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RESUMO

Introducao Nas ultimas décadas houve um aumento do namero de individuos idosos na populagédo
mundial, sendo necessario o continuo desenvolvimento de pesquisas e politicas que promovam um
envelhecimento saudavel. O envelhecimento é um processo biolégico caracterizado pelo predominio
de um estado pro-oxidante e pré-inflamatorio, associado a menor eficiéncia das respostas antioxidantes
e anti-inflamatdrias. Alguns componentes dietéticos, como o ferro e os compostos fitoquimicos, podem
alterar as respostas redox e imune e, consequentemente, modular o processo de envelhecimento.
Desse modo, considerando que o tucum-do-cerrado (Bactris setosa Mart.) € um fruto do cerrado
brasileiro rico em compostos fitoquimicos e com alto potencial antioxidante in vitro e in vivo, o presente
estudo avaliou o efeito do consumo de tucum-do-cerrado nos marcadores moleculares associados ao
envelhecimento, em ratos adultos suplementados ou ndo com ferro dietético. Métodos Trinta e dois
ratos Wistar machos, adultos, foram tratados por 12 semanas com uma das seguintes dietas: dieta
controle (CT; AIN-93G); dieta enriquecida com ferro (+Fe); dieta adicionada de 15% de tucum-do-
cerrado (Tuc) ou dieta adicionada de 15% de tucum-do-cerrado e enriquecida com ferro (Tuc+Fe). A
concentracao de ferro nos tecidos foi determinada por espectrofotometria de emissdo atbmica e os
parametros séricos de ferro utilizando kits comerciais. Os niveis de malondialdeido e proteinas
carboniladas foram determinados no figado, baco, intestino e rim e as atividades das enzimas
antioxidantes foram determinadas no figado e no rim, por espectrofotometria. As concentragdes séricas
de interleucina (IL)-18, IL-6 e fator de fator de necrose tumoral-alfa (TNF-o)) foram determinadas por
ELISA. Os niveis de mRNA da hepcidina (Hamp), do fator nuclear eritroide 2 relacionado ao fator 2
(Nfe2l2), da NAD(P)H: desidrogenase-(quinona)l (Nqgol), da heme oxigenase 1(Hmox1), da
interleucina 1-beta (lllb), do fator de necrose tumoral-alfa (Tnfa), da proteina marcadora de
senescéncia 30 (Smp30), da sirtuina 1 (Sirtl) e Sirt3 foram determinados no figado e / ou rim, utilizando
o sistema de reacdo da polimerase em cadeia em tempo real (QPCR). Os niveis da proteina Nrf2 no
figado, assim como das proteinas SIRT1 e SIRT3 no figado e no rim, foram determinados por Western
Blotting. As comparacdes entre os tratamentos foram feitas utilizando teste de comparacdes multiplas
(ANOVA) com correcdo de Bonferroni, sendo considerado estatisticamente diferente o valor de p <
0,05. Resultados O consumo da dieta enriquecida com ferro (+Fe) promoveu o aumento da
concentracdo de ferro nos tecidos, dos parametros séricos de ferro; no figado, aumentou os danos
oxidativos a proteinas, a atividade de superéxido dismutase (SOD), o nivel da proteina Nrf2, os niveis
de mRNA da Hamp e da Ngo1l e os niveis séricos de IL-6 e TNF-a; além de ter reduzido os niveis de
MRNA da Sirtl no rim, comparados ao grupo CT. Os ratos tratados com dieta adicionada de tucum-do-
cerrado (Tuc) apresentaram reducéo dos niveis de mRNA hepatico da Hamp; aumento da atividade de
SOD, dos niveis hepaticos de mRNA da Nfe2I2, Ngol e Sirtl, e das proteinas Nrf2 e SIRT1 no figado,
comparados ao CT. A associacdo de tucum-do-cerrado e ferro na dieta (Tuc+Fe) promoveu a redugéo
dos niveis de mRNA da Hamp no figado, apesar de ndo ter alterado o status de ferro, quando
comparado ao grupo +Fe. No grupo Tuc+Fe foi observado ainda uma reducéo dos danos oxidativos a
proteinas no figado e de lipidios no rim, e uma reducdo marginal dos niveis séricos de IL-6, em relagédo
ao grupo +Fe, bem como um aumento marginal da atividade de SOD no figado, dos niveis hepéticos
de mRNA e proteina da Nrf2, de mRNA da Nqol e da proteina SIRT1, em relag&o ao grupo CT; também
apresentaram aumento de mRNA da Sirtl no rim, em relacdo ao grupo +Fe. Concluséo Os resultados
sugerem que o consumo de tucum-do-cerrado pode promover um efeito antienvelhecimento ativando
aviarelacionada a SIRT1-Nrf2, a qual atenua o processo oxidativo e inflamatorio induzido pelo excesso
de ferro.

Palavras-chave: Tucum-do-cerrado, fitoquimicos, envelhecimento, sirtuinas, Nrf2, estresse oxidativo,
inflamagé&o
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ABSTRACT

Introduction In the last decades, the number of older people has increased worldwide. Therefore, the
continuous development of researches and policies are necessary in an attempt to promote a healthier
aging. Aging is a biological process characterized by an increased pro-oxidant and proinflammatory
state, associated with inefficient antioxidant and anti-inflammatory responses. Some dietary
components, such as iron and phytochemicals compounds, modulate both the redox and imune
responses and, consequently, may modulate the aging process. Considering that tucum-do-cerrado
(Bactris setosa Mart.) is a Brazilian savanna fruit rich in phytochemical compounds with a high
antioxidant potential in vitro and in vivo, the present study investigated the effect of tucum-do-cerrado
consumption on molecular markers associated with aging, in adult rats supplemented or not with dietary
iron. Methods Thirty-two male adult Wistar rats were treated for 12 weeks with one of the following
diets: control diet (CT, AIN-93G), iron-enriched diet (+ Fe), control diet + 15% tucum-do-cerrado (Tuc)
or iron enriched-diet + 15% tucum-do-cerrado (Tuc+Fe). Total iron concentration in tissues was
determined by atomic emission spectroscopy and the serum iron parameters were determined using
commercial kits. Malondialdehyde and carbonyl protein levels were determined in the liver, spleen,
intestine and kidney, and the activity of antioxidant enzymes were determined in the liver and kidney,
using spectrophotometry. The serum concentration of the interleukins (IL)-18, IL-6 and tumor necrosis
factor-alpha (TNF-a) were determined by ELISA. The mRNA levels of hepcidin (Hamp), nuclear
factor erythroid 2—related factor 2 (Nfe2l2), NAD(P)H:dehydrogenase- (quinone) 1 (Nqgol), heme
oxygenase-1 (Hmox1), interleukin 1-beta (lI1b), factor, tumor necrosis factor-alpha (Tnfa), senescence
marker protein 30 (Smp30), sirtuin 1 (Sirtl) and Sirt3 were determined in the liver and / or kidney by the
reverse transcription-polymerase chain reaction analysis (QPCR). Protein levels of Nrf2 in the liver, as
well as the proteins levels of SIRT1 and SIRT3 in the liver and in the kidney, were determined by
Western Blotting. The comparisons among the treatments were done using the multiple comparison test
(ANOVA) with Bonferroni correction, and a value of p < 0.05 was considered statistically significant.
Results The consumption of the iron enriched-diet (+Fe) promoted an increase of iron concentration in
the analyzed tissues and in the serum iron parameters. In the liver, +Fe group showed an increase of
protein oxidative damages, superoxide dismutase activity (SOD), Nrf2 protein levels and mRNA levels
of Hamp and Nqgol, and IL-6 and TNF-a serum levels; and a decrease in Sirtl mRNA levels in the
kidney, compared with the CT group. The animals treated with the tucum-do-cerrado diet (Tuc)
presented lower levels of hepatic Hamp mRNA levels; higher levels of SOD activity, hepatic mMRNA
levels of Nfe2l2, Ngol and Sirtl, and hepatic protein levels of Nrf2 and SIRT1, compared with the CT
group. The association of tucum-do-cerrado with iron supplementation (Tuc+Fe) promoted a reduction
of hepatic Hamp mRNA levels, but no difference was observed in iron status compared to the +Fe group.
In Tuc+Fe group, it has been observed a reduction in oxidative damages to hepatic protein and renal
lipids, and a marginal reduction in serum IL-6 levels, compared to the +Fe group, as well as a marginally
increased hepatic SOD activity, higher mRNA and protein levels of Nrf2, Ngol mRNA and SIRT1 protein
levels, in relation to the CT group; and also, an increase of the Sirtl mRNA levels in the kidney,
compared to the +Fe group. Conclusion These results suggested that tucum-do-cerrado might promote
healthier aging by increasing SIRT1 expression and consequently partially activating Nrf2-related
pathway, which attenuates oxidative and inflammatory responses.

Keywords: tucum-do-cerrado, phytochemicals, aging, sirtuins, Nrf2, oxidative stress, inflammation
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Effect of iron and/or tucum-do-cerrado intake in total iron concentration in the

liver, spleen, intestine and kidney of adult rats treated for 12 weeks. Data correspond

to average + standard deviation (n = 6). *Statistical differences compared to CT group (p < 0.05).
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MRNA levels quantification in adult rats treated for 12 weeks. Data correspond to

average + standard deviation (n = 6). *Statistical differences compared to CT group (p < 0.05); 8

Statistical differences compared to +Fe group (p < 0.05).

Effect of iron and/or tucum-do-cerrado intake in oxidative damage in the liver,
spleen, intestine and kidney of adult rats treated for 12 weeks. Data correspond
to average + standard deviation (n = 6). *Statistical differences compared to CT group (p

< 0.05). § Statistical differences compared to +Fe group (p < 0.05). MDA, malondialdehyde.

Hepatic mRNA levels quantification of nuclear factor erythroid 2-related factor 2
gene (Nfe2l2) and protein (Nrf2), NAD(P)H dehydrogenase quinone 1 (Ngol) and
heme-oxygenase 1 (Hmox1) mRNA levels of adult rats treated for 12 weeks. Data

correspond to average +* standard deviation (n = 6). *Statistical differences compared to CT group

(p < 0.05). 8 Statistical difference compared to +Fe group (p < 0.05).

Quantification of the levels of hepatic interleukin-1b mRNA (ll1b) and serum
protein (IL-1pB), hepatic tumor necrosis alpha mRNA (Tnfa) and protein TNF-a and

IL-6 in serum of adult rats treated for 12 weeks. Data correspond to average + standard

deviation (n = 6). *Statistical differences compared to CT group (p < 0.05).

Hepatic mRNA quantification of Sirtl and Sirt3 and protein levels determination
of SIRT1 and SIRT3 in liver of adult rats treated for 12 weeks. Data correspond to

average * standard deviation (n = 6). *Statistical differences compared to CT group (p < 0.05). 8

Statistical difference compared to +Fe group (p < 0.05).
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Figure 8.
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Proposed mechanism of action of the phytochemical compounds of tucum-do-
cerrado in the prevention of aging, by the upregulation SIRT1-Nrf2 pathway,
attenuating oxidative stress and inflammation. Tucum-do-cerrado is a source of
phytochemical compounds, which might enter the cells and act directly as anti-
inflammatory molecules and/or reducing agents, promoting the upregulation of the
longevity protein SIRT1. The upregulation of SIRT1 causes the deacetylation of Nrf2,
making it stable and active. Nrf2 migrates to the nucleus and induces antioxidant
enzymes and its own transcription, rising the cell antioxidant capacity. Then, by the ROS
generation and the inflammatory response reduction, tucum-do-cerrado consumption
could attenuates of aging process. Ac: acetylation; IL-6: interleukin-6; Keapl: Kelch-like ECH-
associated protein 1; Ngol: NAD(P)H dehydrogenase quinone 1; Nrf2: nuclear factor erythroid 2-
related factor 2; ROS: reactive oxygen species; SIRT1: sirtuin 1; SOD: superoxide dismutase;

TNF-a: tumor necrosis alpha.
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ESTRUTURA DA TESE

Esta tese esté estruturada da seguinte forma: Capitulo 1, composto pela introdugéo, revisdo
bibliografica, objetivos e materiais e métodos. Em seguida, Capitulo 2, com os resultados, discussao
e conclusdo da pesquisa realizada no doutorado estédo apresentados em formado de um artigo original,
intitulado “Tucum-do-cerrado may promotes anti-aging effect by upregulating SIRT1-Nrf2 pathway and
attenuating oxidative stress and inflammation”, submetido ao periédico “Oxidative Medicine and Cellular

Longevity”. E, por fim, Capitulo 3, com as consideragdes finais do estudo.
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CAPITULO 1
1.1.INTRODUGCAO

Nas ultimas décadas houve um crescimento da populacdo de idosos em todo o mundo.
Segundo a Organiza¢do Mundial de Salde (OMS), um individuo € considerado idoso quando apresenta
idade superior a 60 anos e é habitante de um pais em desenvolvimento, enquanto em paises
desenvolvidos o individuo é considerado idoso quando apresenta idade superior a 65 anos, sendo
observado nas ultimas décadas crescimento populacional desta faixa etaria (WHO, 2017). No Brasil,
atualmente, a populacgéo idosa corresponde a cerca de 10% do total de brasileiros, enquanto na década
de 40 correspondia a apenas de 4,1% da populagdo total. Esse aumento populacional de idosos é
decorrente do aumento da expectativa de vida, que no ano de 2015 apresentou um aumento de cerca

de 30 anos em relacéo a década de 40 (IBGE, 2016).

O aumento da expectativa de vida e o consequente crescimento populacional desta faixa
etaria sao resultados da associacéo do avancgo de estudos e politicas publicas adotadas que auxiliaram
na diminuicdo da taxa de mortalidade da populacdo (COHEN, 2003). Considerando o crescente
aumento da expectativa de vida, € importante que estudos continuem a ser desenvolvidos a fim de
auxiliar na promog¢éo da saude, buscando o desenvolvimento de um envelhecimento saudavel, além
de propor estratégias de prevencdo ou terapias para as doencas associadas ao envelhecimento

(LEBRASSEUR et al., 2015).

O envelhecimento biolégico é caracterizado pela redugéo da funcéo celular e da homeostase
de orgaos e tecidos, que pode ser decorrente do acimulo de danos oxidativos a biomoléculas causados
por radicais livres (RL) e espécies reativas de oxigénio (EROs), bem como a intensa exposicdo a
estimulos inflamatérios (EDREY e SALMON, 2014; MONTI et al., 2016). Além disso, fatores exdgenos
como a exposicao a radiacOes ultravioletas e a sobrecarga de minerais como o ferro podem aumentar
a producao de RL, gerar o estresse oxidativo e desencadear a inflamacdo (BOWIE e O'NEILL, 2000;

RATTAN, 2006; COPPE et al., 2010), e, deste modo, acelerar o processo do envelhecimento.

Alguns componentes dietéticos encontrados em frutas e hortalicas tém sido associados ao
aumento da capacidade antioxidante do organismo e de atenuacao da inflamacéo e, por isso, auxiliam
na progressao de um envelhecimento saudavel. A literatura sugere, entdo, que o consumo de frutas e
hortalicas ao longo da vida esta fortemente associado a uma maior expectativa de vida (LO et al., 2012),

melhor qualidade de vida até o envelhecimento, diminuindo o aparecimento de comorbidades
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associadas a idade e a progressédo do envelhecimento (PARK et al., 2009; GIBSON et al., 2012; FORD
et al., 2014). A propriedade destes alimentos em contribuir para um envelhecimento saudavel tem sido
atribuida a presenca de compostos como os carotenoides, vitaminas C e E, e os fitoquimicos, que
podem ter efeito antioxidante e também de minimizar a resposta inflamatéria (CALABRESE et al., 2010;

HODGE et al., 2014; AHMED et al., 2017).

A atividade antioxidante dos compostos fitoquimicos pode ser exercida de forma direta, por
quelar minerais que catalisam reacdes de 6xido-reducao, sequestrar RL e reduzir as EROs, ou de forma
indireta, pela modulagéo da expresséo de genes associados a defesa antioxidante, como, por exemplo,
do fator nuclear eritroide 2 relacionado ao fator 2 (Nrf2) (LIU, 2013). O Nrf2 na sua forma ativa induz a
transcricdo de enzimas antioxidantes como a catalase (CAT) e a superdxido dismutase (SOD) (CHUN
etal., 2014; DENIS et al., 2015), aumentando a capacidade antioxidante das células. Na inflamacé&o os
fitoquimicos podem agir de maneira indireta, ao diminuir o estresse oxidativo e, consequentemente, a
reposta inflamatéria desencadeada pela geracéo de EROs, ou de maneira direta, pela menor ativagcéo

de mediadores inflamatérios e inducdo de mediadores anti-inflamatérios (LI, W. et al., 2016).

Além disso, compostos fitoquimicos como o resveratrol podem aumentar a expressao e
atividade das sirtuinas (SIRTs), proteinas desacetilases, chamadas também de proteinas da
longevidade. As SIRTs regulam vérias funcdes celulares como a resposta inflamatéria e antioxidante,
a manutencéo do genoma, a longevidade e o metabolismo energético (YUAN et al., 2016; ANSARI et
al., 2017). Desse modo, sugere-se que o consumo de frutas e hortalicas ricas em compostos
fitoquimicos poderiam auxiliar no retardo do envelhecimento, por induzir a expresséo e atividade de

SIRTSs, diminuir a inflamag&o e o estresse oxidativo (NIU et al., 2013; GIBLIN et al., 2014).

Apesar de pouco estudados, os frutos da regido do Cerrado brasileiro constituem excelentes
fontes de fitoquimicos (MARIN et al., 2009; SIQUEIRA et al., 2013; ROSA et al., 2016), dentre os quais
destaca-se o tucum-do-cerrado (Bactris setosa Mart.) por apresentar alto teor de fitoquimicos
(SIQUEIRA et al., 2013; BOEING et al., 2017). Considerando que a sobrecarga de ferro pode promover
estresse oxidativo, processo inflamatério e potencialmente desencadear o envelhecimento e que os
compostos fitoquimicos encontrados nos alimentos séo capazes de modular o estresse oxidativo e a
inflamacéo, o presente estudo teve por objetivo investigar o efeito do consumo de tucum-do-cerrado
(Bactris setosa Mart) em marcadores moleculares associados ao envelhecimento em ratos adultos

suplementados ou ndo com ferro dietético. Portanto, a hipotese é que o consumo de tucum-do-cerrado
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seja capaz de modular os processos de estresse oxidativo e inflamatério potencializados pela
sobrecarga de ferro, por constituir uma fonte de fitoquimicos, e consequentemente alterar a expressao
de marcadores de envelhecimento, podendo apresentar potencial efeito na prevencgéo e progresséo do

envelhecimento.
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1.2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.2.1. Envelhecimento

O envelhecimento é um processo lento e gradual caracterizado pela diminuicdo na funcéo
celular resultante do acimulo de danos teciduais ou consequente perda progressiva da homeostase
de tecidos (GOTO, 2008). Essa perda da homeostase e a incapacidade do retorno as funcdes
adequadas do organismo provocam alteracdes fisiologicas intrinsecas ao envelhecimento (LABAT-
ROBERT e ROBERT, 2015; LEBRASSEUR et al., 2015) e é fator de risco para o aparecimento de
doencas cronicas como as doencas cardiovasculares, diabetes, doenca renal e céancer

(VASILOPOULOS et al., 2014).

Em termos demograficos, o envelhecimento populacional é um fenbmeno decorrente do
declinio das taxas de mortalidade e fecundidade associados ao aumento da expectativa de vida de
uma determinada populacdo (CARVALHO e GARCIA, 2003). No Brasil, esse fenbmeno teve inicio no
final da década de 60 e, segundo as projec¢6es do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE),
observa-se aumento de 20% expectativa entre o ano de 1980 e o ano de 2015 (IBGE, 2016). A figura
1 demonstra a diminuicdo da populacao residente no Brasil na faixa etaria de 0 a 14 anos a partir do
ano 2000 e concomitante aumento da populacdo com idade igual ou superior a 60 anos. Essas
projecfes sugerem que em 2050 a populacdo idosa sera de 66,5 milhdes de habitantes,

correspondendo a cerca de 30% da populacéo do Brasil.
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Figura 1. Populacéo residente, segundo grupos de idade - Brasil - 1940/2050. Fonte: IBGE, Censo Demografico 1940/2000
e Projecéo da Populacéo Brasil por Sexo e Idade para o Periodo 2000-2060. In.: SIMOES (2016).
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A alteragdo no perfil demogréfico e epidemiolégico observada na populagdo brasileira
provoca aumento com despesas médico-hospitalares, uma vez que idosos necessitam e buscam com
maior frequéncia os servigos de salde (VERAS, 1994). MIRANDA et al. (2016) sugerem que o Brasil
ndo esta preparado para arcar com as necessidades decorrentes do envelhecimento populacional.
Desse modo, torna-se necessario o desenvolvimento de pesquisas que visem a prevengdo de doencas
e promogédo da saude, buscando um envelhecimento populacional ativo e saudavel, bem como que
auxiliem as politicas socioecondmicas voltadas para a melhoraria da qualidade de vida dos adultos e

idosos nas proximas décadas.

O envelhecimento tem sido objeto de estudo desde o século XV, entretanto o entendimento
sobre a causalidade deste processo biolégico ainda é limitado, mas sugere-se que varios fatores
estejam envolvidos (PENG et al., 2014; LEBRASSEUR et al., 2015). Diversas teorias foram propostas
na tentativa de explicar a causalidade do envelhecimento. As teorias que trazem a visédo evolutiva do
envelhecimento propdem que o ele seja resultado de um declinio corporal determinado pela selecéo
natural (WEINERT e TIMIRAS, 2003; FALANDRY et al., 2014), como a teoria da Senescéncia
Programada e a teoria do Soma Descartavel, as quais sugerem que o envelhecimento € um processo
geneticamente programado que acontece pelo declinio dos sistemas fisiolégicos apés o auge do
periodo reprodutivo, determinando a expectativa de vida, impedindo a superpopulacéo e facilitando a
evolucao por promover uma renovacao da populacdo (WEINERT e TIMIRAS, 2003; KIRKWOOD, 2005;

FALANDRY et al., 2014).

Apesar das teorias evolutivas buscarem explicar porque o envelhecimento ocorre, estas ndo
explicam o mecanismo pelo qual o envelhecimento acontece. Foram, entdo, postuladas teorias que
procuravam explicar os mecanismos do declinio da funcéo corporal associado ao aumento da idade. A
senescéncia celular pode ser induzida por fatores que causam o estresse celular, sendo compativel
com outras teorias que sugerem que o envelhecimento seja causado pelo acimulo de danos a
biomoléculas adquiridos ao longo da vida, como a “teoria do envelhecimento causada por radicais
livres” (HARMAN, 1956; WEINERT e TIMIRAS, 2003). As maiores fontes de danos relacionadas ao
envelhecimento celular sdo os radicais livres (RL) e as espécies reativas de oxigénio (EROs), formados
a partir de estimulos externos e como consequéncia do metabolismo celular envolvendo oxigénio,

metais e outros metabdlitos; glicose e seus metabdlitos e sua interagdo com EROs; e erros
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espontaneos em processos bioquimicos, como duplicagdo do DNA, modificagdes transcricionais, pos-

transcricionais, traducionais e pds-traducionais (RATTAN, 2006).

1.2.2. Envelhecimento: estresse oxidativo e inflamagéo

Uma das principais teorias desenvolvidas para explicar a causa do envelhecimento é a “teoria
do envelhecimento causada por radicais livres (RL)”, proposta por Harman na década de 50, que sugere
gue o estabelecimento do envelhecimento € decorrente do acumulo de danos oxidativos em érgéos e
tecidos, causado por RL gerados por processos metabdlicos que utilizam o oxigénio (HARMAN, 1956).
Apesar dessa teoria ter passado por varias revisdes e ajustes, 0 conceito basico de que o acumulo
progressivo de danos celulares causados por RL no decorrer da vida determinaria o envelhecimento

ainda é considerado valido na literatura atual (RATTAN, 2006; EDREY e SALMON, 2014).

Os radicais livres (RL) sdo quaisquer atomos ou moléculas com um ou mais elétrons
desemparelhados no seu orbital mais externo, que pode ser capaz de reagir com qualquer composto
proximo a fim de se tornar estavel (HALLIWELL, 2006). As espécies reativas de oxigénio (EROs) sao
moléculas que apresentam um oxigénio em um estado altamente reativo. Dentre esses, incluem o

radical superoxido (O2™) e o radical hidroxil ("OH) e o peroxido de hidrogénio (H202) (HALLIWELL,

2006). As EROs sé&o produzidas a partir da reducéo parcial do oxigénio e por estarem em um estado
altamente reativo podem causar danos a biomoléculas. Mais de 90% das EROs produzidas no
ambiente celular é produzida na mitocondria pelo escape de elétrons na cadeia de transporte de
elétrons, que combinados com o oxigénio molecular (O2) podem produzir anions superéxido, se houver
a reducao por um elétron, ou producéo de peréxido de hidrogénio, caso haja a redugao por dois elétrons

(FINKEL e HOLBROOK, 2000).

Apesar de certos niveis de EROs serem decorrentes de processos fisiologicos, a producéo
excessiva destes compostos esté relacionada a geracdo a danos oxidativos a biomoléculas, como
guando o ocorre 0 estresse oxidativo. O estresse oxidativo ocorre como consequéncia do desequilibrio
entre a geracao de compostos oxidantes e as defesas antioxidantes, havendo geracdo aumentada de
EROs (BETTERIDGE, 2000). O acumulo de danos ao longo da vida estd associado ao

desenvolvimento de doengas crbnicas e ao envelhecimento (RATTAN, 2006; PEREZ et al., 2009).
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Algumas evidéncias que sustentam essa teoria incluem a existéncia de uma correlagao
positiva entre 0 aumento da idade e os niveis de produ¢do de EROs, uma vez que com o aumento da
idade s@o observados maiores niveis de danos oxidativos e diminuicdo da capacidade antioxidante
total (ARRUDA et al., 2013; EDREY e SALMON, 2014) e evidéncias de que alguns antioxidantes sao
capazes de diminuir os danos oxidativos, com consequente aumento da longevidade (CALABRESE et
al., 2010; PENG et al., 2014). Um estudo de coorte, com oito anos de seguimento, realizado por
SCHOTTKER et al. (2015), com 2.932 participantes com idades de 70 a 120 anos, observou que havia
associacdo entre 0 aumento da idade e maiores niveis de um marcador de geragdo de espécies
reativas e menor nivel da capacidade antioxidante, independente do estado de salde desses
individuos, trazendo evidéncias epidemioldgicas para a “teoria do envelhecimento causada por radicais

livres”.

Observa-se que quando as EROs séo produzidas em células eucariéticas em niveis elevados,
alguns mecanismos celulares sao ativados para combater os efeitos toxicos destas moléculas, os quais
envolvem mudancas na expressao de genes e ativacdo de fatores de transcricdo, como o fator nuclear
kappa-B (NFkB) (BOWIE e O'NEILL, 2000; HADDAD, 2002; MORGAN e LIU, 2011). O NFkB & um fator
de transcricdo que participa da regulagdo de inUmeros genes envolvidos na resposta a patdgenos e
mecanismos de defesa celular (BOWIE e O'NEILL, 2000). A literatura descreve que na presenca de

peréxido de hidrogénio (H202) e de radical hidroxil ("OH), uma via de sinalizacdo é deflagrada e ha

dissociacao do inibidor de NFkB (IkB), com liberacéo e translocagdo do NFkB para o nucleo. O NFkB,
por sua vez, ativa citocinas como a interleucina (IL)-1 e o fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a), as
quais induzem o figado a produzir e secretar varias proteinas de fase aguda, como a proteina C reativa,
proteina amiloide A sérica, fibrinogénio, que induzem uma resposta inflamatéria sistémica (BOWIE e

O'NEILL, 2000; HADDAD, 2002).

O aumento de marcadores de inflamagé&o, como IL-1B, IL-6 e TNF-a, tem sido observado com
0 aumento da idade (BRUUNSGAARD et al., 2003; GIOVANNINI et al., 2011; NAMAS et al., 2013).
Embora ndo haja consenso se a inflamacdo causa o estresse oxidativo ou se o estresse oxidativo
desencadeia a resposta inflamatdria, sabe-se que ambos sdo processos inter-relacionados, uma vez
gue a inflamacéo crénica esta associada a niveis elevados de espécies reativas de oxigénio e cascatas
de resposta anti-inflamatdérias estdo associadas a diminuicdo da concentracédo de espécies reativas de

oxigénio (REUTER et al., 2010). Nesse contexto, insere-se a “teoria molecular da inflamacdo no
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envelhecimento”, a qual sugere que a ativacéo de fatores de transcri¢cao sensiveis ao estresse oxidativo
aumenta a expressdo de genes pré-inflamatérios, envolvendo, entdo, a hipétese de que estresse
oxidativo e inflamacao estdo associados ao envelhecimento (FERRUCCI et al., 2004; COPPE et al.,

2010).

Com o aumento da idade, a resposta inflamatéria € alterada e, frequentemente, €&
acompanhada por um nivel baixo e crénico de inflamac¢&o, mesmo na auséncia de um estimulo externo
(FRANCESCHI et al., 2000; HASEGAWA et al., 2000; NAMAS et al., 2013). Essas alteractes do estado
inflamato6rio ndo sdo observadas apenas em individuos idosos, uma vez que a literatura descreve
mudancas do perfil de secrecéo de citocinas em experimentos com humanos e animais ainda na idade
adulta, indicando que essas alteracbes sdo caracteristicas continuas do processo de envelhecimento

(KOHMAN et al., 2010; ALVAREZ-RODRIGUEZ et al., 2012; NAMAS et al., 2013).

Corroborando com as teorias de envelhecimento relacionadas ao estresse oxidativo e
inflamag&o, uma meta-analise realizada a partir da reuni@o dos resultados de diversos modelos animais
de envelhecimento evidenciou que had aumento da expressdo de genes relacionados a resposta
inflamatoria e diminuicdo das vias de ativagcao de enzimas antioxidantes. Observou-se que, na maioria
dos estudos, com o envelhecimento ocorre a ativagdo da via das proteinas de fase aguda e diminuicao
da via do fator nuclear eritroide 2 relacionado ao fator 2 (Nrf2), esta ultima relacionada a ativacéo da

resposta celular antioxidante (LEE et al., 2012).

A producdo de RL e EROs também pode ser mediada por metais capazes de catalisar
reacdes de 0xido-redugdo, como o ferro e o cobre, sendo o primeiro de maior destaque por estar mais
disponivel no organismo (HOHN et al., 2016). Apesar de ser um elemento essencial para o organismo
e ter o metabolismo finamente regulado, com o aumento da idade ha maior disponibilidade de ferro na
sua forma livre (ions de ferro “labil”) (DOULIAS et al., 2008). Na sua forma livre, o ferro é capaz de
participar de reacdes de geracdo de moléculas pro-oxidantes, causando danos oxidativos a
biomoléculas (GALARIS et al., 2008; XU et al., 2012; ARRUDA et al., 2013). O ferro em excesso pode
também ser um potencial desencadeador da inflamacao (CRICHTON et al., 2002; WEISS, 2005), uma
vez que o acumulo deste mineral nos tecidos esta associado ao aumento da habilidade da célula

produzir EROs, que por sua vez induzem o aumento de citocinas inflamatérias (XIONG et al., 2004).
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Quando o ferro se encontra livre na sua forma reduzida (Fe*?), esse fon é capaz de participar
da reacdo de redugdo do perdxido de hidrogénio (H202), produzindo radical hidroxil ("OH), reagcdo
conhecida como Reac¢do de Fenton (equacdo 1). Haber e Weiss sugeriram que radicais hidroxil,
peréxido de hidrogénio e radicais superéxido sofrem uma reagdo em cadeia resultando na conversao
do peréxido de hidrogénio em radical hidroxil, reacdo conhecida como reacdo de Haber-Weiss

(equagéo 2), a qual seria responsavel pela geracdo da maioria das EROs no organismo (HALLIWELL,
2006). O radical "OH é a espécie reativa de oxigénio mais toxica e reativa, podendo reagir e causar

danos a biomoléculas como proteinas, lipideos e DNA (HALLIWELL, 2006).

[1] Fe*2 + H202 — Fe*3 + OH + "OH (reacgédo de Fenton)

[2] Fe™® + O — Fe*2 + O3

[3] Oz + H202 — O2+ OH + *OH (reacédo de Haber-Weiss)

No contexto do envelhecimento, o ferro pode ser tanto causa como consequéncia do estresse
oxidativo associado ao envelhecimento, uma vez que com o envelhecimento ha aumento da
concentracao de ferro nos tecidos e do ferro labil, que pode ser mobilizado, participar de reac8es de
oxido-redugdo e contribuir para a geracdo de danos oxidativos. Por outro lado, 0 acimulo de danos
oxidativos no decorrer da vida pode provocar liberacdo do ferro associado a proteinas, aumentando a
concentracao de ferro l4bil, que por sua vez contribui para a geracdo de danos oxidativos, sendo um

ciclo que leva a progresséo do envelhecimento (XU et al., 2010; MALLIKARJUN et al., 2014).

Um estudo realizado por DOULIAS et al. (2008) avaliou a concentracdo do pool de ferro labil
(PFL) em células brancas de individuos saudaveis de diferentes faixas etarias, e, observou uma
correlacao positiva entre o aumento PFL e a idade, sugerindo entdo que as células de individuos com
idade maior estdo mais suscetiveis ao estresse oxidativo causados pelo ferro. XU et al. (2012)
observaram, em modelo animal, resultados semelhantes. Foi verificado que ratos idosos apresentavam
maiores niveis de ferro ndo-hémico e de marcadores de danos oxidativos a lipidios e ao DNA no

musculo esquelético quando comparados a ratos jovens. Corroborando com esses estudos, ARRUDA
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et al. (2013) verificaram que ratos idosos tratados com dieta suplementada com ferro por trés meses
apresentaram maiores niveis de marcadores de estresse oxidativo e inflamagé&o, quando comparados
aos ratos da mesma idade tratados com dieta controle, sugerindo que a suplementacao de ferro poderia

acelerar o processo do envelhecimento.

1.2.3. Ferro

O ferro é o quarto elemento mais abundante da terra, essencial para a maioria dos seres
vivos, atuando como um cofator de varios processos bioldgicos, em fungdo de sua capacidade de
oxidacdo e reducdo. Individuos saudaveis em idade adulta apresentam cerca de 4 a 5 g de ferro
corporal, sendo que 65% deste esta presente na hemoglobina, participando do transporte de oxigénio,
de 30 a 35% estocado no figado, associado a proteina de estoque ferritina, e de 1 a 2% como
componente de grupos prostéticos (centro ferro-enxofre / Fe-S) ou associados ao grupo heme de

proteinas (EVSTATIEV e GASCHE, 2012).

O ferro dietético € composto pelo ferro hémico, encontrado em alimentos de origem animal
associado ao grupo heme na sua forma reduzida (Fe*?), e pelo ferro ndo-hémico presente em vegetais
na forma de ferro inorganico, Fe*3. Apesar da ingestdo média diaria de ferro variar de 10 a 15 mg,
apenas 1 a 2 mg é absorvido (WANG e PANTOPOULQOS, 2011). As necessidades diarias de ingestao
de ferro variam de acordo com o sexo e estagio de vida, e como a quantidade de ferro absorvida é
incapaz de suprir as necessidades para a eritropoiese (20 a 25 mg), faz-se necessaria a reciclagem de

ferro a partir de eritrdcitos senescentes (EVSTATIEV e GASCHE, 2012).

O ferro quando obtido a partir de alimentos de origem vegetal, na forma Fe*®, deve ser
reduzido a Fe*? pela enzima citocromo b redutase duodenal (Dcytb), encontrada na borda em escova
do enterdcito (Figura 2), e é entdo transportado para o interior do enterdcito pelo transportador de
metais divalente-1 (DMT1) (WANG e PANTOPOULOS, 2011). O ferro-hémico é absorvido pela proteina
carreadora de heme-1 (HCP1) e é dissociado do anel de porfirina pela enzima heme oxigenase-1 (HO1)
para posteriormente ser liberado na forma reduzida. No enterécito o ferro pode ser utilizado pela propria
célula, estocado associado a proteina ferritina ou exportado para corrente sanguinea pela proteina
ferroportina (FPN). Ao ser exportado na membrana basolateral do enterécito o Fe*? é novamente

oxidado pela proteina hefaestina e transportado na corrente sanguinea associado a proteina sérica
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transferrina (Tf), que é capaz de se ligar a até dois &tomos de ferro. A Tf mantém o ferro sollvel para
gue possa ser transportado na corrente sanguinea e também impede que esse mineral fique livre,

limitando a formacédo de EROs (EVSTATIEV e GASCHE, 2012).
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Figura 2. Absorcéo de ferro, utilizagao e exportagéo
de ferro pelo enter6cito. Fonte: EVSTATIEV e

Famogorting _{; > . GASCHE (2012). DcytB, citocromo B redutase
—— duodenal; DMT-1, transportador de metais divalentes 1;
“© @ 2 HCP-1, proteina carreadora de heme; HO-1, heme
- O@ oxigenase-1; Apo-Tf, apo-transferrina; Tf, transferrina.
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O ferro ligado a Tf € absorvido pelas células pela ligacdo da Tf ao seu receptor (receptor de
transferrina 1, TfR1) por endocitose. Apés a liberagédo do ferro reduzido no citosol, o TfR1 retorna a
membrana celular para que possa ser utilizado novamente. Do mesmo modo que no enterdcito, o ferro
pode ser utilizado pela prépria célula, estocado ou exportado via FPN. Quando liberado na corrente
sanguinea é novamente oxidado pela proteina plasmatica ceruloplasmina, para entdo ser ligado a Tf
(EVSTATIEV e GASCHE, 2012).

A homeostase deste mineral é mantida pelo controle da absorcdo e exportacéo de ferro pelos
enterdcitos e liberacéo do ferro reciclado pelo sistema reticulo-endotelial do baco e do figado. Em nivel
celular, a regulacéo envolve a interacdo dos elementos responsivos ao ferro (IREs) presentes no mRNA
de algumas proteinas envolvidas no metabolismo de ferro e das proteinas reguladoras de ferro (IRP1

e IRP2) (WANG e PANTOPOULOS, 2011). J&4 em nivel sistémico, a regulagdo é controlada pela
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hepcidina, um peptideo-hormonio codificado pelo gene Hamp (do inglés, hepcidin antimicrobial peptide)

(EVSTATIEV e GASCHE, 2012).

Estudos que relacionam ferro e envelhecimento sugerem que a restricdo do consumo desse
mineral ou a diminuicao da absorcao estdo diretamente relacionadas a maior expectativa de vida (XU
etal., 2010). Observa-se que com o envelhecimento as proteinas que estdo associadas ao ferro podem
perder essa capacidade, deixando-o livre e, assim, este mineral pode participar da geracdo de EROs
e causar danos oxidativos (DENCHER et al., 2007; DOULIAS et al., 2008; CHEN et al., 2009), o que
poderia acarretar na aceleracdo do processo do envelhecimento e no desenvolvimento de doencas

associadas ao estresse oxidativo.

1.2.4. Antioxidantes

A formacéo de EROs acontece constantemente em seres vivos e para que o organismo tenha
suas fungBes preservadas, deve haver controle da formacdo destas espécies, bem como reparo ou
degradacgdo das biomoléculas danificadas (HALLIWELL, 2006). As moléculas que desempenham o
papel de proteger o organismo contra danos oxidativos sdo os antioxidantes. Segundo HALLIWELL e
GUTTERIDGE (2007), antioxidantes sdo quaisquer substancias presentes em baixas concentra¢des
comparadas as concentracdes do oxidante que previnem ou retardam a oxidagdo de substratos. Os
antioxidantes podem atuar de maneira direta como sequestradores de radicais, agentes redutores,
agentes quelantes de metais ou atuarem na regulacdo da expressédo de genes associados a defesa

antioxidante (PISOSCHI e POP, 2015).

Os antioxidantes podem ser sintetizados no organismo ou adquiridos pela dieta (HERMES-
LIMA, 2004). O sistema de defesa antioxidante endégeno compreende as enzimas antioxidantes que
atuam de maneira coordenada (Figura 3). Dentre as enzimas do sistema de defesa antioxidante
enddgena, a superéxido dismutase (SOD) apresenta a fungdo de dismutar o Oz", tornando-o menos
reativo, com formacgdo de H20.. Essa enzima apresenta duas isoformas que estdo localizadas em
diferentes compartimentos celulares. A SOD citosélica é dependente de zinco e cobre (CuzZn-SOD ou
SOD1), enquanto a isoforma mitocondrial € dependente de manganés (Mn-SOD ou SOD2) (HERMES-
LIMA, 2004). A catalase (CAT) € uma heme-proteina encontrada no citosol, na mitocondria e nos

peroxissomos, responsavel principalmente pela remogéo de peroxidos inorganicos do meio intracelular.
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A glutationa peroxidase (GPx) € uma enzima que requer quatro atomos de selénio como cofator. Sua
funcdo é remover peréxido de hidrogénio (H202) e perdxidos organicos, reacao que requer a molécula
de glutationa na sua forma reduzida (GSH). Nesta reacéo a glutationa € oxidada (GSSG) e o perdxido
de hidrogénio (H202) é removido, com formac&o de duas moléculas de dgua (Figura 3). A glutationa é
um tripeptideo formado por glicina, cisteina e acido glutdmico, e ainda apresenta atividade protetora
pela possibilidade de reagir com "OH em solu¢gBes aquosas (HERMES-LIMA, 2004). Para que essa
atividade protetora seja mantida, a GSSG precisa ser reduzida a GSH, reacdo que é catalisada por
outra enzima antioxidante, a glutationa redutase (GR). A reacao de reciclagem ocorre a custa da
conversdo de NADPH a NADP*. A reducdo do NADP* a NADPH, por sua vez é catalisada pela glicose-
6-fosfato desidrogenase (G6PDH). Portanto, a glutationa e NADPH sdo essenciais para que o estado
redox celular seja mantido (HUBER e ALMEIDA, 2008). A GPx e a CAT sé&o importantes na prevencao
da reacdo de Fenton por participarem da eliminagdo de H202, principal substrato para que a reacao

ocorra.

Fe(lll) + OH +*OH == Danos oxidativos
Detoxificagdo de

bstanci
Fe(ll) ? (Reagdo de Fenton) -
CAT GST
/—. HZO + 02
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A 2GSH NADPH
+
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Figura 3. Acao coordenada das enzimas antioxidantes. Fonte: HERMES-LIMA (2004). CAT, catalase; SOD, superéxido
dismutase; GPx, glutationa peroxidase; GSSG, glutationa oxidada; GSH, glutationa reduzida; GR, glutationa redutase; G6PDH,
glicose 6 fosfato desidrogenase; NADP*, fosfato de dinucleotideo de nicotinamida e adenina oxidado; NADPH, fosfato de
dinucleotideo de nicotinamida e adenina reduzido; GST, glutationa S- transferase; ONOO", peroxinitrito; ‘NO, 6xido nitrico, O;',
radical superdxido; “OH, radical hidroxil; OH, ion hidroxila.
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A glutationa também esté associada ao metabolismo de xenobidticos, compostos exdgenos
naturais ou ndo-naturais que podem ser toéxicos ao organismo. A glutationa participa da fase Il do
metabolismo de xenobidticos, passo chave para a eliminacdo destes compostos do meio celular. Uma
das enzimas envolvidas nesta fase é a glutationa S-transferase (GST), que catalisa a conjugacao dos
xenobiédticos a compostos enddgenos, tornando-os mais solUveis em 4gua e protegendo o organismo

de compostos téxicos (HUBER e ALMEIDA, 2008).

Com a acgdo orquestrada destas enzimas o0 organismo consegue, em situacdes de
homeostase, minimizar os efeitos causados pelas EROs. Para auxiliar nessa resposta, ainda ha
atuacdo dos antioxidantes exdgenos, que sdo obtidos pela dieta. Dentre esses, 0s principais
antioxidantes dietéticos sdo o acido ascorbico (vitamina C), encontrado em frutas citricas, os tocoferois
e tocotrienois (vitamina E), presentes em graos, cereais integrais e sementes, e os carotenoides ([3-
caroteno, licopeno, zeaxantina e luteina), encontrados em folhosos verdes-escuros e vegetais de cores
de amarelo a laranja ou vermelho (SIES e STAHL, 1995). A vitamina C age como um importante
antioxidante sequestrador e redutor de radicais hidrofilicos, enquanto a vitamina E € um dos mais
potentes sequestradores de radicais lipofilicos (LOBO et al.,, 2010). Similar a vitamina E, os

carotenoides também podem atuar como sequestradores de radicais (STAHL e SIES, 2003).

1.2.4.1. Fitoquimicos e atividade antioxidante

Compostos dietéticos, como 0s compostos fitoquimicos, tém sido apontados como
importantes agentes antioxidantes dietéticos, também encontrados em frutas e hortalicas (QUIDEAU
et al.,, 2011; LIU, 2013). Esses compostos sdo capazes de aumentar a expresséo e atividade de
enzimas antioxidantes, além de apresentarem fungBes anti-inflamatdria, anti-angiogénica e anti-
coagulante e estarem relacionada a modulacédo de genes relacionados ao envelhecimento (LIU, 2013;

PISOSCHI e POP, 2015).

No inicio da década de 90, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) preconizou 0 consumo
minimo de 400 g de frutas e hortalicas por dia ou o correspondente a cinco porcdes, baseada em
evidéncias de que o maior consumo desses alimentos promovia efeito protetor contra doencas
cardiovasculares e alguns tipos de cancer (WHO, 1990). Estudos mostram que individuos que

apresentam consumo diario de frutas e hortalicas apresentam menor risco do desenvolvimento de
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doencgas cronicas, como diminui¢do do risco de doengas cardiovasculares, cancer, diabetes e do
declinio funcional associado a idade (BLOCK et al., 1992; MICHELS et al., 2002; GENKINGER et al.,

2004; ZHANG et al., 2011; HODGE et al., 2014).

Um estudo de coorte realizado em dez paises europeus, entre 1992 e 2010, comparou 0
consumo de vegetais e o risco de morte da populacdo europeia (LEENDERS et al., 2013). Observou-
se que o maior consumo de frutas e hortaligas combinados estava inversamente associado a todas as
causas de morte; ainda neste estudo, verificou-se que os individuos que apresentavam consumo de
frutas e hortalicas maior que 569 g apresentavam risco de morte retardado, quando comparado aos
individuos que ingeriam quantidade menor que 269 g. Similar a esses resultados, outro estudo
realizado na Inglaterra mostrou que uma ingestéo de frutas e hortalicas maior que sete por¢des por dia
apresentava associacdo com reducdo de mortalidade por cancer e doencas cardiovasculares
(OYEBODE et al., 2014). Assim, sugere-se que a maior inclusdo de frutas e hortalicas nos habitos
alimentares podem reduzir a incidéncia de doengas cronicas, diminuir ou retardar a mortalidade. A
ingestdo de diferentes frutas e hortalicas fornece diferentes nutrientes e fitoquimicos, que auxiliam na
prevencao de doengas cronicas e na promocao de um envelhecimento saudavel (CALABRESE et al.,

2010; GIOVANNINI e MASELLA, 2012; HODGE et al., 2014).

Os fitoquimicos séo definidos como substancias quimicas bioativas produzidas por vegetais
e representam parte do sistema de defesa das plantas em resposta a adaptacdo de condicbes
ambientais de estresse (QUIDEAU et al., 2011; LIU, 2013). Apesar de serem encontrados em pequenas
concentragcdes nos vegetais, quando ingeridos pelos animais estdo associados a prevencdo de
doencas crbnicas (BAUR et al., 2006; CALABRESE et al.,, 2010; PENG et al., 2014). Ja foram
identificados mais de 5.000 fitoquimicos que foram isolados de frutas, hortalicas e graos, sendo
classificados como compostos fendlicos, alcaloides, fitoesterois e carotenoides (QUIDEAU et al., 2011;

LIU, 2013).

Na figura 4, pode ser observado um esquema de classificacdo desses fitoquimicos. Os
compostos fenélicos compreendem o maior grupo dentre os fitoquimicos e contém um ou mais anéis
aromaticos associados a um grupo hidroxil em suas estruturas, sendo categorizados como acidos
fendlicos, lignanas, flavonoides, estilbenos e taninos (LIU, 2013). Dentre os alimentos comumente
ingeridos, os compostos fitoquimicos sdo encontrados em frutos como cacau (MILLER et al., 2009),

maca (VRHOVSEK et al., 2004; JUNG et al., 2009), uva (PALOMINO et al., 2000; DE ROSSO et al.,
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2014), frutos tipicos do Brasil (SIQUEIRA et al., 2013; PEREIRA et al., 2014; PAZ et al., 2015), ou em
alimentos processados como vinhos e azeite (CARLUCCIO et al., 2003). Entre os alimentos brasileiros,
os frutos do cerrado apresentam alto teor de fitoquimicos dentre os quais destaca-se o tucum-do-
cerrado (Bactris setosa Mart), com alto potencial antioxidante e alta concentragcdo de compostos

fendlicos (SIQUEIRA et al., 2013).

Compostos
fitoquimicos
Carotenoides Terpenos Fendlicos Alcaloides Fitoesterois
Acidos ) : i )
o Lignanas Flavonoides Estilbenos Taninos
fendlicos
. AC|dos_ . A.C!d(.)s. Flavononas Isoflavonas Flavanois Flavonas Flavonois Antocianidinas
hidrobenzoicos hidroxicindmicos
Gdlico P—cum_arlco ; h Genesteina Catequina Apigenina . Pelc_)rg(_)n_|d|na
o Cafeico Naringenina P . S Quercetina Cianidina
Vanilico . . Daidizeina Galocatequina Luteiolina .
. Sinapico Hesperetina - : - Caempeferol Peonidina
Protocatequina o L Glicitina Epicalocate- Crisina A L
o Ferulico Eriodictiol ) ) ; Miricetina Delfinidina
Seringico - Formononetira quina Rutina .
Clorogénico Malvidina

Figura 4. Classes de fitoquimicos. Fonte: adaptado de ROSA (2013).

Os fitoquimicos podem agir como antioxidantes atuando como agentes quelantes de metais
(PERRON e BRUMAGHIM, 2009), inibidores de oxidases (como as lipoxigenases, ciclooxigenase e
NADPH oxidase) (MURAKAMI e OHIGASHI, 2007), além de estimularem a sintese e atividade de
enzimas antioxidantes (RICE-EVANS et al., 1996; SHAH et al., 2014). Essas propriedades promovem
efeitos preventivos contra a inflamagé&o, doencas cardiovasculares, cancer e diabetes (OBRENOVICH

et al., 2010; DENIS et al., 2013).

Um estudo realizado com individuos com sobrepeso ou obesidade observou que 0 consumo
de dietas ricas em polifenois, uma classe de fitoquimicos, promovia, no periodo pds-prandial,

diminuicdo dos niveis de ftriglicerideos, de lipoproteina de muita baixa densidade (VLDL) e de 8-
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isoprostano urinario, um marcador de estresse oxidativo, evidenciando que dietas ricas em polifenois
podem reduzir marcadores de doencas cardiovasculares e estresse oxidativo (ANNUZZI et al., 2014).
SHAH et al. (2014) avaliaram o efeito antioxidante do extrato metandlico da planta Trifolium
alexandrinum contra o estresse oxidativo induzido por tetracloreto de carbono (CCls; 1 mL/kg de peso)
em ratos. A suplementagdo de extrato de T. alexandrinum (200 mg/kg de peso) por duas semanas em
ratos com estresse oxidativo promoveu diminuicdo de marcadores de peroxidacgéo lipidica (substancias
reativas ao acido tiobarbitirico, TBARS) e retornou a atividade das enzimas antioxidantes CAT e GPx
no rim aos niveis do grupo controle. Os autores sugeriram que o tratamento com uma fonte de polifenois
apresenta efeitos antioxidantes no organismo de ratos. Dentre os frutos do Cerrado, SIQUEIRA et al.
(2012) verificaram que o consumo da améndoa do baru (Dipteryx alata Vog.) por ratos suplementados
com ferro promoveu reducao dos niveis de oxidacdo de proteinas no figado, coracdo e baco destes
animais quando comparados aos ratos apenas tratados com suplementagdo de ferro. Semelhante ao
baru, o tucum-do-cerrado apresentou in vivo capacidade de proteger o organismo de estresse oxidativo

também induzido por ferro (FUSTINONI-REIS et al., 2016).

Considerando as ag0es fisiologicas dos fitoquimicos, os efeitos bioldgicos dessas também
foram estudadas na prevencédo do envelhecimento e doencas associadas. Em um estudo de coorte
prospectiva de 11 anos com a populacao do Japédo, KURIYAMA et al. (2006) verificaram que o consumo
diario de cha verde apresentou associacdo a reducao de todas as causas de mortalidade em individuos
idosos. Os autores sugeriram que esse efeito pode estar relacionado & presenca de catequinas, 0s
principais polifenois encontrados no cha verde (KURIYAMA et al., 2006). Similar a esse estudo, ensaios
experimentais tém observado que os polifenois presentes no azeite de oliva, no cha verde e em frutas
apresentam efeitos de protecdo contra o estresse oxidativo e por isso poderiam também ter um efeito
protetor na progressdo do envelhecimento (ANGELONI et al.,, 2008; SRIVIDHYA et al.,, 2008;
CHARLES et al.,, 2013; COBAN et al.,, 2014; RASTOGI et al., 2014). CHARLES et al. (2013)
demonstraram que a administracdo de polifenois do vinho (75 mg kg/dia) para ratos desde jovens
recupera a capacidade oxidativa da mitocdndria, diminui a producdo de EROs e melhora a defesa

antioxidante de ratos em idade mais avancada, quando comparados ao grupo controle.

O efeito do resveratrol, polifenol da subclasse dos estilbenos, tem sido o mais extensamente
estudado na progressdo da senescéncia celular. A expectativa de vida de levedura

Saccharomyces cerevisiae quando cultivada em um meio com 10 mmol/L de resveratrol foi aumentada
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em cerca de 70% (HOWITZ et al., 2003); em um estudo com o peixe Nothobranchius furzeri, o uso de
120 mg resveratrol / g de racdo aumentou a expectativa de vida destes em até 56% (VALENZANO et
al., 2006). Esse efeito também ja foi observado com outros polifenois, como a epigalocatequina galato
(EGCG), quercetina e antocianinas (PIETSCH et al., 2009). WILSON et al. (2006) observaram que o
tratamento do nematoide Caenorhabditis elegans com a fragdo de proantocianidinas (200 pg/mL)
obtidas a partir de extratos de mirtilo (Vaccinium angustifolium) aumentou a expectativa de vida em
20%. Estudos com Drosophila melanogaster mostraram que o tratamento destas com dietas ricas em
ferro (100 a 1000 ng de ferro/ g de dieta) promovia diminuicdo da expectativa de vida, entretanto,
guando esse tratamento era associado a extratos de cha verde observou-se que o cha preveniu o
acumulo de ferro corporal e promoveu aumento da expectativa de vida. Esses estudos sugeriram que
polifenois presentes no cha sao responsaveis pelo efeito inibitério na absor¢éo de ferro (BRUNE et al.,
1989; MASSIE et al., 1993) e possivelmente pelo prolongamento da vida. A limitacdo da absorcéo e
consequente diminuicdo da sobrecarga de ferro e dos efeitos deletérios causados por este mineral
podem estar associadas a modulacdo da expressdo de proteinas do metabolismo de ferro pelos
fitoquimicos e/ou ao efeito quelante destes compostos sob o ferro (MOREL et al., 1993; SESTILI et al.,
2002; MELIDOU et al., 2005). Estudos com mamiferos apresentam resultados semelhantes em relagéo
a expectativa de vida (BARGER et al., 2008; PEARSON et al., 2008; AIRES et al., 2012). PORQUET
et al. (2013) observaram em camundongos com senescéncia geneticamente acelerada (camundongos
SAMPS8) que a suplementacéo dietética de resveratrol (1g/ kg de dieta) por sete meses de tratamento

aumentou a expectativa de vida média desses animais em 33% em relacdo ao grupo controle.

Alguns mecanismos que descrevem o papel dos fitoquimicos na prevencdo do
envelhecimento ja foram propostos e envolvem a acgdo antioxidante e anti-inflamatéria destes
compostos, estando associados a inducdo de proteinas e fatores de transcricdo como o fator eritroide
2 relacionado ao fator 2 (Nrf2) e as sirtuinas (AGARWAL e BAUR, 2011; STEFANSON e BAKOVIC,

2014; SIN et al., 2015; SOERENSEN et al., 2015).

1.2.4.2. Fator nuclear eritroide 2 relacionado ao fator 2 (Nrf2)

O fator nuclear eritroide 2 relacionado ao fator 2 (Nrf2) € um fator de transcricdo pertencente

a familia “cap n’ collar leucine zipper’, expresso amplamente nos tecidos e esta associado a resisténcia
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ao estresse oxidativo, controlando a resposta celular adaptativa a varios estressores ambientais
(NGUYEN et al., 2009; GORRINI et al., 2013; HAYES e DINKOVA-KOSTOVA, 2014). Este fator de
transcrigdo atua na regulagé@o de mais de 100 genes que codificam enzimas detoxificantes e que atuam
no sistema de defesa antioxidante, através de sua ligacdo a uma regido promotora do DNA desses
genes, conhecida como “elemento responsivo a antioxidantes” (ARE) (NGUYEN et al., 2009; HAYES

e DINKOVA-KOSTOVA, 2014).

Uma das principais fun¢des do Nrf2 é regular a sintese e reciclagem de GSH, por regular a
expressdo de enzimas limitantes neste processo como a glutamato-cisteina ligase (GCL) e a GR
(LEWIS et al., 2010). Em situa¢Bes de homeostase, a atividade do Nrf2 € mantida em niveis basais,
nas quais o Nrf2 permanece ligado a uma proteina repressora, a proteina Keapl (do inglés, Kelch-like
ECH-associated protein 1), que complexada a outras proteinas, promove degradacédo proteassomal do
Nrf2 (Figura 5) (CHUN et al., 2014). De modo genérico, em situagbes de estresse oxidativo ou na
presenca de indutores da atividade do Nrf2, como compostos fitoquimicos, sdo desencadeadas
cascatas que promovem a fosforilagdo do Nrf2, a oxidacao e modificagdes covalentes da Keapl. Essas
alteracdes provocam a dissociacdo do complexo formado entre o Nrf2 e a Keapl (figura 5). Ao se
dissociar da Keapl, o Nrf2 migra para o ndcleo e se liga ao ARE presente na regido promotora de
genes que codificam enzimas citoprotetoras e de seu proprio gene, induzindo a transcricdo e aumento
da capacidade antioxidante e anti-inflamatéria da célula (CHUN et al., 2014; HAYES e DINKOVA-

KOSTOVA, 2014).
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Figura 5. Regulagdo e ativagdo do Nrf2 por oxidantes ou fatores dietéticos. Fonte: adaptado de SURH et al. (2005). Keap1,
Kelch-like proteina associada a ECH 1; Nrf2, fator nuclear eritroide 2 relacionado ao fator 2; EROs, espécies reativas de oxigénio;
Cys, cisteina; P, fosforilagdo; ARE, elemento responsivo a antioxidantes; SOD, superoxido dismutase; GPx, glutationa
peroxidase; NQO1, NAD(P)H: desidrogenase-(quinona)l; HO1, heme oxigenase-1.

REISMAN et al. (2009) demostraram que camundongos transgénicos que nao expressavam
Nrf2 (Nrf2”") apresentavam niveis diminuidos de mRNA de diversas enzimas antioxidantes, como a
SOD, enquanto camundongos geneticamente modificados para expressar menores niveis da proteina
Keapl apresentavam maiores niveis de GSH e GST, indicando a participacdo do Nrf2 na ativacdo de

enzimas antioxidantes.

Além de mediar a resposta antioxidante, a via relacionada a ativacdo do Nrf2 parece reduzir
a resposta inflamatéria por mecanismos que ndo estao totalmente elucidados. Sugere-se que o Nrf2
diminua a inflamac&o por inibir a expressdo de genes pré-inflamatérios incluindo o TNF-a, IL-18, IL-6 e
diminuir os niveis de metabdlitos de prostaglandinas e moléculas de adeséo celular (KIM et al., 2010).
KIM et al. (2010) sugeriram que o efeito anti-inflamatério do Nrf2 acontecga pela limitacéo da ativagdo
do NFkB, uma vez que os genes regulados pelo Nrf2 contribuem para diminuicdo dos niveis de RL,
que sao ativadores do NFkB. THIMMULAPPA et al. (2006) observaram que camundongos knockout
para Nrf2 (Nrf2"") apresentavam menores niveis basais de mRNA de GPx e de sua atividade no pulmé&o,
comparados aos camundongos selvagens. Quando os animais Nrf2”- foram tratados com o

lipopolissacarideo (LPS; 10 ug / kg de peso), indutor da inflamacéo, foi observada maior ativacéo do
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NFkB no pulmé&o, maior secrecdo de TNF-a e menores niveis de GSH, indicando que a presenca de
Nrf2 é necessaria para que as defesas antioxidantes celulares possam combater a inflamacéo,

limitando os niveis de EROs.

Compostos fitoquimicos como os sulforafanos presentes nos brocolis; as saponinas,
encontradas no gingseng; o resveratrol, a quercetina, a miricetina e o 4cido elagico, presentes em frutas
vermelhas e a curcumina, presente no agafrdo podem ativar a resposta mediada por Nrf2, protegendo
0 organismo do estresse oxidativo (THOPPIL et al., 2012; CHUN et al., 2014; QIN e HOU, 2016).
THOPPIL et al. (2012) observaram, em um modelo de hepatocarcinogénese induzida por estresse
oxidativo, que o tratamento prévio dos animais com extrato da casca de groselha negra (100 e 500
mg/Kg de peso) promovia diminui¢cdo da peroxidacao lipidica, aumento dos niveis de mRNA de Nrf2,
aumento da expressao de enzimas antioxidantes e detoxificantes como a NAD(P)H: desidrogenase-
(quinona)l (NQO1) e GST. Os autores sugeriram que a utilizacdo do extrato da casca de groselha
negra, rico em antocianinas, atenua o estresse oxidativo através da ativagdo de Nrf2. DENIS et al.
(2015) verificaram que a pré-incubacdo de células de cancer de colon (Caco-2) com extrato de
polifenois de arando (200 pg/mL de meio), um fruto rico em &cidos fendlicos, antocianinas, flavonois e
procianidinas, protegeu essas células de danos oxidativos induzidos por incubag¢do com ascorbato de
ferro (Fe/Asc; 200 mM/2 mM), diminuindo os niveis de peroxidagéo lipidica e de marcadores de
inflamacéo (prostraglandina E2, cicloxigenase-2, TNF-q, IL-6 e NFkB) e aumentando os niveis de Nrf2
nuclear e da atividade de CAT. Esses resultados indicam que o consumo de frutos ricos em fitoquimicos
podem ter efeito citoprotetor, diminuindo danos oxidativos e inflamatorios, efeitos que podem ser

mediados por Nrf2.

O fato do Nrf2 induzir a expressao de moléculas citoprotetoras, como as enzimas
antioxidantes, sugere que o Nrf2 desempenhe importante funcdo no processo do envelhecimento
(LEWIS et al., 2010). SHIH e YEN (2007) observaram em um estudo com ratos jovens (2 meses, 200-
2509), ratos meia idade (1 ano, 400-600 g) e ratos idosos (2 anos, 650-750 g) que com 0 aumento da
idade ha decréscimo dos niveis de MRNA e da atividade das enzimas antioxidantes CAT, GPx e GR,
bem como aumento dos niveis de marcadores de oxidag&o de proteina e lipidios. Ao investigarem se
a diminuicdo da capacidade antioxidante dos animais idosos estava associada aos niveis de Nrf2, foi

verificado que com o aumento da idade havia diminuicao dos niveis de Nrf2, sugerindo entdo que o
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envelhecimento poderia estar associado & menor resisténcia ao estresse oxidativo pela redugédo da

ativacao da via modulada pelo Nrf2.

LI et al. (2014) investigaram o efeito da classe de fitoquimicos saponinas da planta Aralia
taibaiensis, uma planta chinesa, em um modelo animal de envelhecimento induzido por D-galactose.
Os animais que receberam apenas a dose de D-galactose (150 mg / kg de peso) apresentaram maiores
niveis de malondialdeido (MDA) e reducéo da atividade enzimética de SOD, GR e CAT no soro e no
figado, comparados ao grupo controle. Entretanto, quando houve administragdo concomitante de D-
galactose e extrato de saponinas da Aralia taibaiensis (200 mg/kg de peso) os danos oxidativos foram
atenuados, com diminui¢@o dos niveis de MDA, maior capacidade antioxidante, avaliada pelo aumento
da atividade enzimatica de SOD, GR e CAT no soro e no figado, e maiores niveis de Nrf2 no figado
comparados ao grupo tratado apenas com D-galactose. Portanto, os autores sugeriram que 0 aumento
da atividade antioxidante dessas enzimas estaria em parte associado & ativagdo do Nrf2 pelas

saponinas, contribuindo para atenuar o envelhecimento induzido por D-galactose.

1.2.5. Marcadores de envelhecimento

O processo de envelhecimento tem sido associado a alteragdo da expresséo e/ou atividade
de algumas proteinas, sendo, portanto, essas consideradas marcadores de envelhecimento, como as
sirtuinas e a proteina marcadora da senescéncia 30 (SMP30), que apresentam associacdo com o
estado oxidativo e inflamatério do organismo (SON et al., 2006; KONDO et al., 2014; THOMPSON et

al., 2014).

1.2.5.1. Sirtuinas

As sirtuinas pertencem a uma classe de proteinas desacetilases ou mono-ADP-
ribosiltransferases presentes desde organismos inferiores, como leveduras, até organismos superiores,
como humanos (BRACHMANN et al., 1995). Essa classe de proteinas foi primeiramente identificada
em leveduras, nas quais foram chamadas de proteinas silenciadoras reguladoras de informacéo 2 (Sir2,
silent information regulator 2), participando da modificacdo pds-traducional de algumas proteinas

histonas e ndo-histonas (VIJG et al., 2008).
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Os primeiros estudos mostraram que na levedura Saccharomyces cerevisiae a atividade de
histona desacetilase (HDAC) promovia aumento da compactacdo da cromatina, diminuicdo da
transcricdo no locus de acasalamento (MAT, mating-type) das regides teloméricas e do DNA
riboss6mico (rDNA) (KAEBERLEIN et al., 1999). KAEBERLEIN et al. (1999) verificaram que a Sir2 é
um componente limitante na promoc¢éo da longevidade de leveduras, uma vez que a introducdo de uma
segunda copia de Sir2 no genoma destas leveduras aumentou em cerca de 30% a expectativa de vida
guando comparada a levedura selvagem. Em um outro estudo com nematoide Caenorhabditis elegans
verificou-se que a superexpressao de Sir2 aumentava a longevidade de 10 a 15% destes organismos

(TISSENBAUM e GUARENTE, 2001).

Em mamiferos existem sete genes homodlogos da Sir2, as sirtuinas (SIRTs), que séo
reguladores metabdlicos, e que se diferem de acordo com a expressdo em tecidos, localizacao
subcelular, atividade enzimatica e alvo dessa atividade (PIRINEN et al., 2012; DUAN, 2013; GIBLIN et
al., 2014). A localizacao celular da SIRT1 pode variar entre o nucleo e o citosol dependendo do tipo
celular e de fatores microambientais, sendo predominantemente encontrada no nucleo (MICHISHITA
et al., 2005; PIRINEN et al., 2012). A SIRT2 é predominantemente citosolica, enquanto as SIRT3,
SIRT4 e SIRTS séo consideradas mitocondriais e as SIRT6 e SIRT7 s@o encontradas no nucleo,
localizadas na heterocromatina e no nucléolo, respectivamente (MICHISHITA et al., 2005; PIRINEN et

al., 2012; DUAN, 2013; GIBLIN et al., 2014).

Além das fungbes de desacetilases e de mono-ADP-ribosiltransferases as sirtuinas estéo
envolvidas ainda em vias de resposta ao estresse celular (HAIGIS et al., 2006), que podem estar
associadas ao processo biolégico de envelhecimento. Como desacetilases, as sirtuinas atuam
removendo grupos acetil de residuos de lisina de variadas classes de proteinas, incluindo histonas,
fatores de transcri¢do e proteinas do reparo de DNA (RAHMAN e ISLAM, 2011), ativando ou inibindo
a expressdo e atividade destas proteinas. A atividade de desacetilacdo ocorre com consumo da
coenzima nicotinamida adenina dinucleotideo oxidada (NAD*) e com formacéo de nicotinamida (NAM)

e O-acetil-ADP ribose como produtos (CANTO et al., 2013).

As sirtuinas apresentam papel importante na resposta ao estresse oxidativo por desacetilar
diversos fatores de transcricdo que regulam a expresséo de genes envolvidos na reposta antioxidante,
como o Forkhead box O (FOXO)3, que induz a expressédo de SOD2 e o co-ativador-1 ‘alfa’ do receptor

ativado por proliferador do peroxissoma (PGC-1a), que induz a expressédo de GPx, CAT e SOD1. Na
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mitocéndria, as sirtuinas desacetilam e aumentam a atividade de SOD2 e de isocitrato desidrogenase
(IDH2), esta ultima associada a conversdao de NADP* a NADPH, essencial para manter os niveis de
GSH. Por outro lado, as sirtuinas desacetilam uma subunidade do NFkB tornando-o inativo, com
consequentemente diminuicdo da resposta inflamatéria (Figura 6) (MERKSAMER et al., 2013). Além
disso, embora ndo haja consenso, alguns estudos recentes sugerem que pode haver interacdo entre a
atividade de sirtuinas e a ativagao de Nrf2, que geram repostas sinérgicas a fim de promover maior

resisténcia ao estresse oxidativo (HUANG et al., 2015; LI, S. et al., 2016).

spécies reativas
de oxigénio

Restricao

Envelhecimento b
calorica

Inibigao da resposta Aumento da capacidade

inflamatéria antioxidante

Figura 6. Regulacéo da resposta antioxidante pelas sirtuinas. Fonte: MERKSAMER et al. (2013) — adaptado. Setas indicam
regulagao positiva, enquanto barras indicam regulagédo negativa. Linhas sélidas indicam forte evidéncias experimentais; linhas
tracejadas indicam possiveis interagcdes. NFkB, fator nuclear kappa B; FOXO3, forkhead box O3; SOD, superdxido dismutase.

Os mecanismos de regulacdo da expressao e atividade das SIRTs ainda ndo estdo
elucidados, entretanto evidencia-se regulacdo em nivel transcricional, modificacdo pés-traducional e
regulacdo da propria atividade pela concentragdo de substrato ou presenca de compostos dietéticos

(MILNE e DENU, 2008; HOUTKOOPER et al., 2012).
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Para exemplificar os mecanismos de regulagdo, assume-se a SIRT1 como modelo, por
constituir a sirtuina mais estudada. O gene que codifica a proteina SIRT1 (Sirtl) apresenta sitio de
ligacdo em seu promotor para diversas proteinas e fatores de transcricdo. Dentre os fatores de
transcricdo descritos como ativadores da transcricdo de Sirtl, destacam-se o fator de transcricdo
forkhead box protein O3a (FOXO3a), a proteina de ligacdo do elemento responsivo a AMP ciclico
(CREBP), e os receptores ativadores de proliferacdo de peroxissoma (PPAR)a e (PPAR)S. Os
repressores descritos sédo a proteina de ligacdo do elemento responsivo a carboidratos (ChREBP), o
PPARYy, e a enzima Poli (ADP-ribose) polimerase 2 (PARP2), esta Ultima envolvida no reparo do DNA

(HOUTKOOPER et al., 2012).

Um mecanismo proposto para explicar a indugéo da transcricdo de Sirtl envolve situacdes
de restricdo caldrica, jejum ou na pratica de exercicios fisicos. Nessas condicbes a razéo
insulina/glucagon diminui, h4 aumento dos niveis de AMP ciclico (CAMP) e consequente ativacdo de
CREBP, que entdo promove a ativacao de SIRT1 (NORIEGA et al., 2011). Durante o periodo de
privacéo de energia ha ainda aumento dos niveis intracelulares de NAD*, que induziria a expresséo de
PPARa e PPAR®S, que por sua vez aumentariam a expressédo de Sirtl (HAYASHIDA et al., 2010;
OKAZAKI et al.,, 2010). A inibicdo da transcricdo de Sirtl por ChREBP est4 relacionada a
disponibilidade de nutrientes, situagdo na qual a ChREBP € importada para o ndcleo enquanto a
CREBP ¢é exportada do nucleo, favorecendo a ligagdo de ChREBP ao promotor para promover a
inibicdo da transcricdo de Sirtl (NORIEGA et al., 2011). Durante o processo de progressdo do
envelhecimento a inibicdo da transcricdo de Sirtl por PPARYy parece prevalecer em relagao aos outros
mecanismos de inibicdo de SIRT1, visto que a atividade do PPARYy esta aumentada no envelhecimento

celular (GAN et al., 2008; HAN et al., 2010).

Apesar dos mecanismos de modificagdo pés-traducionais também serem pouco descritos, ja
foi observado que a SIRT1 apresenta sitios-alvo de fosforilagcéo (YANG, Y. et al., 2007; NASRIN et al.,
2009; HOUTKOOPER et al., 2012). Células renais embrionarias humanas (HEK293T) incubadas com
anisomicina (10 pg/mL), ativador de quinase c-Jun-N-terminal (JNK), apresentaram aumento da
fosforilacdo e maior atividade de SIRT1, indicando que a fosforilagdo de determinados residuos de

SIRT1 pode induzir sua atividade (NASRIN et al., 2009).

Com relagdo aos substratos, observa-se que quando a razdo NAD*/NADH estd aumentada,

ha maior atividade de SIRT1, como no caso de situa¢des de jejum, restricdo caldrica e exercicio fisico.
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Contrariamente, quando a razdo NAD*/NADH encontra-se diminuida, a atividade de SIRT1 diminui
(HOUTKOOPER et al., 2012). A concentracéo de NAD* pode ser influenciada pela atividade de outras
enzimas que o utlizam para desempenhar suas fungbes, como as PARPs, que catalisam a
transferéncia de ADP-ribose do NAD* para uma proteina, a fim de reparar o DNA (HOUTKOOPER et
al., 2012). A PARP1 parece inibir SIRT1 por competir por NAD*, uma vez que a delecdo do gene Parpl
promove aumento dos niveis intracelulares de NAD* e ativa a SIRT1 (BAl, CANTO, OUDART, et al.,
2011). A PARP2 liga-se ao promotor de SIRT1 e inibe a transcri¢do, e observa-se que a dele¢do do
gene Parp2 promove aumento da atividade de SIRT1 (BAI, CANTO, BRUNYANSZKI, et al., 2011).
Durante o envelhecimento observa-se maiores niveis de peroxidacao lipidica, de proteina carbonilada,
e forte correlacdo positiva entre dano ao DNA, menor atividade de SIRT1 e deplecdo de NAD*,
sugerindo que a concentracdo de NAD* e a atividade de SIRT1 podem ser importantes fatores para a

longevidade (BRAIDY et al., 2011).

Compostos dietéticos também séo capazes de regular a expresséo e atividade das SIRTs por
mecanismos ainda desconhecidos (MILNE e DENU, 2008). Dentre os fitoquimicos, o resveratrol é o
composto que mais tem sido relacionado a expressdo e atividade de SIRT1. Sugere-se que 0s
fitoquimicos possam agir diretamente, induzindo tanto a transcricdo quanto a atividade das sirtuinas,
ou por diminuir o valor de Km, aumentando a afinidade pelo NAD* ou os niveis de proteina quinase
ativada por AMP (AMPK), que por sua vez aumentaria os niveis e atividade de SIRT (HOUTKOOPER

et al., 2012).

1.25.1.1. Sirtuina 1 (SIRT1)

A sirtuina 1 (SIRT1) é a proteina da familia das SIRTs mais estudada e esta envolvida na
regulacéo da transcricdo, incluindo a desacetilacdo da histona-3-lisina-9 (H3-K9), histona-4-lisina-16
(H4-K16) e histona-1-lisina-26 (H1-K26), e outras proteinas ndo-histona como alvo, como a p53, o fator
de transcricdo forkhead box protein 01/3 (FOX01/3), o co-ativador-1 'alfa’ do receptor ativado por
proliferador do peroxissoma (PGC-1a) e o fator nuclear kappa-B (NFkB) (HUBBARD e SINCLAIR,

2014).

A literatura descreve que a SIRT1 regula a inflamacéo no tecido adiposo e no figado, pela

inibicdo da via de sinalizagéo do NFkB. Um estudo in vivo evidenciou que a superexpresséo de Sirtl
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protegeu camundongos do desenvolvimento de esteatose hepatica induzida por dieta com alto teor de
lipidios, através da inibicdo da inativacdo do NFkB e consequentemente da inflamacédo (PFLUGER et
al., 2008). Observag6es similares foram observadas por PURUSHOTHAM et al. (2009), que revelaram
que a superexpressao de Sirtl no figado foi capaz de induzir a expressdo de PPARa, ativar o PGC-1aq,

induzindo a oxidagao de lipidios e inibindo a sinalizagdo do NFkB.

A presenca de EROs pode diminuir os niveis de mRNA, de proteina e também a atividade de
SIRT1 (CAITO et al., 2010; YUAN et al., 2016). FURUKAWA et al. (2007) ao estudar o papel de SIRT1
na senescéncia celular induzida por estresse oxidativo, verificaram que em fibroblastos humanos
(células TIG-3) tratados com perdxido de hidrogénio (50 umol/L) houve deplecdo de NAD* e diminui¢édo
da atividade de SIRT1 e maiores niveis de um marcador de senescéncia celular (senescence
associated-f-galactosidase; SA-B gal). Nessa mesma perspectiva, estudos com moléculas ativadoras
de SIRT1 mostram diminuicdo de niveis de danos oxidativos (FRANCO et al., 2010; YUN et al., 2012)
e inibicdo da sinalizagdo do NFkB, suprimindo a inflamagdo (RAJENDRASOZHAN et al., 2008).
Descreve-se um papel protetor da SIRT1 com relacdo a inflamag¢do, uma vez que essa proteina
aumenta a expressdo de enzimas do sistema antioxidante, como SOD2 e CAT (MOTTA et al., 2004;
ST-PIERRE et al., 2006; FRANCO et al., 2010; CHENG et al., 2014), indicando que a ativacdo de
SIRT1 promoveria efeitos benéficos em relagdo a danos oxidativos, inflamacao e consequentemente o

envelhecimento.

Um estudo recente realizado por DAS et al. (2016) em um modelo de camundongos com
sobrecarga de ferro verificou que nesta situacao havia diminuicdo dos niveis de glutationa reduzida
(GSH), aumento de glutationa oxidada (GSSG), maiores dos niveis de MDA, das citocinas pro-
inflamatdrias IL-1p, TNF-a e IL-6 e menor expressdo da proteina SIRT1 no figado destes animais.
Entretanto, no grupo com sobrecarga de ferro tratado com resveratrol houve diminuicdo dos danos
oxidativos, com aumento de GSH, reducédo da peroxidacao lipidica e retorno da expressao da proteina
SIRT1 aos niveis do grupo placebo. Os autores sugeriram que o resveratrol pode ter efeitos
terapéuticos na sobrecarga de ferro, mecanismo que pode estar relacionado ao aumento da expressao

e atividade de SIRT1.

Com relacao ao envelhecimento, alguns estudos com mamiferos foram conduzidos no intuito
de observar a influéncia dessa proteina na expectativa de vida de roedores (PALACIOS et al., 2010;

GIBLIN et al., 2014). PALACIOS et al. (2010) verificaram que a SIRT1 parece estar envolvida na
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estabilidade de teldmeros, estrutura composta por DNA e proteina encontrados nas extremidades dos
cromossomos lineares, conferindo protecao a degradacéo e estabilizacdo da cromatina. Nesse estudo
(PALACIOS et al.,, 2010), camundongos que superexpressavam SIRT1 apresentaram teldmeros
maiores quando comparados a camundongos selvagem. Outros estudos in vivo também corroboram
com o papel da SIRT1 na protecdo de danos relacionados ao envelhecimento, evidenciando que a
superexpressdo de SIRT1 esta inversamente correlacionada a algumas doencas relacionadas a idade,
como a resisténcia a insulina, a sindrome metabdlica e a osteoporose, apesar de ndo apresentarem

aumento na expectativa de vida (PFLUGER et al., 2008; HERRANZ et al., 2010).

Em um estudo com células de musculo liso vascular humanas (VSFMC) de doadores de
diferentes faixas etarias (de 12 a 81 anos), THOMPSON et al. (2014) observaram que h& diminuicdo
significativa da expressao da proteina SIRT1 nestas células com o aumento da idade. Nesse mesmo
estudo, a fim de verificar se a reducao de SIRTL1 relacionada a idade correlacionava-se com a inducéo
da senescéncia celular, células VSFMC de doadores jovens foram transfectadas com pequenos RNA
de interferéncia (SiRNA) de SIRT1 a fim de silenciar esta proteina; observou-se entdo que o
silenciamento de SIRT1 promoveu aumento de SA-Bf gal. Esses resultados sugeriram que a
senescéncia celular esta relacionada a diminuicdo da expressao de SIRT1, o qual pode estar

relacionado ao desenvolvimento doencas cardiovasculares com o aumento da idade.

BAYRAM et al. (2012) observaram que camundongos com senescéncia avancada, tratados
por quatro meses e meio com uma dieta composta por polifenois extraidos do azeite de oliva,
apresentaram menores danos oxidativos, maiores niveis de mMRNA de enzimas antioxidantes (GST,
NQO1, y-GCS), de SIRT1 e de Nrf2 no coragéo, comparados a animais tratados com dieta com baixo
teor de polifenois. Os autores sugeriram que o consumo de azeite de oliva poderia atenuar os efeitos

do envelhecimento e que esse efeito benéfico estaria associado a presenga dos polifenois.

NIU et al. (2013) investigaram os efeitos do consumo a longo prazo do composto bioativo
epigalocatequina galato (EGCG), principal polifenol presente no cha verde, no crescimento e
expectativa de vida de ratos saudaveis. O consumo de 25 mg/kg/dia de EGCG retardou a morte em 8
a 12 semanas; diminuiu os danos oxidativos promovidos pelo aumento da idade, evidenciados pela
diminuicdo dos niveis de malondialdeido; reduziu os niveis séricos de TNF-a e IL-6 e aumentou o0s
niveis das enzimas SOD e GPx no figado e no rim, comparados ao grupo controle. Também foi

observado que o consumo de EGCG diminuiu os niveis de mRNA e proteina de NF-kB, enquanto
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aumentou os niveis de mRNA e proteina SIRT1 e FOXOS3, no figado e no rim, comparados ao grupo
controle. Os autores sugeriram que o consumo de EGCG poderia aumentar a expectativa de vida

provavelmente por prevenir a inflamacao e o estresse oxidativo.

Outro estudo in vitro com células de pulméo de camundongos senescentes evidenciou que o
tratamento com oligonol, um polifenol presente em lichia e sementes de uva, promoveu atenuagéo da
geracdo de EROs e aumento dos niveis da proteina SIRT1 e ativagdo da via SIRT1-AMPK (PARK et
al., 2016). Os autores sugeriram que a ativac@o desta via poderia aumentar a autofagia, mecanismo

gue se encontra diminuido com a idade e, desse modo, retardar o envelhecimento (PARK et al., 2016).

1.251.2. SIRT3

A sirtuina 3 (SIRT3) é a proteina mitocondrial da classe das sirtuinas melhor caracterizada,
constituindo a principal proteina com atividade desacetilase nesta organela (WU et al., 2014; ANSARI
et al., 2017). A expressado de SIRT3 é maior em tecidos como cérebro, coracdo, figado, rim, masculo
esquelético e tecido adiposo (ANSARI et al., 2017). A delecédo dessa proteina ndo causa alteragfes
fenotipicas, mas promove maior probabilidade de desenvolvimento de doengas associadas a idade,

como a faléncia cardiaca e a sindrome metabdlica (HIRSCHEY et al., 2011).

Semelhante a SIRT1, a expressédo de SIRT3 é diminuida com o aumento da idade e em
adultos sedentarios (LANZA et al., 2008; ANSARI et al., 2017) e pode ter atividade comprometida
guando hé& baixos niveis de NAD* (YANG, H. et al., 2007; BRAIDY et al., 2011). Embora existam menos
evidéncias, a atividade e expressdo SIRT3 podem ser estimuladas por compostos dietéticos (ZHOU et

al., 2014; ZHAO et al., 2016).

Estudos experimentais mostram que a SIRT3 esta relacionada a defesa antioxidante na
mitocéndria. Camundongos knockout para SIRT3 apresentam peroxidacdo lipidica aumentada e
maiores concentragdes de proteinas carboniladas, dois marcadores biolégicos de estresse oxidativo
(SOMEYA et al., 2010). Em outro estudo, TAO et al. (2010) demonstraram que camundongos knockout
para SIRT3 apresentavam menor atividade da enzima manganés-superoxido dismutase (MnSOD ou
SOD2). Esses animais apresentavam ainda maiores niveis da enzima MnSOD com residuos de lisina
acetilados comparados aos animais selvagem. QIU et al. (2010), por sua vez, observaram que

camundongos knockout para SIRT3 apresentavam maiores danos oxidativos e menor tempo de vida.
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Os autores destes estudos sugeriram que a SIRT3 atue na desacetilagdo de dois sitios cataliticos de

SOD2, que por sua vez reduz os niveis de EROs, promovendo resisténcia ao estresse oxidativo.

Em células renais embrionarias humanas (HEK293T) tratadas com menadiona e H202 (25
pmol/L e Immol/L, respectivamente) apresentaram diminuicdo expressiva nos niveis da proteina
SIRT3, o que acarretou na acetilacdo de diversas proteinas-alvo de SIRT3 (YU et al., 2012). Outro
estudo evidenciou que a exposi¢do de cardiomiocitos a H202 (50 pmol/L) reduziu os niveis de SIRT3,
ativou NFKB e aumentou a morte destas células (CHEN et al., 2013). ZENG et al. (2014) observaram
em um modelo de envelhecimento induzido por D-galactose (500 mg/kg de peso) que ha diminuicdo
dos niveis de mMRNA, proteina e atividade de SOD2 e SIRT3 no cdrtex auditivo e concomitante maiores
niveis de MDA. Desse modo, o decréscimo de SIRT3 diminuiria a capacidade de protecao celular contra

danos oxidativos, potencializando a progressédo do envelhecimento.

Similar & SIRT1, alguns compostos fitoquimicos também podem induzir a expressédo e
atividade de SIRT3 (ZHAO et al., 2016; FU et al., 2017). LUO et al. (2015) observaram que ratos com
18 meses de idade, tratados previamente a longo prazo (90 dias) com extrato de ginseng (80 mg /kg
peso/ dia), uma planta rica em fitoquimicos, apresentaram menores danos oxidativos, supresséo de
sinais apoptoticos, além de maiores niveis de SIRT1 e SIRT3 ap6s a inducéo de isquemia cardiaca,
comparados aos animais nao tratados. Outro estudo recente evidenciou que ratos com hiperglicemia
tratados com alho por via oral (250 mg/ kg peso / dia), por quatro dias, apresentaram diminuicdo de
EROs, maior atividade de enzimas antioxidantes e maior expressdo e atividade SIRT3 no tecido
cardiaco (SULTANA et al., 2016). Os autores de ambos estudos sugeriram, entdo, que o consumo de
alho e ginseng pode ter efeito benéfico na prevengdo de doengas crbnicas relacionadas ao

envelhecimento, efeito que estaria associado a ativacao de SIRT1 e SIRT3.

1.2.5.2. Proteina marcadora de senescéncia 30 (SMP30)

A proteina marcadora da senescéncia 30 (SMP30) é considerada um biomarcador fidedigno
do envelhecimento por apresentar diminuicdo da sua expressao com o aumento da idade (FUJITA et
al., 1999; FENG et al., 2004). Sua denominacéo, senescence marker protein-30, decorre do peso
molecular préximo a 30 kDa e do fato de diminuir com o envelhecimento. Essa proteina € altamente

conservada entre as espécies animais e apresenta cerca de 88% de homologia entre humanos e
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roedores (FUJITA et al., 1999). Pode ser encontrada em diferentes tecidos como figado, rim, coragéo,
pulméo, estbmago, testiculos, ovario, glandula adrenal e epiderme, mas é predominantemente

expressa no figado e rim (FENG et al., 2004).

Dentre as fun¢des da SMP30, sugere-se que participe da homeostase do célcio intracelular,
sendo também conhecida como regucalcina (FUJITA et al., 1999; YAMAGUCHI, 2005), atuando na
ativacdo da enzima ATPase de célcio e magnésio, envolvida na regulacdo da bomba de calcio da
membrana plasmatica (FUJITA et al., 1998; YAMAGUCHI, 2005). Outros estudos sugerem participagao
no metabolismo de lipidios, uma vez que a deficiéncia da SMP30 provoca acumulo de lipidios no figado
e diminui a expectativa de vida de camundongos (ISHIGAMI et al., 2004), e ainda causa hiperlipidemia,
com aumento de triglicerideos e acidos graxos livres (YAMAGUCHI et al., 2004). A SMP30 também
esta relacionada a producédo de vitamina C em roedores, uma vez que foi descrita homologia desta
proteina a gluconolactonase (KONDO et al., 2006), porém humanos ndo sdo capazes de sintetizar
vitamina C. Sugere-se que em roedores, com a diminui¢do dos niveis de SMP30 ha menor sintese de
vitamina C, que € um antioxidante, promovendo aumento dos niveis espécies reativas e acelerando o

envelhecimento (PARK et al., 2010; AMANO et al., 2013).

Alguns autores sugeriram a existéncia de uma relacdo da SMP30 com o estresse oxidativo
(HANDA et al., 2009; JUNG et al.,, 2014; KONDO et al., 2014). Observa-se que a diminuicdo da
expressao de SMP30 correlaciona-se com 0 aumento de danos oxidativos (SON et al., 2006; JUNG et
al., 2014; KONDO et al., 2014), enquanto seu aumento provoca diminuicdo da formacao de espécies
reativas (HANDA et al., 2009; JUNG et al., 2014). SON et al. (2006) observaram que camundongos
knockout para SMP30 apresentavam niveis elevados de espécies reativas, de oxidacdo de proteinas
e maior atividade da enzima NADPH oxidase no cérebro. HANDA et al. (2009), por outro lado,
verificaram que células de hepatoma humano (células HepG2) que superexpressavam SMP30
apresentaram diminuicdo da formacéo de EROs, associada & diminui¢cdo da peroxidacao lipidica e da

atividade das enzimas antioxidantes SOD e GPx.

JUNG et al. (2014) demonstraram que a SMP30 apresenta relacdo com a inflamacdo e
estresse oxidativo. Neste estudo foi observado em modelo animal que a administragdo do estressor
2,2'-azobis(2-amidinopropano) dihidrocloreto (AAPH) em diferentes concentragbes (50, 100 ou 200
mg/Kg de peso) resultou na diminuicdo dos niveis da proteina SMP30, e aumento da produgédo de

espécies reativas, em ratos de seis meses de idade. Em outra série de experimentos com ratos que
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ndo expressavam SMP30 verificou-se maiores niveis de EROs, menores niveis de glutationa reduzida
(GSH), maiores niveis de MDA no rim e diminui¢do da expectativa de vida destes animais comparados
a ratos selvagens. Esses animais apresentaram ainda maior ativagdo do NFkB e niveis aumentados
de genes responsivos ao NFkB, como 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS) e a ciclooxigenase 2 (COX-
2), ambos marcadores de inflamacdo. Experimentos in vitro mostraram que a superexpressdo de
SMP30 protegeu células epiteliais YPEN-1 do estresse oxidativo induzido por AAPH (200 pmol/L), com
diminuicao da formacao de espécies reativas e de MDA, e menor indicio de inflamacao, por diminuir a
ativacdo de NFkB. Os autores, ao final, sugeriram que a diminuicdo de SMP30 pode estar relacionada
ao estresse oxidativo e inflamacdo com a idade e, por isso, pode ser uma molécula alvo de futuros

estudos por parecer ter agdo antioxidante e anti-inflamatoria.

1.2.6. Tucum-do-cerrado (Bactris setosa Mart)

O Cerrado é um bioma do Brasil que cobre cerca de 204 milhdes de hectares de todo o
territorio brasileiro, compreendendo mais de 10.000 espécies de plantas em sua vegetacdo (MYERS
et al., 2000; DA SILVA et al., 2001). Neste bioma ha um enorme nimero de frutas exoticas nativas
ainda nao estudadas, mas que tem despertado interesse por apresentarem caracteristicas de elevada
concentracdo de vitaminas e minerais, de alto potencial antioxidante e serem ricas em fitoquimicos
(MARIN et al., 2009; SIQUEIRA et al., 2013; DE SOUZA et al., 2014). Os frutos do Cerrado sao
consumidos pela populacédo na forma de doces, bolos, sucos, licores, geleias e sorvetes, com grande

aceitacdo por parte da populacdo (DA SILVA et al., 2001).

O tucum-do-cerrado (Bactris setosa Mart) € um fruto produzido por palmeiras de 4 a 6 metros
de altura. Popularmente é conhecido como tucum, tucum-do-brejo e uva-do-brejo. O periodo de
frutificac@o vai de janeiro a margo e quando maduro apresenta casca e polpa de cor violeta (figura 6) e
pode ser consumido in natura, sob forma de sucos, sorvetes, geleias, vinhos ou vinagre (DA SILVA et
al., 2001). Em termos nutricionais, o tucum-do-cerrado apresenta em sua composi¢cao maior teor de
carboidratos (18,7 g/ 100 g), seguido de fibras (1,7 g/ 100 g) e proteinas (1,2 g/ 100 mg) e baixo teor
de lipidios (0,14 g/ 100 g) (FUSTINONI, 2013). Em relac&o a micronutrientes este fruto contém: 1,4 g

de ferro / 100 mg, 78,4 mg de vitamina C / 100 g (FUSTINONI, 2013; ROSA, 2013).
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Figura 6. Tucum-do-cerrado coletado em marco de 2013, em Terezépolis de Goias, GO, Brasil. (Fonte: Arquivo pessoal)

Um estudo do nosso grupo (SIQUEIRA et al., 2013) avaliou o potencial antioxidante in vitro e
a composicao de fitoquimicos de doze frutos do cerrado (araticum, baru, cagaita, cajuzinho, guariroba,
inga, jatoba, jenipapo, jurubeba, lobeira, mangaba e tucum-do-cerrado). Nove dos doze frutos
examinados (araticum, cagaita, cajuzinho, inga, jenipapo, jurubeba, lobeira, mangaba e o tucum-do-
cerrado) apresentaram alto teor de compostos antioxidantes e fitoquimicos quando comparados a

maca, uma fruta conhecida por ser rica nestes compostos.

No estudo realizado por ROSA et al. (2016), foi observado que o tucum-do-cerrado é um fruto
rico em compostos fendlicos, sendo encontrados principalmente na casca do fruto, parte comestivel do
fruto. No mesmo estudo, foram identificados em diferentes extratos da casca do tucum-do-cerrado
acidos fendlicos, estilbenos e flavonoides, esta Ultima classe em maior concentracdo. Nesses extratos,
dentre a classe de 4cidos fendlicos, foi detectada a subclasse de acidos hidrobenzoicos, enquanto da

subclasse de flavonoides foi identificado flavanois, flavonas e antocianinas.

Completando os estudos de SIQUEIRA et al. (2013) e ROSA et al. (2016), outros dois estudos
avaliaram os efeitos do tucum-do-cerrado in vitro e in vivo (DE SOUZA, 2013; FUSTINONI-REIS et al.,
2016). No estudo realizado por DE SOUZA (2013), esse estudo in vivo e in vitro, analisou-se a fungéo
antioxidante de extratos de tucum-do-cerrado em levedura Saccharomyces cerevisiae. Foi observado
gue 0 extrato aquoso e etandlico da casca e da casca e polpa do tucum-do-cerrado protegiam as
leveduras, melhorando a viabilidade celular na presenca de diferentes oxidantes (peréxido de
hidrogénio, menadiona e hidroperoxido de cumene), em diferentes concentracées. DE SOUZA (2013)

também verificou in vitro que os extratos da polpa e da casca do tucum-do-cerrado diminuiram danos
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oxidativos a lipidios. Corroborando com esses resultados, FUSTINONI-REIS et al. (2016) observaram
gue ratos tratados com dieta enriquecida com ferro (350 mg/kg de dieta) e tucum-do-cerrado (150 g/
kg de dieta) apresentaram menores niveis de danos oxidativos a lipidios e a proteinas em alguns
tecidos como, figado e baco, quando comparados ao grupo suplementado com ferro, e promoveu

aumento da capacidade antioxidante do soro.

Por fim, um outro estudo recente identificou e quantificou compostos fendlicos e carotenoides
em extratos da casca, polpa e semente do tucum-do-cerrado e algumas das suas funcgdes fisiologicas
in vitro (BOEING et al., 2017). Similar ao encontrado por ROSA et al. (2016), no estudo de BOEING et
al. (2017) foram identificadas diferentes classes de fendlicos nos extratos das trés partes do fruto, como
epicatequina e catequina (flavanois), piceatanol (estilbeno) e diferentes glicosideos de cianidina
(antocianinas). Nesse mesmo estudo foi observado in vitro que os extratos das trés partes do tucum-
do-cerrado (casca, polpa e semente) foram capazes de remover espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio, protegendo células do epitélio intestinal (Caco-2). Desse modo, 0s autores corroboram com
a hipétese que o tucum-do-cerrado seja um importante alimento com potencial antioxidante além de

apresentar efeitos biolégicos positivos.

Considerando o potencial antioxidante in vitro e in vivo do tucum-do-cerrado (DE SOUZA,
2013; SIQUEIRA et al., 2013; FUSTINONI-REIS et al., 2016; BOEING et al., 2017), bem como a alta
concentracao de compostos fenélicos presentes neste fruto (ROSA et al., 2016; BOEING et al., 2017),
sugere-se que o consumo de tucum-do-cerrado pode diminuir os efeitos deletérios do estresse
oxidativo e da inflamacg&o causados pelo excesso de ferro, prevenindo ou retardando o aparecimento

de marcadores do envelhecimento.
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1.3.0OBJETIVOS

1.3.1. Geral

Investigar o efeito do consumo de tucum-do-cerrado (Bactris setosa Mart) sobre marcadores

moleculares associados ao envelhecimento em ratos adultos suplementados ou ndo com ferro.

1.3.2. Especificos
Avaliar os niveis de danos oxidativos a lipidios e a proteinas no figado, no baco, no intestino e no
rim de ratos adultos tratados com dieta adicionada de 15% tucum-do-cerrado (Bactris setosa Mart)
associada ou ndo a suplementacao de ferro.
Avaliar a capacidade antioxidante do figado e no rim de ratos adultos tratados com dieta adicionada
de 15% tucum-do-cerrado (Bactris setosa Mart) associada ou ndo a suplementacéo de ferro.
Avaliar marcadores de inflamacao (IL-1B, IL-6 e TNF-a;) em nivel de mRNA no figado e em nivel de
proteina no soro de ratos adultos tratados com dieta adicionada de 15% tucum-do-cerrado (Bactris
setosa Mart) associada ou ndo a suplementacéo de ferro.

- Avaliar os marcadores de envelhecimento (sirtuina 1, sirtuina 3 e proteina marcadora de
senescéncia 30) no figado e no rim de ratos adultos tratados com dieta adicionada de 15% tucum-

do-cerrado (Bactris setosa Mart) associada ou ndo a suplementagéo de ferro.
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1.4. MATERIAIS E METODOS
1.4.1. Aquisicao do fruto e preparo das ragdes

As amostras de tucum-do-cerrado (Bactris setosa Mart.) foram coletadas durante o periodo
de frutificacdo (de janeiro a marco de 2014), no estado de maturacdo, em uma fazenda localizada em
Terezépolis de Goias, 16°28'15.4"S e 49°03'44.1"W, Goias, Brasil. Uma subamostra da espécie foi
depositada no Herbario da Universidade de Brasilia, com niimero de identificagdo 124364. A permisséo
para coletar essa amostra foi emitida pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis (IBAMA) / Ministério do Meio Ambiente (niUmero de autorizagdo 9/2012, IBAMA/Ministério
do Meio Ambiente). Os frutos foram lavados com agua destilada e estocados a -80°C até o momento

do preparo da racgao.

As racdes foram preparadas mensalmente a partir da mistura dos ingredientes (Rhoster,
Aracoiaba da Serra, SP, Brasil) seguindo a proporcdo dos ingredientes proposta por REEVES et al.
(1993), descritas na tabela 1. Para utilizacdo do tucum-do-cerrado como parte das ra¢gfes, as sementes
dos frutos congelados foram removidas, a polpa e a casca foram homogeneizadas em liquidificador
com uma pequena quantidade de &gua e, posteriormente, homogeneizadas aos componentes das

racdes. As ragBes foram peletizadas e estocadas a -20° C.

As quantidades e as propor¢des de macronutrientes da dieta acrescida com tucum-do-
cerrado foram ajustadas visando adequar estes nutrientes conforme as recomendacdes previstas na
dieta AIN-93G para roedores (REEVES et al., 1993; Tabelas 1, 2 e 3). A composi¢do do tucum-do-
cerrado e das dietas esta apresentada na tabela 4. A quantidade de tucum-do-cerrado utilizada no
estudo (150 g do fruto para cada quilograma de dieta) foi estabelecida considerando-se a
recomendacao de cinco porc¢des diarias de frutas e hortalicas para adultos saudaveis, especificadas no
Guia Alimentar para Populacéo Brasileira (BRASIL, 2008), respeitando a propor¢do entre a quantidade
total de alimento consumida por um individuo adulto em um dia e a quantidade consumida por um rato
adulto. A dose de suplementacdo de ferro utilizada foi dez vezes superior a recomendada para
roedores, esse valor foi estabelecido baseando-se na dose de suplementacdo utilizada em seres

humanos adultos que é cerca de dez vezes maior que o de Ingestédo Dietética Recomendada (RDA).
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Tabela 1. Composigdo da dieta AIN-93G formulada para roedores em crescimento.

Ingrediente

g/ Kg de dieta

Amido de milho
Caseina (proteina > 85%)

Amido dextrinizado (tetrassacarideo 90-94%)

Sacarose

Oleo de soja (sem aditivos)

Fibra

Mix mineral

Mix vitaminico

L-cistina

Bitartarato de colina (colina 41,1%)
Terc-butil hidroquinona

397,5
200,0
132,0
100,0
70,0
50,0
35,0
10,0
3,0
25
0,014

Fonte: (REEVES et al., 1993).

Tabela 2. Composi¢do do Mix Mineral da dieta AIN-93G formulada para roedores em crescimento.

Elementos minerais

mg / Kg de dieta

Célcio
Fosforo
Potassio
Enxofre
Sadio
Cloreto
Magnésio
Ferro
Zinco
Manganés
Cobre
lodo
Modibilénio
Selénio

5.000,0
1.561,0
3.600,0
300,0
1.019,0
1.571,0
507,0
35,0
30,0
10,0
6,0

0,2
0,15
0,15

Fonte: (REEVES et al., 1993).

Tabela 3. Composi¢do do Mix Vitaminico da dieta AIN-93G formulada para roedores em crescimento.

Vitamina

U/ Kg de dieta

Niacina (B3), mg
Acido pantoténico (B5), mg
Piridoxina (B6), mg
Tiamina (B1), mg
Riboflavina (B2), mg
Acido Félico, mg
Vitamina K, pg
Biotina, ug

Vitamina B12, ug
Vitamina A, Ul
Vitamina D3, Ul
Vitamina E, Ul

30

15

6

5

6

2

750
200
25
4.000
1.000
75

Fonte: (REEVES et al., 1993).
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Tabela 4. Composicdo das ragdes dos diferentes grupos de tratamento.
Dietas (g/kg)

Componentes Controle +Ferro Tucum Tucum + Ferro
Amido 397,5 397,5 369,6 369,6
Carboidrato (tucum-do-cerrado) n.a. n.a. 27,8 27,8
Proteina (caseina) 200,0 200,0 198,3 198,3
Proteina (tucum-do-cerrado) n.a. n.a. 1,7 1,7
Amido dextrinizado 132,0 132,0 132,0 132,0
Sacarose 100,0 100,0 100,0 100,0
Oleo de soja 70,0 70,0 69,7 69,7
Lipidios (tucum-do-cerrado) n.a. n.a. 0,3 0,3
Fibra (celulose) 50 50 47,5 47,5
Fibra (tucum-do-cerrado) n.a. n.a. 25 25
Mix vitaminico 10,0 10,0 10,0 10,0
Mix mineral isento de ferro 35,0 35,0 35,0 35,0
L-cistina 3,0 3,0 3,0 3,0
Bitartarato de colina 2,5 2,5 2,5 2,5
Ferro 0,035 0,350 0,035 0,350

n.a., ndo apresenta

1.4.2. Animais

Trinta e dois ratos Wistar machos (Granja GR, Sao Paulo, Brasil), 25 dias de idade (75,0 +
6,6 g), foram alojados em gaiolas individuais, em biotério com ciclos de luz / escuriddo de 12/12 h e
temperatura de 23 + 2°C. A dieta foi ofertada no periodo das 16h as 8h, com livre acesso a agua. Este
estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica de Uso de Animais (CEUA) da Universidade de Brasilia,

UnB, UnBDoc n° 20855/2014.

1.4.3. Protocolo experimental

ApOs quatro semanas de aclimatacdo com dieta padrdo para roedores em crescimento, AIN-
93G (REEVES et al., 1993) para que os animais atingissem a idade adulta (248,9 + 18,6g), os animais
foram entdo alocados em quatro grupos experimentais (oito ratos por grupo) e alimentados com as

seguintes dietas:

Controle (CT): Dieta AIN-93G, com 35 mg de ferro / kg de dieta;

e +Ferro (+Fe): Dieta AIN-93G contendo 350 mg de ferro / kg de dieta;

e Tucum-do-cerrado (Tuc): Dieta AIN-93G + 150 g de tucum-do-cerrado / kg de dieta;

e Tucum-do-cerrado + Ferro (Tuc+Fe): Dieta AIN-93G contendo 350 mg de ferro/ kg

dieta + 150 g de tucum-do-cerrado / kg de dieta;
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ApOs 12 semanas de tratamento, os animais (457,6 + 45,3 g) foram anestesiados com
isoflurano em camara anestésica, seguida de puncao cardiaca. O figado, o bago, o intestino e o rim
foram removidos e lavados em solucdo salina (NaCl, 0,9%) a 4° C, imediatamente congelados em
nitrogénio liquido (N2) e estocados a -80 °C para andlises posteriores. O sangue foi coletado em dois

tubos com e sem EDTA 7% (21uL/mL sangue).

1.4.4. Consumo de dieta e ganho de peso

O consumo de dieta foi determinado diariamente pela diferenga entre a quantidade de dieta
ofertada e as sobras. Os animais foram pesados semanalmente em balanca analitica (Marte, ASF11,

S&o Paulo, SP, Brasil) para a avaliacdo ponderal, antes de receberem a racéo.

1.4.5. Parémetros hematoldgicos

Para andlise de parametros hematoldgicos, o sangue foi coletado por puncado cardiaca em
tubos de 1,5 mL com EDTA 7% (21uL/mL sangue). Foram determinados o0s seguintes parametros:
eritrocitos (RBC), hemoglobina (Hb), hematdcrito (HCT), volume corpuscular médio (MCV),
hemoglobina corpuscular média (MCH), concentracdo de hemoglobina corpuscular média (MCHC),
plaquetas (PTL) e células brancas (WBC) utilizando contador de células ABX Micros ESV 60 (Horiba,

Kyoto, Japao) com parametros definidos para ratos, no Hospital Veterinario da Universidade de Brasilia.

1.4.6. Concentracédo de ferro na dieta e nos tecidos

A concentracdo de ferro no figado, baco, intestino, rim e nas dietas foi determinada por
Espectrometria de Emissdo Atbmica por Plasma Acoplado (ICP/AES, Spectro, Kleve, Alemanha),
segundo método descrito por BARANOWSKA et al. (1995) com modificagcdes. Amostras de figado (0,3
0), de baco (0,1 g), de intestino (0,4 g), de rim (0,4 g) e de racdo (0,5 g) foram digeridas com 5 mL
HNOs PA (Sigma Aldrich Co., St Louis, MO, EUA) e 2,5 mL H2SO4 PA (Sigma Aldrich Co., St Louis,
MO, EUA) em sistema biodigestor micro-ondas Provecto Analitica (DGT 100 Plus; Provecto Analitica,
Jundiai, Sdo Paulo, Brasil), utilizando-se o seguinte programa: 5 min — 330 W; 6 min — 700 W; 1 min —

800 W; 20 min — 0 W (resfriamento). Apés a digestdo, as amostras foram ressuspendidas em HNOs 0,1
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mol/L para um volume final de 25 mL. A concentracdo de ferro nas amostras foi determinada por
espectrometria de emissdo atémica (ICP-AES; Spectro, Kleve, Alemanha), linha 238 nm, utilizando
curva de calibragcdo com Fe (Titrisol-Merck) no intervalo de 0 a 10 ppm. Os resultados foram expressos
em ug de ferro por g de tecido. A exatiddo do método para quantificacdo de ferro foi determinada
utilizando uma amostra de referéncia (Rice Flour, SRM 1658a, United States Department of Commerce,
National Institute of Standards and Technology, Gaithersburg, MD, EUA), analisada em triplicata. Todas
as vidrarias utilizadas nas analises foram lavadas com HCI 10% e posteriormente lavadas com agua

deionizada (sistema Milli-Q, Millipore Corporation).

1.4.7. Status de ferro sérico

1.4.7.1. Ensaio de dosagem de ferro sérico

A avaliacdo de ferro sérico foi realizada utilizando-se um kit comercial (Labtest, Lagoa Santa,
Minas Gerais, Brasil). A 115 yL de soro foram adicionados 460 pL de tampdao (acetato de sédio 43 g/L,
acido acético 3%, acido tioglicolico 0,4%), seguido de leitura da absorbancia a 560 nm. Posteriormente,
11,5 pyL de Ferrozina® foram adicionadas as amostras e estas foram incubadas em termobloco
(Termomixer, Eppendorf, Hamburgo, Alemanha) a 37° C por 10 min e a absorbéncia determinada a
560 nm em espectrofotbmetro (UV-1800 UV-VIS Spectrophotometer, Shimadzu, Kyoto, Japao). A
determinacgdo da concentracao de ferro sérico foi feita utilizando uma curva-padrao de seis pontos, com
solugéo padrao de ferro na faixa de concentragao de 50 a 400 pg de ferro/dL (y = 0,001 x + 0,004; r? =

0,99895). As analises foram realizadas em duplicata.

1.4.7.2. Ensaio de capacidade latente de ligagcéo do ferro (CLLF)

A capacidade latente de ligacéo de ferro (CLLF) foi determinada utilizando-se um kit comercial
(Labtest, Lagoa Santa, Minas Gerais, Brasil), de acordo com o protocolo do fabricante. Inicialmente, a
cada 100 pL de soro foram adicionados 750 pL de tampéao (Tris 300 mmol/L; cloreto férrico = 35 umol/L;
hidrogenocarbonato de sédio = 150 umol/L), seguido de incubagdo em banho-maria a 37° C por 5 min.
O mesmo foi realizado com a amostra do branco, que continha todos os reagentes descritos acima
exceto o soro. Apds a incubacao, a absorbancia (A1) foi determinada a 560 nm em espectrofotdmetro

(UV-1800 UV-VIS Spectrophotometer, Shimadzu, Kyoto, Japado). Posteriormente, a cada amostra
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foram adicionados 200 uL de Ferrozina®, seguido de incubacio em banho-maria a 37° C por 5 min e
determinacgéo da absorbancia (A2) a 560 nm espectrofotbmetro (UV-1800 UV-VIS Spectrophotometer,
Shimadzu, Kyoto, Japao). Uma amostra com valor de CLLF conhecido foi utilizada como calibrador
(cal). A absorbancia das amostras foi determinada a partir da diferenca dos valores de A2 e Al (eq. |),
enquanto o valor de CLLF das amostras foi calculado a partir da raz@o entre a absorbancia da amostra

e do calibrador, multiplicado pelo valor de CLLF do calibrador (eq. I1).

Absorbancia da amostra = A2 - Al )

CLLF (ug/dL) = __Absorbéncia da amostra x CLLF calibrador (.
Absorbancia do calibrador

1.4.7.3. Determinacdo da capacidade total de ligacdo do ferro (CTLF), saturacéo de transferrina

(ST%) e transferrina

A capacidade total de ligagdo de ferro (CTLF) foi obtida a partir da soma dos valores de ferro
sérico e CLLF (eq. Ill), enquanto a saturagdo de transferrina (%ST) foi determinada a partir da razao
dos valores de ferro sérico pelos valores de CTLF e multiplicados por 100 (eq. IV). A concentracéo de

transferrina foi feita a partir da multiplicagéo do valor de CTLF por 0,70 (eg. V).

CTLF (ug/dL) = Ferro sérico + CLLF (1

%ST = __Ferro sérico . x 100 (V)
CTLF

Transferrina (mg/dL) = CTLF x 0,70 V).

1.4.8. Marcadores de estresse oxidativo e capacidade antioxidante

1.4.8.1. Danos a proteinas: proteinas carboniladas

A dosagem de proteinas carboniladas foi realizada de acordo com RICHERT et al. (2002).
Cerca de 0,1g de figado, baco, intestino e rim foi homogeneizado utilizando homogeneizador elétrico

(TissueRuptor, QIAGEN, Austin, Texas, EUA) na propor¢do de 1:20 (p/v) em tampdo Tris HCI 25
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mmol/L contendo ureia 6 mol/L (pH 9,0). Trés aliquotas de 200 pyL de homogeneizado foram
transferidas para microtubos e adicionados 200 pL de &cido tricloroacético (TCA) 20% para precipitacao
das proteinas. Uma aliquota do homogeneizado foi armazenada a -20° C para posterior analise de
proteina total. Os tubos contendo homogeneizado e TCA foram agitados e centrifugados a 10.000 x g
por 2 min. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspendido em 200 uL de
Tris HCI 25 mmol/L contendo ureia 6 mol/L, onde foram adicionados 700 uL de 2,4- dinitrofenil-hidrazina
(DNPH) 0,2% em HCI 2 mol/L as aliquotas correspondentes as amostras e 700 yL de HCI 2 mol/L a
aliquota correspondente ao branco. Os microtubos foram agitados a 4° C em termobloco (Termomixer,
Eppendorf, Hamburgo, Alemanha) por 15 min e posteriormente adicionados de 700 pyL de TCA 20% e
novamente centrifugadas a 10.000 x g por 2 min. Os sobrenadantes de todas as aliquotas foram
descartados e lavados trés vezes com 1 mL de solucdo de acetato de etila : etanol (1:1) e centrifugados
a 10.000 x g, por 2 min. O precipitado foi deixado a temperatura ambiente por 10 min para evaporacéo
do excesso de acetato de etila:etanol e posteriormente ressuspendido em 500 pL de tampéo fosfato de
potassio 500 mmol/L contendo 6 mol/L de guanidina (pH 2,5). Em seguida, as amostras foram agitadas
a 4° C em termobloco (Termomixer, Eppendorf, Hamburgo, Alemanha) por 30 min e centrifugadas
10.000 x g por 2 min. A absorbancia foi determinada em espectrofotdmetro (UV-1800 UV-VIS

Spectrophotometer, Shimadzu, Kyoto, Japao) no comprimento de onda de 376 nm.

A concentracdo de proteinas carboniladas foi determinada utilizando a diferenca de
absorbancia entre a amostra e o branco e o coeficiente de extingdo molar do complexo proteina-DNPH,
de 22 mmol/L'cm™ Asz nm (RICHERT et al.,, 2002). A concentracdo de proteina total em cada
homogeneizado foi determinada pelo método de HARTREE (1972), e os resultados expressos em nmol

de carbonil por mg de proteina total.

1.4.8.2. Danos a lipidios: peroxidacéo lipidica

O nivel de peroxidacao lipidica no figado, no baco, no intestino e no rim foram determinados
por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC), de acordo com a metodologia proposta por
CANDAN e TUZMEN (2008), com modificagcbes. Cerca de 0,1 g de tecido foi homogeneizado em &cido
sulftrico 1%, com diluicdo final de tecido:solugcdo de 1:20 (p/v) utilizando homogeneizador elétrico
TissueRuptor (QIAGEN, Austin, Texas, EUA) e em seguida centrifugado a 10.000 x g por 15 min a 4°C.

Uma aliquota do homogeneizado foi estocada para posterior analise de proteina total.
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Apos a centrifugagao, 500 uL do sobrenadante do homogeneizado foram transferidos para
microtubos e adicionados 750 pL de acido fosférico 440 mmol/L e 250 pL de acido tiobarbitdrico (TBA)
42 mmol/L, posteriormente agitados em vértex e incubados em termobloco (Termomixer, Eppendorf,
Hamburgo, Alemanha) a 100° C por 1h para a forma¢cédo do complexo TBA e malondialdeido (MDA).
Apos a incubacdo e resfriamento, 500 pL da amostra foram transferidos para outro microtubo e
adicionados de 500 pL de solugdo metanol pureza HPLC : hidréxido de sodio 1 mol/L (91:9). As
amostras foram centrifugadas por 5 min a 10.000 x g a 4° C e o sobrenadante foi filtrado em membrana
de nylon 0,45 ym e 13 mm de didmetro (Millipore, MA, EUA) e 100 pL aplicados em sistema HPLC
(Shimadzu, Kyoto, Japao) utilizando coluna Shim-park C18 CLC-ODS 25 cm e detector de
fluorescéncia. O comprimento de onda de excitagdo utilizado foi 532 nm, com emissdo monitorada a
553 nm. A eluicdo do complexo MDA-TBA foi realizada utilizando fase mével metanol:tampéao fosfato
50 mmol/L, na proporgéo de 60:40 com fluxo mantido em 0,6 mL/min, temperatura de 30° C, com tempo
de corrida de 6 min por amostra.

Para determinagcdo da concentragdo de MDA foi construida uma curva-padrdo a partir da
hidrolise do composto 1,1,3,3- tetraethoxy-propano 97% (TEP; Sigma Aldrich, St Louis, MO, EUA) em
acido sulfarico 1%. As concentragbes de MDA utilizada para construcao da curva padréo foram: 0,101;
0,202; 0,404; 0,808; 2,02 nmol/mL (y = 2-10°x - 0,043; r> = 0,9957). A dosagem de proteinas totais foi
realizada pelo método de HARTREE (1972) e a concentracéo de MDA foi expressa em nmol de MDA

por mg de proteina total.

1.4.8.3. Atividade Enzimatica

A atividade especifica das enzimas catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx), superéxido
dismutase (SOD), glutationa redutase (GR) e Glutationa-S-transferase (GST) foi determinada no figado
e no rim. Para isso, as amostras de tecidos referentes aos ensaios da atividade de CAT, GPx, GR e
GST foram homogeneizadas na proporc¢do tecido: solucdo de 1:40 (p/v) para figado e 1:20 (p/v) para
rim, em tampao fosfato de potassio 50 mmol/L (pH 7,2), contendo EDTA 0,5 mmol/L, enquanto para o
ensaio de SOD as amostras foram homogeneizadas na propor¢éo tecido: solucéo de 1:50 (p/v) para
figado e 1:20 (p/v) para rim em tampao fosfato de potassio 50 mmol/L (pH 7,8) contendo EDTA 0,5
mmol/L, utilizando homogeneizador elétrico (TissueRuptor QIAGEN, Austin, Texas, EUA). Antes da

homogeneizacéo, foi adicionado ao tampé&o fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF) 1 mmol/L, preparado
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em etanol 95% na proporcao de 1% do volume de homogeneizado total. Em seguida, o homogeneizado
foi centrifugado a 13.000 x g a 4°C, por 20 min, e o sobrenadante utilizado para determinacédo das

atividades enzimaticas e dosagem de proteinas totais.

1.4.8.3.1. Catalase (CAT)

A atividade de CAT foi avaliada a partir do consumo de H202, de acordo com JOANISSE e
STOREY (1996). Para tanto, foi utilizado um sistema contendo 5 gL de homogeneizado de figado ou
10 pL de homogeneizado de rim, tampéo fosfato de potassio 50 mmol/L (pH 7,2), EDTA 0,5 mmol/L e
H202 10 mmol/L, concentra¢des finais, com volume reacional final de 500 pyL. A absorbancia foi
monitorada a 240 nm por 20s e a atividade enzimatica calculada utilizando o coeficiente de extingao
molar do H202 a 240nm de 0,0394 mmol/L-*cm1. Uma unidade de CAT foi definida como a quantidade
de enzima necessaria para decompor 1 pmol de H202/ min. Os resultados foram expressos como U

enzima/ mg de proteina.

1.4.8.3.2. Glutationa Peroxidase (GPx)

A atividade de GPx foi determinada utilizando H202 como substrato, medindo-se, neste caso,
apenas a atividade da GPx selénio dependente. A oxidacdo de NADPH pela GR foi monitorada pela
leitura espectrofotométrica a 340 nm por 20s (JOANISSE e STOREY, 1996). Foi utilizado um sistema
reacional com volume final de 500 pyL contendo tampé&o fosfato de potassio 50 mmol/L (pH 7,2), EDTA
0,5 mmol/L, NaN3 2 mmol/L, GR 1,5 IU/mL, NADPH 0,15 mmol/L, GSH 5 mmol/L, H202 0,2 mmol/L
concentracdes finais e 20 yL de homogeneizado de figado ou 40 uL de homogeneizado de rim. A
atividade enzimatica foi calculada utilizando o coeficiente de extingdo molar do NADPH de 6,22 mM-
Iem? a 340 nm (HERMES-LIMA e STOREY, 1996). Uma unidade (U) de GPx foi definida como a
guantidade de enzima necessaria para oxidar 1 nmol NADPH / min. Os resultados foram expressos

como U enzima / mg de proteina.

1.4.8.3.3. Superéxido Dismutase (SOD)

O ensaio de SOD foi realizado pelo protocolo proposto por MCCORD e FRIDOVICH (1969),

SUN et al. (1988) e adaptado por MCCORD (2001). A reacao consiste na producéo do ion superéxido
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a partir do substrato hipoxantina, reacéo catalisada pela xantina oxidase. O ion superéxido por sua vez
reduz o citocromo c. A cinética da reacao de redugao do citocromo ¢ foi monitorada por meio da leitura
da absorbancia a 550 nm. Um sistema reacional com volume final de 500 pL contendo tampé&o fosfato
de potassio 50 mmol/L pH 7,8, EDTA 0,5 mmol/L, citocromo ¢ predominantemente oxidado 0,01
mmol/L, hipoxantina 0,05 mmol/L, homogeneizado de tecido e xantina oxidase suficiente para gerar

uma taxa de reducéo do citocromo ¢ de 0,025 abs/min.

Para o célculo da atividade enzimética, foi definida que uma unidade (U) de SOD correspondia
a quantidade de enzima necessaria para diminuir em 50% a reducéo do citocromo c, o qual contém 1
mg de proteina. Para obtencdo desse dado, o ensaio foi realizado utilizando diferentes volumes de um
mesmo homogeneizado (5, 10, 25 e 50 uL para figado e 5, 10, 50 e 150 uL para rim). Uma funcdo
logaritimica foi gerada ao se plotar os dados das quantidades de homogeneizado utilizadas e os
respectivos percentuais de inibicdo da redugdo do citocromo C. A partir desta fungédo foi possivel
encontrar o valor correspondente a uma unidade (U) de SOD. Os resultados foram expressos como U

enzima / mg de proteina.

1.4.8.3.4. Glutationa Redutase (GR)

A atividade de GR foi determinada pelo monitoramento da oxidacdo de NADPH a 340nm por
30s, de acordo com o proposto por JOANISSE e STOREY (1996). Para tanto foi utilizado um sistema
reacional com volume final de 500 pL contendo tampé&o fosfato de potassio 50 mmol/L (pH 7,2), EDTA
0,5 mmol/L, NADPH 0,2 mmol/L, GSSG 1 mmol/L e 40 yL de homogeneizado de figado ou 60 uL de
homogeneizado de rim. A atividade enziméatica foi calculada utilizando o coeficiente de extincdo molar
do NADPH a 340 nm de 6,22 mmol/L"lcm™. Uma unidade (U) de GR foi definida como a quantidade de
enzima necessaria para oxidar 1 nmol NADPH / min. Os resultados foram expressos como U enzima /

mg de proteina.

1.4.8.3.5. Glutationa S Transferase (GST)

A atividade de GST foi determinada através da reagdo de conjugacao da glutationa reduzida
(GSH) com o 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB), e consequente formacdo do complexo S-2,4-

dinitrofenil-glutationa, detectado a 340 nm. Um sistema reacional com volume final de 500 pL contendo
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tampéo fosfato de potassio 50 mmol/L (pH 7,2), EDTA 0,5 mmol/L, CDNB 1 mmol/L, GSH 1 mmol/L
(valores de concentracgéao final) e 50 pL de homogeneizado de figado ou 75 pL de homogeneizado de
rim. A atividade enzimética foi quantificada utilizando o coeficiente de extingdo molar a 340 nm do
complexo S-2,4-dinitrofenil-glutationa de 9,6 mmol/L'cm™. Uma unidade (U) de GST foi definida como
a quantidade de enzima necesséria para produzir 1 nmol de produto/min (HABIG e JAKOBY, 1981).
Os resultados foram expressos como U enzima / mg de proteina. Os resultados foram expressos como

U enzima / mg de proteina.

1.4.9. Determinac¢do dos Niveis de Transcritos

1.4.9.1. Extracdo de RNA Total, Eletroforese, Precipitacdo com Acetato e Sintese de cDNA

A extracdo de RNA total do figado e do rim dos ratos foi realizada de acordo com as
recomendacGes do fabricante TRIzol® (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). Aproximadamente 0,1 g de
tecido foi homogeneizado em TRIzol® (1 mL para cada 0,1 g de tecido), utilizando homogeneizador
elétrico (TissueRuptor, QIAGEN, Austin, Texas, EUA) com as amostras imersas em gelo, seguida de
centrifugacdo a 10.000 x g a 4°C por 10 min. O sobrenadante foi transferido para um outro tubo e 200
pL de cloroférmio (Merck, Darmstadt, Alemanha) foram adicionados, seguido de incubac&o por 3 min
a temperatura ambiente e posterior centrifugagcdo a 10.000 x g a 4°C por 10 min, para separa¢éo da
fase organica e fase aquosa. A fase aquosa foi transferida para um novo tubo e 500 yL de alcool
isopropilico (J. T. Baker, Xalostoc, Edo de Méx, México) foram adicionados para a precipitacdo do RNA,
seguida de centrifugacéo a 10.000 x g a 4°C por 10 min. O pellet de RNA foi lavado com 1 mL etanol
75% (J. T. Baker, Xalostoc, Edo de Méx, México), para remocao de impurezas, seco a temperatura

ambiente, ressuspendido em agua deionizada e estocados a -80° C.

As amostras de RNA foram precipitadas com acetato de sddio anidro 3 mol/L e pH 5,2 (0,1 x
volume da amostra) e etanol (2,5 x volume da amostra), incubadas a 4° C por 30 min e centrifugadas
a 10.000 x g por 30 min a 4° C. O sobrenadante foi descartado e ao precipitado 1 mL de etanol 75% a
4° C foi adicionado. Posteriormente, foi realizada uma centrifugacdo a 10.000 x g por 5 min a 4° C,
seguida do descarte do sobrenadante. O pellet de RNA foi seco a temperatura ambiente e

posteriormente ressuspendido em agua deionizada.
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A concentracdo do RNA total foi determinada por leitura a 260 nm em espectrofotdmetro (UV-

1800 UV-VIS Spectrophotometer, Shimadzu, Kyoto, Japao), e dada pela férmula:
Concentracao de RNA (ug/ml) = Azeo x 40 x fator de diluicao

Onde, Azeo € valor de leitura da amostra a 260 nm, 40 é o coeficiente médio de extingéo do

RNA (AZEVEDO et al., 2010).

O grau de pureza das amostras de RNA foi avaliado por espectrofotometria calculando a
razao das absorbancias a Aze0/A280 nm, para verificagdo de contaminacao com proteinas e A2so/A230 NM
para verificacdo de contaminacdo com compostos fendlicos. Foram considerados como adequados

valores das raz6es maiores ou iguais que 1,8 (AZEVEDO et al., 2010).

A integridade do RNA foi avaliada por eletroforese em gel de agarose, onde uma aliquota de
600 ng de RNA foi submetida a eletroforese em gel de agarose 1% (BioAgency, Sao Paulo, SP, Brasil),
tampéo de corrida TAE 1x (Tris: Vetec, Rio de Janeiro, RJ, Brasil / Acido Borico: Vetec, Rio de Janeiro,
RJ, Brasil / Acido Etilenodiaminotetracético: Sigma, Saint Louis, MO, EUA) e corado com 5 pL
GelGreen™ (Biotium Inc., Hayward, CA, EUA). O gel foi analisado utilizando o software do sistema de
fotodocumentacdo L — Pix HE Image (Loccus Biotecnologia, SP, Brasil) para confirmar auséncia de

material genético degradado.

O DNA complementar (cDNA) foi sintetizando utilizando o kit High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit with RNase Inhibitor (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). Um mix 2X contendo
10X RT Buffer, 10X Random primers, dNTPmix, RNase inhbitor e MultiScribe™ Reverse Transcriptase,
com volume final de 10 uL foi preparado e posteriormente adicionado a um tubo contendo 10 pL de
amostra de RNA (na concentracdo 0,2 ug/uL). Para a realizagdo da transcrigdo reversa foi utilizado
termociclador (Esco, Swift Maxi, Hatboro, PA, EUA) utilizando-se 0s seguintes parametros: 25° C por
10 min; 37° por 120 min; 85° por 5 min. Ao final da reacéo as amostras de cDNA foram estocadas a -
20° C para posterior utilizagdo. Uma reacao de sintese de cDNA sem a enzima transcriptase reversa
foi realizada para cada amostra como controle negativo. Destas amostras, uma aliquota foi submetida
a reacdo da polimerase em cadeia em tempo real (QPCR) para verificar auséncia de contamina¢ao por

DNA gendmico.
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1.4.9.2. Determinagdo dos niveis de mRNA de genes associados ao metabolismo de ferro, a

inflamagao e ao envelhecimento

Os niveis de transcritos de hepcidina (Hamp), fator nuclear eritroide 2 relacionado ao fator 2
(Nfe212), NAD(P)H: desidrogenase-(quinona)l (Ngol), heme oxigenase 1(Hmox1), interleucina 1-beta
(l11b), fator de necrose tumoral-alfa (Tnfa), proteina marcadora da senescéncia 30 (Smp30), sirtuina 1
(Sirt1) e Sirt3 foram determinados pela amplificacdo utilizando-se o sistema de reacdo da polimerase
em cadeia em tempo real (QPCR; StepOne Real-Time PCR System, Applied Biosystems, Cingapura).

Os tecidos nos quais as concentracdes de mRNA foram determinadas estéo listados na tabela 5.

A gPCR foi realizada utilizando 2 pL de cDNA, 5 pL de Fast SYBR Green Master Mix (Applied
Biosystems, Foster City, CA, EUA) e 0,2 umol/L (concentracao final) de cada primer (Tabela 5), com
volume final de 10 pL. A amplificacdo do gene de interesse foi realizada utilizando-se um sistema de
reacdo de 40 ciclos (desnaturacao: 95° C por 20 s; hibridacéo: 95° C por 3 s e 60° C por 30 s; estagio
da curva de dissociacao: 95° C por 15 s, 60° C por 60 s, 95° C por 15 s e 60° C por 15 s). Todas as
reacOes foram feitas em triplicata e a especificidade de cada produto amplificado foi verificada a partir

da curva de dissociacdo (Melting curve).

Tabela 5. Sequéncias de primers utilizados para ensaio de qPCR para os genes Nrf2, Ngol, Hmox1, ll1b, Tnfa,
Smp30, Sirtl, Sirt3 e Actb.

NuUmero de acesso

Gene Tecido analisado Sequéncia dos Primers (5°- 3’) no GenBank
Figado STOACGUOATCOATOAGTA (mversey  ML0317092
SheceCToCHTOTICT (N s
(AISeTSCTECCHTONC ) g
oo CACTCTOMSCICHSCHOAS (00 g7
Figado OTCOTAGCAAACCACCAGCAGA (evere)  "055%

Smpao GACTOTCOAGTOCCACTOANCT (oversg) 09021

s rmsein  CSTICCISTCSCRACCTONCT (M0 isrnas
FORIOEIN o AMAGAACACAATGTCA (rverso)  NM-001106313
Actb Sedhe i GTCGTACCACTGGCATTGTG (forward) NM_031144

CTCTCAGCTGTGGTGGTGAA (reverso)
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Para determinacao da eficiéncia das reagbes, curvas-padrao de cada gene de interesse foram
construidas utilizando o valor do ciclo de amplificacdo (Ct) versus log da concentracdo de cDNA e a

eficiéncia foi determinada a partir do valor do coeficiente angular da reta, através da equacao:
E (%) - (10 -1/inclinagéo _ 1) X 100

Onde, E corresponde a eficiéncia da reacdo e a inclinacéo corresponde ao valor do coeficiente

angular da reta. A eficiéncia do gPCR foi considerada valida quando entre 90 e 110%.

Outra curva foi construida utilizando-se os valores de ACt (Ct gene de interesse = CT gene constitutivo)
versus 0 log das diluicdes de cDNA em unidades arbitrarias, para cada gene de interesse. Foram
consideradas validas as curvas com valor de coeficiente angular da reta menor ou igual a 0,1. A
validac@o foi realizada segundo o tutorial “Guide to Performing Relative Quantitation of Gene

Expression Using Real-Time Quantitative PCR” (Part #: 4371095 Rev B, Applied Byosistems).

A expresséo génica relativa entre os diferentes tipos de tratamento foi calculada utilizando o
método do 2-22CT (LIVAK e SCHMITTGEN, 2001). A expressédo dos genes foi calculada utilizando os
valores do Cr e os resultados expressos como o nimero de vezes expresso em relacdo ao gene

constitutivo 3-actina (Actb).

1.4.10. Andlise das proteinas Nrf2, SIRT1 e SIRT3 por Western Blotting

Para a extracdo de proteinas totais, cerca de 0,2 g de tecido dos ratos (figado e rim) foi
homogeneizada em tamp&o de homogeneizacdo contendo: sacarose 0,25 M, Tris-HCI 15 mM (pH 7,9),
NaCl 15 mM, KCI 60 mM, EDTA 5 mM, espermina 0,15 mM (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA),
espermidina 0,5 mM (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, UA), fluoreto de fenilmetilsulfonil 0,1 mM (Sigma
Aldrich, St. Louis, MO, EUA), ditiotreitol 1,0 mM (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA), coquetel inibidor
de protease 1% (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA), coquetel inibidor de fosfatase 1% (Sigma Aldrich,
St. Louis, MO, EUA), na proporcdo de 1:2 (p/v). Posteriormente, os homogeneizados foram
centrifugados a 10.000 x g por 10 min, a 4° C. Ao final, os sobrenadantes foram estocados a -80°C para
posterior andalise. A concentracédo de proteina total dos sobrenadantes dos homogeneizados de tecido

foi determinada pelo método de HARTREE (1972).

A separacdo de proteinas foi realizada por SDS-PAGE 12% (AZEVEDO et al.,, 2010),

utilizando o sistema de eletroforese MINI-PROTEAN (BIO-RAD, Hercules, Califérnia, EUA) e tampéao
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de corrida 1x (Tris 25 mmol/L, Glicina 0,192 mol/L e SDS 0,1%). A cada poco do gel foram aplicados
40 ug de proteina total de cada homogeneizado. Posteriormente as proteinas foram transferidas para
membrana de fluoreto de polivinilideno de 0,45 ym (membrana de transferéncia Immobilon®-P -
IPVH00010 - Millipore - Billerica MA, EUA), utilizando o sistema de transferéncia Trans-Blot® SD Semi-
Dry Transfer Cell (BIO-RAD, Hercules, Califérnia, EUA) e tampéo de transferéncia contendo: Tris 48

mmol/L, Glicina 39 mmol/L e Metanol 20%, com pH entre 9,0 e 9,4.

Posteriormente, as membranas foram incubadas com tampé&o de bloqueio (tampéo tris-salina
1x, Tween 20 0,1% e leite em po6 desnatado 5% - TBS/T 1x com leite 5%), por 2h, e entdo lavadas trés
vezes com TBS-T 1x. Posteriormente, as membranas foram incubadas com anticorpo primario
especifico a cada uma das proteinas de interesse em agitador basculante com velocidade mediana, a
4° C, overnight. Os tecidos analisados e as diluicbes utilizadas para cada anticorpo estéo descritas na

tabela abaixo (Tabela 6).

Tabela 6. Descricdo dos tecidos e anticorpos primarios utilizados na imunodetecgdo de proteinas por Western
Blotting.

Proteina Tecidos analisado Diluicao Cdédigo/Marca
Nrf2 Figado 1:200 sc-13032 / Santa Cruz Biotechnology
SIRT1 Figado e rim 1:1000 #9475 / Cell Signaling Technology
SIRT3 Figado e rim 1:1000 #5490 / Cell Signaling Technology
B-actina Figado e rim 1:1000 #4967S / Cell Signaling Technology

ApOs o periodo de incubacdo, as membranas foram lavadas com TBS-T 1x trés vezes e
sensibilizadas por 1h com anticorpo secundéario conjugado a fosfatase alcalina na diluicdo de 1:1000
(#7054-Anti-rabbit IgG, AP-linked Antibody, Cell Signaling, Danvers, MA, EUA). As membranas foram
entdo lavadas trés vezes com TBS-T 1x e as bandas foram reveladas utilizando solugdo BCIP® / NBT
(B6404 - Sigma Aldrich, St Louis, MO, EUA) e quantificadas em sistema de andlise de imagem
ImageStudio Lite (LI-COR Biosciences, Lincoln, NE, EUA). A proteina pB-actina foi utilizada com
proteina constitutiva. Os dados foram expressos como unidades arbitrarias obtidas pela razéo entre as

intensidades das proteinas de interesse e a constitutiva p-actina.
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1.4.11. Determinagdo dos niveis séricos de IL-6, IL-1B e TNF-a por ensaio imunoenzimatico

(ELISA)

Os niveis séricos de IL-6, IL-1B8 e TNF-a foram avaliados utilizando kits comerciais de ensaio
imunoenzimatico (ELISA; IL-6 - Thermo Fisher, Waltham, MA, EUA; IL-1B e TNF-a - Bender
MedSystgems, Vienna, Austria). Microplacas previamente sensibilizadas com anticorpo especifico para
rato foram lavadas duas vezes com tampao de lavagem (PBS 1x + Tween 20 0,05%). Posteriormente,
100 pL de soro e 50 pL de biotina-conjugada foram adicionados e as microplacas incubadas em
temperatura ambiente por 2h. Em seguida, as microplacas foram lavadas seis vezes com tampé&o de
lavagem (PBS 1x + Tween 20 0,05%) e 100 pL de estreptavidina conjugada a HRP adicionados a cada
poco, seguido de incubagéo em centrifuga de microplaca a 100 x g por 1h. Novamente as microplacas
foram lavadas e a cada poco foram adicionados 100 pL de substrato (solugédo de tetrametilbenzidina -
TMB), com posterior incubacgéo a temperatura ambiente por cerca de 10 min. A reacéo foi interrompida
com a adicdo de 100 pL de solugéo de parada (H2SO4 1 mol/L) e as absorbancias das amostras foram
determinadas a 450 nm em leitora de microplaca (SurinseTecan, Seestrasse, Mannedorf, Suica). Para
determinagdo da concentragao de cada citocina foi construida uma curva de calibracédo de seis pontos

com padrées especificos.

1.4.12. Andlise estatistica

Para avaliagdo da normalidade dos dados, foi utilizado teste Kolmogorov-Smirnov e para
comparacdes entre os tratamentos foi utilizado teste de comparacdes multiplas (ANOVA) com correcao
de Bonferroni, utilizando o software SPSS (versdo 17.0, SPSS Inc., Chicago, IL, EUA). O nivel de

significAncia considerado foi de p < 0,05.
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CAPITULO 3

3.1. CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados do presente estudo sugerem mais evidéncias cientificas de efeitos biolégicos
do consumo de tucum-do-cerrado. Observou-se que o0 consumo isolado do tucum-do-cerrado
apresenta efeitos benéficos no balango redox, por aumentar a atividade antioxidante enzimatica,
ativando e induzindo a via do Nrf2, e que a ingestdo deste fruto pode estar relacionada a um efeito
positivo na longevidade por aumentar os niveis da proteina SIRT1, embora ndo apresente efeitos
imunomodulatorios. O tucum-do-cerrado também parece apresentar uma importante atividade
antioxidante por promover melhora do balango redox na presenca de um potente agente oxidante,
como o ferro, além de atenuar a inflamacao e induzir a expressao de SIRT1 nesta situacdo estresse
oxidativo.

Como no presente estudo foi utilizado um modelo com animais considerados adultos-jovens
(seis meses de idade ao final do tratamento) e também ndo foram observadas diferencas em alguns
marcadores de envelhecimento, estudos futuros devem a investigar o efeito do consumo de tucum-do-
cerrado ao longo do curso da vida em modelos animais, a fim de se avaliar seus efeitos na taxa de
sobrevivéncia e expectativa de vida destes. Nesse mesmo sentido, estudos in vitro séo encorajados na
tentativa de elucidar e identificar as vias e 0s compostos presentes no tucum-do-cerrado relacionados
a ativacao de vias relacionadas ao envelhecimento e a longevidade, como a via da SIRT1-Nrf2.

Além disso, por atenuar o estresse oxidativo e inflamacg&o, o consumo deste fruto pode
também estar associado a prevencao e/ou inibicdo da progressdo de doencas cronicas associadas a
estes dois processos. Deste modo, a investigacdo dos efeitos do consumo de tucum-do-cerrado em
modelos de doengas crbnicas, bem como ensaios clinicos que envolvam o consumo de tucum-do-

cerrado nestas situacdes, devem ser realizados.
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3.2. ANEXO - Certificado da Comisséo de Etica de Uso de Animais (CEUA)
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