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Resumo:

Acrilamida (AAM) € um composto téxico 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
neurotoxicos, genotoxicos, carcinogénicos, distirbios reproducdo e no
desenvolvimento. O uso de compostos naturais provindos da dieta com efeitos
antioxidantes pode fornecer uma estratégia de combate a toxicidade causada pela
AAM. O Acai, Euterpe oleracea Mart., € um fruto da América do Sul comumente
usado em bebidas além de ser usado na medicina popular, sendo rico em
compostos fitoquimicos, particularmente antocianinas, proantocianidinas e outros
flavondides. Neste projeto, nés avaliamos o possivel efeito protetor do extrato
aguoso de Acai (EAA) 100 mg/ml sobre os efeitos toxicos provocados pela
exposicdo aguda no C. elegans a AAM. Para avaliar a toxicidade da exposi¢édo
aguda a AAM no C. elegans, nds avaliamos parametros biolégicos, bioquimicos e
genéticos. A exposicao aguda a AAM reduziu os tamanho corporal dos animais, o
namero total de progénie, a longevidade, aumentou a producdo de EROs e ativou
a expressdo de genes de detoxificacdo gst-4::GFP e gcs-1::GFP, ativou a
localizac&o nuclear de DAF-16::GFP, mas nao ativou a expressao 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 a AAM. Nossas analises revelaram que o tratamento com EAA
impediu a reducgdo corporal dos animais, aumentou o tempo de vida, reduziu a
producdo de EROs, e preveniu a ativacdo de gcs-1 por AAM. Ja foi demostrado
que a ativacao de gst-4::GFP por AAM é dependente do fator de transcricdo SKN-
1/Nrf2 NOs observamos uma reducao parcial da expressdo de gcs-1::GFP em
animais skn-1(RNAI) tratados com AAM, o que nao foi observado para animais
daf-16(RNAI), sugerindo que a inducdo de gcs-1::GFP pela AAM depende
parcialmente de SKN-1. O pré-tratamento com EAA reduziu a expressdo de gcs-
1::GFP nos animais daf-16(RNAI) tratados com AAM mas ndo nos animais skn-
1(RNAI) sugerindo que SKN-1 nao interfere na expressao 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 toxicos induzidos pela

exposicdo aguda a AAM.



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. Acai, (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 Agai 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

Vi
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1.Introducao



1.1 Estresse Oxidativo

Os organismos vivos interagem com 0 meio ambiente visando manter
um ambiente interno que favorega a sobrevivéncia, o crescimento e a
reproducdo. O oxigénio molecular (O,) obtido da atmosfera € vital para
organismos aerobios. Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) podem ser
formadas intracelularmente podendo funcionar como um mensageiro
intracelular para a manutencdo da homeostase redox celular; para o controle
da proliferacdo e a regulacdo de vias de sinalizacbes especificas (Finkel e
Holbrook, 2000; Valko, 2007). Contudo, espécies reativas formadas
intracelularmente a partir do oxigénio ameagam a integridade celular por meio
da oxidacdo de biomoléculas, e podem comprometer processos biol6gicos
importantes (Cerqueira et al., 2007).

O estresse oxidativo é considerado o resultado de um desequilibrio de
duas forgas opostas e antagonicas, EROs e antioxidantes, em que os efeitos
de EROS sejam mais proeminentes do que a capacidade de compensacgéo dos
antioxidantes (Kirkinezos, 2001). O excesso de EROs danifica biomoléculas
celulares como lipideos, proteinas e DNA (Finkel e Holbrook, 2000),
interferindo nos sistemas bioldgicos dos quais as mesmas fazem parte. Este
dano gerado pode causar desnaturacdo de proteinas com inativacdo de
enzimas, modificacdo de bases nitrogenadas, mutacdes, desestruturacdo de
moléculas de lipideos e consequientes ruptura de membranas que podem em
conjunto, ou nao, culminar em morte celular (Cerqueira et al., 2007; Calkins,
2009). As EROs podem ser provenientes tanto do metabolismo enddgeno,
sendo produzidos pelas mitocondrias como subprodutos do metabolismo
aerdbico em humanos e em animais (Wei e Lee, 2002). A producdo de EROS
pode ser ainda acentuada quando as células sdo expostas a metais pesados,
como exemplo do Cadmio, Chumbo, Arsénio e Mercurio (Flora, 2008) dentre
outros compostos. Atualmente tem-se dado atengdo a outro composto, a
Acrilamida, o qual foi relatado altas concentra¢cées em alimentos processados e
que tem demonstrado alta capacidade de induzir a producdo de espécies

reativas de oxigénio.



1.2 Mecanismos Enzimaticos e Nao Enzimaticos de combate ao

Estresse Oxidativo

Sob condi¢des normais, os efeitos das EROs s&o neutralizados por uma
variedade de antioxidantes enzimaticos e ndo-enzimaticos.

Os sistemas endbégenos de defesa antioxidante sdo formados por
compostos de baixo peso molecular, proteinas quelantes de metais, tidis de
alto e baixo peso molecular e enzimas (Rossi et al., 2008, Cerqueira et al.,
2007). As enzimas de detoxificacdo envolvidas neste processo sao
classificadas como enzimas de detoxificacdo de Fase | e Fase Il. A enzima
citocromo P450 monooxigenase é a principal envolvida na fase inicial (Fase 1)
do metabolismo xenobiético. Uma quantidade de enzimas detoxificadoras, tais
como Superéxido dismutase, Catalase, Glutationa peroxidase e Glutationa
transferase fazem parte da classe de enzimas de detoxificacdo de Fase Il.
Além das fases | e Il de detoxificacdo, vale ressaltar a Fase Ill de detoxificacao,
onde o0s conjugados toxicos sdo bombeados para fora da célula por
transportadores cassetes de ligacdo de ATP (Transportador ABC) ou outros
transportadores (Sarkadi et al., 2006; Choi et al., 2013).

A ativacdo transcricional das enzimas de Fase Il é mediada pelo
elemento cis-atuante denominado ARE (Antioxidant Response Element) que é
reconhecido pelo fator de transcricdo do tipo ziper de leucina basico (bZIP) Nrf
(Nrf-1 e Nrf-2) (Calkins et al., 2009). Em condi¢des normais, Nrf se localiza no
citoplasma ligado a uma proteina chamada Keapl. Durante o estresse
oxidativo, Nrf se desliga de Keap1l e se transloca para o nucleo celular ativando
a expressao dos genes de detoxificacdo de Fase | e Il (Giudice, 2010). Esta
dissociacdo de Nrf é alcancada através de uma mudanca conformacional em
Keapl causada pela oxidacdo/modificacdo de cisteinas essenciais ou pela
remocdo de zinco de cisteinas coordenadoras na sua estrutura (Dinkova-
Kostova et al., 2005).

Assim como os fatores de transcricdo Nfr-1 e 2, outra proteina
importante com relagdo a resisténcia ao estresse oxidativo sdo as proteinas
FOXO. A familia dos fatores de transcricdio FOXO esta relacionada com

funcdes de supressédo de tumores, metabolismo energético e a longevidade



dos organismos. Respostas celulares dependentes de FOXO incluem
gliconeogénese, secrecdo de neuropeptideos, autofagia, apoptose, ciclo celular
e resisténcia ao estresse (Dervis & Brunet, 2008). Em resposta a via da
insulina/IGF-1 e outros fatores de crescimento, as proteinas quinases AKT e
SGK fosforilam FOXO em trés locais conservados. Esta fosforilacdo promove a
ligacdo de FOXO as proteinas 14-3-3 no citoplasma e impedindo sua re-
localizagdo no nucleo. Em resposta ao estresse oxidativo, a via JNK (c-Jun N-
terminal kinase) fosforila diretamente FOXO ativando a sua localizagcédo 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
manganés Superoxido dismutase (MnSOD) e Catalase (CTL), inibidores de
crescimento e os factores pro-apoptoticos mediadora da morte celular.

Além das defesas enddgenas de combate a EROS, os organismos ainda
dispdem de compostos antioxidantes exdgenos para sua protecao ao estresse
oxidativo. Estes compostos sdo obtidos principalmente através da dieta, e
podem ser definidos como qualquer substancia capaz de evitar ou atenuar a
oxidacdo de moléculas susceptiveis (Cerqueira et al., 2007). O sistema
exdgeno de defesa inclui substancias como vitamina E, vitamina C, vitamina A,
0s carotenoides, catequinas, epicatequina, quercetina, antocianinas dentre

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

1.3 Acrilamida

A acrilamida (AAM) (Figura 1) (CH2CHCONH2, 2-propenamida) é um
sélido cristalino, incolor, inodoro, altamente polar, com solubilidade em agua de
2g/ml e com ponto de fusdo de 84,5°C (Sanganyado et al.,, 2011). A AAM é
produzida em grande escala pela indlstria e € muito utilizada para a sintese de
poliacrilamida, que possui numerosas aplicacdes como um condicionador do
solo, nas industrias de cosmeéticos, de papel, téxteis, floculantes, aditivos para
tratamento de agua, e no laboratério, como um suporte sélido para a separacéo

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

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

estabelece os procedimentos e responsabilidades relativos ao controle e
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Figura 1. Imagem representativa da Formula estrutural da Acrilamida.
Adaptado de Granath, 2001.



vigilancia da qualidade da agua para consumo humano e seu padrdo de
potabilidade, estabelece o limite de 0,5 pg/L para a presenca de AAM na 4gua
potavel, o mesmo recomendado pela Organizacdo Mundial de Saude (WHO,
2011).

Além da producao industrial, este composto ainda pode ser encontrado
nos alimentos processados. AcgUcares redutores, tais como glicose e frutose,
reagem com 0s aminoacidos livres presentes nos alimentos durante processos
a altas temperaturas (100°C) como fritura, cozimento e torrefacdo. Através de
uma série de reacdes ndo enzimaticas, dado o nome Reacdo de Maillard, ha a
formacdo de grande numero de produtos que conferem cor e aroma aos
alimentos processados. Durante este processo, também d& origem a
contaminantes indesejaveis, incluindo a AAM (Mottram, 2002; Muttucumaru;
2013; Rydberg, 2005).

Durante a Reacao de Maillard, o primeiro processo para a formacao da
AAM é a reacdo do aminoacido 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 entdo 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. Ja 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 niveis de AAM foram encontrados em alimentos comumente consumidos
que sdo preparadas em altas temperaturas, variando de 30 a 2300 ug/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 paes, cereais, bolos e outros alimentos,
chamando a atencéo, 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 frequéncia de ingestéo pela
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Figura 2. Figura esquematica do mecanismo de formacao da acrilamida
em alimentos processados. Adaptado de Zyzak, 2003.



Tabela 1. Niveis de acrilamida em ug/Kg em diferentes tipos de alimentos.
Adaptado de Chen et al., 2012.

_ Amostras Amostras Niveis de Acrilamida (uglkg)
Categoria Testadas Positivas  yéia $D Min Max
Pasta de Soja 4 4 13.70 8.39 4.08 2440
Carne Processada 6 6 2262 20.10 231 49.06
Macarréo 11 9 2322 15.19 9.12 5209
Péo 5 5 36.72 26,54 10.50 67.19
Biscoito Wafer 6 5 4492 33.86 10.36 86.76
Bolo 6 6 68.34 05.75 16.82 196.46
Panqueca 8 70.33 127.86 1.88 352.90
Biscoito assado p 23 9757 103.71 041 484.17
Chips 11 9 13791 119.68 17.39 398.23
Lanche frito § 8 131.73 12275 39.12 432.92
Batata Frita 9 9 604.27 1327.87 58.40 4.126.26




populacao, varios 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
exposicdo a AAM causa efeitos toxicos como reducdo da viabilidade celular e
aumento da genotoxicidade. A observacdo desses efeitos estdo ainda
associados a aumento de producédo de EROs, reducéo dos niveis de glutationa
(Zang et al., 2009, Zang et al., 2012), além de niveis elevados da enzima y-
glutamil cisteina sintetase, enzima de fase limitante da sintese de glutationa
(Ramiro et al., 2010), e reducéo da atividade da enzima Superoxido dismutase
(Zang et al., 2012).

Pesquisadores usando ratos como modelo, demonstraram que o
tratamento com AAM induziu danos a células germinativas como diminuicdo do
namero de espermatozoides e destruicdo dos tubulos seminiferos
(Rahangadale et al., 2012). Também foram observados danos ao sistema
nervoso pela desmielinizacdo, degeneracdo neuronal, liquefacdo da matéria
branca (Rahangale et al., 2012). Mohamed (2012) mostrou que ratos que
fizeram ingestdo de agua contaminada com AAM apresentaram niveis
diminuidos de glutationa, assim como diminuicdo da atividade enzimatica da
Superéxido dismutase e Catalase. Além desses resultados, o grupo tratado
apresentou reducdo dos niveis de Imunoglobulina G (IgG) e um leve aumento
na agregacéo e viscosidade sanguinea (Arihan et al., 2011). Esses dados em
conjunto tém sido usados como base explicar os altos indices de aparecimento
de tumores de glandulas mamarias, tiredide e escrotal em ratos (Hogervorst et
al., 2010).

Estudo epidemioldgico realizado na Holanda mostrou correlacdo entre
ingestado de AAM e neoplasias linfaticas, podendo aumentar o risco de mieloma
multiplo e linfoma folicular (Bongers et al., 2012). Foi demonstrado ainda em
estudo comparativo entre homens e mulheres, néo existir relacdo entre

ingestdo de AAM e céancer de pulmdo em homens, entretanto esta relacédo €
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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

toxicos induzidos pela AAM.

Ja foi observado que varios compostos tais como a curcumina, polifenol
presente no Acafrdo da india, o hidroxitirosol,presente em 6leo de oliva, o
extrato polifendlico de cacau, a procianidina B2, e a miricitrina, foram capazes
de diminuir a producdo de EROs, a citotoxicidade, a genotoxicidade além de
elevar os niveis de y-glutamil cisteina 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 Superoxido dismutase assim como 0 aumento dos niveis

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

A exposicdo de ratos a AAM gera efeitos danosos aos testiculos e ao
sistema nervoso. A administracao de extrato de cha verde (Camellia sinensis)
reverteu os danos causados aos testiculos, demonstrando ser um composto
natural com potente capacidade de protetora (Yassa et al., 2013). O tratamento
com eugenol e isoeugenol causou protecdo ao sistema nervoso de cértex de
ratos tratados com AAM, onde foi observado que o tratamento impediu a
reducdo dos niveis de glutationa e causou diminuicdo da atividade da enzima

acetilcolinesterase (Prasad e Mularidhara, 2013).

Muitos sdo os modelos de estudo utilizados para avaliagao de toxicidade
de compostos, e um modelo que ja vem sendo muito utilizado pela comunidade
cientifica € o Caenorhabditis elegans, que possui varias caracteristicas que o
torna um excelente modelo para ensaios de toxicidade e avalicdo de

compostos com propriedades antioxidantes.
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1.6 Organismo modelo Caenorhabditis elegans

No inicio dos anos 1970, Sydney Brenner introduziu na comunidade
cientifica 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 hecessario um organismo mais simples e
diferenciado, suficientemente pequeno para ser tratados em grande namero, de
facil cultivo, com um breve ciclo de vida e passivel de analise genética. Desde
entdo, C. elegans tem se mostrado um organismo modelo fundamental para
uma melhor compreensdo de processos bioquimicos, apoptose, funcao
neuronal, sinalizacéo, envelhecimento, regulacdo génica, dentre outros (Artal-
Sanz et al., 2006; Kaletta & Hengartner, 2006).

Este nematodo possui varias caracteristicas que o torna uma excelente
ferramenta de estudo. C. elegans pode ser facilmente cultivado em laborat6rio
em placas de petri com agar ou meio liquido contendo Escherichia coli como
fonte de comida para os animais. O C. elegans € um nematodo pequeno e no
estagio adulto atinge aproximadamente 1 mm de comprimento e 80 um
(micrémetros) de diamentro. O ciclo de vida do nematodo é curto e tempo de
vida maximo a 20°C é de aproximadamente 3 semanas. Por serem
hermafroditas, cada animal, é capaz de produzir aproximadamente 300 ovos
por autofecundacédo. A fertilizacdo cruzada também é possivel de ocorrer entre
um hermafrodita e um macho, que ocasionalmente aparece numa frequéncia
de 0.1% da populacéo

O hermafrodita gravido expele o ovo que, apds sua eclosao, passa por
quatro estagios larvais (L1, L2, L3 e L4) até chegar a fase adulta. Sob
condicBes adversas, como superpopulacdo ou escassez de alimento, animais
no estadio larval 1 podem entrar e permanecer em diapausa por até quatro
meses, retomando seu desenvolvimento quando retornarem as situacoes
ideais (Figura 3) (Disponivel em www.wormatlas.org).

Apesar da sua aparente simplicidade, o C. elegans possui um alto nivel
de diferenciacdo celular. Na fase adulta, os vermes pssuem 959 células
somaticas, diferenciadas em musculo, hipoderme, sistema nervoso, intestino,

gonodas, glandulas e sistema excretor (Artal-Sanz et al., 2006).

11



Hermafrodita
Adulto

by
\ 1 :
L4 Até | 4 Glastrula
meses Sh ‘
Sh 1
~—— 1
(]
l'
L3 Condicdes .
adversas " Embriao
Sh
,'-‘\._,.—-ltaﬁ_,/ e
12 h

Figura 3. Ciclo de vida do C. elegans: o hermafrodita gravido expele o ovo

que, apods sua eclosdo, passa por quatro estagios larvais (L1, L2, L3 e L4) até

chegar a fase adulta. Os hermafroditas adultos se autofecundam, iniciando u

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

(Disponivel em www.wormatlas.orq).
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Outra vantagem do C. elegans, € que diferentes linhagens de mutantes
e transgénicos podem ser estocadas a -80°C, o que permite que laboratérios
de pesquisa possam adquirir e manter varias cepas por tempo indeterminado
(Artal-Sanz et al., 2006). Por ser um verme transparente, marcadores
fluorescentes, genes repdrteres, podem ser observados nos animais ao vivo e
in vivo. Estas varias caracteristicas citadas torna este organismo modelo uma
excelente ferramenta para estudos de substancias benéficas e toxicas aos
processos biologicos, bem como para identificar novos alvos para intervencdes

farmacoldgicas (Kaletta & Hengartner, 2006).

1.7 Regulacdao da Expressao Génica de Enzimas de
Detoxificacdo em C. elegans por SKN-1/Nrf e DAF-16/FOXO

No C. elegans, a resisténcia ao estresse oxidativo por enzimas de
detoxificacdo de fase Il sdo controladas principalmente por duas vias de
sinalizacdo em C. elegans bem conservadas em mamiferos: SKN-1/Nrf-2 e
DAF-16/ FOXO.

1.7.1 Via de Sinalizacdo SKN-1/Nrf

A proteina ortéloga de Nrf em C. elegans, SKN-1, desempenha um papel
crucial na resisténcia ao stress oxidativo e xenobi6ticos e em varias outras vias
(Cutter-Glover et al., 2013). SKN-1 € um fator de transcricdo do tipo ziper de
Leucina (bZIP) que ativa genes de detoxificacdo de fase Il (An e Blackwell,
2003). Sob condicdes normais, SKN-1 é fosforilado pela enzima glicogénio
sintetase quinase (GSK-3), o que impede que este fator de transcricdo
internalize no nucleo, prevenindo a ativacdo da expressao de genes alvos (An
et al., 2005). J& sob condi¢cOes de estresse, SKN-1 acumula-se no nucleo das
células do intestino, o maior 6rgdo de detoxificacdo no C. elegans, e ativa
genes alvos em resposta a varios estresses (An e Blackwell, 2003; Oliveira et
al., 2009). A entrada de SKN-1 em condi¢cdes de estresse no nucleo requer a
sua fosforilacdo pela PMK-1, uma quinase conservada pertencente da via de
sinalizacdo da p38 MAPK (MAPK -Mitogen-Activated Protein Kinase). SEK-1, a
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MAPK quinase responsavel por fosforilar PMK-1 € necessaria para ativar a re-
localizacdo de SKN-1 no nucleo e ativar a expressao de gcs-1 (Inoue et al.,
2005). Mutantes com perda de funcéo de skn-1 e sek-1 sdo mais sensiveis 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 € consistente com associacdes feitas entre estresse oxidativo e
longevidade (An & Blackwell, 2003).

Foi também demonstrado que a via da IIS (via de sinalizacdo da
insulina) regula diretamente o fator de transcricdo SKN-1. DAF-2 € homélogo
ao receptor do fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-1) em
mamiferos. DAF-2 ativa as enzimas fosfatidilinositol 3-quinase AGE-1 (PI3K),
PDK-1, e AKT-1/2, quinases que antagonizam o fator de transcricdo SKN-1
(Tullet et al., 2008), assim como DAF-16, o fator ortélogo de FOXO (Henderson
e Johnson, 2001; Hertweck et al., 2004; Lee et al., 2003). A delecdo de skn-1
em mutantes daf-2 suprime os fenétipos da resisténcia ao estresse oxidativo e
a longevidade, associados a este ultimo. Além disso, o envelhecimento é
retardado nos animais quando skn-1 € super expresso transgenicamente, e
guando possuem o sitio de fosforilagdo para AKT-1/2 mutados na auséncia de
daf-16.

Além de estresse térmico e estresse oxidativo, a ativacdo de SKN-1
pode se dar através de fitoquimicos, 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 transloca¢cdo para o ndcleo e

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

1.7.2 Via de sinalizagcao DAF-16/FOXO
Em C. elegans, o fator de transcricdo 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 formacéo de PIP3, o
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Figura 4. Esquema simplificado da Regulacdo da expressdo de genes de
detoxificacdo por SKN-1/Nrf e DAF-16/FOXO em C. elegans. A figura ilustra a
ativacdo de genes de detoxificacéo pelos fatores de transcrigdo SKN-1 e DAF-16.
Sob condi¢cdes de estresse ou tratamento com fitoquimicos, estes fatores de
transcricdo sédo ativados, se deslocando para o ndcleo 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
plasmética onde PDK-1 ativa AKT e SGK-1 atraves de fosforilacdo. AKT e
SGK-1 entdo por sua vez, fosforila DAF-16, mantendo-o no citoplasma,
impedindo que se transloque para o interior do nucleo celular e regule genes
alvos (Mukhopadhyay et al., 2006; Braeckman, 2007; Murphy et al., 2003).
Entretanto, auséncia de qualquer fator da cascata citado acima, DAF-16 se
desloca para o interior do nucleo celular. Uma vez dentro no nucleo, DAF-16
pode tanto ativar quanto reprimir genes envolvidos na regulacdo do tempo de
vida, metabolismo e resposta ao estresse, como por exemplo enzimas de
detoxificacdo tais como Catalase (ctl-1 e ctl-2) e Superdxido dismutase (sod-3)
(Murphy et al., 2003).

Além da via de DAF-2, DAF-16 pode também ser regulado pela
interacdo com as proteinas 14-3-3 AMPK-1 e JNK-1. As proteinas 14-3-3
regulam sua distribuicdo nuclear. A proteina quinase ativada por AMP (AMPK-
1) ativa DAF-16 por fosforilagdo direta (Landis & Murphy, 2010). JNK-1, um
membro da familia MAPK ativado por estresse, aumenta o tempo de vida e
esta relacionado ao aumento da resisténcia ao calor e ao estresse oxidativo.
JNK-1 fosforila diretamente DAF-16 in vitro. Dados bioquimicos e genéticos
sugerem que a JNK-1 atua em paralelo com a via de sinalizacdo da insulina
para regular DAF-16, mas de uma maneira oposta, isto é, a fosforilacdo de
DAF-16 por JNK-1 promove sua localizagdo nuclear e sua subsequente
ativacdo (Landis & Murphy, 2010). Assim como o SKN-1, fitoquimicos podem
atuar sobre DAF-16 ativando a sua localizacdo nuclear, como quercetina e
miricetina (Kampkotter et al., 2008; Buchter et al., 2013).

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

atenuam toxicidade induzida pela AAM.

Hasegawa et al. (2004), observaram que a exposi¢do continua do C.
elegans a concentracbes de 500 mg/l de AMM reduz o tamanho corporal, a

progénie assim como a longevidade dos animais.
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Andlise génica realizada por microarranjos de DNA mostrou que a
exposicao de C. elegans durante 48 horas em AAM aumentou a expressao de
um grande numero de enzimas de detoxificacgdo 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 0 gene mais ativado. Este gene foi selecionado para a
construcdo de uma linhagem transgénica com gene reporter gst-4::GFP onde o
promotor de gst-4 foi fundido como o gene da proteina fluorescente verde GFP.
Esta linhagem transgénica foi utilizada para transformar o C. elegans em um
biosensor para compostos toxicos. As analises realizadas com este animal
transgénico mostraram que a expressdo de gst-4::GFP € ativada pela

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

Este mesmo transgénico foi utilizado para encontrar compostos com
possiveis propriedades que reduzem sua ativacdo por AAM. Dentre os
compostos testados os que mais se destacaram nos testes foram cha verde e
solucdo isotbnica comercialmente disponivel. Observaram que o tratamento
dos animais transgénicos com AAM aumentou os niveis de GFP, enquanto
este efeito ndo foi observado com o cha verde e o isotonico individualmente.
Entretanto, quando os animais sdo co-tratados com AAM e cha verde ou
isotdnico, os niveis de fluorescéncia para gst-4::GFP diminuiram, sugestivo de
detoxificacdo de AAM ou prevencao da inducéo 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
investigacdo de novos compostos com possiveis propriedades antioxidantes,
como por exemplo, o Agai.

1.9 Acai (Euterpe oleraceae Mart.)

Dentro da familia de plantas Arecaceae e do género Euterpe, as
espécies Euterpe oleracea, Euterpe edulis e Euterpe precatoria sédo referidas
como acai. Euterpe oleracea Mart. € uma espécie exotica de fruto nativa da

regido amazébnica, podendo ser encontrada desde a América central até a
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América do sul (Fragoso et al., 2013). O fruto apresenta coloragdo roxo escuro
gquando maduro, composta de uma semente e uma pequena quantidade de
polpa, o qual representa aproximadamente 13 a 15%. Estudo realizado
avaliando a composicdo da polpa seca acai mostrou que, o fruto contem
aproximadamente 71 % de fibras e 20 % de Oleo (tabela 2) além de outros

compostos como acgucares, proteinas e polifendis (Rufino et al., 2011).

Com o passar dos anos, acai 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 exportacdo para
paises nao tropicais vem aumentando, se mostrando uma boa fonte de renda
para a populacdo que faz o manejo do acai. Sua popularidade se da
principalmente pelas grandes quantidades de polifendis em sua composicéo,
especialmente antocianinas e proantocianinas, se destacando a cianidina-3-O-
glicosideo e cianidina-3-O-rutinosideo (Rufino et al.,, 2011, Schauss et al.,

2010), apresentando propriedades anti-inflamatdria e antioxidante.

1.9.1 Efeitos anti-lipidicos do Acai

Recentes evidéncias demonstram que mosca Drosophila melanogaster,
tratadas com dieta hiperlipidica e suplementada com acai, tiveram seu tempo
de vida médio e maximo aumentado significativamente, quando comparada
somente aquelas submetidas a dieta hiperlipidica (Sun et al., 2010). A
suplementacdo de acai promove o aumento de sobrevivéncia em mosca da
fruta, Anastrepha ludens, submetidas a dietas com alto teor de gordura e alto
teor de acucar, enquanto diminui a vida reprodutiva (Liedo et al., 2012).

Oliveira et al. (2009) observou melhora nas defesas antioxidantes e
reducdo do estresse oxidativo em ratos suplementados com polpa de acai
submetidos a dieta hipercolesterolémica. Foi observado que, no grupo
hipercolesterolémico com acai na alimentacdo apresentou reducdo dos niveis
de Superoxido dismutase, diminuicdo de proteinas carboniladas, aumento de
grupos tiois no soro além de reducao de colesterol total e das fracdes LDL e
VLDL.
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Tabela 2. Composicdo aproximada da polpa de acai seca. Fonte: Rufino,
2011.

Componente g/100 ¢ g:cl;natéria
Proteina 6,27 + 0,31
Cinzas 1,99 4+ 0,17
Agucares soluveis 7,93 + 2,11
Lipidios totais 20,82 4+ 1,60
Fibras soluveis 2,75 + 0,16
Fibras insoltveis 68,49 1+ 1,21
Fibras totais 7,22 + 1,22
Polifendis |

Polifenois extraiveis 1,50 £ 0,05

Taninos hidrolizaveis 1,99 + 0,18

Taninos condensados 1,24 + 0,14
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Pesquisas envolvendo humanos tém demostrado resultados bem
promissores quanto & ingestdo de acai. Foi observado que, pessoas que
fizeram a ingestdo de acai na forma de suco ou na forma de polpa,
apresentaram uma reducdo da peroxidacao lipidica no soro e aumento da
capacidade antioxidante do plasma (Jensen, 2008). Em outro estudo, 0s
participantes apresentarem uma reducdo da glicemia de jejum, dos niveis de

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

1.9.2 Efeitos antioxidantes do Acai

Estudo realizado por Spada (2009) utilizando células de cértex,
hipocampo e cerebelo de ratos submetidos ao estresse oxidativo, mostrou que
0 pré-tratamento com polpa de acai, foi capaz de retornar a niveis normais
marcadores de estresse oxidativo como TBARS e proteinas carboniladas,
assim como atividade de enzimas de detoxificagcdo como Superdxido dismutase
e Catalase. Essa atuacdo estd relacionada a uma possivel propriedade de
remocao direta de radicais livres, uma vez que o tratamento apenas com acai,
nao seguido de situacdo de estresse oxidativo, ndo alterou os marcadores
avaliados.

Foi demostrado que moscas tipo selvagem quando expostas & estresse
oxidativo por peroxido de hidrogénio, e em seguida suplementadas com acai,
apresentaram aumento no tempo de vida médio aproximadamente 3 vezes
superior quando comparado ao grupo controle. Além disso, o tratamento com
acai aumentou o tempo de vida em moscas mutantes para 0 gene da p38
MAPK (Mortmer et al., 2012), e aumentou a sobrevivéncia de moscas tratadas
com RNAI para sodl (Superéxido dismutase) (Sun et al., 2010; Laslo et al.,
2013).

A melhora a condicdo de estresse oxidativo também pode ser
observados em ratos que tiveram suplementacdo de acai na dieta. Os
resultados mostram a capacidade do acai em sumprimir a producéo de EROs,
de aumentar os niveis de mRNA de enzimas y-glutamil cisteina sintetase e
glutationa peroxidase, além de melhorar o perfil de marcadores de estresse

oxidativo como TBARS e proteinas carboniladas (Guerra, 2011).
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Ja tem sido demonstrado que o tratamento com acai apresenta também
melhorias quanto ao perfil anti-inflamatério. O tratamento com extrato de acai
em células da microgila inibiu a ativacdo de NF-k@3, e diminuiu a expressao das
ciclooxigenases COX-1 e COX-2 (Xie et al.,, 2012) fator de necrose tumoral,
(Shibu et al.,, 2012), assim causou a reducdo dos niveis de leucdcitos,
macréfagos e neutréfilos em camundongos expostos a fumaca. Estes dados
foram relacionados com diminuicdo dos niveis de glutationa e atividade das
enzimas glutationa peroxidase e mieloperoxidase (enzima marcadora do influxo
de neutrodfilos) (Moura et al.,, 2011). Foi demonstrado que o tratamento com
acai diminuiu a expressao de interleucinas 6 e 8 a niveis de mRNA e proteinas
induzidas pelo estresse causado por glicose (Noratto et al., 2011)

Outro modelo j4 bem utilizado para estudos in vivo é o C. elegans. Foi
demonstrado que a suplementacdo de acai na alimentacdo de vermes
aumentou a resisténcia ao estresse oxidativo. Este aumento da resisténcia foi
correlacionada com diminuicao da producédo de EROs, prevencao dos niveis de
sulfidrilas e prevencéo da ativacdo do gene de detoxificagdo gcs-1 (Bonomo et
al., 2014).

1.10 Justificativa

Em C. elegans ja foi demonstrado que a exposi¢ao crénica a AAM gera
diversos efeitos toxicos como diminuicdo da progénie, da longevidade, a
reducdo corporal dos vermes assim como e ativacdo da enzima de
detoxificacdo gst-4. Entretanto, ainda ndo foram demonstrados quais os efeitos
da exposicao aguda a AAM em C. elegans. Sabendo do potencial téxico da
AAM e das propriedades antioxidantes do Acai, o C. elegans foi utilizado neste
projeto para avaliar o efeito da exposicdo aguda da AAM e do possivel efeito
protetor do Extrato Aquoso de Acai (EAA), como uma possivel alternativa de

combate ou prevencao dos efeitos toxicos induzidos pela AAM.
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2. Objetivos



2.1 Objetivo Geral

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

promovida pela exposi¢cdo aguda a acrilamida em no C. elegans

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar o efeito do tratamento agudo da AAM sob parametros biologicos,

bioquimicos e genéticos no C. elegans

e Avaliar o efeito protetor do acai sobre parametros biologicos,
bioquimicos e genéticos no C. elegans exposto ao tratamento agudo
com AAM.

e Avaliar o papel de SKN-1 e DAF-16 na protecao induzida pelo acai em
animais transgénicos gcs-1::GFP expostos ao tratamento agudo com
AAM.
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3. Metodologia



3.1 Linhagens

As linhagens utilizadas neste projeto (Tabela 3) foram cedidas pelo
Caenorhabditis Genetics Center (CGC), University of Minesota, EUA
(http://wvww.cbs.umn.edu/CGC) ou pelo Dr. T. Keith Blackwell do Joslin
Diabetes Center, Boston, EUA

3.2 Manutenc¢éo das cepas

As linhagens foram mantidas congeladas até o momento de uso. O
congelamento é feito transferindo animais L1 para uma solucdo 1:1 de M9 (22
mM KH,POg4; 42 mM Na,HPO,; 85,5 mM NaCl; 1 mM MgSO,) e solugédo de
congelamento (50 mM Tampéo Fosfato; 100 mM NaCl; 30% de glicerina).
Aliguotas desta mistura foram colocadas em tubos de 1,5 mL e armazenadas
no freezer — 80°C. Quando necesséario, 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 manutencéo
das linhagens foi feita transferindo animais em diferentes estagios para novas

placas & medida que a camada de bactéria ficava escassa.

3.3 Sincronizacéao cronoldgica do C. elegans

A sincronizacdo das cepas foi feita através da lise alcalina ou por
ovoposicdo. A lise alcalina se baseia no tratamento de hermafroditas adultos
gravidos com solucéo de lise (50% de hipoclorito de sédio; 2,5 mM NaOH). Os
embrides resistentes a este tratamento foram coletados e colocados em meio
liquido M9 de um dia para o outro na auséncia de alimento. Isto permite que os
embrides eclodam, mas permanecam estacionarios em L1. Os animais L1
foram entdo transferidos para placas NGM semeadas com E. coli OP50

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

Descricao Geral

Linhagem Gendétipo
N2 -

CF1038 daf-16(mu86)

CL2166 dvis19 [(pAF15)gst-
4p::GFP::NLS]

CF1553 muls84[pAD76(sod-

3::GFP)]
LD1171 ldIs3 [gcs-1p::GFP +

pRF4(rol-6(su1006))]

TJ356 zIs356[pGP30(DAF-
16::GFP)+pRF4(rol-6)

Tipo Selvagem
Mutante de delecéo para o gene daf-16

Animal transgénico carregando o gene da
proteina GFP sob controle do promotor
do gene gst-4
Animal transgénico carregando o gene da
proteina GFP sob controle do promotor
do gene sod-3
Animal transgénico carregando o gene da
proteina GFP sob controle do promotor
do gene gcs-1
Animal transgénico com o gene da
proteina GFP integrada ao gene de daf-
16
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colocar hermafroditas gravidos nas placas de NGM e deixados por 6 a 8 horas.
ApOs esse tempo, os animais foram retirados deixando somente 0s ovos

colocados por estes animais.

3.4 Preparo das Placas contendo Extrato Aquoso de Acai
(EAA)

Neste projeto foi utilizado extrato de acai liofilizado cedido pela empresa
Liotécnica Alimentos LTDA (Embu, SP). O tratamento do C. elegans com acai
foi feito de acordo com Bonomo et al. (2014) com o extrato na concentracdo de
100 mg/ml. Para tal, 2 g de extrato foram ressuspensos com 20 ml de solucdo
basal e esterilizados por filtracdo, obtendo-se no final 5 ml de extrato liquido. A
este volume foi acrescido 50 pl de solugcédo estéril de 10 mM MgSO,. Essas
misturas foram utilizadas para ressuspender o pellet de E. coli OP50 OD 1 que
foi entdo 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 solucédo basal e MgSO,4. Em caso das placas
ndo serem usadas imediatamente, elas foram mantidas a 4°C por no maximo 1

semana.

3.5 Avaliacédo do efeito do tratamento agudo da AAM e da EAA
sob parametros biolégicos, bioquimicos e genéticos no C.

elegans

A primeira etapa deste projeto foi padronizar as condicdes em que 0s
efeitos toxicos da exposicdo aguda a AAM pudessem ser observados no C.
elegans. Para isso, nds expusemos 0s animais em diferentes tempos e
concentractes de AAM (Sigma Aldrich) a fim de estabelecer um menor tempo e
uma menor concentracdo de exposicdo. NOs avaliamos o0s parametros
progénie, tamanho corporal, longevidade, producdo de EROs e expressao de

genes de detoxificagcdo. ApOs as padronizacbes estabelecidas, avaliamos o
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efeito do extrato aquoso de acai (EAA) frente os efeitos toxicos induzidos pela
AAM.

3.5.1 Anélise do Tamanho Corporal

Animais tipo selvagem em estagio larval L1 foram incubados por 36 a 38
horas a 20°C em condi¢bes normais em placas NGM semeadas com E. coli
OP50. Em seguida os animais foram expostos as concentragbes de 0,1; 1; 10 e
100 mM de acrilamida em meio liquido M9 por 3, 6 e 9 horas. Apds o tempo de
exposicao, os animais foram retirados do estresse e colocados novamente em
placas NGM semeadas com E.coli. Apés 15 horas, cerca de 20 animais por
grupo foram colocados em lamina contendo 1% de agarose e anestesiados
com 0,5 mM azida sodica. Em seguida os animais foram fotografados no
microscopio Axio Imager Z2 (Zeiss, NY, USA) e o tamanho corporal de cada

animal foi avaliado individualmente utilizando software Axion Vision 4.8.

Para avalicdo do efeito do EAA, animais em estagio larval L1 foram
crescidos por 36 a 38 horas a 20°C em condi¢cdes normais em placas NGM
semeadas com E. coli contendo ou ndo EAA 100 mg/ml. Em seguida, os
grupos controle e tratados foram expostos ou ndo a 10 mM de AAM por 3 horas
em meio liquido M9. Em seguida, as andlises foram realizadas como descrito
anteriormente. Os experimentos foram realizados em triplicata. As andlises
estatisticas foram realizadas através do teste t de Student’s, sendo que p <
0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

3.5.2 Analise da Progénie

Para determinar o numero total de progénie, animais tipo selvagem em
estagio larval L1 foram incubados por 36 a 38 horas em condi¢cdes normais em
placas NGM semeadas com E. coli a 20°C. Em seguida os animais foram
expostos as concentracdes de 10 mM AAM em meio liquido M9 por 3 e 6
horas. Apos o tempo de exposicdo, 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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ovoposicao, os animais foram transferidos a cada 24 horas para novas placas e
0 numero de progénie de cada placa foi contado apds 2 dias. O numero total de
animais foi calculado e dividido pelo numero de animais. As analises
estatisticas foram realizadas através do teste t de Student’s, sendo que p <

0,05 foi considerado estatisticamente significativo

3.5.3 Anélise da Sobrevivéncia

Animais tipo selvagem foram incubados por 36 a 38 horas em condi¢des
normais em placas NGM semeadas com E. coli a 20°C e expostos & 10 mM
AAM por 3, 6 e 9 horas em meio liquido M9. Ap6s o tempo de exposicdo, 0s
animais foram colocados em placas de NGM contendo 10 mM FUdR (5-Fluoro-
2'-deoxyuridine) a 25°C. FUdR é normalmente fosforilado nas células em
fluorodeoxiuridilato, um inibidor competitivo da enzima timidilato sintetase que
converte deoxiuridilato em timidilato. Desta forma a replicacdo do DNA é
rapidamente interrompida uma vez esta € a Unica via de sintese de timidilato
nas células. Uma vez que as Unicas células que se dividem em animais adultos
sao as células germinativas da génada feminina, animais adultos mantidos em
placas contendo FUdR ndo produzem nenhuma progénie e quaisquer embrides
produzidos nesta condicdo nao se desenvolvem. A sobrevivéncia dos animais
foi avaliada diariamente longevidade até que todos os animais de todos os

grupos se encontrassem mortos.

Para avaliacdo do efeito do EAA, animais tipo selvagem em estagio
larval L1 foram crescidos por 36 a 38 horas a 20°C em condicfes normais em
placas NGM semeados com E.coli contendo ou ndo EAA 100 mg/ml. Em
seguida, os grupos controle e tratados foram expostos ou ndo a4 10 mM AAM
por 6 horas em meio liquido M9. Apos o tempo de exposicao, os animais foram
retirados do estresse e colocados novamente em meio NGM com FUdR a 25°C
semeados com E.coli contendo ou n&o 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 sobrevivéncia dos vermes foi
verificada diariamente. As analises estatisticas foram realizadas pelo teste de

Log Rank (Mantel-Cox) considerando p < 0,05 estatisticamente significativo.
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3.5.4 Analise da producéo de EROs

A producdo de EROS foi mensurada utilizando a sonda fluorescente 2,7-
diclorofluoresceina-diacetato (H,DCFDA). Animais tipo selvagem foram
incubados por 36 a 38 horas a 20°C e expostos a diferentes concentragcdes
variando de 0,1; 1 a 10 mM AAM em PBS por 3 horas de exposicdo, e 1 mM de
Peréxido de Hidrogénio como controle positivo. Em seguida os animais foram
lavados duas vezes com PBS e incubados em 50 uM de H,DCFDA por 1 hora.
Apéds o tempo de exposicao, 30 animais de cada grupo foram transferidos para
0S pogos de uma placa de microtitulacdo de 96 pocos contendo 200 ul de PBS
em triplicata. A quantificacdo de fluorescéncia foi realizada no leitor de placas
X3 ™ multilabel VICTOR (Perkin Elmer, Massachusetts, EUA), utilizando

excitacao a 485 nm e emissédo a 535 nm.

Para avalicdo do efeito do EAA, animais tipo selvagem ou animais
mutantes para o gene daf-16, em estagio larval L1 foram crescidos por 36 a 38
horas a 20°C em meio NGM contendo ou ndo EAA 100 mg/ml. Em seguida
analises foram realizadas como descrito anteriormente. Os Experimentos foram
realizados em triplicata. As analises estatisticas foram realizadas através do
teste t de Student’s, sendo que p < 0,05 foi considerado estatisticamente

significativo.

4.5.5 Andlise da Expressao de genes de detoxificacao.

Animais transgénicos gst-4::GFP em estagio larval L1 foram incubados
por 36 a 38 horas a 20°C em meio NGM contendo E.coli como fonte de
alimento. Em seguida os animais foram expostos as concentra¢cfes de 0,1; 1;
10 e 100 mM AAM em meio liquido M9 por 3, 6 e 9 horas. Ap6s o tempo de
exposicao, os animais foram retirados do estresse e colocados hovamente em
meio NGM semeados com E.coli por 1 hora como tempo de recuperac¢do. Em
seguida, 20 animais de cada grupo foram colocados em uma lamina contendo
1% agarose e anestesiados com 0,5 mM azida sddica. Fotomicrografias de
fluorescéncia foram tiradas no microscépio Axio Imager Z2 (Zeiss, NY, USA) e
os niveis de fluorescéncia avaliados utilizando o software NIH Image J. Para o

gene de gst-4 ::GFP foi utilizada a concentracdo de 1 mM AAM e para os
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genes de gcs-1::GFP e sod-3::GFP foi utilizada a concentragédo de 10 mM AAM
por 3 horas.

Apés estipulada a concentracdo e o tempo de exposicdo a AAM para
cada linhagem, animais transgénicos gst-4::GFP, gcs-1::GFP e sod-3::GFP em
estagio larval L1 foram crescidos por 36 a 38 horas em meio NGM semeados
ou ndo com EAA 100 mg/ml. Em seguida analises foram realizadas como
descrito anteriormente. Os experimentos foram realizados em triplicatas. As
andlises estatisticas foram realizadas através do teste t de Student’s, sendo

que p < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

3.5.6. Avaliacao da Localizacao nuclear de DAF-16::GFP

Para analisar o envolvimento do fator de transcricdo DAF-16 na resposta
ao estresse, animais transgénicos DAF-16::GFP foram incubados por 36 a 38
horas em condi¢gdes normais ou contendo EAA 100 mg/ml. Os animais foram
expostos a 10 mM AAM por 3 horas. 20 animais de cada grupo foram
colocados em laminas cobertas com 1% agarose, anetestesiados com 0,5 mM
azida sobdica e foram fotografados com microscopio de fluorescéncia
microscopio Axio Imager Z2 (Zeiss, NY, USA). A localizacdo nuclear de DAF-
16::GFP foi classificada como citosOica, intermediaria ou nuclear. Os
experimentos foram realizados em triplicatas. As analises estatisticas 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 transgénicos gcs-1::GFP foram submetidos a controle(RNAI),
skn-1(RNAI) e daf-16(RNAi). O plasmideo pL4440 sem nenhum inserto foi
usado como controle negativo do RNAIi. O plasmideo recombinante foi
transformado em E. coli HT115 e a cultura foi entdo semeada em placas de
petri com NGM contendo IPTG. Os animais transgénicos em estagio L1 foram
incubados por 36 a 38 horas nessas placas contendo ou ndo EAA 100 mg/ml e

depois expostos & 10 mM AAM por 3 horas. Apdés o tempo de exposicao, 0s
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animais foram retirados do estresse e colocados novamente em meio NGM por
1 hora como tempo de recuperagdo. Em seguida fotomicrografias de
fluorescéncia foram tiradas de aproximadamente 20 animais de cada grupo
utilizando o microscopio Zeiss e a fluorescéncia foi analisada usando o
software NIH Image J. As analises estatisticas foram realizadas através do
teste t de Student’s, sendo que p < 0,05 foi considerado estatisticamente
significativo.

Para confirmar redugdo da expressdo de skn-1, embrides foram
semeados em placas skn-1(RNAi). Na auséncia de skn-1, os embribes
colocados ndo eclodem, uma vez que este é um gene de efeito materno,
essencial para o desenvolvimento embrionario. Para confirmacdo da reducédo
de daf-16, animais transgénicos DAF-16::GFP foram semeados em placas daf-

16(RNAI) e a reducéo da fluorescéncia foi avaliada.

32



4. Resultados



4.1 Avaliacao do efeito do tratamento agudo da AAM sob

parametros bioldgicos, bioquimicos e genéticos no C. elegans

4.1.1 Andlise do Tamanho corporal

Uma vez que ja foi demonstrado que animais expostos a AAM de
maneira cronica apresentaram reducédo do tamanho corporal (Hasegawa et al.,
2004), nos avaliamos se a exposicdo aguda a AAM também seria capaz de
alterar o tamanho corporal do C. elegans. Para realizar este experimento, 0s
animais tipos selvagem foram crescidos até o estagio larval L3 e em seguida
expostos a 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 ndo afetou o desenvolvimento uma vez que o tamanho dos animais
nao foi alterado (Figura 5B). Os animais tratados com 10 mM AAM
apresentaram reducéo significativa no tamanho corporal nos tempos de 3 e 9
horas, mas ndo onde néo foi observada reducéo 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). Nao foi possivel
realizar as medi¢cdes com 9 horas, pois esta concentracdo foi extremamente
toxica onde todos os animais estavam mortos. Estes dados sugerem que a
exposicdo aguda a AAM no C. elegans é capaz de prejudicar o

desenvolvimento dos animais.

4.1.2 Andlise da Progénie

O préximo parametro avaliado quanto a exposi¢cdo aguda do C . elegans
a AAM foi a reproducado dos animais tipo selvagem foram expostos a 10 mM de
AAM por 3 e 6 horas e o numero total de progénie foi avaliada. De acordo com
a Figura 6, ndo foi observada redugcdo do numero de progénie em animais
expostos a AAM por 3 horas, entretanto, existe reducao significativa do nimero

total quando os animais sao expostos pelo tempo de 6 horas. O nimero médio
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Figura 5. Efeito da exposicdo aguda a AAM sobre o tamanho corporal do
C. elegans.. A) Figura representativa do tamanho corporal dos animais em
estagio de adulto-1-dia expostos a AAM pelo tempo de 3 horas. B) Animais
foram crescidos por 36 horas e expostos ou ndo & diferentes concentracfes 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 (8) indicam resultados para p < 0,05 em relacdo ao controle nos
respectivos tempos de 3, 6 e 9 horas de exposi¢cdo através do teste t de

Student’s. Experimento realizado em triplicata.
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Figura 6. Efeito da exposicdo aguda a AAM sobre a reproducdo do C.
elegans. Animais tipo selvagem foram incubados por 36 a 38 horas a 20°C e
expostos ou ndo & AAM por 3 e 6 horas. O numero de embrides colocados foi
avaliado por 10 animais de cada grupo. A barra de erros representa 0 SEM. (**)
indica resultado para p < 0,005 em relacdo ao controle através do teste t de

Student’s. Experimento realizado em duplicata.
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de embrides no grupo controle foi de 236,8 + 76,8 enquanto que no grupo
tratado foi de 143,9 £ 22,72, o que corresponde a uma reducdo de 39,18 %.
Esses resultados sugerem que a exposicao aguda a AAM interfere no sistema
reprodutor do C. elegans

4.1.3 Andlise de Sobrevivéncia

A seguir, nés verificamos se a exposi¢cao aguda a 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 a 10 mM AAM. Como observado na
figura 7 e na tabela 4, os animais expostos a AAM por 3 horas, néo
apresentaram redugcdo do tempo de vida médio (11,42 dias) quando
comparado ao grupo controle (11,64 dias). Para os animais expostos por 6
horas, ja foi observado uma reducédo 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 reducdo 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
reducdo de 10,02%. Esses dados sugerem que a exposicdo aguda a AAM gera

toxicidade afetando o tempo de vida do C. elegans.

4.1.4 Anélise da Producao de EROs

Para avaliar os efeitos da exposi¢cdo aguda a AAM no estado redox do
C. elegans nés avaliamos a producdo de EROs nos animais expostos a AAM,
uma vez que ja € bem conhecido que as EROs podem causar danos a
moléculas importantes para a homeostase dos organismos. Para tal objetivo,
animais tipo selvagem foram expostos por 3 horas a 0,1, 1 e 10 mM AAM. Os
animais foram depois expostos por 1 hora a 50 uM H,DCFDA para avaliar os
nives de EROs.
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Figura 7. Efeito da exposicdo aguda a 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.
Andlise estatistica pelo teste de Log Rank onde foi considerado p< 0,05

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

AAM
Sobrevivéncia ~ Sobrevivéncia Porcentagem de Redugdoda  Log Rank Nimero de
Grupos Média Maxima Sobrevivéncia Média p value Experimentos
(Dias) (Dias) relativa ao Controle
Controle 3h 11,64 15 2
10mM3h 11,42 15 0,2621 2
Controle 6 h 12,08 16 2
10mM6h 10,66 15 -11,60 0,0006 2
Controle 9 h 11,07 14 1
10mM9h 9,96 12 -10,02 0,0028 1
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Figura 8. Efeito da exposicdo aguda do C. elegans a AAM na Producédo de
EROs . Animais tipo selvagem foram crescidos por 36 horas e expostos a
diferentes concentracdes de AAM por 3 horas e depois incubados com sonda
H.DCFDA por 1 hora. Em seguida os niveis de fluorescéncia foram analisados.
A barra de erros representa o SEM. (*) indica resultado para p < 0,05 em
relagdo ao controle através do teste t de Student’s. Experimento realizado em

duplicata.
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Nossos resultados mostram que animais expostos a 0,1 mM AAM
produzem mais EROs. Por outro lado, animais tratados com 1 e 10 mM AAM
por 3 horas ndo mostraram aumento na producdo de EROs (Figura 8) Diante
desses dados, a concentracdo de 0,1 mM AAM por 3 horas de exposicao foi

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

4.1.5 Andlise da expresséao de genes de detoxificacao

Nossos resultados obtidos sugerem que a exposi¢cdo aguda a AAM no C.
elegans promove toxicidade, e que essa toxicidade possa estar relacionada
com aumento do estresse oxidativo. Desse modo, nds também investigamos a
ativacdo de genes de detoxificacdo no C. elegans submetidos exposi¢cdo aguda
a AAM. Inicialmente nds avaliamos os niveis de fluorescéncia de animais
expressando gst-4::GFP expostos a 0,1, 1, 10 e 100 mM AAM por 3, 6 ou 9

horas

N&s observamos gque para todos os tempos de exposicao analisados, os
animais gst-4::GFP expostos a concentracdes de 1, 10 e 100 mM
apresentaram fluorescéncia significativamente superior em relacdo ao grupo
controle (Figura 9). Observamos também que os grupos expostos com 10 mM
AAM apresentam a maior inducao de gst-4::GFP todos os tempos analisados.
Outra tendéncia observada em todos os tempos analisados foi que 0s grupos
expostos com 100 mM AAM apresentam a menor inducédo de gst-4::GFP em
relagdo ao grupo exposto com 10 mM AAM. A partir desses dados noés
decidimos utilizar a concentracdo de 1 mM AAM pelo tempo de 3 horas de
exposicao. Entretanto, para realizarmos nossas analises com outros genes
(gcs-1::GFP e sod-3::GFP), utilizamos a concentracdo de 10 mM por 3 horas,

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

Para a andlise dos genes gcs-1::GFP e sod-3::GFP, nds testamos
apenas a concentracdo de 10 mM AMM por 3 horas (Figure 10). Nés
observamos que a expressao de gcs-1::GFP foi significativamente maior com o
tratamento de 10 mM AMM (Figure 10A). Entretanto, a expressdo de sod-
3::GFP néo foi alterada (Figura 10B).
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Figura 9. Efeito da exposicao aguda de C. elegans a AAM sobre expresséo
de gene de detoxificacdo gst-4::GFP. A) Imagem representativa da inducéo
de gst-4::GFP em AAM por 3 horas. B) Animais transgénicos foram crescidos
por 36 horas e expostos ou ndo a diferentes concentracdes de AAM por
diferentes tempos. Apdés uma hora de recuperacdo os niveis de fluorescéncia
foram analisados. A barra de erros representa o SEM. (*), (&) e (8) indica
resultado para p< 0,05 em relacdo ao controle no tempo nos respectivos
tempos de 3, 6 e 9 horas de exposicdo através do teste t de Student’s.

Experimento realizado em triplicata.
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Figura 10. Imagem representativa da ativacdo de gcs-1.:GFP e sod-
3::GFP. Animais transgénicos gcs-1::GFP (A) ou sod-3::GFP (B) foram
crescidos por 36 horas e expostos ou ndo a 10 mM AAM por 3 horas. Apds

uma hora de recuperacdo os niveis de fluorescéncias foram analisados.
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4.2 Avaliacdo do efeito protetor do acai sobre parametros
biolégicos, bioquimicos e genéticos no C. elegans exposto
tratamento agudo com AAM.

O proximo objetivo deste projeto foi de avaliar se o extrato aquoso de
acai (EAA) tem efeito protetor em relacdo aos efeitos toxicos da exposicédo
aguda da AAM no C. elegans

4.2.1 Andalise do Tamanho Corporal

Para avaliamos o efeito do EAA sobre a reducao corporal causada pela
exposicao aguda a AAM, animais tipo selvagem foram tratados ou ndo com

EAA 10mg/ml por 36 horas e entdo foram expostos a 10 mM AAM por 3 horas.

Foi observado que o pré-tratamento com EAA ndo causa diminuicdo do
tamanho dos animais, sugerindo ndo ser toxico a estes (Figura 11). Os
resultados ainda nos mostram que a exposicdo a AAM causou uma reducao
significativa do tamanho dos animais de 11,36 % em relacdo ao grupo controle
(Tabela 5). Os animais que receberam o pré- tratamento com EAA e logo em
seguida expostos a AAM, apresentaram uma reducao de 3,45 % em relagdo ao
grupo controle ndo sendo estatisticamente diferente do grupo controle. Mais
interessante € que este grupo pré-tratado com EAA e depois com AAM
apresentou uma recuperacédo do tamanho corporal de aproximadamente 8 %
quando comparado com o grupo exposto somente a AMM (Figura 11). Estes
dados apresentados sugerem que o EAA reduz os efeitos toxicos da AAM sob

o desenvolvimento do C. elegans.

4.2.2 Andlise da Progénie

Nossos dados mostram que a exposi¢cdo aguda a AAM no C. elegans
gera toxicidade afetando a o numero de embrides colocados pelos animais.
Nosso intuito era de avaliar se 0 EAA teria algum efeito protetor quanto a

reproducao dos animais. Entretanto, estes experimentos utilizando animais
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Figura 11. Efeito do pré-tratamento com EAA em C. elegans expostos a
AMM sobre tamanho corporal. Animais tipo selvagem foram pré tratados por
36 horas ou ndo com EAA e expostos ou ndo & 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 a

AAM sobre o tamanho corporal.

Controle  EAA100mg/ml 10 mM AMM EAA 100mg/ml
+10 mM AAM

d
Tamanho Corporal (um) 1020£9049  99430:8488  90410£96 73 984 80 + 107 60 g

Redugdo corporal % - 29 11,36 345

a > Estatisticamente diferente do grupo controle

b > Estatisticamente diferente do grupo 10 mM AAM
Analise estatistica pelo teste t de Student's
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tratados com EAA ainda ndo foram conduzidos.

4.2.3 Analise da Sobrevivéncia

Uma vez que a exposicdo aguda dos animais a AAM mostrou que o
tempo de vida dos animais expostos é reduzido significativamente a partir do
tempo de 6 horas de exposicdo, nés avaliamos se o tratamento com EAA
possui algum efeito protetor no tempo de vida do C. elegans sobre exposicao
aguda a AAM (Figuras 12).

Animais tipo selvagem incubados sob condigcbes normais a 25°C
apresentaram tempo de vida médio de 12,48 dias e tempo maximo de 18 dias
(Figura 12; Tabela 6). Os animais tratados com EAA ndo apresentaram
diferenca significativa sobre o grupo controle, apresentando tempo de vida
média de 12, 26 dias e tempo maximo de 17 dias (Tabela 6). Entretanto, o
grupo de animais expostos a 10 mM AAM apresentou tempo de vida médio de
11 dias, o que representa uma reducao de 11,86 % do tempo de vida médio
comparado ao grupo controle. Os animais tratados com EAA e depois expostos
a AAM, apresentou tempo de vida médio de 11,58 dias e tempo maximo de 17
dias, apresentando uma reducédo do tempo de vida médio de 7,21 % quando
comparado ao grupo controle. Houve também diferenca significativa quando
comparado ao grupo exposto a 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 ndo aumenta o tempo de
vida dos animais em condi¢des normais, entretanto, aumenta a longevidade do

C. elegans exposto a 10 mM AAM por 6 horas.
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Figura 12. Efeito do EAA sobre a longevidade de C. elegans expostos a
AAM. Animais tipo selvagem foram incubados por 36 a 38 horas tratados ou
ndo com EAA 100 mg/ml e expostos a 10 mM AAM por 6 horas. O numero 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 a AAM.

Sobrevivéncia  Sobrevivéncia Porcentagem de Redugéo da

Log Rank

Grupos M.édia Maxima Sobrevivéncia Média P value "
(Dias) (Dias) relativa ao Controle
Controle 1248 18 88
EAA 100 mg/ml 12,26 17 -1,76 0,682 81
AAM 10 mM 11,00 16 -11,86 p<0,0001 : 96
EARTODmgImI+ ) g 17 2,2 0032 *® 79

AAM 10 mM

a> Estatisticamente diferente do grupo controle
b > Estatisticamente diferente do grupo AAM
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4.2.4 EAA reduz a producéo de Espécies Reativas de Oxigénio

em C. elegans expostos & AAM
Para investigar se o0 EAA possui capacidade antioxidante direta sobre a
producdo de EROs induzida por AAM, n6s medimos 0s niveis de producdo

emissao de fluorescéncia da sonda H,DCFDA.

N6s observamos que houve aumento significativo dos niveis de
fluorescéncia tanto para o grupo tratado com EAA quanto com o0 grupo
somente expostos a AAM (Figura 13). O tratamento dos animais com EAA foi
capaz de reduzir os niveis de EROs em animais expostos a 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 Andlise da Expressao de genes de detoxificacdo

NO6s também investigamos o perfil de expressdo de genes de
detoxificagdo em animais pré-tratados com EAA e expostos a AAM. Para
avaliar o efeito do EAA sobre a expressao génica de animais transgénicos gst-
4::GFP, os animais foram pré-tratados com EAA 100 mg/ml por 36 a 38 horas
aproximadamente e em seguida expostos a 1 mM de AAM por 3 horas. Nossos
resultados mostram o tratamento com EAA reduziu os niveis de expressédo de
gst-4::GFP em condi¢gbes normais em relagcdo ao grupo controle (p< 0,005), e
0S niveis de expressdo aumentaram com a exposicdo a AAM (p< 0,0001)
(Figura 14). Entretanto, quando analisamos o grupo previamente tratado com
EAA e logo em seguida expostos a AAM, observa-se uma tendéncia em
reducdo dos niveis de gst-4::GFP, sendo estes dados ndo significativamente
estatisticos em relacdo ao grupo somente tratado com AMM. Esses dados
sugerem que o tratamento com acai atenua o estresse oxidativo intracelular,

nao sendo necessaria uma elevada expressao de gst-4.

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

codifica para enzima y-glutamil cisteina sintetase, enzima de fase limitante da
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Figura 13. Efeito do pré-tratamento com EAA sobre a producdo de EROs
em C. elegans expostos a AMM. Animais tipo selvagem foram pré tratados
por 36 horas ou ndo com EAA e expostos ou nao a 0,1 mM AAM por 3 horas.
Em seguida os niveis de fluorescéncia 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 a
AMM sobre a expressdo de gst-4::GFP. Animais transgénicos foram pré
tratados por 36 horas ou ndo com EAA e expostos ou ndo a AAM por 3 horas.
Apos uma hora de recuperacao os niveis de fluorescéncia 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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formacao de glutationa. O grupo pré-tratado com EAA apresentou aumento nos
niveis de fluorescéncia em relagdo ao grupo controle (p< 0,05). Os resultados
obtidos também nos mostram que a exposicdo somente a AAM causou
aumento da expresséao de gcs-1::GFP (p<0,0001) e o pré- tratamento com EAA
seguido de exposicdo a AAM, preveniu significativamente (p<0,005) o
aumento da expressdo génica em relacdo ao grupo somente exposto & AAM
(Figura 15).

Para o gene da Superoxido dismutase (sod-3::GFP), ndo observamos
nenhum efeito sobre condi¢cbes normais com tratamento com EAA, e a
exposicao de 10 mM AAM pelo tempo de 3 horas nao foi capaz de ativar a

expressao deste gene de detoxificacdo (Figura 16) pela metodologia utilizada.

4.3 Avaliacao do papel de SKN-1 e DAF-16 na protecé&o induzida
pelo acai em animais transgénicos gcs-1::GFP expostos ao

tratamento agudo com AAM.

No C. elegans as vias de sinalizagcdo SKN-1/p38 MAPK e DAF-
16/FOXO, séo responsaveis pela ativacdo de genes de Fase Il de detoxificacao
gue aumentam a longevidade e a resisténcia ao estresse oxidativo (Tullet et al.,
2009; Murphy et al., 2003). N6s avaliamos o envolvimento destes fatores de

transcricdo em animais tratados com EAA e expostos a AAM.

4.3.1 Envolvimento de DAF-16 na resposta ao estresse agudo

por AAM em animais tratados com EAA

Primeiramente nos avaliamos se DAF-16 estaria envolvido na resposta
induzida pelo EAA e AAM. NoOs utilizamos os animais transgénicos DAF-
16::GFP para avaliar se EAA e AAM induzem a localizagdo nuclear deste fator
de transcricdo. Sozinho, o tratamento com EAA nado afeta a localizacdo de
DAF-16::GFP e o tratamento com AAM aumenta a localizagéo nuclear de DAF-
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Figura 15. Efeito do pré-tratamento com EAA em C. elegans expostos &
AMM sobre a expressdo de gcs-1::GFP. Animais transgénicos foram pré
tratados por 36 horas ou ndo com EAA e expostos ou hdo a AAM por 3 horas.
Apds uma hora de recuperagéo os niveis de fluorescéncia 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 &
AMM sobre a expressado de sod-3::GFP. Animais transgénicos foram pre-
tratados por 36 horas ou ndo com EAA e expostos ou ndo a AAM por 3 horas.
Apds uma hora de recuperacédo os niveis de fluorescéncia 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 exposicdo a AAM

nao é significativamente diferente do grupo tratado com AAM.

No6s também avaliamos a producdo de EROs em animais mutantes para
daf-16. As mesmas condi¢cOes para avaliar a producdo EROs em animais tipo
selvagem foram utilizadas para os mutantes. Observamos na figura 18 que o
pré-tratamento com EAA também reduziu a producdo de EROs nos mutantes
daf-16 expostos a 0,1 mM AAM assim como observados nos animais tipo
selvagem (Figura 13). Estes resultados sugerem que a reducao na producéo
de EROs promovida pelo tratamento com EAA ndo depende de DAF-16

4.3.2 Avaliacdo do papel de SKN-1 e DAF-16 na ativacao de
gcs-1:.:GFP por AAM

O fator de transcricdo SKN-1 possui como alvos 0s genes gst-4 e gcs-1
(Hasegawa et al., 2008; Inoue et al., 2005) . Ja foi demostrado que a ativacdo
de gst-4 por acrilamida também dependente de SKN-1 (Hasegawa et al., 2008).
Entretanto nenhum trabalho ainda realizado demostrou que a ativacdo de gcs-1
por acrilamida se da dependente deste fator de transcricdo. Desse modo, para
avaliar o envolvimento deste fator de transcricdo na regulacdo de gcs-1,
animais transgénicos gcs-1::GFP foram incubados em placas para skn-
1(RNAI), daf-16(RNAI) ou placas controle(RNAI), contendo ou ndo o tratamento
com EAA 100 mg/ml.

Os animais skn-1(RNAI) em condicbes normais, apresentaram reducao
da expressdo de gcs-1::GFP em relacdo aos animais controle(RNAi). Os
animais controle(RNAI) apresentaram aumento dos niveis de gcs-1::GFP
quando expostos a AAM e o pré-tratamento com EAA foi capaz de prevenir o
aumento da expressdo do gene sob condi¢cdes de estresse (Figura 19). Os
animais skn-1(RNAI) tratados com AAM apresentaram uma expressao de gcs-
1::GFP significativamente maior comparado aos animais skn-1(RNAi) do grupo
controle. Porém os niveis de fluorescéncia dos animais skn-1(RNAI) tratados
com AAM ¢ significativamente menor comparado aos animais controle(RNAI)

do mesmo grupo sugerindo que a expressao de gcs-1::GFP induzida por AAM
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Figura 17. Avalicdo da localizacdo nuclear de DAF-16::GFP em animais
expostos a acrilamida. A) Imagem representativa da localizacdo nuclear de
DAF-16::GFP. B) Animais transgénicos foram incubados por 36 a 38 horas em
condi¢gbes normais ou contendo EAA 100 mg/ml. Os animais foram expostos ou
ndo a 10 mM AAM por 3 horas e a localizacdo 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 expresséo de gcs-1::GFP nos animais skn-
1(RNAI) pré-tratados com EAA e depois AAM néao foi diferente dos animais
controle(RNAI) do mesmo grupo sugerindo que SKN-1 ndo esta envolvido na

reducdo da expresséao de gcs-1::GFP promovida pelo EAA.

Em condi¢cdes normais, a expressao de gcs-1::GFP nos animais daf-
16(RNAI) ndo é diferente quando comparado aos animais controle(RNAI) do
(Figura 19). A expressdo de gcs-1.::GFP nos animais daf-16(RNAi) &
significativamente maior no grupo tratado com AAM em relagdo aos animais
daf-16(RNAI) do grupo controle porém este nivel de expressao nao é diferente
da expressao dos animais controle(RNAIi) do grupo tratado com AAM. Este
resultado sugere que a expressdo de gcs-1::GFP induzida pela AAM nao é
dependente de DAF-16. Assim como nos animais controle(RNAI), o pré-
tratamento dos animais daf-16(RNAi) com EAA reduziu a expressao de gcs-
1::GFP promovida por AAM sendo que est ndo € estatisticamente diferente dos

niveis de fluorescéncia observada nos animais controle(RNAi) do mesmo

grupo.
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Figura 18. Efeito do pré-tratamento com EAA sobre a producdo de Eros
em animais mutantes daf-16 expostos a AMM. Animais foram pré tratados
por 36 horas ou ndo com EAA e expostos ou ndo & AAM por 3 horas. Em
seguida os niveis de fluorescéncia 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. Avaliagcdo do envolvimento de SKN-1 e DAF-16 na ativagao de
gcs-1::GFP por AAM e protecdo por EAA. Animais transgénicos gcs-1::GFP
tratados com skn-1(RNAI) e daf-16(RNAi) foram pré tratados por 36 horas ou
nao com EAA e expostos ou ndo a 10 mM AAM por 3 horas. Apds uma hora de
recuperagdo os niveis de fluorescéncia 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 a AAM correspondente.
Andlises estatisticas 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. Discussao
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Ultimamente tém sido revelados dados de que alimentos processados
de grande consumo pela populacdo mundial como batatas fritas, bolos, péaes,
café e biscoito dentre outros possuem um alto indice de acrilamida em sua
composicdo (Chen et al., 2012; Wilson, 2009; Svensson, 2003). Devido a sua
toxicidade e a capacidade de induzir danos a moléculas importantes, varios
estudo ainda devem ser realizados a fim de melhor elucidar os mecanismos

pelo qual a acrilamida causa danos.

O C. elegans € um organismo modelo, pequeno bastante para ser
manuseado em grandes quantidades, de facil cultivo em laboratorio, que possui
um curto periodo de vida, e que possui homologia em cerca de 80 % com
genoma humano. Diante de véarias caracteristicas interessantes deste verme,
este se faz um excelente organismo modelo para estudar compostos que
possam trazer um efeito benéfico a salude, 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, nés propomos utilizar o C. elegans para
avaliar os efeitos da exposicdo aguda e os possiveis efeitos protetores do Acai

contra a toxicidade induzida pela acrilamida.

5.1 Avaliacdo do efeito da exposicdo aguda a AAM sob
parametros bioldgicos, bioquimicos e genéticos no C. elegans
Dentro dos parametros biol6gicos avaliados pela exposicdo aguda, o
tamanho dos animais foi o primeiro analisado. O tamanho dos animais foi
afetado pela exposi¢do aguda a AAM na concentracdo de 10 mM nos tempos
de 3 e 9 horas (Figura 5). Também houve reducdo corporal nos animais
expostos a 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” bifasica, onde se pode observar que para a concentracao de
10 mM, no menor tempo de exposicéo (3 horas) e no maior tempo (9 horas), os
efeitos toxicos da acrilamida foram proeminentes, ndo 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 exposicdo crénica. 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 reducdo da longevidade é
observada novamente quando os animais sao tratados com altas doses de
AAM (500 mg/l). Os autores sugerem que baixas concentracdes ou rapidas
exposicdes, como no caso dos nossos experimentos, a AAM é toxica o
bastante para causar efeitos prejudiciais no C. elegans, mas nao € capaz de
induzir o sistema de defesa eficiente nos animais. Entretanto, doses ou tempo
de exposicdo moderada, sdo capazes de ativar o sistema de defesa contra
acrilamida, o que ndo ocorreria em altas doses ou exposicées muito

prolongadas (Hasegawa et al., 2004).

NOs também avaliamos os efeitos toxicos da acrilamida sobre a
reproducdo dos animais. Os resultados mostram que animais expostos por 3
horas ndo apresentaram diferencas quanto a reproducdo enquanto 0s animais
expostos por 6 horas apresentaram reducdo significativa do numero de
embrides 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 néo foi capaz de reduzir a progénie, entretanto
animais crescidos em meio com 500 mg/l AAM, houve reducgéo significativa da

progénie.

Os efeitos na reproducédo causados pela acrilamida também tém sido
relatados em mamiferos. Ratos tratados com AAM, tem demonstrado atraves
de histopatologia les6es nas células testiculares (Ma et al., 2011; Wang et al.,
2007), além de apresentarem reducdo de peso dos testiculos e epididimos.
Células em apoptose foram encontradas proximas aos tubulos seminiferos
(Wang et al., 2007), assim como reducao no numero total de espermatozoides,
da motilidade e aumento do niumero de espermatozéides mortos (Ma et al.,
2011; Rahagadale et al., 2012). Estes dados servem de base para ajudar a
explicar a redugdo de progénie observada em nossos resultados, onde danos
ao sistema reprodutor do C. elegans possam estar ocorrendo e

consequentemente prejudicando sua proliferacéo.

63



Ja existem varias evidéncias que mostram correlacdo entre tempo de
vida do C. elegans e a resisténcia a multiplos estresses. Pelo fato da exposicao
dos animais a AAM ter causado uma reducdo do tamanho corporal e reducéo
da progénie, foi também avaliado o efeito da AAM na longevidade do C.
elegans. Apesar de causar diminuicdo do tamanho corporal dos animais, a
exposi¢cdo por 3 horas a 10 mM AAM n&o reduziu do tempo de vida dos
animais (Figura 7). Uma possivel explicacdo para estes resultados € que o
efeito téxico 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
gue o tamanho dos animais mais velhos tratados com AAM é semelhante aos
animais do grupo controle, isto indicaria que o efeito toxico do AAM sobre o

desenvolvimento do C. elegans foi diminuido com o tempo.

Ja nos tempos de 6 e 9 horas de exposi¢cao a 10 mM AAM foi observada
uma reducéo significativa na longevidade (Figura 7). Curiosamente, apesar de
nao termos observado reducdo no tamanho dos animais pelo tempo de 6 horas
em 10 mM AAM, reducdo na longevidade foi verificada. Os ensaios de
avaliacdo do tamanho dos animais se diferem da longevidade quanto a
duracdo dos experimentos. Uma possivel explicacdo seria que os efeitos
toxicos aparecam ao longo do passar do tempo em C. elegans sobre a
longevidade, o que ndo € observado em um curto tempo de andlise para o

tamanho corporal.

A producdo de EROs intracelular em excesso pode prejudicar
biomoléculas importantes no organismo (Finkel e Holbrook, 2000). Para avaliar
a producdo de EROs em C. elegans, os animais foram expostos a 0,1; 1 e 10
mM AAM por 3 horas (Figura 8). Os resultados mostraram que houve aumento
da producédo de EROs pela exposi¢do a 0,1 mM AAM, o que néo foi observado
pelas outras concentragcOes testadas. Apesar da aparente contradicdo destes
resultados, a diminuicdo na producdo de EROs nos animais expostos a 1 e 10
mM AAM pode ser também explicada pela ativacdo do sistema de

detoxificagéo e antioxidante do C. elegans.
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No trabalho de Hasegawa et al. (2008) foi observado em analise de
microarranjo que os genes mais ativados foram da familia de GSTs, enzimas
de fase | de detoxificagcdo como desidrogenases e uma enzima citocromo P450
(cypl3A12), sendo esta homéloga de CYP2E1L, encontradas em mamiferos
(Hasegawa et al., 2008). No trabalho de analise de expressdo génica ativada
por AAM, Hasegawa et al. (2008) identificaram que gst-4 € 0 gene mais
induzido em C. elegans. Estes dados suportam a hipotese de que a reducao de
EROs enddgenos observada nos animais tratados com 1 e 10 mM AAM pode
ser um consequéncia da super ativacdo do sistema de detoxificacdo. No nosso
projeto, a analise da expressao de gst-4::GFP mostrou que existe aumento dos
niveis de fluorescéncia em todos os tempos testados para as concentracdes de
1, 10 e 100 mM AAM (Figura 9). A expressao de gst-4::GFP ap6s 3 horas
aumentou aproximadamente 2 vezes com 1 mM AAM e 7 vezes com 10 mM
AAM.

A exposigcdo dos animais em todos o tempos na concentragdo de 100
mM, apresentou niveis de fluorescéncia inferior a 10 mM. Uma explicacao
possivel para este achado seria que, uma alta concentracdo de AAM poderia
estar aumentando a oxidacdo de moléculas intracelulares, até mesmo danos a
enzima, o que explicaria niveis mais baixos de fluorescéncia encontrados. E
sabido que a metabolizacdo de compostos pode gerar outros ainda mais
toxicos. A AAM é metabolizada pelo citocromo P450 2E1 (CYP2E1), o qual
gera um epodxido como metabdlito, a glicidamida, que é mais potente em
causar genotoxicidade e citotoxicidade quando comparado a AAM. (Martins et
al., 2007). Os dados poderiam ser explicados por uma alta producdo de
glicidamida, um metabdlito mais téxico que o composto original, o0 que poderia
explicar este efeito toxico com maiores concentracdes de AAM no C. elegans.

NOs demonstramos pela primeira vez que a expressao de gcs-1::GFP
também é ativada pela AAM (Figura 10A). A gcs-1. que é a enzima limitante da
sintese da glutationa, € importante para a reacdo de conjugacdo realizada
pelas gst-4. N6s observamos que a expressao de gcs-1::GFP aumentou cerca
de 4 vezes com 10 mM AAM apés 3 horas. Por outro lado, nés néo
observamos a indugéo de sod-3::GFP por 3 horas de exposi¢gdo a 10 mM AAM
(Figura 10B).
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5.2 Avaliacdo do efeito protetor do EAA sobre parametros
biolégicos, bioquimicos e genéticos no C. elegans exposto ao

tratamento agudo com AAM

ApOs as andlises de padronizacdo em qual tempo e em qual
concentracdo dos animais expostos a AAM causaram reducdo no tamanho dos
animais, nosso proximo passo foi de avaliar o possivel efeito protetor do acai
sobre a toxicidade induzida pela AAM. Para avaliar o efeito protetor da
suplementacdo do acai no C. elegans expostos a AAM, ndés utilizamos a
concentracdo de 100 mg/ml, pois j& foi demonstrado pelo nosso grupo, que
esta foi a melhor concentracdo que causou protecdo ao C. elegans quanto ao

estresse oxidativo (Bonomo et al., 2014).

Os resultados mostram que o efeito toxico 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 protecdo ao
C. elegans ao atenuar os efeitos toxicos causados pela AAM retornando o
tamanho dos animais a valores similares ao grupo controle (Tabela 5). Os
resultados ainda mostram que o tratamento com EAA ndo causou reducao
significativa sob condic6es normais, 0 que mostra que a concentracao utilizada
ndo se mostrou toxica aos animais. Resultados similares foram encontrados
por Bonomo et al (2014), onde também né&o foi relatado efeitos téxicos

referentes ao tratamento com ac;al'.

A avaliacdo de citotoxicidade em células tem demonstrado que
exposicdo a AAM reduz a viabilidade celular. Estudo realizado por Chen et al
(2013) mostrou que o composto polifendlico 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 protecdo causada pela
alicina. O primeiro mecanismo envolve o bloqueio da epoxidacdo da AAM em
glicidamida, metabdlito mais toxico que AAM, pelo citocromo P450. Ja foi
demonstrado que a alicina pode inibir a citocromo P450 2E1, impedindo a

metabolizacdo de AAM em glicidamida (Taubert et al., 2006). Uma alternativa
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para ajudar a explicar a protecdo causada pelo acai seria avaliar se o0 acai inibe
a enzima citocromo P450 2E1. A outra possibilidade seria de que a alicina

estaria causando reducéo do estresse oxidativo (Zhang et al., 2012).

Até o0 momento s6 temos os dados do efeito toxico da AAM sobre a
progénie do C. elegans. Os experimentos com o tratamento com acai ainda
estdo em andamento para avaliar uma possivel melhora na progénie dos
animais sob estresse da AAM. Apesar de ainda nao termos resultados com
animais tratados com acai, algum estudos mostram que a administracdo de
compostos com capacidade antioxidante melhora a toxicidade testicular em
ratos. A administracdo de vitamina C e E atenuaram a toxicidade sobre os
testiculos de ratos, onde foi observado melhoras na contagem total e na
motilidade dos espermatozoides. Entretanto, danos aos tubulus seminiferos
ainda puderam ser observados, mostrando que a protecdo causada pelos
compostos antioxidantes é parcial (Uzun et al.,, 2009). A administracdo
concomitante de vitamina E com AAM em ratos ndo se mostra capaz de
reverter os danos causados pela AAM. Quando a ingestdo de AAM é cessada
nos animais, a administracdo de vitamina E mostra melhoras na contagem de
esperma, e na estrutura dos tubulos seminiferos (Rahagadale et al., 2012).
Estes sdo resultados interessantes que mostram o potencial de compostos
antioxidantes na melhora do sistema reprodutor de ratos. Sabendo da
capacidade antioxidante do EAA, nossa hipétese é de que o tratamento com
EAA possa causar alguma melhora no perfil de ovoposi¢cdo dos animais sob

efeitos téxicos da AAM.

Assim como observado por Bonomo et al. (2014), n6s ndo observamos
nenhum efeito pro-longevidade do EAA sob condi¢cdes normais. Entretanto o
pré-tratamento dos animais com EAA aumentou o tempo de vida dos vermes
sob condicfes de estresse induzido pela AMM (Tabela 6). Dados da literatura
se assemelham aos nossos em relacdo a protecdo que o acai confere em
condi¢cbes de estresse. Bonomo et al (2014) mostrou que vermes tratados com
EAA aumentam o tempo de vida sob condi¢cbes de estresse oxidativo. Moscas
expostas a estresse oxidativo por perdxido de hidrogénio e logo em seguida
suplementadas com acai, apresentaram aumento de 3 vezes no tempo de vida

médio em relagdo as moscas com dieta normal. O tratamento com agai ainda
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aumentou o tempo de vida de moscas mutantes para o gene da p38 MAPK.
(Mortmer et al., 2012).

Recentes evidéncias demonstram que compostos como curcumina e
extrato de mistura de ervas possuem capacidade de prolongar o tempo de vida
do C. elegans sob condi¢cbes de estresse oxidativo (Liao et al., 2011; Takahito
et al., 2013) e estresse térmico (Liao et al., 2011). J4 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
gue a quercetina aumenta a resisténcia ao estresse oxidativo em C. elegans
(Kampkotter et al., 2008). Apesar de ser desejavel que o tratamento com um
composto promova a resisténcia a diferentes estresses, nem sempre isso é
observado. O extrato de mirtilo aumenta a longevidade e a resisténcia ao
estresse térmico, mas ndo ao estresse oxidativo em C. elegans (Wilson et al.,
2006). Até o momento, ndo 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 acai reduz a toxicidade da AAM no C.

elegans.

Sabendo que EROs podem reagir com moléculas importantes como
DNA, proteinas e lipideos para a homeostase da célula, os organismos fazem
uso de mecanismos ndo enzimaticos e enzimaticos para neutralizar EROs
(Kampkotter et al., 2007; Cerqueira et al., 2007). Os componentes celulares
ndo sdo protegidos totalmente por antioxidantes enddégenos, e ja4 é bem
estabelecido que compostos antioxidantes obtidos através da dieta sao
indispensaveis para uma defesa apropriada contra oxidacdo, 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 0s niveis a
producdo de EROs induzidas por AAM em culturas de células. Bonomo et al
(2014) mostrou que o tratamento de vermes com acgai reduziu os niveis de
EROs induzidos por peréxido de hidrogénio tanto no C. elegans quanto em

células do cordédo umbilical humano (HUVECS).
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Uma vez que a exposicdo dos animais a AAM foi capaz de induzir a
producdo de EROs, ndés 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
producdo de EROs assim como a exposicdo a AAM. Entretanto, o pré-
tratamento dos animais com EAA seguida da exposi¢cdo a AAM reduziu estes
niveis (Figura 13).

Apesar de varios compostos fitoquimicos apresentarem propriedades
antioxidantes, existe relatos de compostos que apresentam tanto uma
capacidade antioxidante quanto propriedade pro-oxidante. Estudo recente
avaliou a atividade antileishmania da quercetina contra amastigotas
intracelulares de Leishmania amazonensis em macrofagos. O tratamento com
guercetina diminuiu a infec¢ao celular além de causar aumento da producao 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 pro-oxidante quanto uma atividade antioxidante. Sob condi¢bes normais
foi observado que os efeitos pro-oxidantes se sobressaem. Ja sob condicdes

de estresse induzido por AAM os efeitos antioxidantes sdo mais proeminentes.

5.3 Analise da expresséao génica e do envolvimento de SKN-1 e
DAF-16 na protecéao 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, nos
investigamos qual seria o efeito do tratamento com EAA sobre a regulagéao de

enzimas de detoxificagdo em animais expostos a AAM.

Primeiramente nds avaliamos a expressao de gst-4::GFP. Os resultados
mostram que sob condi¢cdes normais, o tratamento com EAA reduziu a
expressédo de gst-4. O tratamento com AAM causou aumento dos niveis de

fluorescéncia e o tratamento com EAA nao foi capaz de reduzir expressao de
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gst-4, apesar de apresentar uma tendéncia de diminuicdo (Figura 14).
Kampkotter et al (2007) avaliou a influéncia do extrato de Ginko biloba no C.
elegans sob condicdes normais e de estresse oxidativo. Foi observado que em
ambas as situagbes o tratamento com extrato de Ginko biloba reduziu a
expressdo de gst-4::GFP. Essa reducdo da expressédo foi associada a
diminuicdo do estresse oxidativo. A redugéo do estresse oxidativo poderia estar
ocorrendo nos animais tratados com EAA e AMM uma vez que foi observado a
reducdo de EROs.

Outro gene avaliado foi o gcs-1::GFP. O tratamento com agai aumentou
os niveis de fluorescéncia sob condi¢cdes normais. Ishikado et al (2013)
verificou que C. elegans tratados com extrato da casca de salgueiro, também
apresentaram aumento nos niveis de expressao de gcs-1, assim como também
foi observado o mesmo aumento em ratos (DeFeudis, 2002). O pré-tratamento
dos animais com EAA seguido de exposicdo a AAM causou reducéo dos niveis
de fluorescéncia de gcs-1::GFP (Figura 15). Bonomo et al (2014) também
verificou que sob condi¢cbes de estresse oxidativo, o tratamento com acai
reduziu a expresséo de gcs-1::GFP.

Ja é bem estabelecido na literatura que em C. elegans os genes gst-4 e
gcs-1 sao ativados pelo fator de transcricdo SKN-1 (An e Blackwell, 2003;
Hasegawa et al., 2008). Para avaliar o envolvimento de SKN-1 na expressao
de gcs-1::GFP sob o tratamento de EAA e AAM, animais transgénicos foram
tratados com skn-1(RNAI). Foi observado que animais skn-1(RNAI) expostos a
AAM apresentaram reducdo significativa dos niveis de fluorescéncia em
relacdo aos animais controle(RNAI) expostos a AAM (Figura 19). Esses dados
sugerem que ativacdo de gcs-1 por AAM é parcialmente dependente de SKN-1.
Para confirmar estes resultados seria interessante analisar a localizacéo
nuclear de SKN-1 em animais transgénicos SKN-1::GFP. Na realidade, duas
tentativas foram realizadas, entretanto, nenhuma localizacdo nuclear foi
observada nos animais SKN-1::GFP tratados com AAM. Estes dados né&o
foram apresentados aqui, pois nestes experimentos 0s controles positivos para
localizacéo nuclear de SKN-1 (estresse oxidativo com azida sodia e estresse

térmico) também ndo funcionaram. Outra alternativa seria avaliar os niveis 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 né&o alterou
os niveis de expressdo de gcs-1:GFP nos animais skn-1(RNAI) expostos a
AAM em comparagdo aos animais controle(RNAi) do mesmo grupo. Estes
resultados sugerem que na auséncia de SKN-1, EAA ndo interfere na
expressdo de gcs-1 em condicbes de estresse induzida pela AAM. Neste
ponto, estes resultados sugerem que o tratamento com EAA teria uma acao
indireta sobre a expressao de gcs-1. Neste cenario, o tratamento com AAM é
capaz de ativar uma ampla resposta antioxidante e de detoxificagcdo para
neutralizar tanto as EROs produzidas e minimizar seus efeitos tdxicos sobre
varios parametros biolégicos. O acai e/ou seus compostos polifendlicos em
condicBes de estresse induzido pela AAM atuariam antagonizando seus efeitos
e neutralizando diretamente as EROs produzidas pela AAM. Esta reducao de
EROs poderia diminuir a ativacdo de SKN-1 e consequentemente a expressao
de gcs-1 e de outras enzimas de detoxificagdo. A decorréncia da combinacéo
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 padrao de
desenvolvimento e longevidade dos animais tratados com AAM. Um
experimento que poderia apoiar esta hipitese seria avaliar se o tratamento com
EAA continuaria diminuindo os niveis 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.

Nés também avaliamos o envolvimento de DAF-16 na protecéo induzida
pelo EAA em animais expostos ao tratamento agudo com AAM. Para tal, nés
avaliamos a localizacdo nuclear de DAF-16::GFP e expressdo do seu gene
alvo sod-3::GFP. Os resultados mostram que ndo houve aumento da
localiza¢@o nuclear em animais tratados com acai, mas aumento de localizacao
foi verificado em animais expostos a AAM (Figura 17). Em relacdo a sod-
3::GFP, né&o foi observada nenhuma alteracdo da sua expressao nos grupos
tratados com EAA, AMM ou em combinacdo. Estes resultados também foram
semelhantes aos encontrados por Bonomo et al. (2014), porém estes autores

observaram que apesar do EAA nao induzir a localizagdo nuclear e nem
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aumentar os niveis de mRNA para daf-16, o tratamento com EAA induziu a
expressdo da catalase clt-1 e da glutationa-S-transferase gst-7 de maneira
DAF-16 dependente. Kampkotter et al (2008) descreveram resultados similares
guando analisaram os efeitos de quercetina no C. elegans. Eles observaram a
inducdo de DAF-16, sem ativacao de sod-3. Os autores sugerem que somente
a localizacdo de DAF-16 ndo € suficiente para a ativacdo de genes alvos.
Outros fatores sdo conhecidos por influenciarem a habilidade de DAF-16 e
proteinas FOXO em ativarem genes alvos como: ligacdo ao DNA, associacao

com co-fatores, estado de fosforilacéo e acetilacao.

Outra estratégia utilizada para verificar se a presenca de DAF-16 era
necessaria no combate ao estresse oxidativo foi avaliar a producédo de EROs
em mutantes com perda de funcdo para daf-16. Os resultados obtidos mostram
gue mesmo nos mutantes daf-16 o tratamento com EAA diminuiu a producéo
de EROS induzida pela AMM (Figura 18). Porém esta reducdo foi
significativamente menor (40,42 %) que a observada nos animais tipo
selvagem (57,85 %). Estes dados sugerem que DAF-16 pode estar

contribuindo para ativacdo de uma resposta antioxidante contra AAM.

Finalmente, n6s também avaliamos a expressdo de gcs-1::GFP em
animais daf-16(RNAI) tratados ou ndo com EAA e seguidos de exposicdo ou
ndo a AAM. Os resultados obtidos para animais daf-16(RNAi) mostram que ndo
houve reducdo dos niveis de expressao nos animais expostos a AAM, e que o
tratamento com EAA reduziu a expressao de gcs-1::GFP. Os resultados ainda
mostram que ativacéo de gcs-1 por AAM nao é dependente de DAF-16 e que o

efeito do EAA também ndo depende deste fator de transcrigcao.
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e A exposicdo aguda do C. elegans a 10 mM AAM reduz o tamanho
corporal, a progénie e a longevidade dos animais.

e A exposicdo aguda do C. elegans a 0,1 mM AAM aumenta a producao
de EROs em animais tipo selvagem e mutantes daf-16.

e A exposicédo aguda do C. elegans aumenta a expressao de gst-4::GFP
em 1, 10 e 100 mM AAM; aumenta a expressao de gcs-1::GFP com 10 mM
AAM mas nenhum aumento de fluorescéncia foi observado para sod-3::GFP.

e O tratamento do C. elegans com EAA 100 mg/ml previne a reducao do
tamanho corporal e da longevidade induzida pela AMM.

e O tratamento do C. elegans com EAA 100 mg/ml sozinho aumenta a
producdo de EROs e causa reducdo dos porém reduz os niveis de EROS
em animais tipo selvagem e mutantes daf-16 expostos a AAM.

e O tratamento do C. elegans com EAA 100 mg/ml diminui a expresséo de
gst-4::GFP em condi¢Bes normais, mas ndo reduz em animais expostos a
AAM;

e 0 tratamento aumenta a expressdo de gcs-1::GFP em condicGes
normais e reduz a expressao em animais expostos a AAM; nenhum efeito foi
observado para sod-3::GFP.

e Alocalizacao nuclear de DAF-16::GFP aumenta pela exposicao a AAM e
nenhum efeito é observado pelo tratamento com EAA.

e A inducao de gcs-1::GFP por AAM é parcialmente dependente de SKN-

1.
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