em triplicata. As análises 

estatísticas foram realizadas através do teste t de Student’s, sendo que p ≤ 

0,05 foi considerado estatisticamente significativo. 

 

3.5.2 Análise da Progênie 

Para determinar o número total de progênie, animais tipo selvagem em 

estágio larval L1 foram incubados por 36 a 38 horas em condições normais em 

placas NGM semeadas com E. coli a 20ºC. Em seguida os animais foram 

expostos às concentrações de 10 mM AAM em meio líquido M9 por 3 e 6 

horas. Após o tempo de exposição, os animais foram retirados do estresse e 

colocados novamente em placas NGM semeadas com E. coli. Dez animais de 

cada grupo foram colocados em placas individuais e durante o tempo de 
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ovoposição, os animais foram transferidos a cada 24 horas para novas placas e 

o número de progênie de cada placa foi contado após 2 dias. O número total de 

animais foi calculado e dividido pelo número de animais. As análises 

estatísticas foram realizadas através do teste t de Student’s, sendo que p ≤ 

0,05 foi considerado estatisticamente significativo 

 

3.5.3 Análise da Sobrevivência 

Animais tipo selvagem foram incubados por 36 a 38 horas em condições 

normais em placas NGM semeadas com E. coli a 20ºC e expostos á 10 mM 

AAM por 3, 6 e 9 horas em meio líquido M9. Após o tempo de exposição, os 

animais foram colocados em placas de NGM contendo 10 mM FUdR (5-Fluoro-

2'-deoxyuridine) a 25ºC. FUdR é normalmente fosforilado nas células em 

fluorodeoxiuridilato, um inibidor competitivo da enzima timidilato sintetase que 

converte deoxiuridilato em timidilato. Desta forma a replicação do DNA é 

rapidamente interrompida uma vez esta é a única via de síntese de timidilato 

nas células. Uma vez que as únicas células que se dividem em animais adultos 

são as células germinativas da gônada feminina, animais adultos mantidos em 

placas contendo FUdR não produzem nenhuma progênie e quaisquer embriões 

produzidos nesta condição não se desenvolvem. A sobrevivência dos animais 

foi avaliada diariamente longevidade até que todos os animais de todos os 

grupos se encontrassem mortos.  

Para avaliação do efeito do EAA, animais tipo selvagem em estágio 

larval L1 foram crescidos por 36 a 38 horas a 20ºC em condições normais em 

placas NGM semeados com E.coli contendo ou não EAA 100 mg/ml. Em 

seguida, os grupos controle e tratados foram expostos ou não á 10 mM AAM 

por 6 horas em meio líquido M9. Após o tempo de exposição, os animais foram 

retirados do estresse e colocados novamente em meio NGM com FUdR à 25ºC 

semeados com E.coli contendo ou não tratamento com EAA. Os ensaios de 

longevidade foram iniciados com 90 animais em cada grupo, sendo divididos 

em 3 placas contendo 30 animais em cada. A sobrevivência dos vermes foi 

verificada diariamente. As análises estatísticas foram realizadas pelo teste de 

Log Rank (Mantel-Cox) considerando p ≤ 0,05 estatisticamente significativo. 



30 
 

3.5.4 Análise da produção de EROs 

A produção de EROS foi mensurada utilizando a sonda fluorescente 2,7-

diclorofluoresceína-diacetato (H2DCFDA). Animais tipo selvagem foram 

incubados por 36 a 38 horas a 20ºC e expostos a diferentes concentrações 

variando de 0,1; 1 a 10 mM AAM em PBS por 3 horas de exposição, e 1 mM de 

Peróxido de Hidrogênio como controle positivo. Em seguida os animais foram 

lavados duas vezes com PBS e incubados em 50 uM de H2DCFDA por 1 hora. 

Após o tempo de exposição, 30 animais de cada grupo foram transferidos para 

os poços de uma placa de microtitulação de 96 poços contendo 200 ul de PBS 

em triplicata. A quantificação de fluorescência foi realizada no leitor de placas 

X3 ™ multilabel VICTOR (Perkin Elmer, Massachusetts, EUA), utilizando 

excitação a 485 nm e emissão a 535 nm. 

Para avalição do efeito do EAA, animais tipo selvagem ou animais 

mutantes para o gene daf-16, em estágio larval L1 foram crescidos por 36 a 38 

horas a 20ºC em meio NGM contendo ou não EAA 100 mg/ml. Em seguida 

análises foram realizadas como descrito anteriormente. Os Experimentos foram 

realizados em triplicata. As análises estatísticas foram realizadas através do 

teste t de Student’s, sendo que p ≤ 0,05 foi considerado estatisticamente 

significativo. 

 

4.5.5 Análise da Expressão de genes de detoxificação. 

Animais transgênicos gst-4::GFP em estágio larval L1 foram incubados 

por 36 a 38 horas a 20ºC em meio NGM contendo E.coli como fonte de 

alimento. Em seguida os animais foram expostos às concentrações de 0,1; 1; 

10 e 100 mM  AAM em meio líquido M9 por  3, 6 e 9 horas. Após o tempo de 

exposição, os animais foram retirados do estresse e colocados novamente em 

meio NGM semeados com E.coli por 1 hora como tempo de recuperação. Em 

seguida, 20 animais de cada grupo foram colocados em uma lâmina contendo 

1% agarose e anestesiados com 0,5 mM azida sódica. Fotomicrografias de 

fluorescência foram tiradas no microscópio Axio Imager Z2 (Zeiss, NY, USA) e 

os níveis de fluorescência avaliados utilizando o software NIH Image J. Para o 

gene de gst-4 ::GFP foi utilizada a concentração de 1 mM AAM e para os 
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genes de gcs-1::GFP e sod-3::GFP foi utilizada a concentração de 10 mM AAM 

por 3 horas. 

Após estipulada a concentração e o tempo de exposição à AAM para 

cada linhagem, animais transgênicos gst-4::GFP, gcs-1::GFP e sod-3::GFP  em 

estágio larval L1 foram crescidos por 36 a 38 horas em meio NGM semeados 

ou não com EAA 100 mg/ml. Em seguida análises foram realizadas como 

descrito anteriormente. Os experimentos foram realizados em triplicatas. As 

análises estatísticas foram realizadas através do teste t de Student’s, sendo 

que p ≤ 0,05 foi considerado estatisticamente significativo. 

 

3.5.6. Avaliação da Localização nuclear de DAF-16::GFP 

Para analisar o envolvimento do fator de transcrição DAF-16 na resposta 

ao estresse, animais transgênicos DAF-16::GFP foram incubados por 36 a 38 

horas em condições normais ou contendo EAA 100 mg/ml. Os animais foram 

expostos à 10 mM AAM por 3 horas. 20 animais de cada grupo foram 

colocados em lâminas cobertas com 1% agarose, anetestesiados com 0,5 mM 

azida sódica e foram fotografados com microscópio de fluorescência 

microscópio Axio Imager Z2 (Zeiss, NY, USA). A localização nuclear de DAF-

16::GFP foi classificada como citosóica, intermediária ou nuclear. Os 

experimentos foram realizados em triplicatas. As análises estatísticas foram 

realizadas através do teste t de Student’s, sendo que p ≤ 0,05 foi considerado 

estatisticamente significativo. 

 

3.5.7 Silenciamento de skn-1 e daf-16  

Os animais transgênicos gcs-1::GFP foram submetidos a controle(RNAi), 

skn-1(RNAi) e daf-16(RNAi). O plasmídeo pL4440 sem nenhum inserto foi 

usado como controle negativo do RNAi. O plasmídeo recombinante foi 

transformado em E. coli HT115 e a cultura foi então semeada em placas de 

petri com NGM contendo IPTG. Os animais transgênicos em estágio L1 foram 

incubados por 36 a 38 horas nessas placas contendo ou não EAA 100 mg/ml e 

depois expostos à 10 mM AAM por 3 horas. Após o tempo de exposição, os 
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animais foram retirados do estresse e colocados novamente em meio NGM por 

1 hora como tempo de recuperação. Em seguida fotomicrografias de 

fluorescência foram tiradas de aproximadamente 20 animais de cada grupo 

utilizando o microscópio Zeiss e a fluorescência foi analisada usando o 

software NIH Image J. As análises estatísticas foram realizadas através do 

teste t de Student’s, sendo que p ≤ 0,05 foi considerado estatisticamente 

significativo. 

Para confirmar redução da expressão de skn-1, embriões foram 

semeados em placas skn-1(RNAi). Na ausência de skn-1, os embriões 

colocados não eclodem, uma vez que este é um gene de efeito materno, 

essencial para o desenvolvimento embrionário. Para confirmação da redução 

de daf-16, animais transgênicos DAF-16::GFP foram semeados em placas daf-

16(RNAi) e a redução da fluorescência foi avaliada. 
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4. Resultados 
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4.1 Avaliação do efeito do tratamento agudo da AAM sob 

parâmetros biológicos, bioquímicos e genéticos no C. elegans 

 

4.1.1 Análise do Tamanho corporal 

Uma vez que já foi demonstrado que animais expostos à AAM de 

maneira crônica apresentaram redução do tamanho corporal (Hasegawa et al., 

2004), nós avaliamos se a exposição aguda à AAM também seria capaz de 

alterar o tamanho corporal do C. elegans. Para realizar este experimento, os 

animais tipos selvagem foram crescidos até o estágio larval L3 e em seguida 

expostos à 0,1; 1; 10 e 100 mM de AAM por 3, 6 ou 9 horas. 

O tratamento do C. elegans com 0,1 mM e 1 mM AAM nos tempos 

testados não afetou o desenvolvimento uma vez que o tamanho dos animais 

não foi alterado (Figura 5B). Os animais tratados com 10 mM AAM 

apresentaram redução significativa no tamanho corporal nos tempos de 3 e 9 

horas, mas não onde não foi observada redução no tempo 6 horas (Figura 5B). 

O tamanho corporal dos animais tratados com 100 mM AAM foi 

significativamente reduzido com 3 e 6 horas (Figura 5A e 5B). Não foi possível 

realizar as medições com 9 horas, pois esta concentração foi extremamente 

tóxica onde todos os animais estavam mortos. Estes dados sugerem que a 

exposição aguda à AAM no C. elegans é capaz de prejudicar o 

desenvolvimento dos animais. 

 

4.1.2 Análise da Progênie 

O próximo parâmetro avaliado quanto à exposição aguda do C . elegans 

à AAM foi a reprodução dos animais tipo selvagem foram expostos à 10 mM de 

AAM por 3 e 6 horas e o número total de progênie foi avaliada. De acordo com 

a Figura 6, não foi observada redução do número de progênie em animais 

expostos à AAM por 3 horas, entretanto, existe redução significativa do número 

total quando os animais são expostos pelo tempo de 6 horas. O número médio 
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A) 

 

B) 

 

Figura 5. Efeito da exposição aguda à AAM sobre o tamanho corporal do 

C. elegans.. A) Figura representativa do tamanho corporal dos animais em 

estágio de adulto-1-dia expostos á AAM pelo tempo de 3 horas. B) Animais 

foram crescidos por 36 horas e expostos ou não á diferentes concentrações de 

AAM por diferentes tempos. A barra de erros representa o SEM. (#) Indica que 

todos animais se encontravam mortos no tempo de 9 horas expostos a 100 mM 

AAM. (*), (&) e (§) indicam resultados para p < 0,05 em relação ao controle nos 

respectivos tempos de 3, 6 e 9 horas de exposição através do teste t de 

Student’s. Experimento realizado em triplicata. 
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Figura 6. Efeito da exposição aguda à AAM sobre a reprodução do C. 

elegans. Animais tipo selvagem foram incubados por 36 a 38 horas à 20ºC e 

expostos ou não á AAM por 3 e 6 horas. O número de embriões colocados foi 

avaliado por 10 animais de cada grupo. A barra de erros representa o SEM. (**) 

indica resultado para p < 0,005 em relação ao controle através do teste t de 

Student’s. Experimento realizado em duplicata. 
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de embriões no grupo controle foi de 236,8 ± 76,8 enquanto que no grupo 

tratado foi de 143,9 ± 22,72, o que corresponde à uma redução de 39,18 %. 

Esses resultados sugerem que a exposição aguda à AAM interfere no sistema 

reprodutor do C. elegans 

 

4.1.3 Análise de Sobrevivência 

A seguir, nós verificamos se a exposição aguda à AAM teria algum efeito 

sobre a longevidade do C. elegans. Os animais foram incubados por 36 a 38 

horas e expostos por 3, 6 ou 9 h com à 10 mM AAM. Como observado na 

figura 7 e na tabela 4, os animais expostos à AAM por 3 horas, não 

apresentaram redução do tempo de vida médio (11,42 dias) quando 

comparado ao grupo controle (11,64 dias). Para os animais expostos por 6 

horas, já foi observado uma redução de 11,60 % do tempo de vida médio onde 

o tempo de vida médio dos animais do grupo controle foi de 12,08 dias e do 

grupo tratado com AAM foi de 10,66 dias. A redução do tempo de vida também 

pode ser observada no grupo de animais expostos pelo tempo de 9 horas, 

sendo que o tempo de vida médio do grupo controle foi de 11,7 dias e o do 

grupo tratado com 10 mM AAM foi de 9,96 dias, o que corresponde a uma 

redução de 10,02%. Esses dados sugerem que a exposição aguda à AAM gera 

toxicidade afetando o tempo de vida do C. elegans. 

 

4.1.4 Análise da Produção de EROs 

Para avaliar os efeitos da exposição aguda à AAM no estado redox do 

C. elegans nós avaliamos a produção de EROs nos animais expostos à AAM, 

uma vez que já é bem conhecido que as EROs podem causar danos à 

moléculas importantes para a homeostase dos organismos. Para tal objetivo, 

animais tipo selvagem foram expostos por 3 horas à  0,1, 1 e 10 mM AAM. Os 

animais foram depois expostos por 1 hora à 50 uM H2DCFDA para avaliar os 

níves de EROs.  
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A) 

 

B) 

 

C)  

 

Figura 7. Efeito da exposição aguda à AAM sobre a longevidade do C. 

elegans. Animais tipo selvagem foram crescidos por 36 horas e expostos por 3 

(A), 6 (B) ou 9 horas (C) com 10 mM AAM. A longevidade foi avaliada 

diariamente.  (*) indica resultado significativamente diferente do grupo controle. 

Análise estatística pelo teste de Log Rank onde foi considerado p< 0,05 

estatisticamente significativo.  
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Tabela 4. Longevidade de C. elegans expostos á diferentes tempos em 

AAM 
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Figura 8. Efeito da exposição aguda do C. elegans à AAM na Produção de 

EROs . Animais tipo selvagem foram crescidos por 36 horas e expostos à 

diferentes concentrações de AAM por 3 horas e depois incubados com sonda 

H2DCFDA por 1 hora. Em seguida os níveis de fluorescência foram analisados. 

A barra de erros representa o SEM. (*) indica resultado para p < 0,05 em 

relação ao controle através do teste t de Student’s. Experimento realizado em 

duplicata. 
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Nossos resultados mostram que animais expostos à 0,1 mM AAM 

produzem mais EROs. Por outro lado, animais tratados com 1 e 10 mM AAM 

por 3 horas não mostraram aumento na produção de EROs (Figura 8) Diante 

desses dados, a concentração de 0,1 mM AAM por 3 horas de exposição foi 

capaz de causar aumento na produção de EROs em C. elegans. 

 

4.1.5 Análise da expressão de genes de detoxificação 

Nossos resultados obtidos sugerem que a exposição aguda à AAM no C. 

elegans promove toxicidade, e que essa toxicidade possa estar relacionada 

com aumento do estresse oxidativo. Desse modo, nós também investigamos a 

ativação de genes de detoxificação no C. elegans submetidos exposição aguda 

à AAM.  Inicialmente nós avaliamos os níveis de fluorescência de animais 

expressando gst-4::GFP expostos a 0,1, 1, 10 e 100 mM AAM por 3, 6 ou 9 

horas  

Nós observamos que para todos os tempos de exposição analisados, os 

animais gst-4::GFP expostos à concentrações de 1, 10 e 100 mM 

apresentaram fluorescência significativamente superior em relação ao grupo 

controle (Figura 9). Observamos também que os grupos expostos com 10 mM 

AAM apresentam a maior indução de gst-4::GFP todos os tempos analisados. 

Outra tendência observada em todos os tempos analisados foi que os grupos 

expostos com 100 mM AAM apresentam a menor indução de gst-4::GFP em 

relação ao grupo exposto com 10 mM AAM. A partir desses dados nós 

decidimos utilizar a concentração de 1 mM AAM pelo tempo de 3 horas de 

exposição. Entretanto, para realizarmos nossas análises com outros genes 

(gcs-1::GFP  e sod-3::GFP), utilizamos a concentração de 10 mM por 3 horas, 

pois foi a que apresentou melhores resultados de indução de GFP.   

Para a análise dos genes gcs-1::GFP e sod-3::GFP, nós testamos 

apenas a concentração de 10 mM AMM por 3 horas (Figure 10). Nós 

observamos que a expressão de gcs-1::GFP foi significativamente maior com o 

tratamento de 10 mM AMM (Figure 10A). Entretanto, a expressão de sod-

3::GFP não foi alterada (Figura 10B). 
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A) 

 

B) 

 

Figura 9. Efeito da exposição aguda de C. elegans à AAM sobre expressão 

de gene de detoxificação gst-4::GFP. A) Imagem representativa da indução 

de gst-4::GFP em AAM por 3 horas. B) Animais transgênicos foram crescidos 

por 36 horas e expostos ou não á diferentes concentrações de AAM por 

diferentes tempos. Após uma hora de recuperação os níveis de fluorescência 

foram analisados. A barra de erros representa o SEM. (*), (&) e (§) indica 

resultado para p< 0,05 em relação ao controle no tempo nos respectivos 

tempos de 3, 6 e 9 horas de exposição através do teste t de Student’s. 

Experimento realizado em triplicata. 

  



43 
 

 

 

 

A) 

 

B) 

 

Figura 10. Imagem representativa da ativação de gcs-1::GFP e sod-

3::GFP. Animais transgênicos gcs-1::GFP (A) ou sod-3::GFP (B) foram 

crescidos por 36 horas e expostos ou não à 10 mM AAM por 3 horas. Após 

uma hora de recuperação os níveis de fluorescências foram analisados.   
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4.2 Avaliação do efeito protetor do açaí sobre parâmetros 

biológicos, bioquímicos e genéticos no C. elegans exposto 

tratamento agudo com AAM. 

O próximo objetivo deste projeto foi de avaliar se o extrato aquoso de 

açaí (EAA) tem efeito protetor em relação aos efeitos tóxicos da exposição 

aguda da AAM no C. elegans 

 

4.2.1 Análise do Tamanho Corporal 

Para avaliamos o efeito do EAA sobre a redução corporal causada pela 

exposição aguda à AAM, animais tipo selvagem foram tratados ou não com 

EAA 10mg/ml por 36 horas e então foram expostos à 10 mM AAM por 3 horas.  

Foi observado que o pré-tratamento com EAA não causa diminuição do 

tamanho dos animais, sugerindo não ser tóxico a estes (Figura 11). Os 

resultados ainda nos mostram que a exposição à AAM causou uma redução 

significativa do tamanho dos animais de 11,36 % em relação ao grupo controle 

(Tabela 5). Os animais que receberam o pré- tratamento com EAA e logo em 

seguida expostos à AAM, apresentaram uma redução de 3,45 % em relação ao 

grupo controle não sendo estatisticamente diferente do grupo controle. Mais 

interessante é que este grupo pré-tratado com EAA e depois com AAM 

apresentou uma recuperação do tamanho corporal de aproximadamente 8 % 

quando comparado com o grupo exposto somente á AMM (Figura 11). Estes 

dados apresentados sugerem que o EAA reduz os efeitos tóxicos da AAM sob 

o desenvolvimento do C. elegans. 

 

4.2.2 Análise da Progênie 

Nossos dados mostram que a exposição aguda à AAM no C. elegans 

gera toxicidade afetando a o número de embriões colocados pelos animais. 

Nosso intuito era de avaliar se o EAA teria algum efeito protetor quanto à 

reprodução dos animais. Entretanto, estes experimentos utilizando animais 
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Figura 11. Efeito do pré-tratamento com EAA em C. elegans expostos á 

AMM sobre tamanho corporal. Animais tipo selvagem foram pré tratados por 

36 horas ou não com EAA e expostos ou não á AAM por 3 horas. 

Fotomicrografias foram tiradas de 20 animais de cada grupo e avaliado o 

tamanho corporal. (*) indica resultado para p< 0,05, (**) indica resultado para 

p< 0,005 e (***) indica resultado para p< 0,0001 através de do teste t de 

Student’s. Experimento realizado em triplicata. 

 

.  
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Tabela 5.  Efeito do pré- tratamento com EAA em C. elegans expostos à 

AAM sobre o tamanho corporal. 
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tratados com EAA ainda não foram conduzidos. 

 

4.2.3 Análise da Sobrevivência 

Uma vez que a exposição aguda dos animais à AAM mostrou que o 

tempo de vida dos animais expostos é reduzido significativamente a partir do 

tempo de 6 horas de exposição, nós avaliamos se o tratamento com EAA 

possui algum efeito protetor no tempo de vida do C. elegans sobre exposição 

aguda à AAM (Figuras 12).  

Animais tipo selvagem incubados sob condições normais à 25ºC 

apresentaram tempo de vida médio de 12,48 dias e tempo máximo de 18 dias 

(Figura 12; Tabela 6). Os animais tratados com EAA não apresentaram 

diferença significativa sobre o grupo controle, apresentando tempo de vida 

média de 12, 26 dias e tempo máximo de 17 dias (Tabela 6). Entretanto, o 

grupo de animais expostos à 10 mM AAM apresentou tempo de vida médio de 

11 dias, o que representa uma redução de 11,86 % do tempo de vida médio 

comparado ao grupo controle. Os animais tratados com EAA e depois expostos 

à AAM, apresentou tempo de vida médio de 11,58 dias e tempo máximo de 17 

dias, apresentando uma redução do tempo de vida médio de 7,21 % quando 

comparado ao grupo controle. Houve também diferença significativa quando 

comparado ao grupo exposto à AAM, onde foi observado um aumento de 3 % 

no tempo de vida médio (Figura 12; Tabela 6). 

Os dados sugerem que o tratamento com EAA não aumenta o tempo de 

vida dos animais em condições normais, entretanto, aumenta a longevidade do 

C. elegans exposto à 10 mM AAM por 6 horas. 
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Figura 12. Efeito do EAA sobre a longevidade de C. elegans expostos à 

AAM. Animais tipo selvagem foram incubados por 36 a 38 horas tratados ou 

não com EAA 100 mg/ml e expostos à 10 mM AAM por 6 horas. O número de 

animais mortos foi contado diariamente até que todos os animais estivessem 

mortos. p<0,05 foi considerado estatisticamente diferente pelo teste de Log 

Rank. Experimento realizado uma vez. 
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Tabela 6. Efeito do EAA sobre o do tempo de vida C. elegans tipo 

selvagem expostos à AAM. 
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4.2.4 EAA reduz a produção de Espécies Reativas de Oxigênio 

em C. elegans expostos á AAM 

Para investigar se o EAA possui capacidade antioxidante direta sobre a 

produção de EROs induzida por AAM, nós medimos os níveis de produção 

emissão de fluorescência da sonda  H2DCFDA. 

Nós observamos que houve aumento significativo dos níveis de 

fluorescência tanto para o grupo tratado com EAA quanto com o grupo 

somente expostos à AAM (Figura 13). O tratamento dos animais com EAA foi 

capaz de reduzir os níveis de EROs em animais expostos à AAM (p< 0,0001). 

Esses dados sugerem que o EAA possa atuar neutralizando os EROs 

diretamente, diminuindo o estresse oxidativo causado ao organismo. 

 

4.2.5 Análise da Expressão de genes de detoxificação  

Nós também investigamos o perfil de expressão de genes de 

detoxificação em animais pré-tratados com EAA e expostos á AAM. Para 

avaliar o efeito do EAA sobre a expressão gênica de animais transgênicos gst-

4::GFP, os animais foram pré-tratados com EAA 100 mg/ml por 36  a 38 horas 

aproximadamente e em seguida expostos à 1 mM de AAM por 3 horas. Nossos 

resultados mostram o tratamento com EAA reduziu os níveis de expressão de 

gst-4::GFP em condições normais em relação ao grupo controle (p< 0,005), e 

os níveis de expressão aumentaram com a exposição à AAM (p< 0,0001) 

(Figura 14). Entretanto, quando analisamos o grupo previamente tratado com 

EAA e logo em seguida expostos à AAM, observa-se uma tendência em 

redução dos níveis de gst-4::GFP, sendo estes dados não significativamente 

estatísticos em relação ao grupo somente tratado com AMM. Esses dados 

sugerem que o tratamento com açaí atenua o estresse oxidativo intracelular, 

não sendo necessária uma elevada expressão de gst-4. 

Outro gene de detoxificação analisado foi o gcs-1::GFP, gene que 

codifica para enzima ү-glutamil cisteína sintetase, enzima de fase limitante da  
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Figura 13. Efeito do pré-tratamento com EAA sobre a produção de EROs 

em C. elegans expostos à AMM. Animais tipo selvagem foram pré tratados 

por 36 horas ou não com EAA e expostos ou não à 0,1 mM AAM por 3 horas. 

Em seguida os níveis de fluorescência foram analisados. . A barra de erros 

representa o SEM. (*) indica resultado para p< 0,05, (**) indica resultado para 

p< 0,005 e (***) indica resultado para p< 0,0001 através de do teste t de 

Student’s. Experimento foi realizado em triplicata. 
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Figura 14. Efeito do pré-tratamento com EAA em C. elegans expostos á 

AMM sobre a expressão de gst-4::GFP. Animais transgênicos foram pré 

tratados por 36 horas ou não com EAA e expostos ou não à AAM por 3 horas. 

Após uma hora de recuperação os níveis de fluorescência foram analisados. A 

barra de erros representa o SEM. (**) indica resultado para p< 0,005 e (***) 

indica resultado para p< 0,0001 através de do teste t de Student’s. Experimento 

realizado em triplicata. 
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formação de glutationa. O grupo pré-tratado com EAA apresentou aumento nos 

níveis de fluorescência em relação ao grupo controle (p< 0,05). Os resultados 

obtidos também nos mostram que a exposição somente à AAM causou 

aumento da expressão de gcs-1::GFP (p<0,0001) e o pré- tratamento com EAA 

seguido de exposição à AAM,  preveniu significativamente (p<0,005) o 

aumento da expressão gênica em relação ao grupo somente exposto á AAM 

(Figura 15).   

Para o gene da Superóxido dismutase (sod-3::GFP), não observamos 

nenhum efeito sobre condições normais com tratamento com EAA, e a 

exposição de 10 mM AAM pelo tempo de 3 horas não foi capaz de ativar a 

expressão deste gene de detoxificação (Figura 16) pela metodologia utilizada.  

 

4.3 Avaliação do papel de SKN-1 e DAF-16 na proteção induzida 

pelo açaí em animais transgênicos gcs-1::GFP  expostos ao 

tratamento agudo com AAM. 

No C. elegans as vias de sinalização SKN-1/p38 MAPK e DAF-

16/FOXO, são responsáveis pela ativação de genes de Fase II de detoxificação 

que aumentam a longevidade e a resistência ao estresse oxidativo (Tullet et al., 

2009; Murphy et al., 2003). Nós avaliamos o envolvimento destes fatores de 

transcrição em animais tratados com EAA e expostos à AAM. 

 

4.3.1 Envolvimento de DAF-16 na resposta ao estresse agudo 

por AAM em animais tratados com EAA 

Primeiramente nós avaliamos se DAF-16 estaria envolvido na resposta 

induzida pelo EAA e AAM. Nós utilizamos os animais transgênicos DAF-

16::GFP para avaliar se EAA e AAM induzem a localização nuclear deste fator 

de transcrição. Sozinho, o tratamento com EAA não afeta a localização de 

DAF-16::GFP e o tratamento com AAM aumenta a localização nuclear de DAF- 
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Figura 15. Efeito do pré-tratamento com EAA em C. elegans expostos á 

AMM sobre a expressão de gcs-1::GFP. Animais transgênicos foram pré 

tratados por 36 horas ou não com EAA e expostos ou não à AAM por 3 horas. 

Após uma hora de recuperação os níveis de fluorescência foram analisados.  A 

barra de erros representa o SEM. (*) indica resultado para p< 0,05, (**) indica 

resultado para p< 0,005 e (***) indica resultado para p< 0,0001 através de do 

teste t de Student’s. Experimento realizado em triplicata. 
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Figura 16. Efeito do pré-tratamento com EAA em C. elegans expostos á 

AMM sobre a expressão de sod-3::GFP. Animais transgênicos foram pré- 

tratados por 36 horas ou não com EAA e expostos ou não à AAM por 3 horas. 

Após uma hora de recuperação os níveis de fluorescência foram analisados.  A 

barra de erros representa o SEM. Experimento realizado em triplicata. 
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16::GFP (Figura 17). O pré-tratamento com EAA e depois a exposição à AAM 

não é significativamente diferente do grupo tratado com AAM. 

Nós também avaliamos a produção de EROs em animais mutantes para 

daf-16. As mesmas condições para avaliar a produção EROs em animais tipo 

selvagem foram utilizadas para os mutantes. Observamos na figura 18 que o 

pré-tratamento com EAA também reduziu a produção de EROs nos mutantes 

daf-16 expostos à 0,1 mM AAM assim como observados nos animais tipo 

selvagem (Figura 13). Estes resultados sugerem que a redução na produção 

de EROs promovida pelo tratamento com EAA não depende de DAF-16  

 

4.3.2 Avaliação do papel de SKN-1 e DAF-16 na ativação de 

gcs-1::GFP por AAM 

O fator de transcrição SKN-1 possui como alvos os genes gst-4 e gcs-1 

(Hasegawa et al., 2008; Inoue et al., 2005) . Já foi demostrado que a ativação 

de gst-4 por acrilamida também dependente de SKN-1 (Hasegawa et al., 2008). 

Entretanto nenhum trabalho ainda realizado demostrou que a ativação de gcs-1 

por acrilamida se dá dependente deste fator de transcrição. Desse modo, para 

avaliar o envolvimento deste fator de transcrição na regulação de gcs-1, 

animais transgênicos gcs-1::GFP foram incubados em placas para skn-

1(RNAi), daf-16(RNAi) ou placas controle(RNAi), contendo ou não o tratamento 

com EAA 100 mg/ml. 

Os animais skn-1(RNAi) em condições normais, apresentaram redução 

da expressão de gcs-1::GFP em relação aos animais controle(RNAi). Os 

animais controle(RNAi) apresentaram aumento dos níveis de gcs-1::GFP 

quando expostos à AAM e o pré-tratamento com EAA foi capaz de prevenir o 

aumento da expressão do gene sob condições de estresse (Figura 19). Os 

animais skn-1(RNAi) tratados com AAM apresentaram uma expressão de gcs-

1::GFP significativamente maior comparado aos animais skn-1(RNAi) do grupo 

controle. Porém os níveis de fluorescência dos animais skn-1(RNAi) tratados 

com AAM é significativamente menor comparado aos animais controle(RNAi) 

do mesmo grupo sugerindo que a expressão de gcs-1::GFP induzida por AAM  
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Figura 17. Avalição da localização nuclear de DAF-16::GFP em animais 

expostos à acrilamida. A) Imagem representativa da localização nuclear de 

DAF-16::GFP. B) Animais transgênicos foram incubados por 36 a 38 horas em 

condições normais ou contendo EAA 100 mg/ml. Os animais foram expostos ou 

não à 10 mM AAM por 3 horas e a localização nuclear foi avaliada. (*) indica 

resultado para p ≤ 0,05 através de do teste t de Student’s. Experimento realizado 

em triplicata. 
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depende parcialmente de SKN-1. A expressão de gcs-1::GFP nos animais skn-

1(RNAi) pré-tratados com EAA e depois AAM não foi diferente dos animais 

controle(RNAi) do mesmo grupo sugerindo que SKN-1 não está envolvido na 

redução da expressão de gcs-1::GFP promovida pelo EAA.  

Em condições normais, a expressão de gcs-1::GFP nos animais daf-

16(RNAi) não é diferente quando comparado aos animais controle(RNAi) do 

(Figura 19). A expressão de gcs-1::GFP nos animais daf-16(RNAi) é 

significativamente maior no grupo tratado com AAM em relação aos animais 

daf-16(RNAi) do grupo controle porém este nível de expressão não é diferente 

da expressão dos animais controle(RNAi) do grupo tratado com AAM. Este 

resultado sugere que a expressão de gcs-1::GFP induzida pela AAM não é 

dependente de DAF-16. Assim como nos animais controle(RNAi), o pré-

tratamento dos animais daf-16(RNAi) com EAA reduziu a expressão de gcs-

1::GFP promovida por AAM sendo que est não é estatisticamente diferente dos 

níveis de fluorescência observada nos animais controle(RNAi) do mesmo 

grupo. 
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Figura 18. Efeito do pré-tratamento com EAA sobre a produção de Eros 

em animais mutantes daf-16 expostos à AMM. Animais foram pré tratados 

por 36 horas ou não com EAA e expostos ou não á AAM por 3 horas. Em 

seguida os níveis de fluorescência foram analisados. A barra de erros 

representa o SEM. (*) indica resultado para p≤ 0,05 e (***) indica resultado para 

p< 0,0001 através de do teste t de Student’s. Experimento foi realizado em 

triplicata. 
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Figura 19. Avaliação do envolvimento de SKN-1 e DAF-16 na ativação de 

gcs-1::GFP por AAM e proteção por EAA. Animais transgênicos gcs-1::GFP 

tratados com skn-1(RNAi) e daf-16(RNAi) foram pré tratados por 36 horas ou 

não com EAA e expostos ou não à 10 mM AAM por 3 horas. Após uma hora de 

recuperação os níveis de fluorescência foram analisados.  A barra de erros 

representa o SEM. (***) indica resultado para p ≤ 0,001, (&) indica resultado 

significativamente diferente do grupo controle correspondente. (#) indica 

resultado significativamente diferente do grupo exposto à AAM correspondente. 

Análises estatísticas realizadas pelo teste t de Student’s. Experimento realizado 

duas vezes para skn-1(RNAi) e uma vez para daf-16(RNAi). 
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5. Discussão 
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Ultimamente têm sido revelados dados de que alimentos processados 

de grande consumo pela população mundial como batatas fritas, bolos, pães, 

café e biscoito dentre outros possuem um alto índice de acrilamida em sua 

composição (Chen et al., 2012; Wilson, 2009; Svensson, 2003). Devido à sua 

toxicidade e a capacidade de induzir danos a moléculas importantes, vários 

estudo ainda devem ser realizados a fim de melhor elucidar os mecanismos 

pelo qual a acrilamida causa danos.  

O C. elegans é um organismo modelo, pequeno bastante para ser 

manuseado em grandes quantidades, de fácil cultivo em laboratório, que possui 

um curto período de vida, e que possui homologia em cerca de 80 % com 

genoma humano. Diante de várias características interessantes deste verme, 

este se faz um excelente organismo modelo para estudar compostos que 

possam trazer um efeito benéfico á saúde, quanto para estudar compostos que 

apresentem toxicidade (Artal et al., 2006). Até o momento, poucos trabalhos 

utilizando o C. elegans foram realizados para avaliar a toxicidade da acrilamida, 

assim como para investigar novos compostos com propriedades protetoras 

contra acrilamida. Neste trabalho, nós propomos utilizar o C. elegans para 

avaliar os efeitos da exposição aguda e os possíveis efeitos protetores do Açaí 

contra a toxicidade induzida pela acrilamida.  

 

5.1 Avaliação do efeito da exposição aguda à AAM sob 

parâmetros biológicos, bioquímicos e genéticos no C. elegans 

Dentro dos parâmetros biológicos avaliados pela exposição aguda, o 

tamanho dos animais foi o primeiro analisado. O tamanho dos animais foi 

afetado pela exposição aguda à AAM na concentração de 10 mM nos tempos 

de 3 e 9 horas (Figura 5). Também houve redução corporal nos animais 

expostos à 100 mM AAM nos tempos de 3 e 6 horas, sendo que no tempo de 9 

horas, todos animais se encontraram mortos. Os resultados mostram uma 

“dose – resposta” bifásica, onde se pode observar que para a concentração de 

10 mM, no menor tempo de exposição (3 horas) e no maior tempo (9 horas), os 

efeitos tóxicos da acrilamida foram proeminentes, não sendo observado algum 

efeito no tempo de 6 horas.  
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Resultados semelhantes também foram encontrados por Hasegawa 

(2004) ao analisar o tempo de vida de C. elegans sob exposição crônica. Neste 

trabalho, o autor observou pequenas doses de AAM (5 ug/l), reduz o tempo de 

vida do C. elegans. Entretanto, nenhum efeito aparente foi observado nos 

animais tratados com doses moderadas (5 mg/l). A redução da longevidade é 

observada novamente quando os animais são tratados com altas doses de 

AAM (500 mg/l). Os autores sugerem que baixas concentrações ou rápidas 

exposições, como no caso dos nossos experimentos, a AAM é tóxica o 

bastante para causar efeitos prejudiciais no C. elegans, mas não é capaz de 

induzir o sistema de defesa eficiente nos animais. Entretanto, doses ou tempo 

de exposição moderada, são capazes de ativar o sistema de defesa contra 

acrilamida, o que não ocorreria em altas doses ou exposições muito 

prolongadas (Hasegawa et al., 2004). 

Nós também avaliamos os efeitos tóxicos da acrilamida sobre a 

reprodução dos animais. Os resultados mostram que animais expostos por 3 

horas não apresentaram diferenças quanto à reprodução enquanto os animais 

expostos por 6 horas apresentaram redução significativa do número de 

embriões colocados (Figura 6). Resultados similares foram encontrados por 

Hasegawa (2004), onde relatou que animais tipo selvagem crescidos em meio 

contendo  0,5 ug/l a 5 mg/l AAM não foi capaz de reduzir a progênie, entretanto 

animais crescidos em meio com 500 mg/l AAM, houve redução significativa da 

progênie. 

Os efeitos na reprodução causados pela acrilamida também têm sido 

relatados em mamíferos. Ratos tratados com AAM, tem demonstrado através 

de histopatologia lesões nas células testiculares (Ma et al., 2011; Wang et al., 

2007), além de apresentarem redução de peso dos testículos e epidídimos. 

Células em apoptose foram encontradas próximas aos túbulos seminíferos 

(Wang et al., 2007), assim como redução no número total de espermatozóides, 

da motilidade e aumento do número de espermatozóides mortos (Ma et al., 

2011; Rahagadale et al., 2012). Estes dados servem de base para ajudar a 

explicar a redução de progênie observada em nossos resultados, onde danos 

ao sistema reprodutor do C. elegans possam estar ocorrendo e 

consequentemente prejudicando sua proliferação. 
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Já existem várias evidências que mostram correlação entre tempo de 

vida do C. elegans e a resistência a múltiplos estresses. Pelo fato da exposição 

dos animais à AAM ter causado uma redução do tamanho corporal e redução 

da progênie, foi também avaliado o efeito da AAM na longevidade do C. 

elegans. Apesar de causar diminuição do tamanho corporal dos animais, a 

exposição por 3 horas a 10 mM AAM não reduziu do tempo de vida dos 

animais (Figura 7). Uma possível explicação para estes resultados é que o 

efeito tóxico promovido pela AAM sobre o tamanho corporal seria neutralizado 

pelos sistemas de defesa do C. elegans com o passar do tempo. Esta 

possibilidade poderia ser avaliada medindo o tamanho corporal dos animais 

tratados por 3 horas com 10 mM AAM depois de 2, 4 e 8 dias. Se for observado 

que o tamanho dos animais mais velhos tratados com AAM é semelhante aos 

animais do grupo controle, isto indicaria que o efeito tóxico do AAM sobre o 

desenvolvimento do C. elegans foi diminuído com o tempo. 

Já nos tempos de 6 e 9 horas de exposição à 10 mM AAM foi observada 

uma redução significativa na longevidade (Figura 7). Curiosamente, apesar de 

não termos observado redução no tamanho dos animais pelo tempo de 6 horas 

em 10 mM AAM, redução na longevidade foi verificada. Os ensaios de 

avaliação do tamanho dos animais se diferem da longevidade quanto à 

duração dos experimentos. Uma possível explicação seria que os efeitos 

tóxicos apareçam ao longo do passar do tempo em C. elegans sobre a 

longevidade, o que não é observado em um curto tempo de análise para o 

tamanho corporal. 

A produção de EROs intracelular em excesso pode prejudicar 

biomoléculas importantes no organismo (Finkel e Holbrook, 2000). Para avaliar 

a produção de EROs em C. elegans, os animais foram expostos à 0,1; 1 e 10 

mM AAM por 3 horas (Figura 8). Os resultados mostraram que houve aumento 

da produção de EROs pela exposição à 0,1 mM AAM, o que não foi observado 

pelas outras concentrações testadas. Apesar da aparente contradição destes 

resultados, a diminuição na produção de EROs nos animais expostos à 1 e 10 

mM AAM pode ser também explicada pela ativação do sistema de 

detoxificação e antioxidante do C. elegans.  
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No trabalho de Hasegawa et al. (2008) foi observado em análise de 

microarranjo que os genes mais ativados foram da família de GSTs, enzimas 

de fase I de detoxificação como desidrogenases e uma enzima citocromo P450 

(cyp13A12), sendo esta homóloga de CYP2E1, encontradas em mamíferos 

(Hasegawa et al., 2008). No trabalho de análise de expressão gênica ativada 

por AAM, Hasegawa et al. (2008) identificaram que gst-4 é o gene mais 

induzido em C. elegans. Estes dados suportam a hipótese de que a redução de 

EROs endógenos observada nos animais tratados com 1 e 10 mM AAM pode 

ser um consequência da super ativação do sistema de detoxificação. No nosso 

projeto, a análise da expressão de gst-4::GFP mostrou que existe aumento dos 

níveis de fluorescência em todos os tempos testados para as concentrações de 

1, 10 e 100 mM AAM (Figura 9). A expressão de gst-4::GFP após 3 horas 

aumentou aproximadamente 2 vezes com 1 mM AAM e 7 vezes com 10 mM 

AAM.  

A exposição dos animais em todos o tempos na concentração de 100 

mM, apresentou níveis de fluorescência inferior a 10 mM. Uma explicação 

possível para este achado seria que, uma alta concentração de AAM poderia 

estar aumentando a oxidação de moléculas intracelulares, até mesmo danos á 

enzima, o que explicaria níveis mais baixos de fluorescência encontrados. É 

sabido que a metabolização de compostos pode gerar outros ainda mais 

tóxicos. A AAM é metabolizada pelo citocromo P450 2E1 (CYP2E1), o qual 

gera um epóxido como metabólito, a glicidamida, que é mais potente em 

causar genotoxicidade e citotoxicidade quando comparado à AAM. (Martins et 

al., 2007). Os dados poderiam ser explicados por uma alta produção de 

glicidamida, um metabólito mais tóxico que o composto original, o que poderia 

explicar este efeito tóxico com maiores concentrações de AAM no C. elegans. 

Nós demonstramos pela primeira vez que a expressão de gcs-1::GFP 

também é ativada pela AAM (Figura 10A). A gcs-1. que é a enzima limitante da 

síntese da glutationa, é importante para a reação de conjugação realizada 

pelas gst-4. Nós observamos que a expressão de gcs-1::GFP aumentou cerca 

de 4 vezes com 10 mM AAM após 3 horas. Por outro lado, nós não 

observamos a indução de sod-3::GFP por 3 horas de exposição a 10 mM AAM 

(Figura 10B).  
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5.2 Avaliação do efeito protetor do EAA sobre parâmetros 

biológicos, bioquímicos e genéticos no C. elegans exposto ao 

tratamento agudo com AAM 

Após as análises de padronização em qual tempo e em qual 

concentração dos animais expostos à AAM causaram redução no tamanho dos 

animais, nosso próximo passo foi de avaliar o possível efeito protetor do açaí 

sobre a toxicidade induzida pela AAM. Para avaliar o efeito protetor da 

suplementação do açaí no C. elegans expostos à AAM, nós utilizamos a 

concentração de 100 mg/ml, pois já foi demonstrado pelo nosso grupo, que 

esta foi a melhor concentração que causou proteção ao C. elegans quanto ao 

estresse oxidativo (Bonomo et al., 2014). 

Os resultados mostram que o efeito tóxico induzido pela AAM sobre o 

tamanho corporal dos animais foi perdido quando os animais foram 

suplementados com EAA. Os dados sugerem que o EAA confere proteção ao 

C. elegans ao atenuar os efeitos tóxicos causados pela AAM retornando o 

tamanho dos animais à valores similares ao grupo controle (Tabela 5). Os 

resultados ainda mostram que o tratamento com EAA não causou redução 

significativa sob condições normais, o que mostra que a concentração utilizada 

não se mostrou tóxica aos animais. Resultados similares foram encontrados 

por Bonomo et al (2014), onde também não foi relatado efeitos tóxicos 

referentes ao tratamento com açaí. 

A avaliação de citotoxicidade em células tem demonstrado que 

exposição à AAM reduz a viabilidade celular. Estudo realizado por Chen et al 

(2013) mostrou que o composto polifenólico miricitrina foi capaz de diminuir a 

citotoxicidade das células de uma maneira dose dependente. O tratamento de 

ratos com alicina, composto presente no alho, se mostrou capaz de prevenir 

hepatotoxicidade induzida por AAM tanto in vitro quanto in vivo. Os autores 

argumentam que existem duas possibilidades para a proteção causada pela 

alicina. O primeiro mecanismo envolve o bloqueio da epoxidação da AAM em 

glicidamida, metabólito mais tóxico que AAM, pelo citocromo P450. Já foi 

demonstrado que a alicina pode inibir a citocromo P450 2E1, impedindo a 

metabolização de AAM em glicidamida (Taubert et al., 2006). Uma alternativa 
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para ajudar a explicar a proteção causada pelo açaí seria avaliar se o açaí inibe 

a enzima citocromo P450 2E1. A outra possibilidade seria de que a alicina 

estaria causando redução do estresse oxidativo (Zhang et al., 2012). 

Até o momento só temos os dados do efeito tóxico da AAM sobre a 

progênie do C. elegans. Os experimentos com o tratamento com açaí ainda 

estão em andamento para avaliar uma possível melhora na progênie dos 

animais sob estresse da AAM. Apesar de ainda não termos resultados com 

animais tratados com açaí, algum estudos mostram que a administração de 

compostos com capacidade antioxidante melhora a toxicidade testicular em 

ratos. A administração de vitamina C e E atenuaram a toxicidade sobre os 

testículos de ratos, onde foi observado melhoras na contagem total e na 

motilidade dos espermatozóides. Entretanto, danos aos túbulus seminíferos 

ainda puderam ser observados, mostrando que a proteção causada pelos 

compostos antioxidantes é parcial (Uzun et al., 2009). A administração 

concomitante de vitamina E com AAM em ratos não se mostra capaz de 

reverter os danos causados pela AAM. Quando a ingestão de AAM é cessada 

nos animais, a administração de vitamina E mostra melhoras na contagem de 

esperma, e na estrutura dos túbulos seminíferos (Rahagadale et al., 2012). 

Estes são resultados interessantes que mostram o potencial de compostos 

antioxidantes na melhora do sistema reprodutor de ratos. Sabendo da 

capacidade antioxidante do EAA, nossa hipótese é de que o tratamento com 

EAA possa causar alguma melhora no perfil de ovoposição dos animais sob 

efeitos tóxicos da AAM.  

Assim como observado por Bonomo et al. (2014), nós não observamos 

nenhum efeito pró-longevidade do EAA sob condições normais. Entretanto o 

pré-tratamento dos animais com EAA aumentou o tempo de vida dos vermes 

sob condições de estresse induzido pela AMM (Tabela 6). Dados da literatura 

se assemelham aos nossos em relação à proteção que o açaí confere em 

condições de estresse. Bonomo et al (2014) mostrou que vermes tratados com 

EAA aumentam o tempo de vida sob condições de estresse oxidativo. Moscas 

expostas a estresse oxidativo por peróxido de hidrogênio e logo em seguida 

suplementadas com açaí, apresentaram aumento de 3 vezes no tempo de vida 

médio em relação às moscas com dieta normal. O tratamento com açaí ainda 
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aumentou o tempo de vida de moscas mutantes para o gene da p38 MAPK. 

(Mortmer et al., 2012). 

Recentes evidências demonstram que compostos como curcumina e 

extrato de mistura de ervas possuem capacidade de prolongar o tempo de vida 

do C. elegans sob condições de estresse oxidativo (Liao et al., 2011; Takahito 

et al., 2013) e estresse térmico (Liao et al., 2011). Já foi mostrado que o pré- 

tratamento de vermes com quercetina, resultou no aumento do tempo de vida 

médio dos animais sob estresse oxidativo induzido por juglone, demonstrando 

que a quercetina aumenta a resistência ao estresse oxidativo em C. elegans 

(Kampkotter et al., 2008). Apesar de ser desejável que o tratamento com um 

composto promova a resistência a diferentes estresses, nem sempre isso é 

observado. O extrato de mirtilo aumenta a longevidade e a resistência ao 

estresse térmico, mas não ao estresse oxidativo em C. elegans (Wilson et al., 

2006). Até o momento, não encontramos trabalhos publicados em que 

compostos com capacidade antioxidante aumentasse o tempo de vida do C. 

elegans sob a toxicidade induzida por AAM. Nossos resultados preliminares 

sugerem que o pré- tratamento com açaí reduz a toxicidade da AAM no C. 

elegans.  

Sabendo que EROs podem reagir com moléculas importantes como 

DNA, proteínas e lipídeos para a homeostase da célula, os organismos fazem 

uso de mecanismos não enzimáticos e enzimáticos para neutralizar EROs 

(Kampkotter et al., 2007; Cerqueira et al., 2007). Os componentes celulares 

não são protegidos totalmente por antioxidantes endógenos, e já é bem 

estabelecido que compostos antioxidantes obtidos através da dieta são 

indispensáveis para uma defesa apropriada contra oxidação, e portanto, 

possuem papel importante no combate ao estresse oxidativo (Cerqueira et al., 

2007). Compostos como a curcumina (Cao et al., 2008), hidroxitirosol (Zhang et 

al., 2009) e miricitrina (Chen et al., 2013) foram capazes de diminuir os níveis a 

produção de EROs induzidas por AAM em culturas de células. Bonomo et al 

(2014) mostrou que o tratamento de vermes com açaí reduziu os níveis de 

EROs induzidos por peróxido de hidrogênio tanto no C. elegans quanto em 

células do cordão umbilical humano (HUVECs).  
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Uma vez que a exposição dos animais à AAM foi capaz de induzir a 

produção de EROs, nós também avaliamos se o tratamento com EAA era 

capaz de diminuir o estresse oxidativo promovido pelo AAM em C. elegans. 

Inicialmente, os resultados mostram que o tratamento com EAA aumentou a 

produção de EROs assim como a exposição à AAM. Entretanto, o pré-

tratamento dos animais com EAA seguida da exposição à AAM reduziu estes 

níveis (Figura 13).  

Apesar de vários compostos fitoquímicos apresentarem propriedades 

antioxidantes, existe relatos de compostos que apresentam tanto uma 

capacidade antioxidante quanto propriedade pró-oxidante. Estudo recente 

avaliou a atividade antileishmania da quercetina contra amastigotas 

intracelulares de Leishmania amazonensis em macrófagos. O tratamento com 

quercetina diminuiu a infecção celular além de causar aumento da produção de 

EROs de maneira dose dependente (Fonseca et al., 2013). Diante dos 

resultados apresentados, é sugestivo de que o EAA possa ter uma atividade 

tanto pró-oxidante quanto uma atividade antioxidante. Sob condições normais 

foi observado que os efeitos pró-oxidantes se sobressaem. Já sob condições 

de estresse induzido por AAM os efeitos antioxidantes são mais proeminentes.  

 

5.3 Análise da expressão gênica e do envolvimento de SKN-1 e 

DAF-16 na proteção induzida pelo EAA em animais expostos ao 

tratamento agudo com AAM 

 

Pelo fato do tratamento com EAA ter propiciado um significante efeito 

protetor in vivo no C. elegans e uma capacidade de neutralizar EROs, nós 

investigamos qual seria o efeito do tratamento com EAA sobre a regulação de 

enzimas de detoxificação em animais expostos à AAM. 

Primeiramente nós avaliamos a expressão de gst-4::GFP. Os resultados 

mostram que sob condições normais, o tratamento com EAA reduziu a 

expressão de gst-4. O tratamento com AAM causou aumento dos níveis de 

fluorescência e o tratamento com EAA não foi capaz de reduzir expressão de 
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gst-4, apesar de apresentar uma tendência de diminuição (Figura 14). 

Kampkotter et al (2007) avaliou a influência do extrato de Ginko biloba no C. 

elegans sob condições normais e de estresse oxidativo. Foi observado que em 

ambas as situações o tratamento com extrato de Ginko biloba reduziu a 

expressão de gst-4::GFP. Essa redução da expressão foi associada à 

diminuição do estresse oxidativo. A redução do estresse oxidativo poderia estar 

ocorrendo nos animais tratados com EAA e AMM uma vez que foi observado a 

redução de EROs. 

Outro gene avaliado foi o gcs-1::GFP. O tratamento com açaí aumentou 

os níveis de fluorescência sob condições normais. Ishikado et al (2013) 

verificou que C. elegans tratados com extrato da casca de salgueiro, também 

apresentaram aumento nos níveis de expressão de gcs-1, assim como também 

foi observado o mesmo aumento em ratos (DeFeudis, 2002). O pré-tratamento 

dos animais com EAA seguido de exposição à AAM causou redução dos níveis 

de fluorescência de gcs-1::GFP (Figura 15). Bonomo et al (2014) também 

verificou que sob condições de estresse oxidativo, o tratamento com açaí 

reduziu a expressão de gcs-1::GFP.  

Já é bem estabelecido na literatura que em C. elegans os genes gst-4 e 

gcs-1 são ativados pelo fator de transcrição SKN-1 (An e Blackwell, 2003; 

Hasegawa et al., 2008). Para avaliar o envolvimento de SKN-1 na expressão 

de gcs-1::GFP sob o tratamento de EAA e AAM, animais transgênicos foram 

tratados com skn-1(RNAi). Foi observado que animais skn-1(RNAi) expostos à 

AAM apresentaram redução significativa dos níveis de fluorescência em 

relação aos animais controle(RNAi) expostos à AAM (Figura 19). Esses dados 

sugerem que ativação de gcs-1 por AAM é parcialmente dependente de SKN-1. 

Para confirmar estes resultados seria interessante analisar a localização 

nuclear de SKN-1 em animais transgênicos SKN-1::GFP. Na realidade, duas 

tentativas foram realizadas, entretanto, nenhuma localização nuclear foi 

observada nos animais SKN-1::GFP tratados com AAM. Estes dados não 

foram apresentados aqui, pois nestes experimentos os controles positivos para 

localização nuclear de SKN-1 (estresse oxidativo com azida sódia e estresse 

térmico) também não funcionaram. Outra alternativa seria avaliar os níveis de 
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mRNA de skn-1 nos animais tipo selvagem e mutantes tratados com EAA e/ou 

AMM através da PCR quantitativa em tempo real. 

Outro resultado observado foi de que o tratamento com EAA não alterou 

os níveis de expressão de gcs-1:GFP nos animais skn-1(RNAi) expostos à 

AAM em comparação aos animais controle(RNAi) do mesmo grupo. Estes 

resultados sugerem que na ausência de SKN-1, EAA não interfere na 

expressão de gcs-1 em condições de estresse induzida pela AAM. Neste 

ponto, estes resultados sugerem que o tratamento com EAA teria uma ação 

indireta sobre a expressão de gcs-1. Neste cenário, o tratamento com AAM é 

capaz de ativar uma ampla resposta antioxidante e de detoxificação para 

neutralizar tanto as EROs produzidas e minimizar seus efeitos tóxicos sobre 

vários parâmetros biológicos. O açaí e/ou seus compostos polifenólicos em 

condições de estresse induzido pela AAM atuariam antagonizando seus efeitos 

e neutralizando diretamente as EROs produzidas pela AAM. Esta redução de 

EROs poderia diminuir a ativação de SKN-1 e consequentemente a expressão 

de gcs-1 e de outras enzimas de detoxificação. A decorrência da combinação 

dos efeitos do AAM e do EAA seria um balanceamento no estado redox do C. 

elegans que por sua vez poderia promover uma melhoria no padrão de 

desenvolvimento e longevidade dos animais tratados com AAM. Um 

experimento que poderia apoiar esta hipótese seria avaliar se o tratamento com 

EAA continuaria diminuindo os níveis de EROs e aumentando o tempo de vida 

médio em mutantes skn-1 ou animais skn-1(RNAi) tratados com AAM assim 

como foi observado nos animais tipo selvagem. 

Nós também avaliamos o envolvimento de DAF-16 na proteção induzida 

pelo EAA em animais expostos ao tratamento agudo com AAM. Para tal, nós 

avaliamos a localização nuclear de DAF-16::GFP e expressão do seu gene 

alvo sod-3::GFP. Os resultados mostram que não houve aumento da 

localização nuclear em animais tratados com açaí, mas aumento de localização 

foi verificado em animais expostos à AAM (Figura 17). Em relação à sod-

3::GFP, não foi observada nenhuma alteração da sua expressão nos grupos 

tratados com EAA, AMM ou em combinação. Estes resultados também foram 

semelhantes aos encontrados por Bonomo et al. (2014), porém estes autores 

observaram que apesar do EAA não induzir a localização nuclear e nem 
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aumentar os níveis de mRNA para daf-16, o tratamento com EAA induziu a 

expressão da catalase clt-1 e da glutationa-S-transferase gst-7 de maneira 

DAF-16 dependente. Kampkotter et al (2008) descreveram resultados similares 

quando analisaram os efeitos de quercetina no C. elegans. Eles observaram a 

indução de DAF-16, sem ativação de sod-3. Os autores sugerem que somente 

a localização de DAF-16 não é suficiente para a ativação de genes alvos. 

Outros fatores são conhecidos por influenciarem a habilidade de DAF-16 e 

proteínas FOXO em ativarem genes alvos como: ligação ao DNA, associação 

com co-fatores, estado de fosforilação e acetilação.  

Outra estratégia utilizada para verificar se a presença de DAF-16 era 

necessária no combate ao estresse oxidativo foi avaliar a produção de EROs 

em mutantes com perda de função para daf-16. Os resultados obtidos mostram 

que mesmo nos mutantes daf-16 o tratamento com EAA diminuiu a produção 

de EROS induzida pela AMM (Figura 18). Porém esta redução foi 

significativamente menor (40,42 %) que a observada nos animais tipo 

selvagem (57,85 %). Estes dados sugerem que DAF-16 pode estar 

contribuindo para ativação de uma resposta antioxidante contra AAM. 

Finalmente, nós também avaliamos a expressão de gcs-1::GFP em 

animais daf-16(RNAi) tratados ou não com EAA e seguidos de exposição ou 

não à AAM. Os resultados obtidos para animais daf-16(RNAi) mostram que não 

houve redução dos níveis de expressão nos animais expostos à AAM, e que o 

tratamento com EAA reduziu a expressão de gcs-1::GFP. Os resultados ainda 

mostram que ativação de gcs-1 por AAM não é dependente de DAF-16 e que o 

efeito do EAA também não depende deste fator de transcrição.  
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 A exposição aguda do C. elegans à 10 mM AAM reduz o tamanho 

corporal, a progênie e a longevidade dos animais. 

 A exposição aguda do C. elegans à 0,1 mM AAM aumenta a produção 

de EROs em animais tipo selvagem e mutantes daf-16. 

 A exposição aguda do C. elegans aumenta a expressão de gst-4::GFP 

em 1, 10 e 100 mM AAM; aumenta a expressão de gcs-1::GFP com 10 mM 

AAM mas nenhum aumento de fluorescência foi observado para sod-3::GFP. 

 O tratamento do C. elegans com EAA 100 mg/ml previne a redução do 

tamanho corporal e da longevidade induzida pela AMM.  

 O tratamento do C. elegans com EAA 100 mg/ml sozinho aumenta a 

produção de EROs e causa redução dos porém reduz os níveis de EROS 

em animais tipo selvagem e mutantes daf-16  expostos à AAM. 

 O tratamento do C. elegans com EAA 100 mg/ml diminui a expressão de 

gst-4::GFP em condições normais, mas não reduz em animais expostos à 

AAM;  

 o tratamento aumenta a expressão de gcs-1::GFP em condições 

normais e reduz a expressão em animais expostos à AAM; nenhum efeito foi 

observado para sod-3::GFP. 

 A localização nuclear de DAF-16::GFP aumenta pela exposição à AAM e 

nenhum efeito é observado pelo tratamento com EAA. 

 A indução de gcs-1::GFP por AAM é parcialmente dependente de SKN-

1. 
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