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RESUMO

O aumento da atividade urbana e industrial, concomitante ao aumento de
temperatura, geram um processo denominado eutrofizagdo dos sistemas aquaticos.
Tal processo tem como principal consequéncia a rapida proliferacdo de
cianobactérias no ambiente aquatico, conhecida como “floragcdo” ou “bloom”.
Algumas espécies de cianobactérias tém a capacidade de produzir metabdlitos
secundéarios que geram sabor e odor desagradaveis a agua, além de produzir
poderosas toxinas (cianotoxinas). Tais cianotoxinas causam graves injurias a
animais terrestres, aquaticos e humanos, através da ingestdo ou contato com a agua
contaminada e/ou alimentos irrigados com a mesma. As microcistinas (MIC) séo as
cianotoxinas mais comumente encontradas em floracbes e levam a uma por
hemorragia hepética, sendo seus mecanismos de toxicidade ligados ao estresse
oxidativo. Neste trabalho avaliou-se o efeito de doses ambientalmente importantes
de MIC-LR sobre marcadores de estresse oxidativo e taxa de sobrevivéncia no
nematoide Caenorhabditis elegans (C. elegans), um modelo alternativo ao uso de
animais de experimentagdo. Foi investigado, adicionalmente, o possivel efeito
protetor do carotenoide luteina (LUT). Pétalas de Tagetes foram utilizadas para
obtencdo da LUT, sendo o grau de pureza, verificado através de Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Foram utilizadas cepas de C.elegans mantidas a
20° C com E. Coli em meio de crescimento NGM. No processo de tratamento
empregaram-se larvas hermafroditas gravidicas para realizacdo da sincronizacéo e
posterior eclosdo de ovos. Os nematoides foram tratados com MIC-LR nas
concentragbes de 1, 10, 100, 250 e 500 ug/L e separadamente com LUT nas
concentracdes de 5, 10, 50, 100 e 250 uM por 30 minutos a 20°C. Em seguida, os
nematoides foram submetidos as analises de geracdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs), niveis de substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS)
como indicador de peroxidacao lipidica, bem como expressdo das enzimas
antioxidantes superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT). Adicionalmente foram
avaliados taxa de sobrevivéncia e area corporal dos nematoides. Os nematoides
foram pré-expostos a LUT 5uM (concentragdo nao toxica) durante 30 minutos e
apos, expostos a MIC-LR 500 pg/L (concentragao que induziu maior toxicidade) por
30 minutos a 20°C. Os resultados indicaram que concentracdes de 1-100 pg/L n&o

causaram alteracdes significativas na area corporal, taxa de sobrevivéncia e geragao



de EROs. Entretanto, todas as concentragfes de MIC-LR mostraram-se diferentes
do controle na expressdo de SOD. Somente as concentragbes de 250 e 500 pg/L
foram diferentes do controle quanto a taxa de sobrevivéncia e geracdo de EROS.
Para expressdo de CAT, somente a concentragao de 500 ug/L mostrou-se diferente
do controle. A LUT extraida apresentou pureza de 92% e foi capaz de prevenir 0s
danos causados pela MIC-LR na geracdao de EROs, texa de sobrevivéncia e
expressdo da CAT. O pré-tratamento com LUT ndo foi capaz de prevenir as
alteracbes causadas na expressao da SOD. Estes dados sugerem que a MIC-LR,
uma conhecida hepatotoxina, exerce toxicidade mesmo em um invertebrado
desprovido de figado e que eventos oxidativos estdo envolvidos nessa resposta. O
carotenoide LUT preveniu os danos oxidativos causados pela MIC-LR e aparece

como uma alternativa para mitigar os efeitos desta intoxicagao.

Palvras-chave: antioxidantes; cianotoxinas; radicais livres; carotendides.



ABSTRACT

The increase of urban and industrial activity, concomitant with the increase in
temperature, generate a process called eutrophication of aquatic systems. Such a
process has as its main consequence the rapid proliferation of cyanobacteria in the
aguatic environment, known as "bloom" or "bloom". Some species of cyanobacteria
have the ability to produce secondary metabolites that generate unpleasant taste and
odor of water, and produce powerful toxins (cyanotoxins). Such cyanotoxins cause
severe injury to terrestrial, aquatic and human animals through ingestion or contact
with contaminated water and/or food irrigated with it. Microcystins (MICs) are the
cyanotoxins most commonly found in blooms and lead to hepatic hemorrhage, and
their mechanisms of toxicity are linked to oxidative stress. In this work the effect of
environmentally important doses of MIC-LR on oxidative stress markers and survival
rate in the nematode Caenorhabditis elegans (C. elegans), an alternative model to
the use of experimental animals, was evaluated. Additionally, the possible protective
effect of carotenoid lutein (LUT) was investigated. Tagetes petals were used to
obtain the LUT, being the degree of purity, verified by High Performance Liquid
Chromatography (HPLC). Strains of C.elegans maintained at 20 °C with E. coli in
NGM growth medium were used. In the treatment process, gravid hermaphrodite
larvae were used for synchronization and later egg hatching. The nematodes were
treated with MIC-LR at concentrations of 1, 10, 100, 250 and 500 pg/L and
separately with LUT at concentrations of 5, 10, 50, 100 and 250 uM for 30 minutes at
20 ° C. Then, the nematoids were submitted to analyzes of generation of reactive
oxygen species (ROS), levels of thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) as
indicators of lipid peroxidation, as well as expression of antioxidant enzymes
superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT). In addition, the survival rate and
body area of the nematodes were evaluated. The nematoids were pre-exposed to 5
MM LUT (non-toxic concentration) for 30 minutes and then exposed to MIC-LR 500
Mg / L (concentration which induced increased toxicity) for 30 minutes at 20 °C. The
results indicated that concentrations of 1-100 pg/L did not cause significant changes
in body area, survival rate and generation of ROS. However, all MIC-LR
concentrations were found to be different from the control in SOD expression. Only
the concentrations of 250 and 500 ug/L were different from the control for survival
rate and EROS generation. For CAT expression, only the concentration of 500 pg/L



was different from the control. The extracted LUT showed 92% purity and was able to
prevent damage caused by MIC-LR in the generation of EROs, survival tissue and
CAT expression. Pretreatment with LUT was not able to prevent alterations caused in
SOD expression. These data suggest that MIC-LR, a known hepatotoxin, exert
toxicity even in a liver-depleted invertebrate and that oxidative events are involved in
this response. The carotenoid LUT prevented oxidative damage caused by MIC-LR

and appears as an alternative to mitigate the effects of this intoxication.

Keywords: antioxidants; cyanotoxins; free radicals; carotenoids.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.1. Cianobactérias e cianotoxinas

Sendo a agua um elemento essencial a vida, seu acesso de forma qualitativa
e guantitativamente suficiente estd diretamente relacionado a vitalidade da
populacdo. Um dos maiores problemas de salde publica atual esta relacionado com
a ingestdo de agua contaminada em decorréncia do esgotamento de recursos
hidricos potaveis e contaminacdo dos mananciais de abastecimento publico
(Ministério da Saude, 2003). Para a Organizacdo Mundial da Saude, as mortes por
doencas transmitidas pela 4gua chegam a afetar 25 milh6es de pessoas (OMS,
2011). Sabe-se ainda que no Brasil a baixa qualidade dos servi¢os de tratamento de
aguas e esgotos em regibes de altas concentracbes urbanas e éareas rurais
coincidem com a elevacdo das atividades humanas fazendo com que haja uma
utilizacdo aumentada de diversos recursos hidricos como: abastecimento publico,
irrigacdo, uso industrial, navegacao, recreacdo e aquicultura. Todos estes acabam
por impactar tanto na quantidade quanto na qualidade da agua (Ministério da Saude,
2003). Alguns especialistas ainda indicam problemas e processos que s&o base
para a crise hidrica: desequilibrio no bindmio disponibilidade-demanda, mudancas
globais com eventos hidroldgicos, falta de sustentabilidade ambiental e ma gestéo
dos recursos hidricos pelo governo (Tundisi et al., 2008). Ainda, o Brasil possui em
torno de 24 milhdes de lares residéncias que até entdo ndo possuem acesso aos
servigos de saneamento, perfazendo 34,7% de familias do pais (IBGE, 2010).

Com as mais diversas intercorréncias de aumento das atividades urbanas,
industriais e também com o aumento das temperaturas médias em decorréncia do
efeito estufa avassalador, ocorrem processos de eutrofizacdo que culminam em
ocorréncias de floragdes (Figura 1), ou seja, um incremento dos processos haturais
da producédo biolégica em rios, lagos e reservatérios devido ao enriqguecimento
artificial desses ecossistemas através do aumento das concentracdes de nutrientes
na agua, principalmente compostos nitrogenados e fosfatados. O descarte de esgoto
doméstico e industrial tem sido apontado como um dos principais fatores para que
ocorra esse enriquecimento. Sendo assim, 0 processo eutroficatorio gera uma maior
proliferacdo de algas de forma bastante numerosa, ocasionando na reducdo da

qualidade de &gua e restringindo a sua utilizacdo o que acaba de se tornar um
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problema mundial. Estas floracdes sdo comumente comandadas por cianobactérias,
que podem ser fixadoras de N, (Anabaena e Aphanizomenon sp) e ainda nao
fixadoras de N, (Microcystis e Planktothrix sp). S&o estas cianobactérias
responsaveis por gerar metabdlitos que produzem sabor ou odor desagradaveis a
agua e quando em seu crescimento 6timo produzem oligopeptideos que agem como
toxinas, as denominadas cianotoxinas (Wiegand e Pflugmacher, 2005).

Figura 1. Manancial de agua doce em processo de floracdo por Microcystis (Fonte:
Ministério da Saude, 2003).

Com a existéncia e presenca das cianotoxinas em aguas destinadas ao
consumo humano ha um incremento nos riscos a saude publica, considerando-se
que as mesmas cianotoxinas sédo solluveis em 4gua e facilmente se transpdem pelo
sistema de tratamento convencional (Branddo e Domingos, 2006). Pode ocorrer
também a exposicdo humana as cianotoxinas através da ingestdo de alimentos
irrigados com agua contaminada ou ingestdo de peixes e crustaceos advindos de
aguas com altos niveis de cianotoxinas. (Drobac et al., 2013). No Brasil, o caso de
maior importancia e visibilidade de intoxicacdo por cianotoxinas envolvendo
humanos aconteceu em uma clinica de hemodialise em Caruaru (Brasil) no ano de
1996, onde mais de 65 pacientes renais morreram em decorréncia da contaminagao
da agua de dialise por microcistinas (Carmichael et al., 2001). Por fim, o incidente
contribuiu para que a cianotoxina microcistina fosse incluida no padrédo de
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potabilidade brasileiro através da Portaria n°® 1469/2000, do Ministério da Saude
(Melo, 2006).

Para a classificagdo de toxinas advindas de cianobactérias, ou cianotoxinas
existem trés grupos funcionais: hapatotoxinas, neurotoxinas e dermatotoxinas.
Podem ser classificadas como neurotoxinas: anatoxinas (e suas variantes),
saxitoxinas, gonialtoxinas e as “C” toxinas. As intoxicagdes que envolvem
cianobactérias sdo geradas mais comumente por hepatotoxinas, podendo estas
serem tanto microcistinas como nodularinas (Molica e Azevedo, 2009). Dentre as
hepatotoxinas, as microcistinas (MIC) sdo as mais conhecidas por serem produzidas
por varios géneros de cianobactérias incluindo Microcystis, Anabaena, Planktothrix
(Oscilatéria), Anabaenopsis, Nostoc e Hapalosiphon. A MIC conta com 2 L
aminoécidos variantes sendo a MIC-LR (leucina-arginina), MIC-RR (arginina-
arginina) e MIC-YA (tirosina-alanina). Entre as variantes de MIC (figura 2), a MIC-LR
€ a mais estudada devido a sua toxicidade, abundancia e ubiquidade (Prieto et al.,
2009). Com relagdo ao seu monitoramento, no Brasil, apenas duas cianotoxinas
possuem um acompanhamento de dosagens em 4guas para consumo humano: a
MIC-LR e as saxitoxinas. A MIC-LR deve ser monitorada pelas instituicoes
responsaveis pelo tratamento e distribuicdo de aguas com limite maximo de 1,0 ug.
L™, enquanto as saxitoxinas, pertencentes ao grupo de neurotoxinas, podem atingir

até o maximo de 3,0 pg.L™ (Brasil, 2011).

Figura 2. Estrutura quimica geral da MIC, onde Z e X representam os dois L-
aminoacidos variaveis e R1 e R2 séo os locais de possiveis metilagdes. (Fonte:
Adaptado de Molica R e Azevedo S., 2009).
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1.2. Envolvimento do estresse oxidativo nas intoxicacdes por MIC

As MICs séo hepatotoxinas que causam toxicidade aguda através da inibicdo
das proteinas fosfatases PPl e 2A, resultando na excessiva fosforilagdo de
proteinas com alteracdo no citoesqueleto, perda da arquitetura celular com
subsequente destruicdo das células hepaticas causando hemorragia intra-hepéatica
ou insuficiéncia hepatica (Van Apeldoorn et al.,, 2007). Apesar dos diferentes
mecanismos de toxicidade ja descritos, alguns extratos de algas contendo MIC-LR
também podem aumentar o estresse oxidativo. Isso se da devido a formagéo
excessiva de EROs que pode ser acompanhada por uma reducdo na atividade
enzimatica antioxidante influenciando diretamente nas enzimas superoxido
dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutase
(GR) e glutationa S-transferase (GST) (Ding et al.,1998).

Um radical livre ou espécie reativa de oxigénio (ERO) trata-se de uma
molécula altamente reativa com um nuamero impar de elétrons em sua Ultima
camada (sendo isto que |he confere a alta reatividade) (Ferreira e Matsubara, 1996).
Sao alguns exemplos de radicais livres: oxigénio molecular (02), radical hidroxil
(OH), anion superoxido (Oy), radical peroxil (ROO), radical alcoxil (RO) e oOxido
nitrico (NO’), suas geracdes podem ser observadas na figura 3 (Aruoma, 1994;
Pereira, 1994).

A geracdo de EROs compreende um mecanismo fisiolégico e continuo, que
exerce diversos papéis nos processos metabolicos de diferentes funcdes bioldgicas
relevantes, como a geracdo de ATP e o envolvimento no sistema imunoldgico.
Porém, um desequilibrio entre a geracdo de espécies reativas e 0 sistema
antioxidante gera um fator denominado estresse oxidativo que acaba por gerar uma
oxidacdo de biomoléculas com um resultado negativo frente as funcées fisioldgicas
ou homeostase celular (Ferreira e Matsubara, 1996; Pereira, 1994). Rock et al.
(1996) relataram que a geracédo de EROs € elevada em lesdes teciduais gerados por
trauma, infecgbes, parasitas, radiacoes, hipoxia, toxinas e exercicios extremos, que
€ ocasionado pelo conjunto de indicadores: aumento das enzimas envolvidas na
producdo de espécies reativas, ativacao do processo de fagocitose, a interrupcéo na
cadeia transportadora de elétrons ou também a liberacdo dos ions ferro e cobre. A

formacdo de anion radical superoxido foi seguida primeiramente pela alteracdo de
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estruturas do citoesqueleto e apds por liberacdo de lactato desidrogenase.
Adicionalmente, TEMPOL, um mimético da enzima superoxido dismutase (SOD) e o
quelante de ferro desferroxamina protegeram células hepaticas de dano oxidativo
induzido por MIC-LR (Ding et al.,, 2001). Tém sido observado em ratos que os
antioxidantes vitamina E (Gehringer et al., 2003a), silimarina (Hermansky et al.,
1991) e selénio (Gehringer et al., 2003b) podem prevenir o dano oxidativo causado
pela MIC-LR.

Figura 3. Reducéo tetravalente do oxigénio molecular (O,) na mitocondria até a
formacéo de agua (H2O). Varias espécies reativas de O2 sao formadas no processo.

(Fonte: Ferreira e Matsubara, 1997).
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Mesmo que jA seja conhecida a alta hepatotoxicidade da MIC-LR, a
verificacdo e pesquisa sobre o papel deletério desta toxina em nivel de sistema
nervoso é recente. De acordo Bronger et al. (2005), um dos conhecidos
transportadores de MIC-LR, o OATP1A2, foi detectado na barreira hemato-
encefalica (BHE) humana sugerindo assim que esta MIC pode cruzar a BHE. Em
mamiferos, perda de memodria foi observada em ratos apds infuséo intrahipocampal
de MC-LR (Maidana et al., 2006). Adicionalmente, ja foi visualizada a reducgéo de
tamanho do encéfalo de filhotes de camundongos expostos a MIC, indicando uma

provavel neurotoxicidade destas cianotoxinas (Falconer et al., 1988). Assim que
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foram verificados os sintomas iniciais de intoxicacdo no acidente de Caruaru, dos
131 pacientes contaminados na clinica de hemodidlise, 116 apresentaram sintomas
imediatos de neurotoxicidade, refererindo sintomatologias como surdez, zunido nos
ouvidos, cegueira intermitente sendo seguidos dos sinais de hepatotoxicidade
(Carmichael et al., 2001).

Contudo, apesar da clareza sobre a neurotoxicidade da MIC-LR, os seus
mecanismos de intoxicacdo continuam desconhecidos. Rudrabhatla et al. (2009)
mostraram que 15 pM de MIC-LR gerava uma inibicdo na atividade da PP2A de
neurbnios do coértex primario de ratos, aumentando a fosforilacdo de
neurofilamentos. Corroborando, Feurstein et al. (2010), visualizaram um transporte
de MIC através das membranas neuronais por transportadores celulares do tipo
OATP com uma subsequente inibicdo da proteina fosfatase. Sabe-se que h&d uma
correlacdo direta entre a producdo de EROs pela MIC-LR e a hiperfosforilacdo da
proteina Tau em células neuroenddcrinas (P12) (Meng et al.,2013). Quando ha a
fosforilacdo destas proteinas ocorre uma indug&o a eventos que geram uma massiva
contribuicdo para a degeneracdo neuronal (Ballatore et al., 2007). Desta forma,
apesar da capacidade da hepatotoxina MIC-LR induzir neurotoxicidade se tornar
evidente, o envolvimento do estresse oxidativo neste evento ainda permanece

incerto.

1.3. C. elegans como modelo alternativo para uso de animais de experimentacao

O nematoide Caenorhabditis elegans (C. elegans) tem sido apontado como
modelo alternativo e de grande relevancia para avaliar substancias benéficas ou
toxicas ao organismo (Gami e Wolkow, 2006; Kaletta e Hengartner, 2006). Isso é
possivel devido a sua homologia de 60-80% com genes humanos (Kaletta e
Hengartner, 2006). Uma vez que atualmente busca-se uma reducao na utilizacao de
animais de experimentacao, o C. elegans aparece como alternativa para estudos in
Vivo, visto que este nematoide permite que 0s mecanismos de resposta ao estresse

sejam facilmente investigados in vivo (Kaletta e Hengartner, 2006).
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O C. elegans possui caracteristicas que facilitam sua aplicabilidade como a
sua facil manipulagdo, transparéncia, curto ciclo de vida (Figura 4) e ainda sua
facilidade de cultivo e tempo de geracdo rapido. Possui ainda uma pequena
dimensdo (aproximadamente 1mm), fazendo com que possa ser utilizado um
pequeno espaco para um grande numero (1 placa petri NGM = 1000 vermes).
Nayak. et al. (2004) relatam a alta taxa de reprodutividade, visto que a populacao de
C. elegans €& composta por hermafroditas ou machos, e quando ha esse
cruzamento sdo gerados aproximadamente 1000 descendentes. Como ja citado
anteriormente, possui um ciclo de vida curto, facilitando a aplicacdo de ensaios de
cronicidade com um total de 21 dias.

Figura 4. Ciclo de vida do nematéide C. elegans com detalhamento de estagios

larvais. (Adaptado de Altun, ZF and Hall, DH. 2005)

Adulto (1110 - 1150um)

/‘_\ Capaz de colocar ovos

Desenvolvimento no Ovos depositados

Gtero ( ) na Gastrula
Jé‘ég'_g:;pur:;) 1% clivagem (4 ) Aproximadamente 30/célula
Fase

Averme adulto L Fase “Comma”
“Tadpole”

L4 (620-650 um)
—_—
/ ~
%
‘ \ Larva Daver

Fase “plum”
400um)

&,

\ L2 (360-380 um)

I

Fase
“late pretzel”

Estudos recentes relatam o uso do C. elegans na elucidacdo de mecanismos
de acéo toxica da MIC-LR (Maxwell et al., 2008). Dengg et al. (2004) verificaram a
rapida responsividade de C. elegans para efeitos tdéxicos agudos. Nass e Hamza

(2007), implementaram e desvendaram alguns mecanismos e protocolos para a
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verificacdo de toxicidade em C. elegans. Apos extenso estudo e elucidacdo do
sistema nervoso dos C. elegans, este pode ser utilizado como um modelo para
investigacdo de neurotoxicologia (Avila et al., 2012). Helmcke et al. (2010),
indicaram que o sistema dopaminérgico dos C.elegans € de facil visualizacgéo,
contendo apenas 302 neurdnios, sendo apenas 8 dopaminérgicos. Nestes neurbnios
dopaminérgicos é que se possibilita a visualizagdo de danos associados a exposi¢ao

de algum metabdlito ou composto quimico.

1.4. Antioxidantes na terapéutica de intoxicacdes por MIC

Sendo a geracao de radicais livres e/ou deplecéo de antioxidantes endégenos
vislumbrados como um potencial mecanismo de toxicidade da MIC-LR e a presenca
de relatos positivos de utilizacdo de antioxidantes em modelos de hepatotoxicidade
(Gehringer et al., 2003a; Hermansky et al., 1991; Gehringer et al., 2003P),
manipulacbes da dieta com substancias antioxidantes poderiam influenciar os

guadros de intoxicacdes por MIC.

Quando comentado sobre o sistema antioxidante exdgeno, a maior fonte
destes compostos antioxidantes provém da alimentacdo. Sdo denominados
compostos antioxidantes: acidos fendlicos, antocianinas, carotenoides, flavonoides e
polifendis (Food Ingredients Brasil, 2009). De acordo com Schalch (2004), os
carotenoides se destacam em decorréncia das suas multiplas fun¢des pois contam
com diferentes propriedades funcionais e também conferem coloracdo aos alimentos
que pode variar de amarelo até o vermelho. Estes possuem a capacidade e
funcionalidade de estabilizacdo de moléculas eletronicamente excitadas, realizando
de duas formas: quimica ou fisicamente. Quando ha a estabilizacdo quimica o
carotenoide se une a uma molécula excitada e na fisica, a molécula excitada realiza
uma transferéncia de energia para o carotenoide, que libera a energia em forma de
calor para o meio ambiente (Yahia et al., 2010). Os carotenoides podem ser

classificados em carotenos e xantofilas (Havaux, 2003).

Dentre os carotenoides com maior destaque e importancia para a saude,
destaca-se a luteina (LUT), uma xantofila que tém sido associadas a saude ocular e

acuidade visual (Roberts et al., 2009). A LUT quando ligada a membrana apresenta
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a capacidade de remover EROs devido as numerosas ligagdes duplas conjugadas
como pode ser visualizado na Figura 5 (Woodall et al., 1997). A mesma quando
oriunda da dieta parece ser incorporada no interior das mitocondrias, sendo a
localizacdo mais favoravel para a sua acédo contra efeitos mediados por EROs
(Chew and Park, 2004). Na natureza é encontrada principalmente em vegetais verde
escuro folhosos, porém a mais importante fonte de ésteres de LUT séo as espécies
de flores conhecidas como Tagetes (Figura 6), nas quais a LUT encontra-se
guimicamente ligada a alguns tipos de acidos graxos, tais como o acido laurico,

miristico e palmitico (Battacharyya et al.,2010).

Figura 5. Estrutura quimica de LUT. (Fonte: Adaptado de Silva, MLC et al.,2010).
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Figura 6. Flor do género Tagetes, comumente conhecida como cravo-de-defunto.
(Fonte: Chengaiah et al., 2010).

Kim et al. (2008) relataram o efeito anti-inflamatério da LUT associado a agao
de remocéao do peroxido de hidrogénio (H»0;) e anion radical superoxido (SOD) in
vitro. A adi¢cdo de LUT em cultura de células fotorreceptoras de ratos foi capaz de
inibir a apoptose induzida por estresse oxidativo através do contato com paraquat e

peroxido de hidrogénio (Chucair et al., 2007). Este carotenoide protegeu ratos de
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Ulcera gastrica geradas por etanol tendo como mecanismo protetivo a restauracao
das enzimas antioxidantes glutationa peroxidase (GPx), SOD e CAT bem como dos
niveis de GSH (Sindhu e Kuttan, 2012). Em outro estudo, a LUT foi capaz de
prevenir danos teciduais e oxidativos causados por etanol, tetracloreto de carbono e
paracetamol em figado de ratos (Sindhu et al., 2010). Apesar dos estudos existentes
sobre o potencial da LUT em diversos modelos de dano oxidativo, nenhum estudo
foi realizado avaliando o potencial protetor deste carotenoide contra danos

oxidativos causados por cianotoxinas.
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2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVOS GERAIS

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o envolvimento do estresse
oxidativo na neurotoxicidade causada por MIC-LR em C. elegans e o possivel efeito

protetor do carotenoide LUT contra os danos oxidativos induzidos pela MIC-LR.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar in vivo a geracdo de EROs em cepas de C.elegans expostos a
diferentes concentracdes de MIC-LR;

e Quantificar a expressao das enzimas SOD e CAT em C. elegans expostos
a diferentes concentracfes de MIC-LR;

e Avaliar o efeito de diferentes concentracbes de MIC-LR sobre a
sobrevivéncia e desenvolvimento de C. elegans;

e Avaliar a seguranca de LUT em C. elegans;

e Avaliar o efeito protetor do carotenoide LUT sobre os danos oxidativos

causados pela MIC-LR;
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3. APRESENTACAO

Os resultados que fazem parte deste trabalho de conclusdo de curso foram
apresentados sob a forma de um artigo cientifico disposto na versédo publicada pelo
peridédico Food and Chemical Toxicology. Os itens Materiais e Métodos, Resultados,
Discussdo e Referéncias Bibliograficas relacionados ao artigo, encontram-se no

proprio artigo.

As referéncias bibliograficas dispostas na sessdo 6 dizem respeito as

referéncias citadas na revisé@o bibliografica.

A autora detém os direitos de reproducéo do presente artigo cientifico devido
a co-autoria do trabalho.



26

4. RESULTADOS

ARTIGO:

Microcystin-LR exposure induces oxidative damage in Caenorhabditis elegans:
Protective effect of lutein extracted from marigold flowers.

DOI: 10.1016/j.fct.2017.08.045.

Periddico: Food and Chemical Toxicology
ISSN: 02786915

Volume: 109

Paginas: 60-67

Ano: 2017

Fator de Impacto: 3.778 (2016)



35

5. CONCLUSOES
Os resultados do presente trabalho nos permitem concluir:

e MIC-LR em concentragdes ambientalmente relevantes ndo causaram
geracdo de EROs, morte ou alteracdo na expressao da enzima catalase;

e A concentragdo de 500 p/L foi capaz de alterar todos os parametros de
forma significativa;

e LUT nas concentragbes de 10 a 250 puM causou reducdo na taxa de
sobrevivéncia e aumento na geragao de EROs.

e A dose de 5 pM néo causou toxicidade aos nematoides e apresentou
efeitos protetores contra os danos causados pela MIC-LR.

Desta maneira, a LUT aparece como alternativa promissora para utilizacdo na
terapéutica de intoxicacbes por MIC-LR. Ainda, a enzima SOD pode ser um
marcador Util em intoxicagcfes, uma vez que sofreu alteragBes antes que os demais

marcadores.
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ANEXO | - NORMAS DA REVISTA DE PUBLICACAO

Normas da revista de publicacéo

Revista: Food and Chemical Toxicology

Formato

PDF ou Word, mas no momento de revisao € obrigatério o envio

em Word.

Estrutura do

artigo

Titulo

Resumo/Abstract

Palavras-chave

Introducao

Métodos

Resultados

Discussoes

Conclusdes
Reconhecimentos/Agradecimentos
Referéncias

Dados suplementares

Check-list de

submisséo

Um autor foi designado como o autor correspondente com detalhes
de contato:

* Endereco de e-mail

* Endereco postal completo

Todos os arquivos necessarios foram carregados:

- Manuscrito:

* Inclua palavras-chave

» Todos os numeros (incluem legendas relevantes)

* Todas as tabelas (incluindo titulos, descricdo, notas de rodapé)
» Assegure-se de que todas as citagdes de figuras e tabelas no
texto correspondam aos arquivos fornecidos

* Indicar claramente se a cor deve ser usada para qualquer figura
na impresséo

Arquivos Graficos de Resumos / Destaques (quando aplicavel)

documentos suplementares (quando aplicavel)

- Consideracgdes adicionais:
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* O manuscrito foi submetido a "verificagdo ortografica" e
"verificacado gramatical";

» Todas as referéncias mencionadas na Lista de Referéncias sao
citadas no texto, e vice-versa

* Foi obtida permissao para uso de material protegido por direitos
autorais de outras fontes (incluindo a Internet)

» Uma declaracao de interesses concorrentes é fornecida, mesmo
gue os autores ndo tenham interesses concorrentes para declarar
* As politicas do jornal detalhadas neste guia foram revistas

» Sugestdes de arbitros e detalhes de contato fornecidos, com

base nos requisitos do diario.

llustracdes

As ilustracdes sao criticas, por que ...

Figuras e tabelas sdo a maneira mais eficiente de apresentar
resultados

Os resultados séo a forca motriz da publicacéo

Legendas e legendas devem ser detalhadas o suficiente para fazer
figuras e tabelas auto-explicativas

Nenhuma duplicacdo de resultados descritos em texto ou outro

ilustracdes

Use
linguagem
manuscrita

adequada

Pergunte a um falante nativo ou use um servico de edicdo de
idioma para

melhore seu trabalho antes de envia-lo.

O inglés pobre dificulta o editor e os revisores

para entender o seu trabalho e pode levar a rejeicao do seu

papel

Esteja atento aos erros comuns:

X Construcao de sentencas

X tempos incorretos

X Gramatica imprecisa

X Mixing languages

A linguagem inglesa deve ser usada em todo 0 manuscrito,

incluindo figuras, graficos, gréaficos e fotos.
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Vocé esta
pronto para

enviar?

Seus resultados avangam a compreensao em um
campo de pesquisa especifico?

Seu trabalho é de interesse para a audiéncia do jornal?
Seu manuscrito esta estruturado corretamente?

Suas conclusdes sao justificadas pelos seus resultados?
Suas referéncias sdo acessiveis / internacionais?

Vocé formatou seus numeros e tabelas corretamente?

Vocé corrigiu todos os erros gramaticais e ortograficos?




