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RESUMO

O alto consumo de comidas e bebidas ricas em flavondides tem sido associado a um
menor risco de doencas degenerativas cronicas como aterosclerose e cancer, devido
tanto as suas atividades antioxidantes diretas de remocéo de radicais livres, quanto a sua
capacidade de atuar como antioxidante indireto ativando diferentes vias de sinalizagédo
em resposta ao estresse oxidativo. Baccharis trimera, conhecida como carqueja, é uma
planta subarbustiva cujos extratos aquoso e hidroalcéolico sdo ricos em compostos
antioxidantes tais como o0s ésteres do &acido quinico e os flavondides nepetina,
isoquercetina e quercetina. Recentemente, diversos estudos tem destacado as
propriedades antioxidantes, anti-inflamatdria, anti-proteolitica e anti-hemorragica tanto
em ensaios in vitro quanto in vivo. Neste projeto, nds investigamos o potencial
antioxidante e pro-longevidade do extrato hidroalcoolico de carqueja (EHC) no
organismo modelo Caenorhabiditis elegans. Para testar se o tratamento com o extrato
hidroalcdolico de carqueja (EHC) aumenta a resisténcia ao estresse oxidativo, animais
tipo selvagem foram tratados por 48 horas com 0,5, 5 e 50 mg/mL de EHC por 48 horas
e depois submetidos ao estresse provocado por hidroperoxido de terc-butila (t-BOOH).
O tratamento com 5 mg/ml aumentou significativamente a sobrevivéncia dos animais
submetidos a 5 mM de t-BOOH. Embora o tratamento com 5 mg/ml por 48 horas ter
aumentado a resisténcia ao estresse oxidativo, este mesmo tratamento ndo aumentou a
resisténcia ao estresse térmico a 35°C. O tratamento continuo com 5 mg/ml de extrato
de carqueja também ndo aumentou a longevidade dos animais tipo selvagem em
condi¢cBes normais. Apesar de apresentarem uma maior resisténcia ao estresse, 0S
animais tratados com 5mg/ml do extrato de carqueja por 48 horas ndo apresentaram
uma diferenga significativa quanto aos marcadores bioquimicos (atividade da catalase) e
indicadores de resisténcia (niveis de proteina carbonilada e sulfidrila totais) analisados
em relacdo aos animais do grupo controle. Para averiguar se 0 aumento da resisténcia ao
estresse oxidativo promovido pelo tratamento com extrato de carqueja depende da
ativacdo dos fatores de transcricdo SKN-1 e DAF-16, 0s ensaios de resisténcia ao
estresse oxidativo foram repetidos usando mutantes de delecdo ou “knockdown” para
estes dois fatores. O tratamento com carqueja ndo aumentou a resisténcia ao estresse
oxidativo dos mutantes skn-1(RNAI), sek-1 e daf-16. Por outro lado, também néo foi
observada a inducéo da localiza¢do nuclear nos animais tratados contendo gene repérter
SKN-1::GFP e DAF-16::GFP. O presente trabalho sugere que EHC aumenta a
resisténcia ao estresse oxidativo de uma maneira SKN/p38 MAPK e DAF-16
dependente. Porém, as analises de genes repoérteres realizadas até o momento ndo
corroboraram com estas observagdes.



ABSTRACT

High consumption of foods and beverages rich in flavonoids have been associated with
reduced risk of chronic degenerative diseases such as atherosclerosis and cancer due to
both their direct antioxidant activities by neutralizing free radicals, and indirect
antioxidant activity by activating different pathways signaling against oxidative stress.
Baccharis trimera, known as carqueja, undergrowth is a plant whose aqueous and
hydroalcoholic are rich in antioxidant compounds such as esters of quinic acid and
flavonoids nepetin, isoquercetina and quercetin. Recently, several studies have
highlighted the carqueja antioxidant, anti-inflammatory, anti-proteolytic and anti-
hemorrhagic properties both in vitro and in vivo. In this project, we investigated the
antioxidant potential and pro-longevity of the hydroalcoholic extract of carqueja in the
model organism Caenorhabditis elegans. To test whether treatment EHC increases
resistance to oxidative stress, wild-type animals were treated for 48 hours with 0.5, 5
and 50 mg / mL of EHC for 48 hours and then subjected the stress caused by tert-butyl
hydroperoxide (t-BOOH). Treatment with 5 mg / ml significantly increased the survival
of animals submitted to 5 mM t-BOOH. Despite the 5 mg/mL of EHC treatment for 48
hours have increased resistance to oxidative stress, this same treatment did not increase
the resistance to heat stress at 35°C. Continuous treatment with 5 mg/mL of EHC did
not increase the longevity of wild-type animals under normal conditions. Although
providing a higher resistance to stress, the animals treated with 5 mg/mL of EHC for 48
hours did not show a significant difference regarding biochemical markers (catalase
activity) and indicators of resistance (total sulfhydryl and protein carbonyl levels)
analyzed compared to control animals. In order to investigate whether the increased
oxidative stress resistance induced by EHC treatment depends on the activation of
transcription factors SKN-1 and DAF-16, the oxidative stress resistance assays were
repeated using mutants or "knockdown™ for these two factors. Treatment with EHC did
not increase oxidative stress resistance in the mutants skn-1(RNAi), sek-1 and daf-16.
However, treatment with EHC did not SKN-1:: GFP and DAF-16:: GFP nuclear
localization. In conclusion, EHC treatment increases oxidative stress resistance in a way
SKN-1/p38 MAPK and DAF-16 dependent. But the analysis of reporters genes
performed to date does not corroborate these observations.
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CAPITULO 1

INTRODUCAO



1.1 ESTRESSE OXIDATIVO

O estresse oxidativo é o principal fator para a etiologia de vérias doengas e
patologias relacionadas ao envelhecimento (WALLACE & MELOV, 1998) e ocorre
quando ha um desequilibrio entre a producao de espécies reativas de oxigénio (EROs) e
o0 sistema de defesa antioxidante em favor do lado pro-oxidativo. O excesso de EROs
danificam importantes macromoléculas celulares como lipidios, proteinas e DNA
(FINKEL & HOLBROOK, 2000) e leva a perda da integridade e funcionalidade celular.
Mutacfes no DNA gendmico e aberragcbes cromossomais causadas por estresse
oxidativo sdo consideradas um fator essencial para a iniciacdo de tumores (KOVACIC
& JACINTHO, 2001; VALKO et al., 2006). Nas doencas neurodegenerativas como
doenca de Alzheimer e Parkinson o estresse oxidativo é assumido estar envolvido na
criacdo de agregados protéicos patologicos (FORSBERG et al., 2001). O excesso de
EROs também aumenta a inflamacgéo associada com arterosclerose e artrite reumatoide
(GRIFFITHS, 2005; SCHROECKSNADEL et al., 2006). Estresse oxidativo é também,
no minimo parcialmente, responsavel pelo processo de envelhecimento. Embora o
excesso de ERO possa ser considerado toxico, € necessario como um mensageiro
intracelular para a manutencdo da homeostase redox celular, para o controle da
proliferacdo celular e a regulacao de vias de sinalizacdes especificas (CHOI et al., 1998;
FINKEI & HOLBROOK, 2000). Este reconhecido carater “dupla face” dos EROs tem
contribuido para o estabelecimento de uma redefinicdo de estresse oxidativo classico
“desequilibrio de pro-oxidantes e antioxidantes” para um conceito mais contemporaneo

sobre uma “ruptura do controle e sinaliza¢do redox” (JONES, 2006).

Os EROs podem ser gerados de forma enddgena durante o metabolismo celular,
ou de forma exdgena, como por exposicao a drogas e compostos estressores (COOKE et
al., 2003). Aproximadamente 1 a 3% do oxigénio consumido pelo corpo é convertido
em ERO (SOHAL & WEINDRUCH, 1996). Trés dos maiores EROs — radical
superoxido, peréxido de hidrogénio e radical hidroxila — sdo subprodutos metabo6licos
normais que sdo formados continuamente pela mitocéndria de células em crescimento
(McCORD, 2000; CASTRO & FREEMAN, 2001; LOPACZYNSKI & ZEISEL, 2004).
Outras fontes intracelulares significantes de ERO incluem as enzimas do citocromo
P450 microssomal, flavoproteinas oxidases e enzimas peroxissomais envolvidas no
metabolismo de acidos graxos (CASTRO & FREEMAN, 2001).



1.2 MECANISMOS ENZIMATICOS E NAO-ENZIMATICOS DE COMBATE
AS EROs

Essencialmente todos 0s organismos vivos possuem uma variedade de moléculas
e mecanismos que previnem ou reduzem os danos causados por EROs. A homeostase
do oxigénio — equilibrio entre oxidantes e antioxidantes — & mantida atraves de reducdes
naturais — reacdes de oxi-reducdo (redox) envolvendo a transferéncia de elétrons entre
duas espécies quimicas: compostos que perdem elétrons (oxidadas) e aqueles que
ganham elétrons (reduzidas) (SOHAL & WEINDRUCH, 1996).

Antioxidantes sdo substancias que atacam e neutralizam os EROs prevenindo 0s
danos causados por eles. Antioxidantes podem ser classificados em dois grupos

principais: enzimaticos e ndo-enziméaticos (RATNAM et al., 2006).

Entre os antioxidantes ndo-enzimaticos, a grande maioria deles, com excecdo dos
antioxidantes de baixo peso molecular, sdo obtidos de fontes dietéticas. Antioxidantes
da dieta sdo classificados em varias classes, das quais os polifendis sdo a maior. As
outras classes incluem vitaminas, carotenoides, compostos organosulfurados, minerais e
cofatores que desempenham um papel importante na manutencdo da salude humana
(RATNAM et al., 2006).

Os antioxidantes enzimaticos sdo produzidos endogenamente e fazem parte de um
complexo sistema de detoxificagdo de trés fases, altamente conservado entre eucariotos
(XU; LI; KONG, 2005; SARKADI et al., 2006). Durante a fase 1, endobioticos
lipofilicos ou xenobioticos sdo solubilizados através da modificagdo por enzimas, tais
como a citocromo P450 (CYPs) e desidrogenases/redutases de cadeia curta (SDRs).
Estas enzimas usam NAD ou NADP como cofator para adicionar um grupo reativo,
como hidroxila. Este processo permite que compostos tdxicos sejam excretados, mas
pode também produzir compostos reativos nocivos (SARKADI et al., 2006). Se estas
moléculas reativas ndo forem metabolizadas pelas enzimas de fase 2, elas podem causar
danos a proteinas, RNA e DNA (VERMEULEN et al., 1996).

As enzimas de fase 2 além de defenderem as células contra compostos gerados na
fase 1 também agem sobre os EROs produzidos endogenamente. Elas englobam um
grupo diverso constituido de enzimas que metabolizam radicais livres, reparam

estruturas celulares ou conjugam diretamente xenobidticos e lipidios peroxidados
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(SARKADI et al., 2006). Os antioxidantes enzimaticos de fase 2 de detoxificacdo
incluem as enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa S-
transferase (GST), y-glutamilcisteina sintetase (GCS), glutationa peroxidase (GPx),
glutationa redutase (GR) (CHRISTOFIDOU-SOLOMIDOU & MUZYKANTOV,
2006). SOD e CAT estdo entre os mais potentes antioxidantes conhecidos na natureza
(RATNAM et al., 2006). SOD catalisa a dismutacdo do superdxido em oxigénio e
peroxido de hidrogénio e isto é difundido na natureza em organismos eucarioticos e
procariéticos. CAT protege as células catalisando a decomposicdo do perdxido de
hidrogénio em oxigénio molecular e agua sem producédo de radicais livres (McCORD,
1986; SIES, 1993; RATNAM et al., 2006). A GCS é uma enzima chave para a sintese
de glutationa, um tripeptideo (g-L-glutamil-L-cisteinil-glicina), que existe nos
organismos nas formas reduzida (GSH) e oxidada (GSSG), e atua direta ou
indiretamente em muitos processos biolégicos importantes, incluindo a sintese de
proteinas e protecdo celular (GIPP; BAILEY; MULCAHY, 1995; HAMILTON, 2003;
MA, 2010). As GSTs catalizam a conjugacdo de GSH ao centro eletrofilico de uma
variedade de substratos. A glutationa peroxidase catalisa a reacdo da glutationa reduzida
(GSH) com o perdxido de hidrogénio (H0,). Outra enzima que age conjuntamente com
a glutationa peroxidase € a enzima glutationa redutase (GR). Esta enzima ndo age
diretamente na remoc¢do de radicais livres, porém € responsavel pela regeneracdo da
glutationa a sua forma reduzida (GSH) na presenca de nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato (NADPH), tendo como objetivo impedir a paralisacdo do ciclo
metabolico da glutationa (LU, 2000; ARGYROU & BLANCHARD, 2004; ROGERS et
al. 2004; HAYES; FLANAGAN; JOWSEY, 2005).

Finalmente, na fase 3 de detoxificacdo, os conjugados toxicos sdo bombeados
para fora da célula por transportadores cassetes de ligacdo de ATP (Transpotador ABC)
ou outros transportadores (SARKADI et al., 2006).

1.3 CONTROLE DA EXPRESSAO GENICA DAS ENZIMAS
ANTIOXIDANTES EM MAMIFEROS

A condicdo de estresse oxidativo na célula induz varias respostas fisioldgicas e
patologicas. Estas respostas, em Ultima analise, causam mudangas no perfil

transcricional de forma a influenciar o destino da célula e a progressédo de uma doenca.



Nas ultimas decadas, muitos fatores de transcricdo e vias de sinalizacdo foram
identificados pelo seu papel critico na resposta ao estresse oxidativo (MA, 2010).
Dentre estes fatores, podemos citar as proteinas Nrf e FOXO.

1.3.1 Proteinas Nrf2 (Nuclear factor-erythroid-2-related factor 2)

Em vertebrados, a maior defesa contra o estresse oxidativo é orquestrada pelos
fatores de transcricdo Nrfl/2 (HAYES & McMAHON, 2001; MOTOHASHI &
YAMAMOTO, 2004; XU et al., 2005). Nrf2 (Nuclear factor-erythroid-2-related factor
2), um membro dos fatores de transcricdo ziper de leucina, é essencial para a indugdo
coordenada de genes que codificam enzimas de resposta ao estresse ou citoprotetivas e
proteinas relacionadas, tais como o NAD(P) H: quinona oxidorredutase-1 (NQO1),
superéxido dismutase (SOD), glutationa S-transferase (GST), glutationa peroxidase
(GPx), heme oxigenase-1 (HO-1), glutamato cisteina (GCL), catalase e tioredoxina (AN
& BLACKWELL, 2003).

Nas células em repouso, Nrf2 localiza-se no citoplasma, formando um complexo
inativo com o repressor KEAP-1, que estd ancorado a actina do citoesqueleto. Sob
estresse oxidativo ou eletrofilico, Nrf2 é fosforilado e se transloca para o nicleo. Apés a
migracdo para o nucleo, Nrf2 sofre uma combinagdo heterodimérica com outros fatores
de transcricdo, como as pequenas proteinas MAFs e se liga a sequéncia de ativacdo
reguladora 5°, denominada elemento de resposta antioxidante (ARE) ou elemento de
resposta a eletréfilo (EpRE), localizado na regido promotora de genes que codificam
enzimas antioxidantes/detoxificantes (ZHANG, 2006; SON; CAMANDOLA;
MATTSON, 2008; SURH; KUNDU; NA, 2008; TULLET et al., 2008).

Ja foi descrito que Nrf2 pode ser ativado por diferentes vias de sinalizacdo. As
vias das proteinas ativadas por mitogenos (MAPK), fosfatidilinositol 3- quinase
(PIBK/Akt), proteina quinase C (PKC) e caseina quinase-2 (CK-2) tém sido
consideradas facilitar a translocacdo nuclear e ativacdo transcricional de genes alvos de
Nrf2. Por outro lado, a glicogénio sintase quinase-3p (GSK3p) regula negativamente a
sinalizacdo Nrf2 através da fosforilagdo dos residuos de tirosina ou serina (SON;
CAMANDOLA; MATTSON, 2008).



1.3.2 Proteinas FOXO (Forkhead Box)

Outro fator de transcricdo conhecido por seu papel nas respostas celulares aos
estresses ambiental e fisioldgico pertence a familia das proteinas FOXO. Um Unico gene
FOXO esta presente em Drosphila (dFOXO) e C. elegans (daf-16) e quatro estdo
presentes em camundongos e humanos (FOXO1, FOXO03, FOXO04, e FOXO6)
(LANDIS & MURPHY, 2010; YEN; NARASIMHAN; TISSENBAUM, 2011). Em
Drosophila, C. elegans e células de mamiferos, as proteinas FOXO aumentam a
resisténcia ao estresse oxidativo e a expressdo dos seus genes alvos sob condi¢des de
pouco nutrientes e durante o choque térmico no C. elegans. A atividade das proteinas
FOXO é regulada por modificacdo pds-transcricional, incluindo a fosforilagdo. Em
resposta a via da insulina/IGF-1 e outros fatores de crescimento, Akt e SGK, as
proteinas FoxO sdo fosforiladas (com excecdo dos FOXO6) em trés sitios conservados.
Esta fosforilacdo promove a ligacdo de FOXO as proteinas 14-3-3 e sua localizacdo no
citoplasma onde as proteinas FOXO ndo podem regular a transcricdo. Em contrapartida,
em resposta ao estresse, a via JNK (c-Jun N-terminal kinase) fosforila diretamente
FOXO ativando a sua localizacdo nuclear (MA, 2010; YEN; NARASIMHAN;
TISSENBAUM, 2011). O aumento da ativadade transcricional de FOXO aumenta a
expressao génica de cat e sod2 e, portanto, aumenta a detoxificacdo de EROs (MA,
2010).

1.4 PLANTAS MEDICINAIS E FITOQUIMICOS COMO MECANISMO DE
COMBATE AO ERO

Na histéria da medicina, as plantas medicinais sempre foram utilizadas como

instrumento de cura para o tratamento de diversas enfermidades. A partir de plantas
descritas e wusadas pelo conhecimento popular, foram descobertos diversos
medicamentos usados, até hoje, na medicina. Os salicilatos, por exemplo, foram
descobertos através de estudos no Salgueiro Branco (Salix alba), que era usado pelos
indios norte-americanos no tratamento de dor e febre. O resgate da sabedoria popular do
uso terapéutico de plantas oferece um suporte cientifico para o desenvolvimento de
novos medicamentos (GOMES & GOMES, 2000).

Nas Ultimas décadas, tem se observado um crescimento do uso de plantas
medicinais no mercado mundial. As principais razdes que impulsionaram este grande

crescimento foram: a valorizagdo de uma vida de habitos mais saudaveis e,
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consequentemente, 0 consumo de produtos naturais; os evidentes efeitos colaterais dos
medicamentos sintéticos; a descoberta de novos principios ativos nas plantas; a
comprovacao cientifica dos beneficios dos fitoterapicos; e o preco que, de maneira

geral, é mais acessivel a populacdo com menor poder aquisitivo.

O Brasil é o pais com a maior biodiversidade genética vegetal do planeta,
contando com mais de 120.000 espécies catalogadas, distribuidas em diferentes biomas,
das quais somente cerca de 10% foram estudadas segundo os aspectos quimicos e
farmacoldgicos (KOROLKOVAS, 1988). Isto faz com que a flora brasileira seja alvo de
grande interesse pelas industrias farmacéuticas, na tentativa de descoberta de novos

medicamentos para o arsenal terapéutico.

Muitos compostos em plantas e vegetais tém a habilidade de reagir com radicais
livres sem criar mais radicais, portanto, extinguindo a reacdo em cadeia. Os compostos
antioxidantes reagem diretamente com os radicais reduzindo o estresse oxidativo e 0s
danos celulares. Os polifendis constituem a maior classe de antioxidantes da dieta. Os
polifendis compreendem uma variedade de compostos, divididos em varias classes
(antocianinas, proantocianinas, flavanois, flavanonas, isoflavonas, flavondides, etc), que
ocorrem em frutas e vegetais, vinho, cha, chocolate e outros produtos do cacau
(MANACH et al., 2004).

Os flavonoides sdo substancias fendlicas de baixo peso molecular e possuem em
sua estrutura quimica anéis aromaticos, tendo como base o 2-fenil-benzopirano (C6-C3-
C6) (AHERNE & O’BRIEN, 2002). Os flavondides sdo encontrados em diversos
alimentos de origem vegetal, como macd, uva, cebola, repolho, brdcolis, chicéria, aipo,
acai, cacau, cha e vinho tinto sendo, portanto, constituintes da dieta humana (YOUDIM
& JOSEPH, 2001).

Muitos dos efeitos fisiologicos dos flavonodides tém sido atribuidos a sua
capacidade antioxidante direta. Antioxidantes diretos, tais como glutationa, tocoferol,
acido ascérbico e carotendides, sdo substancias que podem participar diretamente em
processos fisioldgicos, bioquimicos e celulares, neutralizando o radical livre ou
prevenindo as reacfes quimicas deflagradas pelos radicais livres (SHARONI et al.,
2004; MASELLA et al., 2005). Além destas caracteristicas, antioxidantes diretos
compartilham outras caracteristicas: eles sdo consumidos ou quimicamente modificados

no processo de agdo como antioxidantes e devem ser repostos ou regenerados apos sua
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acdo. O efeito antioxidante direto dos flavonoides se deve a capacidade destes
compostos em neutralizar os radicais livres (&nion superoxido, radicais hidroxilas e
peroxilas) ou quelar ions metalicos (cobre e ferro). Os flavondides apresentam grupos
hidroxilas em sua estrutura, portanto eles podem inibir as reacdes de oxidacdo das
espéecies reativas de oxigénio, por doarem atomos de hidrogénio as espécies,
estabilizando-as e transformando-se em quinonas (substancias pardas). Ao quelar ions
metélicos ocorre a inibicdo da Reacdo de Fenton, uma forma enddgena de produzir
especies reativas (ENIO, 2003). Em adicdo a estes efeitos sob as espécies reativas,
evidéncias mostram que os flavondides regulam a atividade de enzimas antioxidantes,
modulam receptores nucleares, atuam sobre a expressao génica e vias de sinalizacdo
celular (MOSKAUG, 2004).

Mais recentemente, tem sido descrito que os flavondides também podem atuar
como antioxidantes indiretos (HU et al., 2006; JUGE; MITHEN; TRAKA, 2007).0s
antioxidantes indiretos, ao contrério dos diretos, ndo sdo capazes de participar
diretamente em nenhuma reacdo redox. O modo de atuacdo destes compostos é a
ativacdo transcricional dos genes das enzimas detoxificantes da fase 2. Portanto, eles
agem cataliticamente, ndo sdo consumidos durante sua acdo antioxidante e possuem
uma meia vida longa que, consequentemente, aumentam a capacidade antioxidante da
célula (DINKOVA-KOSTOVA et al., 2002). Vérias classes de indutores da fase 2 ja
foram descritas tais como difendis, isotiocianatos, metais pesados e peroxido de
hidrogénio, entre outros. A inducdo de enzimas da fase 2 geralmente aumenta a
atividade da y-glutamil-cisteina sintetase, a enzima limitante da sintese da glutationa, o
que consequentemente aumenta os niveis da glutationa reduzida (GSH) nos tecidos
(MULCAHY et al., 1997). J& foi demonstrado que varios compostos fitoquimicos
também sdo potentes indutores de Nrf2 e das enzimas de detoxificacdo da fase 2
aumentando a capacidade antioxidante da célula (OSBURN & KENSLER, 2008). Esta
ativacdo aumenta a protecdo contra processos inflamatorios, estresse oxidativo e
desenvolvimento de tumores (DINKOVA-KOSTOVA et al., 2005). Evidéncias in vivo
mostraram que camundongos deficientes para Nrf2 ndo respondem a protecdo dos
antioxidantes e sdo mais susceptiveis a carcinogénese (FAHEY et al., 2002; RAMOS-
GOMES et al., 2001).

Sabe-se que fitoquimicos da dieta, incluindo os polifenois, também podem atuar

de outras formas. Os fitoquimicos podem agir diretamente no complexo Nrf2-Keap 1 ou
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alternativamente nas quinases acima em diferentes vias de sinalizacdo tais como p38,
proteina quinase C (PKC), proteina quinase regulada por sinal extracelular (ERK),
quinase c-jun Nterminal (IJNK), fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K), causando a
liberacdo de Nrf2 do complexo inibitério (SON; CAMANDOLA; MATTSON, 2008).
Adicionalmente, certos fitoquimicos podem inibir a degradacdo proteolitica de Nrf2
pelo proteassoma e prolongar seu tempo de vida médio. Nrf2 ativado transloca para o
nacleo onde interage com pequenas proteinas da familia MAF ligadas, liga-se a regido
ARE, permitindo a transcricdo de genes alvos incluindo antioxidantes e enzimas de fase
2 (BENSASSON et al., 2008). FOXO também pode ser ativado por fitoquimicos, como,
por exemplo, o resveratol e a quercetina, resultando em ativacao de genes envolvidos no

metabolismo energético e em vias antioxidante (KAMPKOTER et al., 2007).

15 PROPRIEDADES ANTIOXIDANTES DA CARQUEJA (BACCHARIS
TRIMERA)

Uma planta muito utilizada na medicina popular ¢ a Baccharis trimera,

popularmente conhecida como carqueja. E uma planta subarbustiva, didica, aromatica
com altura variavel entre 1,0 e 1,6 m (CASTRO & FERREIRA, 2000). E uma espécie
de elevada rusticidade que cresce bem em plenas condi¢bes de sol, sendo tipica de
lugares abertos ou de campo (OLIVEIRA et al., 1999). E amplamente distribuida na
América do Sul. As partes aéreas sdo utilizadas como hipoglicemiante, antiviral,
gastroprotetor, hepatoprotetor (BARBOSA-FILHO et al., 2005; ABAD et al., 1999;
GONZALES et al., 2000; SOICKE & LENG-PESCHLOW, 1987)

Analise fitoquimica do extrato aquoso de carqueja mostrou que este é rico em
varios compostos antioxidantes entre eles: os ésteres do acido quinico (3-O-[E]-
Caffeoylquinic acid; 5-O-[E]-Caffeoylquinic acid; 4-O-[E]-Caffeoyl-1-methyl-quinic
acid; 4,5-O-[E]-Dicaffeoylquinic acid; 3,4-O-[E]-Dicaffeoylquinic acid; 3,5-O-[E]-
Dicaffeoylquinic acid) e os flavono6ides nepetina, isoquercetina e quercetina. A
quercetina € um dos mais importantes flavonoides da dieta e esta presente em alimentos
vegetais, como magcas, brdcolis, cebola e muitas ervas comestiveis (KAMPKOTTER et
al., 2007).

Estudos realizados in vitro demonstraram que 0s extratos aquosos e alcodlicos de
carqueja foram ativos contra o radical DPPH-(1,1-difenil-2-picril-hidrazil) (SIMOES-
PIRES et al., 2005; CZYEWSKI et al., 2008). O extrato aquoso também apresentou
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atividade antioxidante in vitro como demonstrado pelo ensaio da xantina oxidase
(RODRIGUES et al., 2009). Padua et al. (2010) observaram efeito antioxidante do
extrato hidroalcodlico de B. trimera em neutrofilos de ratos Fisher tanto in vitro quanto
in vivo.

Esta propriedade antioxidante pode ser atribuida aos compostos presentes na B.
trimera. Varios dados ja foram publicados mostrando as propriedades antioxidantes
utilizando a quercetina e os derivados cafeoil isoladamente. Culturas de células
neuronais tratadas com quercetina foram mais resistentes ao H,O, do que células nao
tratadas (ARREDONDO et al., 2010). Alem disso, foi observado que a quercetina
ativou a translocacdo nuclear de Nrf2 no modelo de cultura neuronal (ARREDONDO et
al., 2010). Estudos realizados com células de leucemia mieldide aguda de humanos e
com Drosophila mostraram que a quercetina interage com proteinas nucleares
(GUTZEIT et al., 2004; BOHL et al., 2005). Derivados cafeoilicos da planta Dipsacus
asper também exibiram atividade contra a formagdo do radical DPPH e inibiram
significativamente a oxidacdo de LDL mediada por Cu?* (HUNG et al., 2006). Além
disso, células endoteliais vasculares umbilicais de humanos tratadas com o 3-O-
caffeoyl-1-methylquinic acid (MCGAS3) purificado do extrato etandlico da folha de
bambu, foram mais resistentes ao tert-Butil hydroperoxide (t-BOOH), apresentaram
uma expressao da heme oxigenase-1 aumentada. Ainda pode-se observar que 0s niveis
da proteina Nrf2 no nicleo aumentaram em um estagio precoce do tratamento com
MCGAS3 (3 horas) em paralelo com a diminui¢do dos niveis de Nrf2 no citoplasma
(KWEON et al., 2006).

Além das propriedades antioxidantes, ensaios bioldgicos utilizando diferentes
tipos de extrato de carqueja também mostraram que estes possuem efeitos bioldgicos
diversos. O extrato aquoso de B. trimera mostrou ac¢do antiinflamatéria no modelo
experimental de pleurisia induzida por carrageena em ratos (PAUL et al., 2009).
Rodrigues et al. (2009) investigaram o efeito genotoxico/antigenotéxico em
camundongos e o0 potencial mutagénico do extrato aquoso de B. trimera usando 0s
ensaios de cometa e micronucleo. O tratamento com extrato aquoso de carqueja ndo
causou nenhum efeito genotoxico no DNA extraido do sangue e figado mas protegeu as
células contra o dano oxidativo ao DNA induzido por H,O,. Entretanto, o extrato
aumentou a freqgiiéncia de micronucleos na medula 6ssea de camundongos tratados,

indicando uma atividade mutagénica cromossomal (PAUL et al., 2009). A fracdo
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aquosa de B. trimera reduziu significativamente a glicemia no modelo experimental de
camundongos diabéticos induzidos por estreptozotocina (OLIVEIRA et al., 2005). B.
trimera possui propriedades anti-proteolitica e anti-hemorragica em camundongos
injetados com veneno de cobra (JANUARIO et al., 2004) e a fracdo de cloroférmio de
carqueja apresentou efeito relaxante da musculatura lisa em ratos (TORRES et al.,
2000).

Considerando o conjunto das informagfes acima, fica clara a importancia de se
caracterizar melhor as propriedades bioldgicas do extrato de carqueja. Para isso €
interessante estudar estas propriedades em diferentes organismos modelos como
leveduras (COLLINSON et al. , 2011), Drosophila (BOHL et al., 2005) e
Caenorhabditis. elegans (KAMPKOTTER et al., 2007; ONKEN & DRISCOLL, 2010).
No presente trabalho os efeitos antioxidantes do extrato de carqueja foram avaliados no

organismo modelo Caenorhabditis elegans.

16 ONEMATODO CAENORHABDITIS ELEGANS

Nas Ultimas décadas, muitas descobertas importantes com relevancia para 0s

mamiferos foram feitas usando um organismo bem caracterizado, 0 nematoide
Caenorhabditis elegans. Isso foi possivel porque ha uma forte conservacdo entre o C.
elegans e os mamiferos em principios celulares e moleculares e 60%-80% dos genes
humanos possuem homdlogos em C. elegans (The C. elegans Sequencing Consortium,
1998; KALETTA & HENGARTNER, 2006). Hoje, este organismo modelo é cada vez
mais usado nos estudos de substancias benéficas e toxicas aos processos bioldgicos,
bem como para identificar novos alvos para intervenc¢des farmacoldgicas (KALETTA &
HENGARTNER, 2006; GAMI & WOLKQOW, 2006). Em contraste com os estudos com
células livres e cultura de células, o C. elegans permite a investigacdo dentro do
contexto de um organismo completo, com diversos érgdos e tecidos (KALETTA &
HENGARTNER, 2006). Além disso, o C. elegans é de facil cultivo tanto em meio
solido quanto em liquido e sua pequena dimensdo permite a realizacdo de ensaios em
placas de poliestireno. Por ser um verme transparente, marcadores fluorescentes, por
exemplo, genes repdrteres, podem ser observados nos animais vivos. Outra vantagem é
que o C. elegans possui um ciclo de vida curto — dois dias — e o tempo de vida dos
animais tipo selvagem é de aproximadamente trés semanas, 0 que 0 torna um bom

modelo para estudos de longevidade. Na natureza, o C. elegans é encontrado
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predominantemente como hermafroditas (>99%) que se autofecundam e a populacao
pode ser mantida efetivamente isogénica ja que um hermafrodita individual produz uma
progénie de aproximadamente 300 clones durante a primeira semana de vida adulta. O
hermafrodita gravido expele o ovo e apds sua eclosdo, passa por quatro estagios larvais
(L1, L2, L3 e L4) até chegar a fase adulta. Os hermafroditas adultos se autofecundam,

iniciando um novo ciclo de vida (Figura 1).

1.7 CONTROLE DA EXPRESSAO GENICA DAS ENZIMAS
ANTIOXIDANTES NO C. ELEGANS

No C. elegans, a resposta ao estresse oxidativo e ativacdo de enzimas da Fase 2 de

detoxificagdo s&o controlados, em parte, por duas principais vias de sinalizagdo
conservadas em mamiferos: p38/SKN-1/Nrf e DAF-2/Ins/IGF-1.
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1.7.1 A via de sinalizagdo SKN-1/Nrf2

SKN-1 ¢é um fator de transcricdo do tipo ziper de leucina (bZIP) que atua de
maneira analoga as proteinas Nrf de mamiferos durante estresse oxidativo e xenobiotico
ativando os genes antioxidantes da fase 2 (WALKER et al., 2000; AN &
BLACKWELL, 2003). Em condi¢Ges de estresse, SKN-1 acumula no ndcleo das
células do intestino e ativa a transcrigdo da enzima y-glutamilcisteina sintetase (GCS-1)
(AN & BLACKWELL, 2003) (Figura 2). SKN-1 integra varios sinais regulatérios, que
combinam de forma a inibir ou ativar a expressao dos genes de fase 2 de detoxificacéo.
Na auséncia de estresse, SKN-1 é fosforilado pela enzima glicogénio sintetase quinase
(GSK-3) prevenindo sua acumulacdo no nucleo (AN et al., 2005). Ja durante o estresse
oxidativo induzido por paraquat, azida sddica, arsenito de sodio ou calor, a ativacdo de
SKN-1 requer a sua fosforilacdo pela PMK-1, uma quinase conservada pertencente a
via de sinalizacdo da p38 MAPK (MAPK-Mitogen-Activated Protein Kinase) (Figura
3). SEK-1, a MAPK quinase que fosforila PMK-1 é necessaria para ativar a
translocacdo de SKN-1 para o nucleo e ativar a expressdo de gcs-1 (INOUE et al.,
2005). Os mutantes com perda de funcdo skn-1 e sek-1 sdo mais sensiveis ao estresse
oxidativo e possuem um tempo de vida reduzido em cerca de 25- 30%, 0 que é
consistente com associacdes descritas entre estresse oxidativo e longevidade (AN &
BLACKEWELL, 2003; INOUE et al., 2005).
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Figura 2. Expressdo de SKN-1B/C::GFP em C. elegans tipo selvagem

As setas brancas indicam os neurdnios ASI. Imagens fluorescentes
e Contraste de Interferéncia Diferencial (DIC) de uma larva L2 em
close-ups de é&reas marcadas por um quadrado branco estdo
mostradas abaixo. (A) Expressdo larval de SKN-1B/C::GFP em
condi¢cdes normais. As setas vermelhas apontam para os baixos
niveis de expressdo de SKN-1B/C::GFP nos nucleos das células
intestinais. (B) Expressédo de SKN-1B/C::GFP no intestino durante
0 estresse oxidativo aumenta significantemente.

Fonte: An & Blackwell (2003).

O perfil transcricional obtido através de analises de microarranjos revelou que
SKN-1 em condicbes de estresse ativa a expressdo de varios genes envolvidos em
processos de detoxificagdo e resisténcia ao estresse, atividade lisossomica e
proteassdbmica de degradacdo protéica, imunidade inata e varias vias metabdlicas
(OLIVEIRA et al., 2009). Entre os genes de detoxificacdo, foram identificadas varias
glutationas-S-transferases, UDP-glicosil transferases e genes envolvidos na conjugacéo
de compostos toxicos, metabolismo de espécies reativas de oxigénio e sintese de
glutationa. Além destes genes de fase 2, também foi identificado um numero
significativo de genes da fase 1 de detoxificacdo (desidrogenases de cadeia curta e
citocromo P450) e da fase 3 (transportadores do tipo ABC e MFS). Outro grupo de
genes que também chamou bastante atengdo foi os genes envolvidos nas vias
lisossdbmicas e proteassomicas de degradacdo de proteinas sugerindo que SKN-1
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também teria um possivel papel na reciclagem de proteinas danificadas (OLIVEIRA et
al., 2009). Dentro deste grupo, foram encontrados genes que codificam H*ATPases
vacuolares que translocam protons para dentro do lisossomo e outras organelas, serina

carboxipeptidases lisossdmica e varias subunidades proteassdmicas.

Em resposta a estresse provocado por arsenato de sédio (As), foi observada a
expressao dependente de SKN-1 de vérios genes de detoxificacdo sendo que, a maioria
deles, sdo também expressos em condi¢des normais. Por outro lado o tratamento com t-
BOOH ativa a expressédo de genes de detoxificacdo e metabolismo que s&o na sua

maioria SKN-1 independentes. Estas observacdes sugerem que SKN-1 tem um papel

importante tanto em condi¢des normais como durante o estresse (OLIVEIRA et al.,
2009).

N\ ¥
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Figura 3. Regulacdo de SKN-1/FOXO

Fonte: Inoue et al. (2005); Landis & Murphy, (2010).
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1.7.2 A via de sinalizacdo de DAF-2/Ins/IGF-1

Em C. elegans, a via de sinalizacdo da insulina/IGF-1 controla varios processos
bioldgicos tais como longevidade, reserva lipidica, reproducdo, resposta ao estresse,
termotolerancia, resisténcia a patdgenos, metabolismo e autofagia (LEE et al., 2003).
Esta via é iniciada pelo receptor DAF-2, o homdélogo do receptor do fator de
crescimento semelhante a insulina (IGF-1) em mamiferos. Quando DAF-2 é ativado
fosforila a fosfoinositil 3-kinase, AGE-1, gerando PIP3, que por sua vez recruta as
kinases AKT-1, AKT-2, SGK-1 e PDK-1 para a membrana plasmatica onde PDK-1
fosforila AKT e SGK-1. O complexo AKT-1/AKT-2/SGK-1 fosforila o fator de
transcricdo DAF-16, sequestrando-o no citoplasma e entdo prevenindo a ativacdo ou
repressdo de genes alvos no nucleo. Inibidores desta cascata incluem DAF-18, o
fosfoinositil 3-fosfatase PTEN, que antagoniza AGE-1 pela defosforilacéo de PIP3, e
PPTR-1, uma subunidade reguladora da PP2A que defosforila AKT-1 (LANDIS &
MURPHY, 2010). O papel desta via de sinalizacdo na longevidade e metabolismo é
conservado em C. elegans, Drosophila e mamiferos. A via da DAF-2 insulina/IGF1
regula a expressdo de varias enzimas de detoxificagdo, tais como superdxido dismutase
(sod-3), catalases (ctl-1 e ctl-2) (MURPHY et al., 2003). Mutantes com alelo
hipomadrfico de daf-2 sdo mais resistentes ao estresse oxidativo e possuem um tempo de
vida prolongado em 40% comparado com nematdides do tipo selvagem, reforcando a
teoria do dano oxidativo do radical livre e o envolvimento da mitocondria e dos EROs
no processo de envelhecimento (VANFLETEREN & DE VREESE, 1995; HONDA &
HONDA, 1999). Além da via DAF-2/Ins/IGF1, DAF-16 também pode ser regulado pela
interacdo com a s proteinas 14-3-3, AMPK e JNK. Similar a sinalizacdo de FOXO de
mamiferos, as proteinas 14-3-3 interagem com DAF-16 e regulam sua distribuicdo
nuclear/citoplasmética. A proteina kinase ativada por AMP (AMPK) ativa DAF-16 pela
fosforilacdo direta. A familia JNK é um subgrupo da superfamilia MAPK e esta
associada com a regulacdo de processos bioldgicos criticos como o desenvolvimento,
apoptose e sobrevivéncia celular. Em C. elegans, a via de sinalizacdo JNK é ativada por
diferentes estresses tais como estresse térmico e oxidativo. JNK interage fisicamente e
fosforila DAF-16 em um sitio diferente dos sitios de fosforilagdo de AKT, e esta

fosforilagéo resulta em um aumento da translocacgédo nuclear de DAF-16 (MA, 2010).
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1.7.3 C. elegans como um modelo para estudos de fitoquimicos

Como apresentado acima, o C. elegans é um excelente modelo para identificacdo
rdpida de compostos com propriedades bioldgicas. O C. elegans apresenta grandes
vantagens em relacdo a cultura de células, pois ele € um organismo multicelular que
permite que a acdo dos compostos seja avaliada de uma forma sisttémica, em um
organismo. Além disso, o cultivo e os experimentos realizados com este organismo sdo
muito mais baratos comparados com camundongos ou outro modelo mamifero. Isto se
deve principalmente porque no caso do C. elegans, o requerimento de animais nédo €
limitante, pois eles crescem rapidamente em um sistema simples e barato onde podem
ser gerados milhares de animais em alguns poucos dias. Além disso, o fato do seu
genoma ja ser conhecido e da disponibilidade de mutantes para a maioria dos seus
genes, o C. elegans, permite que 0s mecanismos da resposta ao estresse oxidativo sejam
facilmente investigados in vivo.

Devido a todas estas caracteristicas, varios compostos que aumentam a
longevidade e a resisténcia ao estresse oxidativo tém sido estudados neste organismo:
Extratos de mirtilo “blueberry” ricos em polifendis (WILSON et al., 2006) aumentaram
0 tempo médio de vida em 28 % e 0 maximo em 14%; extrato de Ginkgo biloba,
complexo rico glicosideos e terpendides (KAMPKOTTER et al., 2007) aumentou a
resisténcia ao estresse oxidativo em 33% (WU et al., 2002); o resveratrol, polifenol
abundante nas cascas de uva (BASS et al., 2007) prolonga o tempo de vida de uma
maneira dose-dependente (VISWANATHAN, 2005); a quercetina, flavonoide
abundante em plantas comestiveis, aumenta a resisténcia ao estresse oxidativo e 0
tempo de vida medio em 18% no C. elegans (PIETSCH et al., 2009).

Tomando em consideracdo todas estas informacdes, decidiu-se estudar os efeitos
da carqueja no organismo multicelular C. elegans. Além disso, foi investigado possiveis
mecanismos envolvidos na resposta aos estresses oxidativo e térmico e na longevidade

dos animais tratados com carqueja.
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CAPITULO 2

OBJETIVOS



2.1

OBJETIVO GERAL

Utilizar o C. elegans como organismo modelo para investigar 0s possiveis

mecanismos de acdo dos compostos presentes no extrato hidroalcodlico de carqueja

capazes de alterar a resisténcia aos estresses oxidativo e térmico e a longevidade.

2.2

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Preparar extrato hidroalcodlico de carqueja (EHC);

- Avaliar os efeitos do tratamento dose-resposta do EHC na sobrevivéncia do

C. elegans em condigdes de estresse oxidativo;

- Avaliar os efeitos do tratamento do EHC na sobrevivéncia do C. elegans em

condicGes de estresse térmico;

- Avaliar os efeitos do tratamento com EHC na sobrevivéncia do C. elegans

em condig¢des normais;

- Dosar marcadores bioquimicos de estresse oxidativo (catalase, grupos

sulfidrilas totais, proteina carbonilada);

- Verificar o envolvimento de SKN-1 e DAF-16 na resposta antioxidante do

C. elegans tratado com EHC.
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CAPITULO 3

METODOLOGIA



3.1 CEPASE LINHAGENS

As cepas utilizadas neste projeto foram obtidas pelo Caenorhabditis Genetics
Center (CGC), University of Minesota, EUA (http://www.cbs.umn.edu/CGC) ou pelo
Dr. T. Keith Blackwell do Joslin Diabetes Center, Boston, EUA. Foi utilizada a

linhagem tipo selvagem N2 Bristol, os mutantes de delecao “knockout” sek-1(km4),
skn-1(zu67) e daf-16(mgDf47) e as linhagens transgénicas com genes reporter N2
IS007[SKN-1B/C::GFP] e N2 zIs356[ DAF-16::GFP].

Também foram usados animais “knocked down” para skn-1 obtidos por
interferéncia de RNA (RNAI) (TULLET et al., 2008). A incorporacdo do RNA fita
dupla (dsRNA) nos vermes é feita através de um sistema bacteriano. Para tal, um
fragmento exdnico do gene alvo é clonado no plasmideo pL4440 (distribuido
gratuitamente por Andrew Fire) que é especifico para sintese de dsSRNA por inducgéo
com IPTG (KAMATH et al., 2001). Para o silenciamento de skn-1, o plasmideo foi
construido atraves da subclonagem de um fragmento obtido por PCR do cDNA de skn-1
(WALKER et al., 2001) no plamideo pPD129.36 (cedido gentilmento por Andrew
Fire). O plasmideo P14440 sem nenhum inserto foi usado como controle negativo do
RNAI. O plasmideo recombinante foi transformado em E. coli HT115 e a cultura foi
entdo semeada em placas de petri com NGM contendo IPTG. Os vermes tipo selvagem
no estagio larval 1 (L1) foram entdo cultivados nestas placas e utilizados nos
experimentos ap6s 48h a 20°C quando atingiram estagio L4. A confirmagcéo da reducéo
da expressdo de skn-1 foi feita deixando 0s mesmos animais descritos acima atingirem a

fase adulta. Na auséncia de skn-1 os embri6es colocados por eles ndo eclodem.

3.2 CRESCIMENTO E MANUTENCAO DO C. ELEGANS

As cepas foram mantidas congeladas até o momento de uso. O congelamento €
feito transferindo animais L1 para uma solugdo 1:1 de M9 (22 mM KH,POg4; 42 mM
Na;HPQOy; 85,5 mM NaCl; 1 mM MgSO4) e solucdo de congelamento (50 mM Tampéo
Fosfato; 100 mM NaCL; 30% de glicerina). Aliquotas desta mistura foram colocadas
em tubos de 1,5 mL e armazenadas no freezer -80°C. Quando necessario, as cepas

utilizadas foram descongeladas e transferidas para o0 meio NGM (Nematode Growth
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Médium) (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 manutengéo das
cepas foi feita transferindo animais em diferentes estagios para novas placas a medida

que a camada de bactéria ficava escassa.

3.3 SINCRONIZACAO CRONOLOGICA DO C. ELEGANS

Para os experimentos de resisténcia ao estresse oxidativo, térmico e longevidade,
0s animais tiveram sua idade sincronizada. A sincronizacgdo para a maioria das cepas foi
feita através da lise alcalina. A lise alcalina se baseia no tratamento de hermafroditas
adultos gravidos com solucao de lise (50% de hipoclorito de sodio; 2,5 mM NaOH). Os
embriBes 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 por 48h a 20°C, tempo necessario para o C.
elegans chegar a L4. Somente para os mutantes skn-1 a sincronizacdo foi feita por
ovoposicao. Neste caso, cerca de 50 a 100 mutantes gravidos foram transferidos para
placas com ou sem tratamento durante 4 horas, tempo suficiente para que cada animal
colocasse certa quantidade de embrides no mesmo estagio de desenvolvimento. Apos
esse periodo os vermes adultos eram retirados das placas.

34 EXTRATO DE CARQUEJA

3.4.1 Coleta do material botéanico

As partes aéreas de B. trimera foram coletadas em janeiro de 2010, na cidade de
Mariana, Minas Gerais, Brasil. A espécime de exsicata OUPR 24050, foi identificada
pela Professora Doutora Viviane R. Scalon e em seguida depositada no Herbéario José
Badini da Universidade Federal de Ouro Preto.
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3.4.2 Preparo do extrato hidroalcoolico de carqueja (EHC)

Apbs identificacdo, as partes aéreas da planta foram secas em estufa ventilada e
em seguida pulverizadas em moinho mecéanico e armazenadas em frascos de plastico.
Na obtengdo do extrato hidroalcodlico, a planta foi submetida a extracdo com agua
destilada e alcool 70% na proporcéo de 1:1 durante 24 h. Em seguida realizou-se a
filtracdo a vacuo e a evaporacdo do solvente no rotavapor. A metodologia adotada para
a confeccdo do extrato, com algumas modificagdes, foi baseada no trabalho de Padua et
al. (2010).

3.5 ENSAIOS BIOLOGICOS

3.5.1 Preparacao das placas NGM contendo EHC

O extrato hidroalcoodlico de carqueja foi diluido em solucdo basal obtendo-se as
concentragdes de 0,5, 5 e 50 mg/mL no volume final. A E. coli OP50 cresceu em meio
LB liquido até OD (densidade o6tica) igual a 1,0, e logo apds foi centrifugado para se
obter um pellet de bactéria. Este foi ressuspendido com as diferentes concentracfes do
EHC diluido em solucdo basal (0,1 M NaCl, 50 mM tampédo KPQO,) acrescido de 10 mM
MgSQO, e semeado nas placas contendo NGM. Como controle foi utilizado o pellet da
bactéria OP50 ressuspendido em quantidade proporcional de solucéo basal e MgSQ,.

3.5.2 Ensaio de resisténcia ao estresse oxidativo

Para o tratamento, larvas L1 sincronizadas foram colocadas em placas contendo
ou ndo o extrato de carqueja e deixadas crescer por 48h a 20°C até o estagio L4. Para
testar se o tratamento com carqueja promove um aumento na resisténcia ao estresse
oxidativo, os animais tratados ou ndo com carqueja foram transferidos para solugéo de
M9 contendo 5 e 7,5mM de tert-butil peréxido (t-BOOH), um anélogo do peroxido de
hidrogénio mais estavel em meio liquido. Os experimentos foram realizados em placas
de 24 pocos, onde 50 animais por grupo foram distribuidos em 5 pocos com 10 animais

por poco. A viabilidade dos animais foi analisada ap6s 6, 9, 12 e 15 horas usando uma
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lupa estereoscopica para contar o nUmero de animais mortos, que sao determinados pela
auséncia de batimento faringeo e de movimento quando provocados com uma alca de
fio de platina (LITHGOW et al., 1995).

3.5.3 Ensaio de Resisténcia ao estresse térmico

Para testar a resisténcia ao estresse térmico, vermes com idade sincronizada foram
mantidos em tratamento ou ndo até o quinto dia de vida adulta. Em seguida, cerca de 60
animais de cada grupo foram transferidos para trés novas placas com ou sem EHC
contendo 20 animais em cada, e mantidos a 35°C. A sobrevivéncia foi verificada apés 6,
9 e 12 horas, usando lupa estereoscépica. Animais que morreram por dissecacao nas
laterais das placas foram desconsiderados nas contagens.

3.5.4 Ensaio de longevidade

Para os ensaios de longevidade as placas de NGM foram preparadas com 10 mM
FUdR (5-Fluoro-2'-deoxyuridine). 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 que esta é a Unica via de sintese de timidilato nas células. Apds
atingirem a fase adulta, as Unicas células a se duplicarem no C. elegans sdo as
germinativas. Assim, animais adultos mantidos em placas contendo FUdR nédo
produzem nenhuma progénie e quaisquer embrides produzidos nesta condi¢do ndo se
desenvolvem. Apo6s a solidificacdo das placas NGM acrescidas de FUdR, estas foram
semeadas com E. coli OP50 com ou sem EHC como descrito anteriormente.

Os ensaios de longevidade foram iniciados com 60 animais por grupo
sincronizados em L4. Os 60 animais foram divididos em 3 placas contendo 20 animais
em cada. Estes sdo cultivados a 20°C ou 25°C por todo seu tempo de vida em placas
NGM com FUdR com ou sem extrato de carqueja. A sobrevivéncia dos vermes foi

verificada diariamente.
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3.6 DOSAGEM DOS PARAMETROS BIOQUIMICOS

Além da analise da resisténcia ao estresse também foi verificada a capacidade
antioxidante dos C. elegans tratados e ndo tratados com extrato de carqueja através da
medida dos niveis de proteina carbonilada e grupo sulfidrilas totais e da atividade da
enzima catalase. As medidas de catalase e sulfidrilas totais foram feitas a partir de uma
cultura de 5.000 animais e de proteina carbonilada de uma cultura de 10.000 vermes,
todos sincronizados em estagio L4. Apds a lise e trituragdo dos animais, o extrato foi
submetido as analises citadas acima. Estes experimentos foram repetidos pelo menos

duas vezes.

3.6.1 Dosagem dos niveis totais dos grupos de sulfidrilas totais

Foi utilizado o método de Ellman para a execu¢do destas técnicas (SEDLAK;
LINDSAY, 1968). Este método baseia-se na reacdo de grupos tidis com o acido 5,5°-
ditio-bis-2-nitro-benzoico (DTNB) formando um anion do acido 5-tio-2-nitrobenzédico
que € medido espectrofotometricamente a 412 nm.

Para cada 120 pL de amostra, foi adicionado 720 pL de metanol, 150 pL de Tris-
HCI, pH8,2, 50 pL de DTNB (acido 6,5 ditiobis 2-nitrobezoico). Esta mistura foi
centrifugada a 10.000g durante 15 minutos a temperatura ambiente. As absorbancias das
amostras foram lidas em 412nm, a 25°C. A concentracdo de sulfidrila foi feita através
da regresséo linear usando cisteina como padrdo. Todas as concentracGes foram obtidas

em umol/proteina.

3.6.2 Dosagem da atividade da catalase

A determinacdo da atividade da enzima catalase, foi realizada baseando-se na sua
capacidade de converter o perdxido de hidrogénio (H,O;) em &gua e oxigénio
molecular, conforme descrito por Aebi, (1984). 5000 animais L4 foram
homogeneizados com 0,5 mL de 100 mM tampéo fosfato pH 7,2 e em seguida

centrifugado por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi retirado e usado como amostra
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biolégica. Em um tubo de polipropileno colocou-se 50 uL de 100 mM tampéo fosfato
pH 7,2 e 40 uL de &gua destilada. Em seguida adicionou-se 100 uL da amostra e 810uL
de 10 mM H,0,. As absorbancias das amostras foram lidas a 240nm a cada minuto,
durante cinco minutos. 1U de catalase € equivalente a hidrélise de 1 umol de H,0, (¢ =
39,4 L.mol™.cm™) por minuto (AEBI, 1984). Usualmente a atividade dessa enzima é
representada em Unidade por mg de proteina. Calculamos a atividade da catalase
segundo a lei de Lambert Beer. A absorbancia utilizada nessa expresséo é o delta obtido

das cinco absorbancias lidas (absorbancia final —absorbancia inicial / 5).

3.6.3 Dosagem dos niveis de proteina carbonilada

A oxidacao de proteinas por EROs leva a formacdo de derivados carbonilados.
Estes podem ser mensurados por métodos sensiveis, particularmente aqueles que
utilizam o 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNP). O DNP reage com grupos carbonilicos
gerando a hidrazona correspondente, a qual pode ser analisada espectrofotomicamente.
A determinacgdo da concentracdo sérica de proteina carbonilada foi realizada conforme
descrito por Levine et al. (1994). 10000 animais sincronizados em L4 foram
homogeneizados com 0,5mL de 50 mM tampdéo fosfato pH 6,7 contendo 1mM EDTA.
Em seguida centrifugado a 10000g, por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi retirado e
usado como amostra bioldgica. Para cada amostra utilizou-se dois tubos de
polipropileno, um foi denominado de Amostra (A) e outro de Controle (C). Transferiu-
se 400uL de homogeneizado para cada tubo (amostra (A) / controle (C)). Em seguida
foi adicionado aos tubos 400uL de TCA 10% e misturado no vortex, logo apds, foram
centrifugados (tubo A e C) a 5000 g por 10 minutos a 4°C. O préximo passo foi
adicionar ao tubo A 500 uL de DNPH (2,4-dinitrofenilhidrazina) e no tubo C 500 pL de
2,5 M HCL. Ambos foram mantidos no escuro a temperatura ambiente por um periodo
de 30 minutos, e a cada 15 minutos eram misturados no vortex. Em seguida foram
adicionados 500 pL de 10% &cido tricloroacetico (TCA) em cada tubo, misturado no
vortex e centrifugados a 5000g por 10 minutos a 4°C. Depois de centrifugados, o
sobrenadante dos tubos foi descartado e 1 mL de mistura de etanol com acetato de etila
(1:1) foi adicionado aos tubos e misturados no vortex. Uma nova centrifugagdo foi

realizada. Em seguida o sobrenadante dos tubos A e C foram descartados e a estes
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foram adicionados mais 1 mL da mistura etanol e acetato de etila, foram misturados no
vortex e novamente centrifugados. No final das centrifugacdes, o sobrenadante dos
tubos A e C foram novamente descartados e adicionado em ambos 1 mL de 6% SDS,
misturados no vértex e centrifugados a 10000g por 10minutos a 4°C. Finalmente o
sobrenadante dos tubos foram retirados e transferidos para cubeta, onde foram lidos no
espectrofotdbmetro a 370nm. A concentracdo de proteina carbonilada foi determinada
utilizando a equagdo: A=Ch.e onde A € a subtracdo da absorbancia do tubo A

(amostra) pela absorbancia do tubo C (controle), C € a concentracdo, b € o caminho
optico e ¢ ¢ o coeficiente de extingdo molar. O contetido de proteina carbonilada foi
calculado usando o coeficiente de extingdo molar de 22 000 M*.cm™ e expresso por
nmol de proteina carbonilada formada por mg de proteina. Para se obter a concentracao
de proteina carbonilada em relacéo a concentracéo de proteinas totais este parametro foi
determinado pelo método de Lowry (descrito a seguir).

3.6.4 Dosagem de proteinas totais

O método de dosar proteina Lowry é um ensaio muito confiavel e amplamente
usado. Este método foi descrito a primeira vez por Lowry et al. (1951). O método de
Lowry é baseado nas ligacbes das proteinas, que em meio alcalino, com os ions cobre
(Cu*") formam uma cor azul que é dependente em partes, do indice de tirosina e
triptofano da amostra, ja& que os ions cobre catalisam a oxidacdo de aminoacidos
aromaticos.

Em um tudo de polipropileno, foram pipetados 100puL de amostra. O branco,
usado para zerar o espectrofotdmetro, foi feito apenas com 100uL de agua destilada.
Posteriormente foi adicionado 1 mL do reagente C em todos os tubos. A mistura foi
levada ao vortex e mantida a temperatura ambiente por 15 minutos. Em seguida, foi
adicionado em cada tubo, 100pL do reagente D. O volume foi misturado e incubado a
temperatura ambiente, no escuro, por 30 minutos. A leitura foi feita em
espectrofotbmetro a 660nm.

Para o calculo de proteinas totais foi feito um grafico expressando a concentracéo
do padrao de albumina (Eixo Y) x absorbancia do padréo de albumina (Eixo X). Apos
regressdo linear, foi determinada a equacdo da reta com a seguinte caracteristica:

Concentracdo = a x Absorbancia + b. Esta equagdo foi utilizada para determinar a
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concentracdo de proteinas totais nos homogenatos de C. elegans. Todas as

concentragOes foram obtidas em mg/mL.

Os reagentes utilizados e forma de preparo estdo descritos a seguir. Reagente A:
foi dissolvido 0,25¢g de sulfato de cobre e 0,5 de citrato de sdédio em 100 mL de agua
destilada. Reagente B: Foi dissolvido 5g dr carbonato de sodio e 1g de hidroxido de
sodio em 250 mL de agua destilada. Reagente C: Foi adicionado 1 mL do reagente A
em 50 mL do reagente B. Reagente D: Foi dissolvido 1 mL de Folin-Ciocateau em 1
mL de agua destilada.

3.7 LOCALIZACAO SUBCELULAR DE SKN-1 E DAF-16

Para investigar se 0 extrato de carqueja ativa a localizacdo nuclear dos fatores de
transcricdo SKN-1 e DAF-16 foram utilizadas as cepas transgénicas N2 I1s007[SKN-
1B/C::GFP] e N2 zIs356[DAF-16::GFP]. A cepa N2 1s007[SKN-1B/C::GFP] é uma
linhagem cujo plasmideo com gene repdrter foi integrado no genoma do C. elegans. O
plasmideo contendo o gene reporter é uma fusdo traducional da sequéncia gendmica do
promotor e do gene SKN-1 com o gene da proteina fluorescente verde (GFP) (AN&
BLACKWELL, 2003) (Figura 4A). Esta cepa codifica duas das trés isoformas de SKN-
1, SKN-1B e SKN-1C, os quais sdo expressos nos neurbnios ASI e no intestino
respectivamente (BISHOP; GUARENTE, 2007). A cepa N2 zIs356[DAF-16::GFP] é
uma linhagem também integrada de um plasmideo contendo uma fusdo traducional da
sequéncia genémica do promotor e do gene DAF-16 com o gene GFP (HENDERSON &
JOHNSON, 2001) (Figura 4B). Esta linhagem transgénica codifica a isoforma DAF-16a2
que é expressa na maioria das células do corpo do C. elegans, com excecdo das células
da faringe (HENDERSON & JOHNSON, 2001).

Ap0s o tratamento com extrato de carqueja, 0s animais transgénicos nos estagio de
L2 a L4 foram colocados em laminas contendo uma fina camada de 2% de agarose,
imobilizados com 2% de azida sddica e cobertos com uma laminula. A localizacédo
subcelular dos genes repdrteres foi analisada através de um microscopio de fluorescéncia
Leika TM5000, disponivel no Ndcleo de Pesquisa Basica (NUPEB) da UFOP, usando
aumento ocular de 10 vezes e filtro para excitacdo de 365 nm. A localizacdo foi
classificada como baixo, médio ou alto de acordo com a localizagdo predominante do

GFP. Baixa inducdo corresponde a auséncia de localizagdo nuclear. Indugdo média
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corresponde a concentracdo de localizagcdo nuclear na regido anterior e/ou posterior do

intestino. Inducdo alta corresponde a localizacéo nuclear através de todo o intestino.

SKN-1B/C::GFP {H R HIGER—

DAF-16:GFP  —————H—H—— - —

Figura4 Esquema dos genes reporter para SKN-1 (A) e DAF-16 (B)
Linha solida representa DNA genémico, caixa de cor azul representa
regido ndo traduzida, caixa vermelha representa regides codificantes e
caixa verde representa regido codificante para proteina fluoresente verde
(GFP).
Fonte Esquema A: Adaptado de An & Blackwell (2003).
Fonte Esquema B: Adaptado de Henderson & Johnson (2001).

3.8 ANALISE ESTATISTICA

Para os ensaios de resisténcia ao estresse oxidativo e térmico e para as
quantificacbes de marcadores bioguimicos, as andlises estatisticas foram realizadas
através do teste t de Student’s sendo que p < 0,05 foi considerado estatisticamente
significante. As curvas de sobrevivéncia Kaplan-Meier foram criadas usando o software

GraphPad Prism versdo 5 e o valor de p foi calculado através do Mann Whitney test.
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CAPITULO 4

RESULTADOS



Previamente foi demonstrado que o extrato de carqueja possui propriedades
antioxidantes tanto in vitro quanto in vivo. Entretanto, os estudos in vivo realizados até o
momento se basearam em ensaios utilizando diferentes linhagens celulares de animais
modelos. Neste projeto, a propriedade antioxidante do extrato hidroalcoolico de
carqueja (EHC) foi avaliada através de uma estratégia sistémica, ou seja, no organismo
como um todo, utilizando o C. elegans como modelo. A capacidade antioxidante do
EHC foi avaliada através de trés ensaios biologicos (sobrevivéncia em condigdes de
estresse oxidativo, de estresse térmico e em condi¢des normais) e trés dosagens
bioquimicas (atividade da catalase, niveis de proteina carbonilada e de grupos sulfidrilas

totais).

41 ANALISE DO EFEITO DOSE-RESPOSTA DO TRATAMENTO COM
EHC NA SOBREVIVENCIA DO C. ELEGANS EM CONDICOES DE
ESTRESSE OXIDATIVO

Inicialmente, a capacidade antioxidante do EHC no C. elegans foi avaliada através
de ensaio de resisténcia ao estresse oxidativo provocado pelo t-BOOH. Para caracterizar
a extensdo dos efeitos do EHC e identificar a concentracdo 6tima do EHC foi realizado
um experimento de dose-resposta onde foram testados 0,5, 5 e 50 mg/mL do EHC. A
resisténcia ao estresse oxidativo foi analisada apds os animais terem sido tratados por 48
horas com EHC nestas concentracdes. A figura 5 mostra a fracdo de sobreviventes ap6s
6, 9, 12 e 15 horas em 5 mM de t-BOOH. Foi observado que apds 15 horas do inicio do
estresse, a fracdo sobrevivente de animais tratados com 5 mg/mL de EHC foi
significativamente maior em compara¢do com animais ndo tratados (p < 0,05). Apesar
dos dados nédo terem sido significativos, a sobrevivéncia dos animais tratados com 0,5
mg/mL de ECH foi aparentemente maior em relacdo aos animais ndo tratados porém
menor em relagdo aos animais tratados com 5 mg/mL de EHC. Estes resultados
sugerem um possivel efeito dose-reposta do tratamento dos animais entre 0,5 e 5
mg/mL de EHC. Por outro lado, o tratamento dos animais com 50 mg/mL n&o mostrou

efeito protetor, ja que a sobrevivéncia destes foram semelhantes ao grupo controle.

Diante destes resultados, o tratamento com 5 mg/mL de ECH foi escolhido como

a condicdo a ser utilizada nos demais experimentos realizados neste trabalho.
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Figura5. Efeito dose-resposta do tratamento com EHC na sobrevivéncia do C.

elegans em condicBes de estresse oxidativo

Os animais tipo selvagem foram tratados por 48 horas com diferentes
concentragdes do EHC ou com solucdo controle. A sobrevivéncia dos
animais em 5 mM de t-BOOH foi verificada em tempos determinados. O
grafico acima representa a média de trés experimentos. A barra de erros
representa 0 SEM. O simbolo * indica resultado significante p < 0,05

através do teste t de Student’s.
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4.2 ANALISE DA SOBREVIVENCIA DO C. ELEGANS TRATADO COM EHC
SOB CONDICOES DE ESTRESSE TERMICO

A segunda medida para avaliar as propriedades antioxidantes do EHC in vivo foi
através de um ensaio de resisténcia ao estresse térmico. Para avaliar a sobrevivéncia em
condicdes de estresse térmico, os animais foram tratados com 5 mg/mL de EHC desde o
estagio L1 até o quinto dia de vida adulta (168 horas de tratamento), fase em que a
maior parte da ovoposi¢do j& havia cessado, e 0s vermes eram menos ageis para escapar
da placa nas condicBes de estresse. Ap0s este periodo os animais foram submetidos ao
estresse téermico por elevacdo de sua temperatura de cultivo de 20°C para 35°C e a
fracdo de animais vivos foi verificada apos 6, 9 e 12 horas. A figura 6 mostra que o
tratamento com 5 mg/mL de EHC néo foi capaz de aumentar a resisténcia ao estresse

térmico dos animais tipo selvagem em nenhum dos tempos analisados.

43 ANALISE DA SOBREVIVENCIA DO C. ELEGANS TRATADO COM EHC
SOB CONDICOES NORMAIS

O terceiro ensaio bioldgico usado para avaliar a capacidade antioxidante do EHC
in vivo foi a analise da longevidade dos animais em condic¢@es normais. Para verificar se
o tratamento EHC também aumenta a longevidade do C. elegans, foi realizado um
experimento onde animais tipo selvagem foram tratados desde L1 por todo o seu tempo
de vida com 5 mg/mL de EHC. A figura 5 e Tabela 1 mostram os resultados obtidos de
um experimento de longevidade realizado a 20°C (Figura 7A) e dois realizados a 25°C
(Figura 7B). Pode se observar tanto na figura 7A e B, que o tratamento com 5 mg/mL
de EHC ndo aumentou nem o tempo de vida médio e nem o0 maximo dos animais tipo
selvagem. O tempo de vida médio tanto dos animais tratados e no tratados a 20°C foi
de 22 dias. A 25°C, o tempo de vida médio foi de 8 dias para os animais do grupo
controle e 9 dias para o grupo tratado sendo esta diferenca ndo significante. O tempo de
vida maximo foi de 32 dias a 20°C e 15 dias a 25°C para o grupo controle enquanto que
o grupo tratado foi de 30 dias a 20°C e 13 dias a 25°C sendo ndo significantes estas
reducdes (Tabela 1).
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Figura 6. Sobrevivéncia do C. elegans tratado com EHC sob condigdes de estresse

térmico.

Os animais tipo selvagem foram tratados por 168 horas com 5 mg/mL do
EHC ou com solugdo controle. A sobrevivéncia dos animais a 35°C foi
verificada em tempos determinados. O grafico acima representa a média de

trés experimentos. A barra de erros representa 0 SEM.
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Figura 7. Sobrevivéncia do C. elegans tratado com carqueja sob condicbes

normais.

Os animais foram tratados por todo seu tempo de vida com 5mg/mL do
EHC ou com solucdo controle e mantidos a 20° C (A) ou 25°C (B). A
sobrevivéncia foi verificada diariamente. As curvas de sobrevivéncia

Kaplan-Meier foram criadas usando o GraphPad Prism verséo 5.
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Tabela 1. Analise da longevidade dos animais tipo selvagem tratados com EHC

Tempode  Tempo Valor pem

vida médio vida max relagdo ao nb Experimentos

(dias) (dias) controle’
Longevidade a
20°C
N2 Controle 22 32 110/124 1
N2 5 mg/mL

22 30 0,227 111/133 1
EHC
Longevidade a
25°C
N2 Controle 8 15 278/292 2
N2 5 mg/mL

13 0,879 243/256 2

EHC

%valor p calculado por Mann Whitney test

® 1 representa o niimero total de animais que morrem por envelhecimento normal contra

aqueles no total dos experimentos
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44 ANALISE DE MARCADORES BIOQUIMICOS E ENZIMATICOS NO C.
ELEGANS TRATADO COM EHC

O status antioxidante in vivo do C. elegans tratado com 5 mg/mL de EHC também
foi avaliado através de alguns marcadores bioquimicos e enzimaticos. Animais
submetidos ou ndo a 48 horas de tratamento com 5 mg/mL de EHC, foram analisados
qguanto a atividade da enzima catalase, niveis de sulfidrilas totais e proteinas

carboniladas.

Neste experimento ndo foi observada diferenca significativa entre animais
controle e tratados em nenhum dos parametros dosados (figura 8). Devido a variagéo
entre experimentos, os resultados foram apresentados na forma de niveis relativos onde
em cada experimento, o valor obtido para o grupo controle foi considerado como 1 e o
valor obtido para o grupo tratamento foi convertido por razdo. Apds esta conversdo foi

obtida a média dos niveis relativos das triplicatas experimentais (Tabela 2).

45 ANALISE DO ENVOLVIMENTO DA VIA DE SINALIZACAO DE SKN-
1/p38 _MAPK NO AUMENTO DA RESISTENCIA AO ESTRESSE
OXIDATIVO PROMOVIDO PELO EHC

As vias de sinalizacdo celulares para genes que afetam a resisténcia ao estresse
oxidativo sdo bastante conservadas entre C. elegans e humanos. O aumento da
resisténcia ao estresse oxidativo no C. elegans promovido pelo tratamento com 5
mg/mL de EHC oferece uma oportunidade de usar o poderoso sistema genético do C.
elegans para testar o mecanismo de a¢do do EHC.
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Figura8. Dosagem dos marcadores bioquimicos e enzimatico no C. elegans

tratado com carqueja.

Os animais tipo selvagem foram tratados por 48 horas com 5 mg/mL de
EHC ou com solucdo controle. Os graficos acima representam a média de
dois experimentos para catalase (A) e média de trés experimentos para
grupos sulfidrilas totais (B) e proteina carbonilada (C). A barra de erros

representa o SEM.
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Tabela 2. Efeito do tratamento com 5 mg/mL de EHC sobre a atividade de

catalase e os niveis dos grupos sulfidrilas totais e proteina carbonilada

5mg/mL  Niveis relativos em

Marcador Controle

EHC relacdo ao controle
Catalase (U/mg de P)
Experimento 1 59,78 61,68 1,031
Experimento 2 14,03 14,87 1,05
Grupos SH? (umol/mg de P)
Experimento 1 1258314 896878,25 -14
Experimento 2 171801 128143,21 -1,34
Experimento 3 949287 430194,74 -2,2
Proteina Carbonilada (U/mg de P)
Experimento 1 175,27 332,33 1,89
Experimento 2 27,77 31,7 1,14
Experimento 3 46,47 61,54 1,32

% Grupos Sulfidrilas Totais
P: proteinas

O controle foi considerado, na raz&o, sempre 1,0.
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Para identificar os possiveis mecanismos de a¢do do EHC, os efeitos deste foram
avaliados em trés mutantes de duas importantes vias de sinalizagdo envolvidas no
controle da resisténcia ao estresse oxidativo. Se uma determinada via de sinalizagéo for
necessaria para 0 aumento da resisténcia ao estresse oxidativo observado nos animais
tipo selvagem tratados com EHC, espera-se que nos mutantes para esta respectiva via, o
tratamento com EHC seja incapaz de aumentar a sobrevivéncia destes em condigdes de

estresse oxidativo.

4.5.1 Analise da sobrevivéncia de mutantes skn-1 e sek-1 tratados com EHC
sob condicdes de estresse oxidativo

A primeira via de sinalizagio avaliada foi a de SKN-1/p38 MAPK. No C. elegans
o fator de transcricdo SKN-1 esta envolvido na ativacdo de genes de fase 2 de
detoxificacdo durante estresse oxidativo e na regulacdo da longevidade em condicdes
normais, de restricdo caldrica e de sinalizacdo reduzida da insulina (TULLET et al.,
2009).

Para averiguar se 0 aumento da resisténcia ao estresse oxidativo promovido pelo
tratamento com EHC depende da ativacdo do fator de transcricdo SKN-1, os ensaios de
resisténcia ao estresse oxidativo foram repetidos usando mutantes com expresséo
reduzida para SKN-1 (knockdown) obtidos através do silenciamento génico (RNAI).
Apbs 48 horas de tratamento com 5 mg/mL de EHC os animais foram transferidos para
solucdo com 7,5 mM de t-BOOH e a fracdo de sobreviventes foi analisada ap6s 9 horas.
Como pode ser observado na figura 9A, os animais controle(RNAI) tratados com EHC
apresentaram um aumento da resisténcia ao estresse oxidativo estatisticamente
significativo em relacdo aos animais controle(RNAI) nédo tratados. A fracdo de animais
skn-1(RNAI) vivos apos 9 horas em 7,5 mM de t-BOOH foi muito menor em relagcdo ao
grupo controle(RNAI). Nao houve diferenca estatistica entre os animais skn-1(RNAI)
tratados e néo tratados com EHC.

Em condicgdes de estresse oxidativo, a ativagdo e localizacdo nuclear de SKN-1
depende da via p38 MAPK (INOUE et al., 2005). SEK-1, a MAPK quinase que
fosforila PMK-1, o ortélogo da p38 de mamiferos, é necessario para que SKN-1

acumule no nucleo das células intestinas. Para verificar se 0 aumento da resisténcia ao
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estresse oxidativo promovido pelo tratamento com EHC também depende da via p38
MAPK, os ensaios de resisténcia ao estresse oxidativo foram repetidos usando mutantes
de delecéo sek-1(km4).

Na figura 9B observa-se que os mutantes sek-1 tratados com 5 mg/mL de EHC
apresentam uma fracdo maior de sobreviventes apds 9 horas em 5 mM t-BOOH em
relacdo ao mutates sek-1(km4) ndo tratados, porém esta diferenca nao foi estatisticamente
significante (p >0,07).

Estes resultados apresentados acima sugerem que a via de sinalizacdo para genes
de fase 2 de detoxificacdo ativada por SKN-1/p38 MAPK esta envolvida no aumento da

resisténcia ao estresse oxidativo promovido por EHC.

4.5.2 Anélise da localizacdo subcelular de SKN-1

Para validar de maneira independente o envolvimento de SKN-1 no aumento da
resisténcia ao estresse oxidativo promovido por EHC, foi verificado se o tratamento
com EHC ativa a localizacdo nuclear de SKN-1. Para tal, foi utilizada uma linhagem
transgénica contendo uma fusdo traducional do gene SKN-1B/C com o gene GFP
(SKN-1B/C::GFP) (AN & BLACKWELL, 2003). Em condi¢Ges normais, 0s niveis de
SKN-1B/C::GFP nas células intestinais é indetectavel. Em resposta a varios agentes
estressores, pode se observar altos niveis de SKN-1B/C::GFP no nucleo das células
intestinais (INOUE et al., 2005; AN & BLACKWELL, 2003).

Neste projeto foi testado se as mesmas condi¢bes usadas para aumentar a
resisténcia ao estresse oxidativo, ou seja, um tratamento por 48 horas com 5 mg/mL de
EHC, também ¢é capaz de induzir a localizacdo nuclear da linhagem transgénica SKN-
1B/C::GFP. Apesar de termos analisado cerca de 80 animais em trés experimentos
independentes, ndo foi possivel detectar nenhum animal com localizacdo nuclear
(Figura 10). Como controle positivo de inducdo de localizagdo nuclear de SKN-1, a
linhagem SKN-1B/C::GFP foi submetida a um tratamento de 10 min com 50 mM de
Azida Sddica, ja descrito como um potente indutor de SKN-1 (AN; BLACKWELL,
2003, INOUE et al, 2005; AN et al., 2005). Mesmo nestas condicGes, ndo foi possivel

observar nenhum animal com SKN-1::GFP localizado no nucleo das células intestinais
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(Figura 10). Estes resultados infelizmente sugerem que existe um problema com a
linhagem SKN-1B/C::GFP.
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Figura 9. Sobrevivéncia de mutantes para SKN-1 e SEK-1 tratados com carqueja
sob condicdes de estresse oxidativo.

Os animais foram tratados por 48 horas com 5 mg/mL do EHC ou com
solucdo controle. A sobrevivéncia dos animais foi verificada 9 horas ap6s o
inicio do estresse. (A) Representa a média de trés experimentos para skn-
1(RNAi) em 7,5 mM de t-BOOH. (B) representa a média de trés
experimentos para 0s mutantes de delecdo sek-1(km4) em 5 mM de t-BOOH
(b). A barra de erros representa 0 SEM. O simbolo * indica resultado

significante p < 0,05 através do teste t de Student’s.
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Figura 10.
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Localizacédo subcelular de SKN-1B/C::GFP em animais tipo selvagem

tratados com carqueja.

A linhagem transgénica N2 IS 007 (SKN-1B/C::GFP) foi tratada por 47-48
horas com 5 mg/mL do EHC ou com solugéo controle ou por 10 min com
50 mM de azida sodica como descrito por An e Blackwell (2003). GFP,
proteina fluorescente verde; DIC, contraste de interferéncia diferencial. As

setas apontam para o nucleo das células intestinais
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46 ANALISE DO ENVOLVIMENTO DA VIA DE SINALIZACAO DAF-16 NO
AUMENTO DA RESISTENCIA AO ESTRESSE OXIDATIVO
PROMOVIDO PELO EHC

A segunda via de sinalizacdo avaliada foi a de DAF-16. O fator de transcri¢cdo
DAF-16 promove a expressdo de uma série de genes que codificam enzimas
antioxidantes e de detoxificacdo em condicGes de sinalizacdo reduzida da insulina e de
estresse (LANDIS & MURPHY, 2010).

4.6.1 Anélise da sobrevivéncia de mutante daf-16 tratado com EHC sob
condicdes de estresse oxidativo
Para averiguar se 0 aumento da resisténcia ao estresse oxidativo promovido pelo
tratamento com EHC também depende da ativacdo do fator de transcricdo DAF-16, 0s
ensaios de resisténcia ao estresse oxidativo foram repetidos usando mutantes de delecdo
daf-16(mgDf47). Apds 48 horas de tratamento com 5 mg/mL de EHC os animais foram
transferidos para solucdo com 5 mM de t-BOOH e a fracdo de sobreviventes foi
analisada apdés 9 horas. Como pode ser observado na figura 11, os mutantes daf-
16(mgDf47) tratados com EHC n&o apresentaram um aumento da resisténcia ao estresse

oxidativo estatisticamente significativo em relagdo aos mutantes ndo tratados.

Este resultado sugere que o aumento da resisténcia ao estresse oxidativo

promovido por EHC também depende de DAF-16.

4.6.2 Andlise da localizacao subcelular de DAF-16

O envolvimento de DAF-16 no aumento da resisténcia ao estresse oxidativo
promovido por EHC também foi avaliado através da ativacdo da sua localizagdo
nuclear. A localizagdo subcelular de DAF-16 foi realizada utilizando linhagem
transgénica contendo uma fusdo traducional do gene DAF-16 com o gene GFP (DAF-
16::GFP) (HENDERSON & JOHNSON, 2001). Em condi¢des normais, DAF-16::GFP
se encontra no citoplasma de quase todas as células do corpo do C. elegans. Em
resposta a varios agentes estressores, DAF-16::GFP se acumula no ndcleo destas células

(LANDIS&MURPHY,2010).
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Figura 11. Sobrevivéncia do mutante para DAF-16 tratado com carqueja sob
condicdes de estresse oxidativo.
Os animais foram tratados por 48 horas com 5 mg/mL EHC ou com solucéo
controle. A sobrevivéncia dos animais em 5 mM de t-BOOH foi verificada
9 horas apds o inicio do estresse. O grafico acima representa a média de dois
experimentos. A barra de erros representa 0 SEM. O simbolo * indica

resultado significante p < 0,05 através do teste t de Student’s.
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O tratamento dos animais transgénicos com 5 mg/mL de EHC por 48 horas néo
foi capaz de induzir a localizacéo nuclear de DAF-16::GFP. J& os animais tratados por
10 min com 50 mM de Azida Sédica apresentaram localiza¢éo nuclear em cerca de 50%
dos animais analisados (Figura 12).

Os resultados relacionados a sobrevivéncia de mutantes em condicdes de
estresse acima sugerem que EHC aumenta a resisténcia ao estresse oxidativo de uma
maneira SKN/p38 MAPK e DAF-16 dependente. Porém as analises de genes repdteres

realizadas at¢é o momento  ndo  corroboraram  estas  observacoes.
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Figura 12. Localizagdo subcelular de DAF-16::GFP em animais tipo selvagem
tratatos com EHC
A linhagem transgénica N2 IS|[DAF-16::GFP] foi tratada por 47-48 horas
com 5 mg/mL do EHC ou com solucéo controle ou por 10 min com 50 mM
de azida sodica como descrito por (B). O quadro marcado com linha branca

mostra a foto do animal completo.
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CAPITULO 5

DISCUSSAO DOS

RESULTADOS



5.1 PROPRIEDADES ANTIOXIDANTES DA B. TRIMERA NO C. ELEGANS

A flora brasileira é rica em espécies com principios ativos de importancia
terapéutica, com potencialidades ndo apenas de utilizagdo na medicina natural como
também na agricultura natural no controle integrado de pragas e doencas de plantas
cultivadas. Muitas espécies de plantas medicinais contém fenadis, quinonas, saponinas,
flavandides e terpenoides em quantidades apreciaveis de repelir insetos, também exercer
atividades antioxidantes, antiinflamatorias, antifungicidas e etc (SILVA JR; VIZZOTO,
1996). Desta forma, a flora brasileira é alvo de grande interesse pelas industrias
farmacéuticas, na tentativa de descoberta de novos medicamentos para o arsenal
terapéutico ou agropecuario. Mas para identificar um composto natural com
propriedades bioldgicas de interesse é necessario investigar as suas propriedades tanto

in vitro assim como avaliar as suas fung¢fes em sistemas biolégicos in vivo.

O estresse oxidativo contribui para a etiologia de varias doencas degenerativas
como isquemia e processos de envelhecimento, entdo foi sugerido que compostos que
eliminem os EROS, seja por acdo direta ou indireta, podem prevenir ou ao menos
retardar estes processos. A identificacdo de uma classe de compostos quimicos que
retardam o envelhecimento é altamente desejavel tanto como instrumento para futuras
pesquisas, mas também como potencial terapéutico para retardar as doencas

relacionadas a idade.

A carqueja (B. trimera) € rica em compostos antioxidantes capazes de eliminar
estes radicais livres. Trabalhos realizados com B. trimera relatam que esta espécie
apresenta propriedades antioxidantes in vitro e in vivo (TORRES et al.,, 2000;
JANUARIO et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2005; PAUL et al., 2009; PADUA et al.,
2010). Contudo, nenhum trabalho in vivo realizado com B. trimera demonstrou suas
propriedades antioxidantes e pro-longevidade de maneira sistémica. Nesse contexto,
sabendo que o sinergismo pode ser importante para uma terapia mais efetiva o primeiro
objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos antioxidantes globais da B. trimera em um

organismo multicelular, o C. elegans.
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5.1.1 Ensaios Biologicos

Inicialmente, a capacidade antioxidante do EHC for avaliada através de trés
ensaios bioldgicos: sobrevivéncia em condi¢cBes de estresse oxidativo, de estresse
térmico e em condi¢Bes normais. No ensaio de resisténcia ao estresse oxidativo ao t-
BOOH foram testados trés diferentes concentracdes do EHC (0,5, 5 e 50 mg/mL) a fim
de obter a melhor concentracdo e observar se ocorria um efeito dose-dependente. Um
efeito dose-dependedente ndo foi observado entre estas concentragdes. Um aumento
significativo da resisténcia ao estresse oxidativo foi observado apenas com o tratamento
com 5 mg/mL de EHC. Pauda et al. (2010) e Rodrigues et al. (2009) demonstraram que
extrato de carqueja aumenta a resisténcia ao estresse provocado por paracetamol e H,0,
respectivamente. O aumento da resisténcia tem sido atribuido aos flavondides,
principalmente a quercetina. Tanto em cultura de células quanto no C. elegans, o
tratamento com quercetina tem efeitos antioxidantes por aumentar a resisténcia ao
estresse oxidativo dos grupos tratados (KAMPKOTTER et al., 2007; KAMPKOTTER
et al., 2008; SAUL et al., 2008; ARREDONDO et al, 2010).

Por outro lado, o tratamento com 50 mg/mL de EHC foi toxico para o C. elegans.
Rodrigues et al. (2009) mostraram que extrato aquoso B. trimera produziu alguns
efeitos genotdxicos e mutagénicos em camundongo, estando estes, relacionados ao
consumo de altas doses do extrato (1000 e 2000mg/Kg). Padua et al. (2010) também
observaram um feito citotéxico em neutrofilos tratados com 50 ug/mL de EHC. O efeito
toxico da carqueja pode talvez ser atribuido a quercetina, uma vez que o tratamento de
células neuronais acima de 25 uM de quercetina foi toxico (ARREDONDO et al.,
2010).

O efeito tdxico do EHC no trabalho de Padua et al. (2010) foi observado em uma
concentracdo 1000 vezes menor que a usada neste trabalho. Isto se deve possivelmente
porque as andlises foram feitas em um organismo multicelular em comparagdo a uma
linhagem celular. Normalmente, no C. elegans a disponibilidade farmacol6gica de
diferentes compostos quimicos fica limitada a quantidade ingerida devido a
impermeabilidade da cuticula existente neste nematodo (RAND & JOHNSON, 1995),
ao contrario do que ocorre em cultura de células nos quais estes compostos podem

passar livremente pela membrana ou através de canais e poros.
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A toxicidade da carqueja em concentracfes maiores € uma questdo bastante
interessante. Apesar dos flavonodides serem capazes de atuar como antioxidantes diretos,
quando ingeridos eles também podem modular a atividade de uma variedade de
enzimas xenobioticas tais com a citocromo P450 (McPHERSON; TINGLE;
FERGUSON, 2001). E muito comum a geracdo de compostos mais toxicos pela P450
(VERMEULEN, 1996). A producdo de tais compostos secundarios mais toxicos
poderia explicar estes efeitos deletérios do tratamento com maiores concentragcfes do

extrato de carqueja.

O efeito benéfico do EHC em baixa concentracdo e maléfico em alta concentracéo
sugere que este possui um tipico efeito hormeético. Hormese ou efeito hormético é o
termo utilizado quando uma determinada condigcdo tem efeitos opostos em doses altas e
em doses baixas. J& tem sido bastante documentado o efeito hormético de plantas
medicinais e de fitoquimicos especificos (RATTNAM, 2006; SON; CAMANDOLA,;
MATTSON, 2008). Tem sido sugerido que o mecanismo geral de acdo dos fitoquimicos
seja através da ativacdo de vias de resposta celular adaptativa ao estresse. De uma
perspectiva evolutiva, as propriedades nocivas de fitoquimicos desempenham um papel
importante na dissuasdo de insetos e outras pragas fitéfagas. No entanto, quando
ingerido em doses sub-toxicas, os fitoquimicos induzem uma resposta celular moderada
ao estresse. As vias “horméticas” ativadas por fitoquimicos incluem diferentes quinases
e fatores de transcricdo que induzem a expressdo de genes que codificam enzimas
antioxidantes, proteinas chaperonas, fatores neurotréficos e outras proteinas
citoprotetoras. Exemplos especificos de tais vias incluem as vias de sinalizacdo de NF-
kB, Nrf-2/ARE, FOXO, sirtuinas e outras (RATTNAM, 2006; SON; CAMANDOLA,
MATTSON, 2008).

Tem sido postulado que compostos que possuem propriedades antioxidantes em
sistemas bioldgicos podem conferir protecdo a diferentes condi¢cdes de estresse. Assim,
além da resisténcia ao estresse oxidativo também foi avaliado se o EHC também
aumenta a resisténcia ao estresse térmico. O C. elegans se desenvolve normalmente em
temperaturas de 16°C a 25 °C sendo que a sobrevivéncia da populagdo comeca a
declinar rapidamente acima de 25°C. Ensaios de termotolerancia em C. elegans séo
realizados com bastante frequéncia para avaliar o efeito de compostos e extratos de
plantas (WILSON et al., 2006; BENEDETTI et al., 2008 KAMPKOTTER et al., 2007;
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KAMPKOTTER et al., 2008; RATTNAM, 2006; SON; CAMANDOLA; MATTSON,
2008; PIETCSH et al., 2009). No presente estudo, o tratamento com EHC né&o
aumentou a sobrevivéncia do C. elegans a 35°C. Nenhum trabalho publicado até o
momento avaliou o efeito da carqueja na resisténcia ao choque térmico a fim de
comparacdo. Apesar de ser desejavel que o tratamento com um composto promova
resisténcia a diferentes tipos de estresse nem sempre isto é observado. Por exemplo,
Wilson et al. (2006) observaram que o extrato de mirtilo (blueberry) aumenta a

longevidade e a resisténcia ao estresse térmico, mas ndo oxidativo, do C. elegans.

A resposta celular ao choque térmico causa desnaturacdo e agregacao protéica e
muito dos efeitos fenotipicos e morfoldgicos deste estresse podem ser explicados pela
agregacdo de proteinas e desequilibrio da homeostase protéica (HASLBECK et al.,
2004). Assim, é possivel propor que os efeitos do EHC sejam especificos para aliviar a
injaria do estresse oxidativo e ndo do térmico uma vez que os flavondides sdo capazes
de neutralizar cations diretamente. Entretanto, se considerarmos os efeitos observados
da quercetina no C. elegans, vérios trabalhos j& foram publicados mostrando que a
quercetina aumenta a termotolerancia no C. elegans (KAMPKOTTER et al., 2007;
KAMPKOTTER et al., 2008; SAUL et al., 2008; PIETSCH et al., 2009).

J& existe um grande corpo de evidéncias mostrando que existe uma forte
correlacdo entre extensdo do tempo de vida e a resisténcia a multiplos estresses. Pelo
fato do ECH ter aumentado a resisténcia ao estresse oxidativo, também foi avaliado o
seu efeito sobre a sobrevivéncia do C. elegans em condi¢des normais. Os ensaios de
longevidade foram realizados a 20°C e 25°C. A longevidade do C. elegans é afetada
pela temperatura (GEMS et al., 1998). Animais crescendo a 25°C possuem uma
longevidade mais curta do que aqueles crescendo a 20°C, apesar de ambas temperaturas
estarem dentro da faixa normal para C. elegans. Independente da temperatura usada,
ndo foi observado um aumento da longevidade, nem no tempo de vida médio e méaximo.
Apesar da andlise da capacidade antioxidante in vitro ser uma estratégia promissora para
identificar novos compostos com potencial para aumentar a longevidade, nem sempre
isto é observado. Através de uma triagem de 34 extratos de plantas, Pun et al. (2009)
mostraram que nem sempre as propriedades antioxidantes observadas in vitro e in vivo

para 0os extratos tiveram um efeito na longevidade. Isto sugere que outros fatores
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provavelmente podem estar envolvidos no controle da longevidade (GRUBER et al,
2009; PUN et al., 2009).

5.1.2 Dosagens Bioquimicas

Pelo fato da EHC ter propiciado um significante efeito antioxidante in vivo no C.
elegans, foi avaliado em seguida também seu efeito sobre a atividade de uma enzima

antioxidante e sobre os niveis de marcadores de estresse oxidativo.

Em relagdo a enzima antioxidante, foi avaliada a atividade da catalase. A enzima
catalase participa do sistema endogeno de defesa antioxidante, sendo responsavel, em
conjunto com a enzima superoxido dismutase, pela neutralizacdo de radicais
superdxido, nocivos ao organismo, transformando-os em &gua e oxigénio molecular
(SCHAUSS, 2006). A analise da atividade da catalase in vivo no C. elegans mostrou
que o tratamento com ECH ndo causou nenhuma alteracdo em relacdo aos animais ndo
tratados. Estes resultados foram semelhantes aos resultados observados in vivo por
Padua (2010). Neste trabalho, ele analisou o efeito do tratamento de 5 ug/mL de EHC
por 7 dias na dieta de ratos e também ndo detectou nenhuma diferenca no nivel da
atividade da catalase. Apesar da concentracdo e tempo de tratamento usados neste
trabalho e por Padua (2010) serem diferentes, estes resultados sugerem que o EHC néo
exerce nenhum efeito sobre a atividade da catalase em condigdes normais.
Considerando que a quercetina ¢ um dos principais flavondides presente na carqueja, é
interessante ressaltar que a administracdo da quercetina isolada na dieta ndo afetou a
atividade de CAT, SOD,GST e GPx no figado de ratos tratados (YOUSEF et al., 2010).

Além da andlise das atividades da catalase como um marcador do status
antioxidante, foram também analisados os niveis de sulfidrilas totais e proteina
carbonilada como marcadores de estresse oxidativo no C. elegans. Os radicais
sulfidrilas representam o0s grupos tidis encontrados em proteinas, na glutationa e em
outros compostos de baixo peso molecular. Os tidis podem ser oxidados quando o
estresse oxidativo esta elevado, tendo assim seus niveis diminuidos (WISDOM et
al.,1991). Ja os grupos carbonilicos representam o dano oxidativo a proteinas, podendo
constituir analise do estado oxidativo do organismo. Para ambos os parametros, ndo foi

observada alteracdes provocadas pelo tratamento com EHC. Padua (2010) também
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relata que o tratamento in vivo com 50 ug/mL de EHC néo alterou os niveis de proteina
carbonilada e de GSH.

Uma justificativa para ndo ter sido observada quaisquer variagdo nestas dosagens
é porque eles sdo mais adequados para avaliar alteracGes em condicOes de estresse que
ndo foi o caso deste trabalho. E possivel supor que uma mudanca nestes parametros
possa ser observada se o0 tratamento tivesse sido feito com 50 mg/mL de EHC uma vez
que este promoveu uma reducdo da resisténcia ao estresse oxidativo. Neste caso,
poderia ser esperada uma reducdo dos radicais sulfidrilas e um aumento dos niveis de
proteina carbonilada. Outro cenario onde poderia ser observada uma alteracdo nestas
dosagens seria tratar previamente o C. elegans com EHC e entdo submeté-los a uma
condig&o de estresse. Se o tratamento com EHC tiver algum efeito protetor antioxidante,
poderia ser esperado que o tratamento prévio com EHC aumentasse 0s niveis de
sulfidrilas totais e reduzisse os niveis de proteina carbonilada em comparacdo aos
animais somente submetidos ao estresse oxidativo. Na realidade, alguns autores relatam
que o tratamento com polifendis ndo afeta marcadores bioquimicos em relacéo ao grupo
controle (SPADA et al., 2009; YOUSEEF et al., 2010). Yousef et al. (2010) observaram
que o tratamento de ratos com paracetamol reduziu a atividade de SOD, CAT, GST e
GPx mas que no grupo de animais tratados com paracetamol e quercetina a atividades
destas enzimas foram restauradas para niveis normais de animais ndo tratados. De
maneira semelhante, Spada et al., (2009) mostrou que no homogenato do cortex
cerebral, hipocampo e cerebelo de ratos tratados com H,0, a atividade de SOD e CAT
estdo aumentadas e quando sdo tratados previamente com a polpa do acai a atividade

destas enzimas retornam para niveis normais do grupo controle.

5.2 MECANISMOS DE ACAO DO ECH

As propriedades bioldgicas de extratos de plantas e flavondides tém sido
intensamente investigada in vitro e em sistemas ex vivo e in vitro de mamiferos. Estes
compostos e extratos podem agir como anti- ou pro-oxidantes influenciando o sistema
redox celular e/ou modulando vias de sinalizagdo (WILLIAMS et al. 2004). Por esta
razdo, os mecanismos de sua acdo bioldgica ainda séo objetos de intensa investigacéo.

Neste sentido, o C. elegans € um excelente modelo para determinar o potencial protetor
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dos flavonoides e extratos vegetais, bem como investigar os mecanismos moleculares
da sua agdo (WU et al., 2002;. SMITH & LUO, 2003; GUTIERREZ-ZEPEDA et al.,
2005, BROWN; EVANS; LUO, 2006, WILSON et al., 2006; KAMPKOTTER et al.,
2007). No presente estudo, foi mostrado que o tratamento de C. elegans com EHC
aumentou a sua sobrevivéncia em estresse oxidativo, porém sem aumentar a resisténcia

em condicOes de estresse térmico e em condi¢des normais.

Considerando que os antioxidantes podem atuar diretamente devido a sua
capacidade de captar radicais das substancias ou indiretamente através da modulacéo de
diferentes vias de sinalizagcdo levando um aumento da resisténcia ao estresse oxidativo,
0 presente trabalho se propds também tentar elucidar o possivel mecanismo de acdo da
atividade protetora do EHC. Em C. elegans dois fatores de transcricdo, DAF-16 e SKN-

1, promovem a expressdo de enzimas antioxidantes ou de detoxificacéo.

5.2.1 Avia de sinalizagdo SKN-1/p38 MAPK

No C. elegans, a conservada via de sinalizacdo SKN-1/p38 MAPK é responsavel
pela ativacdo de genes de fase Il de detoxificacdo durante estresse oxidativo e na
regulacdo da longevidade em condi¢fes normais, de restricdo caldrica e de sinalizacédo
reduzida da insulina (TULLET et al., 2009).

Para investigar se 0 aumento da resisténcia ao estresse observado no C. elegans
tratado com EHC ativa a via de SKN-1/p38 MAPK, 0s ensaios de resisténcia ao estresse
oxidativo foram repetidos usando os mutantes skn-1(RNAI) e sek-1(km4). Os resultados
mostraram que os mutantes skn-1(RNAi) e sek-1(km4) néo tiveram a sobrevivéncia em
condicdes de estresse oxidativo aumentada com o tratamento com EHC. Este resultado
sugere que o aumento da resisténcia ao estresse oxidativo promovido por EHC depende
da ativacdo da via SKN-1/p38 MAPK. Infelizmente, os resultados com SKN-
1B/C::GFP foram inconclusivos pois, ao que tudo indica, esta perdeu a linhagem
transgénica. A analise conjunta destes resultados indica uma aparente contradicdo uma
vez que o0 aumento da resisténcia ao estresse oxidativo promovido EHC depende de
SKN-1/p38 MAPK, mas ainda falta realizar outros experimentos para corroborar este
dado. Alem de obter nova amostra do transgénico SKN-1B/C::GFP, também se

pretende analisar a expressédo de genes alvo de SKN-1 tais como gcs-1 e gst-4.
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5.2.2. A via de sinalizacdo de DAF-16

O fator de transcricdo DAF-16/FOXO ativa a expressao de genes que aumentam a

longevidade e a resisténcia ao estresse (MURPHY et al., 2003).

Os resultados realizados com o mutante daf-16(mgDf47) indicam que o aumento
da resisténcia ao estresse oxidativo promovido pelo com EHC também depende de
DAF-16. Entretanto, ndo foi observada a inducdo de DAF-16::GFP com o tratamento
de EHC. E possivel que o tempo usado para analisar este transgénico ndo tenha sido o
mais adequado, 48 horas desde o estagio L1. Varios autores analisaram a localizacao
subcelular de DAF-16::GFP apenas ap0s 1 a 24 horas ap6s a inducdo (PRZYBYSZ et
al., 2009; POWOLNY et al., 2011). J& foi demonstrado que a quercetina é capaz de
aumentar a localizacdo nuclear de DAF-16::GFP com ap06s 72 horas com o tratamento
de quercetina (KAMPKOTTER et al., 2007; KAMPKOTTER et al., 2008).

Assim, 0 que pode ser sugerido no presente trabalho é de que EHC aumenta a
resisténcia ao estresse oxidativo de uma maneira SKN/p38 MAPK e DAF-16
dependente. Porém as analises de genes repéteres realizadas até o momento nao

corroboraram estas observacoes.

Como ndo existem dados sobre tratamento de carqueja em C. elegans as
comparagbes que podem ser feita se baseiam nos estudos de quercetina. Ja foi
demonstrado que esta aumenta a resisténcia ao estresse oxidativo e longevidade e que
nédo depende de skn-1 e daf-16 (SAUL et al., 2008; PIETSCH et al., 2009), mas sim de
daf-2, age-1, sek-1, e unc-43 (PIETSCH et al., 2009). Os resultados de Pietsch et al.
(2009) implicam que a via de sinalizacdo da insulina (11S) representados por daf-2 e
age-1, da p38 MAPK representado por sek-1 e da via de sinalizacdo da proteina quinase
dependente de Ca(+2)-Calmodulina (CaMK) representado por unc-43 estdo envolvidos
nas propriedades antioxidantes e pro-longevidade da quercetina observada no C.
elegans. Se para Saul et al. (2008) e Pietsch et al. (2009), a resisténcia ao estresse
oxidativo e longevidade modulado pela quercetina ndo depende de daf-16 como
explicar a localizacdo nuclear de DAF-16::GFP observada por Kampkoétter et al. (2007)
e Kampkdatter et al. (2008)? Ja foi demonstrado que a translocacdo de DAF-16 pode nédo
ser efetiva se cofatores nucleares estiverem faltando (HENDERSON:; BONAFE;

JOHNSON, 2006). Na nossa experiéncia € necessario ter um critério e um procedimento
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metodologia muito bem estabelecido uma vez que na linhagem transgénica de DAF-
16::GFP, a ativacdo nuclear desta é facilmente induzida. Por tanto, da mesma maneira
que foi sugerido para investigar o envolvimento de SKN-1 no tratamento com EHC, é
importante também avaliar a induc@o de genes efetores de DAF-16 para corroborar 0s
resultados. Esta premissa esta em parte de acordo com os achados de Kampkaétter et al.
(2008) que mostrou que a expressao de um alvo de DAF-16, sod-3, ndo é induzida, mas

sim reprimida ap0s o tratamento com quercetina.

Alimentos funcionais sdo um dos segmentos que mais cresce dentro da industria
de alimentos. Este mercado é movido pelo aumento do tempo de vida da populacéo,
aumento do custo de assisténcia & salde, avancos tecnoldgicos na producdo de
alimentos e consciéncia dos beneficios de uma dieta saudavel. Apesar do
desenvolvimento de drogas e farmacos ser necessario para tratar de problemas de saide
especificos, a intervencdo nutricional através de alimentos funcionais pode ser uma
maneira efetiva de melhorar a qualidade de vida. Conseqglientemente, estudo sobre
ingredientes alimentares com propriedades antioxidantes é de grande interesse. Assim, é
importante avaliar estas propriedades em sistemas bioldgicos in vivo. O C. elegans se
tornou um organismo modelo central na pesquisa de longevidade e estresse oxidativo.
Os motivos que levaram a isto se devem ao fato de ser um organismo multicelular com
0 genoma ja completamente seqiienciado e possuir vias de metabdlicas conservadas
entre mamiferos, o que permite explorar 0s mecanismos genéticos que controlam a
longevidade e resisténcia ao estresse. Neste contexto, este trabalho destaca-se por ser o
primeiro a avaliar as propriedades antioxidantes do EHC através da abordagem global
dos seus efeitos em organismo como um todo mostrando que este aumenta a resisténcia

ao estresse oxidativo e que é possivelmente através de SKN-1 e DAF-16.

58



CAPITULO G

CONCLUSOES



O tratamento do C. elegans com EHC aumenta a resisténcia ao estresse oxidativo,

mas ndo € dose dependente.

A concentragcdo de EHC que promoveu a maior resisténcia ao estresse oxidativo
foi de 5 mg/mL.

O tratamento com 50 mg/mL de EHC foi toxico pois reduziu a sobrevivéncia do
C. elegans em condicGes de estresse oxidativo em comparacdo com tratamento de

5 mg/mL.

O tratamento do com 5 mg/mL de EHC ndo aumenta a sobrevivéncia e a
resisténcia do C. elegans nem condicGes de estresse térmico e nem em condigdes

normais.

O aumento da resisténcia ao estresse oxidativo promovido pelo EHC foi
dependente das vias de sinalizacdo SKN-1/p36 e DAF-16, uma vez que o
tratamento com EHC ndo aumentou a sobrevivéncia dos mutantes skn-1(RNAI),

sek-1 e daf-16 em condicGes de estresse oxidativo.

As andlises dos genes repérteres SKN-1B/B::GFP e DAF-16::GFP realizadas até

0 momento nao corroboraram estas observac;()es.
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