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RESUMO

O elevado consumo de frutas esta associado com uma reducdo na incidéncia de
doencas nao degenerativas, incluindo cancer e doencas do coracéo. As frutas contém
altos niveis de componentes biologicamente ativos que conferem beneficios a saude,
além do valor nutricional basico. Dentre estes os antioxidantes naturais tém atraido a
atencao devido sua seguranca e efeito terapéutico em potencial. Estes antioxidantes
sao capazes de atuar como sequestradores de radicais livres, captadores de peroxido
e oxigénio singleto e inibidores de enzimas. A Jabuticaba (Myrciaria cauliflora)
pertence a familia Myrtaceae e € uma fruta nativa da Mata Atlantica do Brasil, esta
tem sido utilizada no tratamento de varias doencas, como asma e diarreia. Tem sido
relatado que o fruto da jabuticabeira tem alta concentracdo de taninos, vitamina C e
flavondides, especialmente na sua casca, 0 que indica um grande potencial
antioxidante e, assim, um possivel papel na prevencdo de varias doencas
relacionadas com o estresse oxidativo. Para avaliar isto, 0 nematoide Caenorhabditis
elegans tem sido amplamente utilizado em estudos e envelhecimento e toxicidade
devido suas inumeras vantagens: tamanho reduzido, ciclo de vida curto, alta
reprodutibilidade e manipulacdo genética. O objetivo do estudo foi avaliar a atuacéo
do extrato de jabuticaba frente a mdultiplos estresses em C. elegans. O extrato foi
preparado a partir de uma extracdo etandlica das frutas, nesta dosou-se seu contetdo
fendlico e sua atividade antioxidante in vitro pelos métodos DPPH e FRAP, os animais
foram expostos as concentracdes de 5, 10, 50, 100 e 250 GAE/mL durante 30 minutos.
Apébs a exposicao do extrato pode-se observar que as concentracdes testadas nao
apresentaram toxicidade para o nematoide, através dos ensaios de sobrevivéncia e
reproducdo, e ainda foi capaz de estender a vida do verme. Em relacéo aos estresses,
mostrou-se capaz de proteger significativamente contra o estresse oxidativo causado
pela juglone e contra o estresse térmico causado a 37°C. Entretanto, 0 mecanismo de
atuacao do extrato ndo é totalmente compreendido, porém ha pistas que indicam que
este pode estar modulando daf-16, um importante fator de transcricdo responsavel

pela transcricdo de diversas proteinas antioxidantes.

Palavras-Chave: Jabuticaba, Antioxidante, Estresse Oxidativo, C. elegans.
ABSTRACT



High fruit consumption is associated with a reduction in the incidence of non-
degenerative diseases, including cancer and heart disease, fruits contain high levels
of biologically active components that confer health benefits, as well as the basic
nutritional value. Among these, natural antioxidants have attracted attention because
of their safety and potential therapeutic effect. These antioxidants are able to act as
free radical scavengers, singlet oxygen and oxygen scavengers and enzyme inhibitors.
The jabuticaba (Myrciaria cauliflora) belongs to the family Myrtaceae and is a native
fruit of the Atlantic Forest of Brazil, this has been used in the treatment of several
diseases, such as asthma and diarrhea. It has been reported that the fruit of the
jabuticabeira has high concentration of tannins, vitamin C and flavonoids, especially in
its bark, which indicates a great antioxidant potential and, thus, a possible role in the
prevention of several diseases related to oxidative stress. To evaluate this, the
nematode Caenorhabditis elegans has been widely used in studies and aging and
toxicity due to its numerous advantages: reduced size, short life cycle, high
reproducibility and genetic manipulation. The objective of the study was to evaluate
the performance of jabuticaba extract against multiple stresses. The extract was
prepared from an ethanolic extract of the fruits, in which it was measured its phenolic
content and its antioxidant activity in vitro by the DPPH and FRAP methods, the
animals were exposed to concentrations of 5, 10, 50, 100 and 250 GAE/mL for 30
minutes, after this exposure it can be observed that the extract did not show toxicity to
the nematode, through the survival and reproduction tests, and was still able to extend
the life of the animal. Faced with the stresses, it was able to protect significantly against
the oxidative stress caused by juglone and against the thermal stress caused at 37°C.
The mechanism of action of the extract is not fully understood, but there are clues that
indicate that it may be modulating daf-16, an important transcription factor responsible

for the transcription of several antioxidant proteins.

Keywords: Jabuticaba, Antioxidant, Oxidative Stress, C. elegans.
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1 INTRODUCAO

O elevado consumo de frutas esta associado com uma redugéo na incidéncia
de doencas ndo degenerativas, incluindo cancer, doencas do coracao, inflamacéao,
artrite, deplecdo do sistema imunoldgico, disfuncdo cerebral e catarata (RUFINO,
2010). As frutas contém altos niveis de componentes biologicamente ativos que
conferem beneficios a saude, além do valor nutricional basico. Dentre esses
componentes biologicamente ativos, 0os antioxidantes naturais tém atraido a atencao
dos pesquisadores devido sua seguranca e efeito terapéutico em potencial. Estes
antioxidantes sao capazes de atuar como sequestradores de radicais livres,
captadores de perdxido e oxigénio singleto, além de inibidores de enzimas ou
sinérgicos (KERLEY, 2018).

Fisiologicamente, o dano oxidativo gerado normalmente no organismo é
balanceado pelas defesas antioxidantes enddgenas. Porém uma prote¢éo adicional
fornecida pelos elementos nutritivos e ndo nutritivos provenientes de alimentos é de
vital importancia para a prevencao de doencas. Nesse sentido, a geracao de radicais
livres € importante tanto em sistemas alimentares como nos sistemas biologicos. A
oxidacdo é um processo biolégico essencial para a producdo de energia em muitos
organismos vivos. No entanto, o excesso de espécies reativas de oxigénio (ROS)
produzidas in vivo durante algumas reacdes oxidativas, é fortemente associado com
a peroxidacao lipidica de macromoléculas biolégicas a qual esta relacionada com o
desenvolvimento de certas doencas como cancer, inflamacdo, arteriosclerose,
diabetes e envelhecimento (XIE, 2018).

Considerado como um dos paises com a mais rica biodiversidade do mundo, o
Brasil vem utilizando de forma ineficiente seus recursos naturais (CALIXTO, 2005).
Além disso, as plantas tém sido de importancia crucial para a sautde humana ha
séculos (BALBANI, 2009). Os extratos de algumas plantas possuem diversas
atividades biologicas como antioxidantes, anti-tlcera, anti-malaria, anti-cancer,
antinflamatorias, antidiabética entre outras. Geralmente a atividade antioxidante
destes extratos é atribuida, principalmente, a presenca de compostos fendlicos como
flavonoides, acidos fendlicos e diterpenos. Estes compostos polifendlicos atuam
inibindo varias enzimas oxidativas e inflamatérias, além de atuarem como
sequestradores de radicais livres e ROS (VALCHEVA-KUSMANOVA, 2018).
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Sabe-se que frutos coloridos sdo uma fonte potencialmente rica de muitos
compostos fenolicos e flavonoides da dieta e acredita-se que podem desempenhar
um papel importante na prevengéo de muitas doencas oxidativas e inflamatorias. Com
isso, ao fazer melhor uso dos produtos vegetais naturais brasileiros através de sua
utilizacdo em pesquisas de extracao e tecnologia, podemos obter novos tratamentos
ou até mesmo a cura para muitas doencas e disturbios ainda sem tratamento (ARTS,
2005).

Neste contexto a jabuticaba (Myrciaria cauliflora) pertence a familia Myrtaceae
e é uma fruta nativa da Mata Atlantica do Brasil, apresentando ocorréncia espontanea
por uma extensa faixa do pais, ou seja, dos estados do Para ao Rio Grande do Sul
(PEREIRA, 2003). A Myrciaria cauliflora tem sido utilizada no tratamento de vérias
doencas, sendo a sua casca utilizada popularmente no tratamento de hemoptise,
asma, diarreia e inflamacéo cronica das amigdalas (SANTOS, 2009). Os poucos
estudos que tém sido feitos sobre os constituintes quimicos, especialmente em
relacao as fracdes dos frutos, sao apresentados principalmente em publica¢des locais.
No entanto, tem sido relatado que o fruto da jabuticabeira tem alta concentragéo de
taninos, vitamina C e flavonoides, especialmente na sua casca, o que indica um
grande potencial antioxidante e, assim, um possivel papel na prevencéo de varias
doencas relacionadas com o estresse oxidativo (WU, 2013).

O nematoide de vida livre Caenorhabditis elegans tém sido muito utilizado como
modelo experimental em diversos estudos, devido sua facil manipulacdo e
manutencdo, mantidos em placas com meio NGM e bactéria Escherichia coli como
alimento. As diversas vantagens de seu uso incluem: seu ciclo de vida curto (variando
de 20 a 25 dias), alta reprodutibilidade, tamanho reduzido (aproximadamente 1mm
guando adulto) e possuir homologia com o0 genoma humano, visto que, o0 genoma dos
nematoides foi sequenciado em 1988. C. elegans por ser um modelo mais simples, é
um 6timo modelo para estudos de toxicidade, pois permite a identificacdo do beneficio

de extratos de frutas e plantas em estudos preliminares (DEUSING, 2015).
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2 CONCEITOS GERAIS E REVISAO DE LITERATURA

2.1 Estresse oxidativo

A oxidacdo de biomoléculas é essencial para o funcionamento do organismo,
tendo em vista que é parte fundamental para a geracéo de energia para as células. A
geracdo dos radicais livres ocorre de forma fisioldgica, em varios processos
metabdlicos, e de maneira continua (BARREIROS, 2006). Os radicais livres séo
moléculas e atomos que apresentam um elétron desemparelhado em sua Ultima
camada de valéncia, esta auséncia de emparelhamento proporciona para a molécula
uma alta reatividade e instabilidade, permitindo reacdo com membranas biolégicas,
DNA, &cidos graxos e carboidratos (BARBOSA, 2010). Durante a respiracao celular e
geracao de ATP nas mitocondrias celulares é quando ocorre a maior formagéo destes
radicais, principalmente derivados da molécula de oxigénio (O2), estas espécies
reativas de oxigénio (EROs) dividem-se em anion radical superoxido (Oz*), peréxido
de hidrogénio (H20:2) e radical hidroxila (*OH). Através de um sistema antioxidante
eficiente, estas moléculas séo rapidamente degradadas e mantém-se a homeostase
fisiologica (VASCONCELQOS, 2007).

A homeostase é mantida pelos sistemas antioxidantes que realizam a remocéao
e inibicdo destes radicais, porém quando ha uma deficiéncia nestes sistemas ou
quando h& uma producdo excessiva dos radicais, superando o limiar de atuacao
destas defesas, ocorre a instalagcdo de um processo denominado estresse oxidativo.
Com o aumento da oxidacdo de moléculas e tecidos, o processo torna-se cada vez
mais crénico e desenvolvem-se enfermidades como cardiopatias, aterosclerose,
diabetes, problemas pulmonares e cancer (NIKI, 2018).

Como forma de combater os radicais livres, existem as substancias
antioxidantes, que tem como funcdo ceder um elétron para que este radical se
estabilize e, consequentemente, reduza sua reatividade, minimizando os danos aos
tecidos (GONCALVES, 2008). O sistema de defesa antioxidante pode ser divido em
dois grupos: complexos enzimaticos como superdxido dismutase (SOD), catalase e
glutationa peroxidase (GPx) e ndo enzimaticos que consistem em substancias
advindas da alimentagdo como vitaminas, carotenoides e compostos fendlicos
(FERREIRA, 2009).
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A superoxido dismutase (SOD) € uma enzima que apresenta um grupo
prostético que pode ser cobre-zinco ou manganés, tem como funcdo neutralizar o
anion superoéxido (Oz) em peroxido de hidrogénio (H202) e oxigénio molecular (O2),
tendo como cofator o préton H* (FIGURA 1A). A catalase, por sua vez, realiza a
conversao do peroxido de hidrogénio em agua e oxigénio molecular, necessitando de
NADPH para sua atividade (FIGURA 1B), estas duas enzimas em conjunto conferem
protecdo para células aerébias (FERREIRA, 2009). Além destas enzimas, ainda ha a
glutationa peroxidase (GPx) que para sua agao apresenta como coenzima a glutationa
reduzida (GSH), esta substancia apresenta diversos papéis no interior da célula como
participacdo do estoque e transporte de cisteina, funcdo imunoldgica, proliferacao
celular e principalmente como antioxidante e detoxificante (NETO, 2010). A enzima
GPx ira realizar a conversao do peréxido de hidrogénio e perdxidos organicos em seus
respectivos alcoois (FIGURA 1C) (FERREIRA, 2009).

Figura 1: Representacdo da atuacdo das enzimas superdxido dismutase (SOD),
catalase e glutationa peroxidase (GPx).

A 0,+6- — O
Oxigénio Superdxido
20;+2H+ » 02+H202
Suporéx:csl% gl)amutase Peroxido de
hidrogénio
(cobre-zinco ou manganés)
B 0, ———— HO0 + 1O
H + %
£ Catalase . ’
ferro
C
HO, + 2 GSH > 2H0 + GSSG
Glutatiao Glutatido Glutatiao
peroxidase oxidado
(selénio)

20H* +2GSH — 2 Hzo + GSSG
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As vitaminas, principalmente A, C e E, e os carotenoides inibem o estresse
oxidativo por capturarem os radicais livres e/ou atuando como agentes redutores e
estabilizando estes radicais pela doacéo de elétrons. A vitamina C ainda apresenta a
capacidade de regenerar a forma ativa de outras vitaminas e glutationa para que
realizem o papel antioxidante (BONI, 2010). Os compostos fendlicos incluem diversas
classes de substancias e, dessa forma, sua atuacdo depende principalmente de sua
estrutura quimica, estas sado capazes de sequestrar ou neutralizar agentes pro-
oxidantes e quelar metais de transicdo, impedindo a iniciagdo, propagacado e
instalacdo do dano oxidativo (SOUSA, 2007)

2.2 Consumo de frutas e seus compostos bioativos

A alimentacéo saudavel, rica em frutas e legumes, proporciona uma nutricao
saudavel, além de minimizar o risco do desenvolvimento de doencas crénicas, como
diabetes, doencas cardiovasculares, inflamacdes e cancer (ARTS, 2005). Estes
alimentos apresentam diversas atividades, pois sdo compostos por diversas
substancias que em conjunto atuam promovendo a saude, porém o consumo de frutas
e legumes ainda € baixo, principalmente no Brasil. Segundo pesquisas, cerca de 40%
dos brasileiros consumem este tipo de alimento, o que € preocupante, tendo em vista
que o Brasil € um dos principais produtores e exportadores de frutas (SEBRAE, 2015).

A organizacdo mundial da saude (OMS) indica o consumo diario de 400
gramas de qualquer tipo de fruta, como forma de profilaxia frente a doencas cronicas,
pois desta forma o individuo estaria nutrido com a maioria dos micronutrientes, fibras
e outras substancias essenciais (OMS, 2002). Os biocompostos mais abundantes nas
frutas sdo os compostos fendlicos e destes vem as maiores atividades biologicas
exercidas.

Os compostos fendlicos sdo uma classe que apresenta a maior diversidade
de substéncias, pois ocorre uma grande variedade de combinac¢des na natureza e os
resultantes sdo subdivididos em diversas subclasses (HARBORNE, 1989).
Apresentam em sua composicdo, obrigatoriamente, um anel aromatico onde ao
menos um hidrogénio € substituido por grupamento hidroxila (FIGURA 2), este
esqueleto carbdnico € o responsavel pela principal divisdo existente (SCHENKEL,
2010).
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Figura 2: Estrutura basica de um composto fendlico.

CH

Distribuem-se amplamente nas angiospermas e gimnospermas, porém
raramente sdo encontrados na sua forma livre, mas combinados na forma de ésteres
e heterosideos, esta composicdo quimica fornece para estas substancias uma alta
solubilidade em &gua e solventes organicos polares. Além disto, apresentam alta
reatividade e para seu isolamento necessitam apenas de solucdes fracamente
basicas, tendo em vista que a maioria das substancias apresentam caracteristicas
acidas. Por outro lado, sdo substancias facilmente oxidaveis, seja pela acao da luz,
calor, metais e enzimas, levando a subprodutos de oxidacdo menos ativos
(SCHENKEL, 2010).

Desempenham diversas fun¢des nos vegetais, entre elas esta a contribuicdo
para o sabor, odor e cor destes, sendo utilizados como corantes e flavorizantes de
alimentos e bebidas. Aliado a isto, apresentam aplicacbes farmacolégicas, onde
diversos medicamentos, a base de compostos fendlicos, ja se encontram no mercado
farmacéutico, como por exemplo, o guiacol utilizado como expectorante (SCHENKEL,
2010).

2.3 Jabuticaba (Myrciaria cauliflora)

Segundo classificacdo botanica a jabuticaba pertence a familia Myrtaceae,
género Myrciaria e a espécie Myrciaria cauliflora. Pode ser encontrada em outra
denominacéo, devido a divergéncias botanicas, como Plinia cauliflora (GOVAERTS,
2008). A jabuticabeira € uma arvore nativa do Brasil, mais precisamente da Mata
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Atlantica, e distribui-se em uma ampla faixa que compreende os estados do Para ao
Rio Grande do Sul (PEREIRA, 2003).

A jabuticabeira € uma arvore que demora cerca de vinte anos para frutificar e
foi descrita inicialmente em 1828, porém sua origem é desconhecida. O fruto € uma
baga lisa, sub-globular, preto-purpura quando maduro com cerca de 1,6 — 2,2
centimetro de didmetro e pode conter de 1 a 4 sementes (GOMES, 2007). A casca €
fina e muito fragil e a polpa tem uma cor que varia do branco a translicido com sabor
doce a levemente acido (WHALEN, 1997). Deve ser cultivada sob sol com um solo
rico em matéria organica, devendo receber irrigacdo de agua regularmente,
principalmente nas etapas de floracao e frutificacao.

Para a industria, € possivel criar varios produtos alimenticios utilizando os frutos
da jabuticaba, como vinhos, sucos, licores, geleias e vinagres, isto devido a sua
semelhanca morfolégica com a uva, porém este fruto ainda apresenta-se pouco
explorado economicamente, mesmo com a aceitagdo de seus produtos (SILVEIRA,
2006). Além disto, a jabuticaba tem sido amplamente pesquisada devido aos seus
teores de compostos bioativos como flavonoides, taninos, vitamina C, estas
substancias conferem uma alta capacidade antioxidante que deve ser melhor
explorada (WU, 2013).

Estudos anteriores utilizando a jabuticaba descreveram diversas atividades
inerentes a este extrato, como o efeito protetor e indutor de reparo ao DNA pelo extrato
da semente sobre a genotoxicidade induzida pela ciclofosfamida (SILVA, 2016). Além
disto, alguns estudos tém demonstrado uma atuacdo em doencas crénicas como
hipertenséo e diabetes, diminuindo a complicacéo de seus quadros, foi observado que
o extrato de jabuticaba apresentou capacidade scavenger de radicais livres e reduziu
danos renais e cardiacos em ratos hipertensos (SOUZA, 2017) e também atenuou um
quadro de nefropatia diabética por suprimir o estresse oxidativo e inflamacao induzido
por um tratamento conjunto de estreptozotocina e nicotinamida em camundongos

(HSU, 2016).

2.4 Caenorhabditis elegans
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Diversas pesquisas sdo realizadas anualmente visando a procura de
substancias naturais que promovam a saude e minimizem os danos, buscando uma
férmula perfeita para prolongar a vida. Para isto, utilizam-se mamiferos como modelos
experimentais, pois sao mais semelhantes aos humanos, destacando ratos,
camundongos e coelhos. Em contrapartida, discussfes tém sido realizadas para
melhorar as condi¢cdes destes animais durante estes estudo. Neste sentido surge um
projeto denominado 3Rs, do inglés Reduction (reducéo), Refinement (refinamento) e
Replacement (substituicdo), esta iniciativa tem como objetivo diminuir o niumero dos
animais utilizando, assegurando sua integridade sem alterar a qualidade dos
resultados cientificos obtidos (VICTAL, 2014).

Neste contexto, estudos in vitro e in silico, tem sido utilizados para substituir o
uso de animais e atuam como auxiliares na pesquisa, pois muitas vezes proporcionam
resultados preliminares (VICTAL, 2014). Além disso, modelos alternativos surgem
para dar assisténcia as pesquisas e diminuir a experimentacdo com mamiferos.
Dentre os principais representantes destes modelos sdo: Caernohabditis elegans,
Drosophila melanogaster e zebrafish, que sdo mais faceis de manter e manipular,
sendo muitas vezes preferidos para realizacdo de pesquisas (CHATTOPADHYAY,
2018).

O nematoide Caenorhabditis elegans sera utilizado no presente estudo, este
pertence a familia Rhabditidae e tem como principal habitar natural os ambientes
terrestres e ndo sao parasitas, sendo considerados animais de vida livre, pois se
alimentam apenas de fungos, bactérias, algas e outros nematoides Sua manutencao
em laboratério envolve placas de petri contendo o meio de cultura NGM (nematode
growth media) e como alimento a bactéria Escherichia coli na sua cepa OP50, mantido
sempre a 20°C (GILBERT, 1988).
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Este modelo apresenta inUmeras caracteristicas que o tornam excelente para
pesquisas de toxicidade e envelhecimento, entre elas: facilidade na manutencéo,
corpo transparente e de tamanho reduzido, ciclo de vida curto (variando de 20 a 25
dias), genoma totalmente sequenciado que apresenta homologia aos mamiferos e alta
reprodutibilidade, uma hermafrodita gravida é capaz de liberar de 200 a 300 ovos em
apenas um ciclo reprodutivo (PARK, 2013). Neste modelo, ainda sdo possiveis
modificacdes genéticas para deletar e/ou marcar genes de interesse utilizando
proteinas fluorescentes, gerando assim cepas transgénicas que irdo fornecer
resultados mais precisos para o estudo, gerando ferramentas estratégicas para a
pesquisa (HULME, 2011).

O ciclo de vida do C. elegans (FIGURA 2) envolve a maturacdo do seu ovo,
estagios larvais (L1 — L4) e a fase adulta, este animal demora cerca de 48 horas para
que atinja a fase adulta e esteja apto para a reproducdo. Porém se durante seu
desenvolvimento este animal sofrer um estresse grande, como auséncia de comida,
estresse térmico ou oxidativo, pode entrar em um estagio larval intermediario
denominado dauer, nesta fase torna-se mais resistente e capaz de viver 60 dias
(HULME, 2011).

Figura 2: ciclo de vida do nematoide Caenorhabditis elegans.
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Véarios estudos tém sido realizados para avaliar atividade antioxidante e
protetora de produtos naturais utilizando este modelo experimental, muitos deles
apresentaram resultados positivos e promissores, indicando diversos produtos como
potenciais agentes detoxificantes e promotores da saude. Dentre eles podemos citar
o extrato de Calycophyllum spruceanum (pau-mulato), amplamente utilizado na
medicina tradicional na regido amazbnica do Brasil, apresentou capacidade de
promover a longevidade e aumentar a resisténcia ao estresse em C. elegans
(PEIXOTO, 2018). Além disso, o extrato de cha verde mostrou-se capaz de aumentar
a longevidade e resisténcia ao estresse em C. elegans (FEI, 2017).

As frutas também apresentam estudos toxicolégicos e que mostrem seus
efeitos benéficos neste modelo experimental, podem-se destacar o extrato da casca
da roma ou extrato de amor que protegem o verme das complicacdes decorrentes de
um quadro de hiperglicemia (BARATHIKANNAN, 2016; YAN, 2017), e ainda o extrato
de cranberry é capaz de minimizar a toxicidade da proteina -amiloide em um modelo
de doenca de Alzheimer (GUO, 2018).

Um dos principais mecanismos de defesa deste nematoide envolve a
transcricdo do fator daf-16 do citosol para o nucleo das células, este fator € capaz de
induzir a transcri¢do de diversas familias de proteinas de defesa para o verme, sendo
capaz de aumentar a defesa antioxidante e a detoxificacdo dos radicais livres

presentes no organismo deste animal (MCLAUGHLIN, 2017).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade do extrato de jabuticaba (Myrciaria cauliflora) frente ao

estresse térmico e oxidativo em Caenorhabditis elegans.

3.2 Objetivos especificos

Obter o extrato de jabuticaba, quantificar os fendlicos totais, bem como avaliar

a atividade antioxidante in vitro do extrato da fruta, pelos testes DPPH e FRAP;

Verificar o efeito do extrato sobre a sobrevivéncia, reproducao e longevidade
dos nematoides;

Analisar sua possivel protecéo ou reversdo contra alguns agentes estressores:

juglone, estresse térmico e luz ultravioleta;

Avaliar o possivel mecanismo envolvido na protecdo gerada pela exposi¢céo ao

extrato de jabuticaba, via translocacao de DAF-16.
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4 METODOLOGIA

4.1 Preparacao do extrato de jabuticaba (Myrciaria cauliflora)

Os frutos da jabuticaba (Myrciaria cauliflora) foram colhidos em seu estagio
maduro nas instalagbes da EMBRAPA-CPACT-Pelotas/RS e foram congelados
previamente ao transporte, que foi realizado em caixas térmicas e na presenca de
gelo. Para a extracdo dos compostos fendlicos, as frutas foram lavadas em agua
corrente e as sementes/caroco foram removidas, sendo a amostra composta de polpa

e casca da fruta.

Para a extracdo dos compostos fendlicos, cem gramas de amostra congelada
foram homogeneizadas com 300 mL de uma solucéo etandlica (95°GL) acidificada
com HCI 1M em béquer protegido da luz, utilizando-se um misturador ultra-turrax por
5 minutos, e a seguir foram colocadas em agitador magnético por 30 minutos. As
amostras foram centrifugadas por 5 min a 3.000 rpm e o sobrenadante foi recuperado.
O residuo foi submetido a nova extracdo como descrito acima, sendo o sobrenadante
misturado ao anterior. O sobrenadante recuperado foi evaporado em aparelho
rotaevaporador utilizando-se temperaturas entre 40-45°C e vacuo. O extrato seco
obtido, ressuspenso em agua milliQ, foi utilizado para as determinacdes de compostos
fendlicos totais (quantificados com Folin; Swain & Hillis, 1959), atividade antioxidante
total (determinada utilizando DPPH; Brand-Williams et al., 1995) e potencial
antioxidante de reducédo de ferro (Benzie & Strain, 1996) (todas as analises serao
realizadas em triplicata). Baseado na quantidade de compostos fendlicos obtidos,
padronizou-se as concentracfes de 5, 10, 50, 100 e 250ug de equivalentes de acido

galico/mL.

4.2 Cepas e manutencao dos Caenorhabditis elegans

As cepas utilizadas durante o estudo foram N2 (tipo selvagem), TJ356 [DAF-
16:GFP] (fator de transcricdo daf-16 marcado com proteina verde fluorescente) e
TK22 [mev-1(knl) lll] (longevidade reduzida). Todas as cepas foram obtidas do
Caenorhabditis Genetic Center (Minesota, USA).

Durante este estudo, os nematoides foram mantidos em meio NGM (nematode
growth media) e bactéria E. coli OP50, como fonte de alimento, conservados em

incubadora a 20°C para que ocorra o desenvolvimento apropriado dos animais.
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4.3 Sincronizagao

Para obtencao dos vermes em seu estagio L1, eles passaram por um processo
de sincronizagao. Este processo consiste na utilizagdo de uma solugéao de hipoclorito
de sddio e hidroxido de sédio, para que assim a cuticula dos vermes gravidos se
rompa e obtenham-se 0s ovos, 14 horas depois as larvas L1, que foram utilizadas

para os tratamentos.

4.4 Ensaio de sobrevivéncia, longevidade e reproducéao

As larvas L1 foram expostas a diferentes concentragdes do extrato em meio
liguido durante 30 minutos e, logo apos, foram acondicionadas em placas contendo
meio NGM e bactéria E. coli OP50, foram assim acondicionados por 48 horas,
mantidos a 20°C. Quando atingiram a fase adulta, ou seja, estagio L4 foram
analisados verificando sua taxa de sobrevivéncia em relagcdo ao grupo controle. Apés
este periodo foram, diariamente, transferidos para novas placas, até que todos
estivessem mortos. Foram considerados mortos todos 0s vermes que nao
responderam ao estimulo do toque. O ensaio de longevidade foi realizado utilizando
as cepas N2 e TK22.

Para o ensaio da reproducao, utiliza-se o0 mesmo protocolo inicial, os vermes
apos atingirem o estagio L4, foram transferidos para novas placas por trés dias,

verificando sua postura de ovos até o fim de sua reproducao.

4.5 Ensaio de estresse oxidativo

As larvas L1 foram expostas a diferentes concentracdes do extrato em meio
liquido durante 30 minutos, logo apds, foram expostas a concentracdo de 75uM de
juglone por 2 horas, segundo padronizacado do laboratério, foram acondicionados em
placas contendo meio NGM e bactéria E. coli OP50. Apés 24 horas foram analisados
verificando sua taxa de sobrevivéncia em relacdo ao grupo controle N2 e grupo

controle positivo.

4.6 Ensaio de estresse térmico
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As larvas L1 foram expostas a diferentes concentracdes do extrato em meio
liquido por 30 minutos, logo apds, foram acondicionadas em placas com meio NGM e
bactéria E. coli e submetidas ao calor de 37°C da estufa bacteriologica por 2 horas.
ApOs 24 horas foram analisados verificando sua taxa de sobrevivéncia em relacdo ao

grupo controle positivo.

4.7 Ensaio de localizacao de DAF-16

Neste ensaio foi utilizado a cepa TJ356 [DAF-16::GFP] os nematoides em
estagio L1 foram expostos ao extrato de jabuticaba durante 30 minutos, logo apés, o0s
animais foram analisados em microscopio de fluorescéncia (FLoid® Cell Imaging

Station), avaliando a migracao do fator de transcricdo do citoplasma para o nucleo.

4.8 Estresse por radiacdo UV

Os animais em estagio L4 foram submetidos a exposicdo com o extrato da
jabuticaba durante 30 minutos, em seguida foram expostos a radiacdo UV em capela
de fluxo laminar (Veco®) durante 10 minutos. Logo apds, 10 vermes foram

transferidos para novas placas e monitorou-se sua mortalidade durante 7 dias.

4.9 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média = DP. Os resultados foram
submetidos a ANOVA de uma ou duas vias de acordo com a necessidade e pés teste

de Tukey ou similar com nivel de significancia p < 0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Efeito antioxidante in vitro do extrato de jabuticaba

As técnicas in vitro sdo utilizadas como estudos preliminares para a avaliacao
antioxidante de extratos, neste sentido inicialmente foi verificada a capacidade
antioxidante do extrato de jabuticaba in vitro utilizando técnicas de quantificacdo dos
compostos fendlicos totais, captura do radical DPPH e reduc¢édo do ion férrico (FRAP).
Pode-se observar que o extrato apresentou capacidade antioxidante e uma grande
guantidade de compostos fendlicos, apresentou uma quantidade de 5.543,908 *
1.047,7ug de equivalentes de acido galico/mL de extrato, 9,22 + 3,73mg de
capacidade de captura do radical DPPH e ainda 45.954,58 + 1.585,7umol de ferro
reduzidos em um grama de fruta (TABELA 1). Na literatura encontram-se alguns
estudos com extratos de frutas ou plantas que também se destacam pela quantidade
de compostos fendlicos, como o extrato das folhas de Vitis vinifera que apresentam
790,59 + 7,31ug de EAG/mL e ainda capacidade de capturar 11,18 £ 0,12 do radical
DPPH (AOUEY, 2016), ainda o extrato de mirtilo apresentou 443, 6 = 17 ug de
EAG/mL e capacidade de reduzir 22,5 + 0,6 pmol de ferro em uma grama de fruta
(BASU, 2016).

Tabela 1: Avaliacdo antioxidante in vitro do extrato de jabuticaba utilizando os ensaios
FRAP, DPPH e guantificacdo de compostos fendlicos.

COMPOSTOS
FENOLICOS
FRAP DPPH (Ug de
(umol FeSOsg?) (mg de fruta/mL) equivalentes
de acido
galico/mL)
5.543,908 +

Myrciaria 45.954,58 + 9,22 +3,73 1.047,7

cauliflora 1.585,7
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Os compostos fendlicos englobam uma grande quantidade de substancias e
desta forma desempenham diversos efeitos bioldgicos, incluindo a captacédo e/ou
reducao de radicais livres presentes no meio. Neste sentido um extrato contendo uma
grande quantidade destes fitoquimicos poderd apresentar uma grande capacidade
antioxidante (WU, 2018). Além disso, uma dieta rica em compostos fendlicos levara a
diversos beneficios ao individuo, levando a prevencédo de diversos quadros que
podem evoluir a disturbios maiores, tendo em vista as diversas propriedades
biolégicas exercidas por estas substancias (NASCIMENTO, 2012).

E importante ressaltar que a técnica de extracdo e preparacdo da amostra
utilizada ird interferir diretamente no resultado obtido, algumas técnicas surgem como
as mais utilizadas para a extracao e preparacdo de extratos de origem vegetal, como
por exemplo, a maceracao, extracao por micro-ondas e extracdo por ultrassom, neste
sentido a maceracdo ainda apresenta-se como a melhor forma de extrair os
compostos de um vegetal, quando comparado com as demais técnicas. Isto esta
relacionado, com a necessidade de encontrar um método que seja capaz de retirar a
grande maioria dos compostos de uma planta ou fruta com o objetivo de criar produtos
que apresentem grande quantidade de nutrientes e capacidade antioxidante,
facilitando os processos industriais (ALBUQUERQUE, 2018).

ApoOs a obtencédo destes resultados in vitro foram calculadas as concentracdes
baseadas na quantidade de compostos fendlicos presentes no extrato, estas
concentracdes foram: 5, 10, 50, 100 e 250ug de EAG/mL que posteriormente foram

testadas no modelo C. elegans.

5.2 Avaliacéo toxicoldgica do extrato de jabuticaba em C. elegans

Para avaliar a atividade in vivo do extrato, primeiramente foi realizada uma
sobrevivéncia e pode-se verificar que o extrato ndo apresentou mortalidade para os
vermes, mantendo a sobrevivéncia nos niveis do controle (FIGURA 4A). Outro
aspecto toxicolégico que pode ser observado nos C. elegans é alteracbes na
reproducdo e novamente o extrato ndo mostrou alteracdes neste parametro (FIGURA
4B). Por outro lado, o extrato nas concentracdes de 10, 50 e 100ug de EAG/mL
mostrou capacidade de promover aumento significativo da longevidade dos animais

guando comparados ao grupo controle (FIGURA 4C).
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Figura 4: Avaliacao toxicolégica do extrato de jabuticaba no nematoide C. elegans
(N2). (A) sobrevivéncia; (B) tamanho da ninhada e (C) longevidade utilizando as
concentragdes de 5, 10, 50, 100 e 250 GAE/mL. *p < 0,05 de significancia por ANOVA.
(n=3).

O nematoide C. elegans destaca-se nestas pesquisas, pois diversos
pardmetros podem ser analisados para visualizar danos toxicolégicos, entre eles
destacam-se a sobrevivéncia e a reproducdo, porém podem-se visualizar danos
neuronais através do comportamento dos animais (RUSZKIEWICZ, 2018). Existem
relatos na literatura que comprovam que a reproducéo é bastante sensivel a danos
externos, muitas vezes a postura dos ovos € acelerada para que haja a reproducao
da espécie ou a toxicidade ocorre nas células reprodutivas levando a defeitos na
reproducéo e diminuicdo do tamanho da ninhada dos animais (WEI-LI, 2018).

Aliado a auséncia de toxicidade, o extrato foi capaz de prolongar a vida Gtil dos
animais, as concentracdes de 10, 50 e 100ug de EAG/mL foram responséveis por este
efeito promotor de longevidade, indicando que o extrato pode estar envolvido no
balanco redox das células, impedindo que haja exacerbacdo dos radicais livres
decorrentes do aumento da idade (ZHAO, 2017). O envelhecimento € um processo
bioldgico inerente a todos os organismos, nesta fase da vida € comum o aparecimento
de diversas doencgas relacionadas a idade, por isto é ideal o consumo de alimentos

gue promovam a saude a fim de retardar estes processos biolégicos (DEVAGI, 2018).

5.3 Extrato de jabuticaba é capaz de promover resisténcia ao estresse oxidativo,

térmico e por UV
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O extrato mostrou-se capaz de reduzir a mortalidade causada pelo pesticida
juglone na concentracdo de 250ug EAG/mL (FIGURA 5A), a juglone € uma das
naftoquinonas mais abundantes, pertence a classe das quinonas e é responsavel
pela producdo de peréxido de hidrogénio e superoxido intracelular, devido a sua
capacidade de aceitar ou doar elétrons facilmente, isto leva a danos a macromoléculas
biolégicas e aceleram o processo de envelhecimento e aparecimento de doencas
(KURTYKA, 2016; BENITES, 2017). A fim de investigar se o extrato apresenta
capacidade de prolongar a longevidade em animais sob estresse, utilizou-se a cepa
TK22, esta apresenta uma mutacao na enzima succinato desidrogenase presente no
citocromo b (complexo 1l) da cadeia transportadora de elétrons, o que leva a perda de
funcdo em mev-1 diminuindo a fosforilacdo oxidativa e consequentemente a
longevidade destes animais (DEVAGI, 2018), os nematoides expostos a concentracao
de 250pg de EAG/mL apresentaram uma tendéncia no aumento da longevidade
quando em comparacdo com 0O grupo controle mev-1, porém esta diferenca nao
mostrou-se significativa (FIGURA 5B), indicando uma possivel atividade

sequestradora de radicais livres.
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Figura 5: Avaliacdo do estresse oxidativo em C. elegans. A) avaliacdo do extrato de
jabuticaba frente a exposicao a juglone (75uM) por 2 horas (N2); B) longevidade
utilizando a cepa TK22 (mev-1) utilizando as concentracdes de 5, 10, 50, 100 e 250ug
de EAG/mL. * Indica diferencas ao grupo controle juglone e # indica diferencas ao
grupo controle *p < 0,05 de significancia por ANOVA. (n = 3).
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Verificou-se também que todas as concentracdes (5, 10, 50, 100 e 250ug de
EAG/mL) do extrato de jabuticaba foi capaz de prevenir o dano causado pelo choque
térmico (FIGURA 6), quando o nematoide foi submetido a 37°C, sendo este um
possivel indicativo de que pode estar modulando o fator de transcrigdo HSF (“heat
shock transcription factor’) que é responsavel pela transcricdo de proteinas
chaperonas ou de choque térmico (SONG, 2018). Estas proteinas apresentam
capacidade de estabilizar proteinas que estado sendo formadas e remodelar proteinas
gue sofreram danos e encontram-se modificadas (PATEL, 2017).
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Figura 6: Exposicdo dos nematoides a 37°C por 2 horas apds a exposi¢cao ao extrato
de jabuticaba nas concentracdes de 5, 10, 50, 100 e 250ug de EAG/mL (N2). * indica
diferencas ao grupo heat shock e # indica diferencas ao grupo controle. *p < 0,05 de
significancia por ANOVA. (n = 3).

A radiacéo ultravioleta é emitida naturalmente pelo sol, porém grande parte ndo
alcanca a atmosfera devido a camada de 0z6nio presente em torno da Terra, esta
radiacdo € capaz de causar danos imunoldgicos e na pele, em caso de exposicao
cronica pode levar a danos irreversiveis e envelhecimento (PRASANTH, 2016). A
concentracdo de 250ug de EAG/mL do extrato de jabuticaba apresentou tendéncia
em proteger os nematoides frente a exposi¢cdo aguda ao UV, porém este resultado

nao mostrou-se significativo (FIGURA 7).
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Figura 7: Exposicdo dos nematoides a radiagdo ultravioleta por 10 minutos apos a
exposicao ao extrato de jabuticaba nas concentracdes de 5, 10, 50, 100 e 250ug de
EAG/mL (N2). *p < 0,05 de significancia por ANOVA. (n = 3).

5.4 O extrato de jabuticaba modula a transcricao de daf-16

O gene daf-2 é responsavel pela codificacdo do IGF-1 (“insulin-like growth
factor”) que esta envolvido no aumento da longevidade e aumento da resisténcia ao
estresse, aliado a este gene esta o sir-2.1 que também modula respostas de
longevidade e estresse, sendo estes dois 0s principais genes que regulam a
expressdo e migracdo de daf-16 do citoplasma celular para o nucleo, onde exerce
seus efeitos (ROHN, 2018). Outro fator predisponente para a migracéo de daf-16 sédo
as espécies reativas de oxigénio, durante um quadro de estresse oxidativo agudo,
estas ROS irdo aumentar sua concentracéo celular e desencadear a migracao de daf-
16 para o nucleo visando a regulacdo de genes envolvidos na detoxificacdo destas
espécies reativas, como por exemplo, sod-1, sod-2 e sod-3 (SENCHUK, 2018). E
importante ressaltar que este fator de transcrigdo presente no C. elegans € homologo
ao FOXO presente em mamiferos, apresentando alta similaridade estrutural e
funcional (SUN, 2017).

Verificou-se que o extrato de jabuticaba foi capaz de promover a translocacao
de daf-16 para o nucleo das células, para que desta forma pudesse realizar sua funcéo
de ativacdo de proteinas de detoxicacdo e defesa para o nematoide, a concentragédo
de 250ug de EAG/mL apresentou uma maior florescéncia, indicativo de translocagao

deste fator do citoplasma para o nucleo (FIGURA 8). A ativacéo de diversas proteinas
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subsequentes nesta cascata de sinalizacdo podem ser as responsaveis pelos efeitos
visualizados anteriormente como a protecao aos estresses (oxidativo, térmico e pela
radiacao ultravioleta) e aumento da longevidade dos animais selvagens e com dele¢ao

de gene mev-1.
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Figura 8: A) avaliacdo da translocacéo do fator de transcrigdo daf-16 para o nucleo da
célula apos exposicao de 30 minutos ao extrato de jabuticaba nas concentracdes de
5, 10, 50, 100 e 250ug de EAG/mL utlizando a cepa TJ356. B) imagens
representativas dos animais expostos ao extrato de jabuticaba. *p < 0,05 de
significancia por ANOVA.
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Alguns trabalhos na literatura utilizando frutas mostraram que esta via de
regulacdo é bastante influenciada por compostos bioativos, demonstrando que
compostos naturais apresentam grande capacidade de promocéo da longevidade pela
reducdo dos multiplos estresses ambientais, como por exemplo, uma mistura de ervas
tradicionais chinesas (ZHI, 2017), arvore denominada popularmente como “Mulateiro”,
nativa do Amazonas (PEIXOTO, 2018) e extrato de amora rico em antocianinas (YAN,
2017).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A jabuticaba € uma fruta nativa do Brasil e compreende uma faixa bastante
extensa do territério nacional, desta forma esta presente no dia-a-dia de varios
brasileiros, aliado a isto, ndo possui uma extensa caracterizacdo de todos 0s seus
beneficios para a saude, tornando importante seu estudo para maior compreensao de

seus beneficios para a populacao.

O extrato apresentou capacidade antioxidante, visualizada pelos testes do
FRAP e do DPPH, além de apresentar uma grande quantidade de compostos

fendlicos.

N&o mostrou toxicidade para o nematoide Caenorhabditis elegans e ainda foi

capaz de prolongar sua vida.

O extrato foi capaz de proteger do dano causado pelo pesticida juglone e ainda
pela exposicdo a 37°C, diminuindo a mortalidade do animal sob estas condigdes.

Seu mecanismo de atuacao encontra-se incompreendido, porém este trabalho
traz um indicativo que haja a modulacéo do fator de transcricdo daf-16, havendo sua
translocacdo para o nucleo celular e a consequente ativacdo de proteinas de defesa

para o verme.

Em conjunto, é possivel verificar que o extrato de jabuticaba é importante para
a protecdo dos danos aos quais diariamente estamos expostos, de maneira a diminuir
os radicais livres e consequentemente os danos que levam ao envelhecimento e/ou
surgimento de doencgas. Desta maneira, estimular o consumo de frutas como a

jabuticaba.

Mais experimentos sdo necessarios para elucidar totalmente os mecanismos
de agéo envolvidos na protecéo do extrato, € necessario avaliar enzimas antioxidantes
como superdxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase, avaliar vias de

sinalizacdo neste animal e avaliar os danos oxidativos.
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