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RESUMO

Caenorhabditis € um modelo amplamente reconhecido por sua aplicabilidade na investigacéo
das vias moleculares associadas a doencas neurodegenerativas, permitindo a observacédo direta
da degeneracéo neuronal, além da avaliacdo de comportamentos locomotores e cognitivos. As
primeiras avaliagcdes sobre o extrato aquoso da Achyrocline satureioides (ASAE) focaram na
avaliacdo dos possiveis efeitos toxicos durante o desenvolvimento de C. elegans e no potencial
antioxidante do extrato. Além disso, foi analisado o impacto do extrato no processo de
envelhecimento e sua influéncia sobre o sistema nervoso, destacando o potencial
antienvelhecimento e neuroprotetor da planta. Os resultados indicaram que ASAE apresenta
baixa toxicidade em C. elegans e um efeito dual no sistema redox/antioxidante. Em
concentragdes menos toxicas, o0 extrato modulou o sistema antioxidante sem perturbar os
padrdes fisiologicos, aparentemente através da ativacao transcricional nuclear dos genes daf-16
e, parcialmente, skn-1, apds 24 horas de exposi¢do. Ademais, o extrato demonstrou um efeito
neuroprotetor robusto e modulador do sistema dopaminérgico, promovendo melhorias
significativas nos padrdes de salde e aumentando a longevidade dos organismos ap0s exposi¢cdo
crénica. Os efeitos observados indicam que as melhorias na satde e longevidade sdo mediadas
pelas vias de sinalizacdo associadas a daf-16 e skn-1, mas independentes da via daf-2, sugerindo
um mecanismo especifico para o0 aumento da healthspan. As anélises in silico dos compostos
bioativos do ASAE indicam um potencial terapéutico significativo. A Achyrobichalcona
(ACB), por exemplo, mostrou ser metabolizavel e com capacidade de atravessar a barreira
hematoencefalica, sugerindo um efeito promissor no sistema nervoso central. Além disso, a 3-
O-Metilquercetina (30OMQ) apresentou propriedades similares as de farmacos clinicamente
utilizados, destacando-se como um composto com propriedades neuroprotetoras e
antienvelhecimento. Considerando a similaridade genética entre C. elegans e humanos,
especialmente nos genes daf-16 e skn-1, este modelo se mostra particularmente poderoso para
0 estudo do envelhecimento. Conclui-se que os resultados obtidos com Achyrocline
satureioides em C. elegans ndo apenas corroboram 0 potencial neuroprotetor e
antienvelhecimento do extrato, como também sugerem que 0s constituintes da planta, como a
ACB e a 30MQ, possuem significativo potencial para o desenvolvimento de intervencoes
terapéuticas direcionadas a doencas neurodegenerativas. Assim, este estudo contribui para a
compreensdo dos mecanismos moleculares envolvidos na modulagdo do envelhecimento e da
neuroprotecdo, oferecendo novas perspectivas para a pesquisa e desenvolvimento de terapias

baseadas em compostos naturais.
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envelhecimento, neuroprotecdo; modelagem molecular.



ABSTRACT

Caenorhabditis is a widely recognized model for its applicability in the investigation of
molecular pathways associated with neurodegenerative diseases, allowing direct observation of
neuronal degeneration, in addition to the evaluation of locomotor and cognitive behaviors. The
first evaluations of ASAE focused on the evaluation of possible toxic effects during the
development of C. elegans and on the antioxidant potential of the extract. In addition, the impact
of the extract on the aging process and its influence on the nervous system were analyzed,
highlighting the antiaging and neuroprotective potential of the plant. The results indicated that
ASAE has low toxicity in C. elegans and a dual effect on the redox/antioxidant system. At less
toxic concentrations, the extract modulated the antioxidant system without disturbing
physiological patterns, apparently through nuclear transcriptional activation of the daf-16 and,
partially, skn-1 genes, after 24 hours of exposure. Furthermore, the extract demonstrated a
robust neuroprotective effect and modulation of the dopaminergic system, significantly
improving health patterns and extending the lifespan of organisms following chronic exposure.
The observed effects suggest that the improvements in health and longevity are mediated by
signaling pathways associated with daf-16 and skn-1 but are independent of the daf-2 pathway,
indicating a specific mechanism for increased healthspan. In silico analyses of the bioactive
compounds in ASAE indicate significant therapeutic potential. For example, Achyrobichalcone
(ACB) showed the ability to be metabolized and cross the blood-brain barrier, suggesting a
promising effect on the central nervous system. Additionally, 3-O-Methylquercetin (30MQ)
exhibited properties like clinically used drugs, highlighting its potential as a neuroprotective
and anti-aging compound. Given the genetic similarity between C. elegans and humans,
particularly in the daf-16 and skn-1 genes, this model proves particularly powerful for aging
studies. It is concluded that the results obtained with Achyrocline satureioides in C. elegans not
only corroborate the neuroprotective and anti-aging potential of the extract but also suggest that
plant constituents, such as ACB and 30MQ, have significant potential for the development of
therapeutic interventions targeting neurodegenerative diseases. Thus, this study contributes to
the understanding of the molecular mechanisms involved in aging and neuroprotection, offering

new perspectives for research and development of therapies based on natural compounds.

Keywords: Achyrocline satureioides, Caenorhabditis elegans; oxidative stress; aging;

neuroprotection; molecular modeling.



APRESENTACAO

Esta tese esta estruturada em capitulos. O Capitulo | abrange uma introducdo geral,
referencial tedrico, objetivos gerais e especificos. Os capitulos 11, I11 e IV apresentam os artigos
cientificos (publicado, submetido e em elaboracao, respectivamente). No Capitulo V encontra-
se a discussao geral e conclusdo.

O capitulo Il apresenta o artigo 1, publicado na revista Journal of Toxicology and
Environmental Health, titulo “Toxicological assessment of the Achyrocline satureioides
aqueous extract in the Caenorhabditis elegans alternative model”. Este artigo reporta resultados
de experimentos desenvolvidos no Laboratério de Neurofarmacologia e Toxicologia Pré-
Clinica do ICBS da UFRGS, cujo objetivo foi avaliar a seguranca, perfil toxicolégico e efeito
antioxidante do extrato aquoso da Achyrocline satureioides, em sua formulacao tradicional em
maultiplos ensaios em Caenorhabditis. elegans.

O capitulo 111 apresenta a versao do artigo intitulado “Achyrocline satureioides: in silico
and in vivo evaluation the potential neuroprotective effect of the aqueous extract in
Caenorhabditis elegans”, submetido a revista Phytotherapy Research. Este artigo reposta
resultados obtidos no Laboratério de Farmacologia do Sistema Nervoso Central da
Universidade de Santiago de Compostela (USC), Santiago de Compostela, Espanha, durante o
periodo do doutorado sanduiche. O trabalho teve por objetivo a prospeccdo in silico dos
compostos majoritarios de Achyrocline satureioides, bem como a avaliacdo do extrato aquoso
desta espécie em modelos de neurodegeneracdo dopaminérgica e colinérgica em
Caenorhabditis. elegans.

No capitulo IV é apresentado o artigo final da tese, em fase de elaboracdo. Este
manuscrito descreve os efeitos do extrato aquoso e trés compostos majoritarios da Achyrocline
satureioides, sobre o envelhecimento, sistema nervoso e vias transcricionais em Caenorhabdius
elegans.

No capitulo V, os protocolos experimentais e esquemas dos ensaios in vivo, bem como o

registro do algoritmo construido para ensaios in silico automatizados, sdo apresentados.
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CAPITULO |
1. INTRODUCAO

O envelhecimento populacional é um fendmeno demografico global caracterizado pelo
aumento da proporcéo de pessoas idosas em comparagao com pessoas jovens. Esse processo é
impulsionado por dois fatores principais: a diminui¢do da taxa de natalidade e o aumento da
expectativa de vida, sendo que este segundo fator tem resultado em uma maior prevaléncia de
doencas cronicas e degenerativas, tipicas da idade avancada, como doencas cardiovasculares,
diabetes e deméncias. Esses problemas de cronicos de satde normalmente requerem cuidados
continuos e especializados, sobrecarregando os sistemas de salde e aumentando 0s custos
associados as necessidades de assisténcia prolongada (Silva et al., 2019; Nascimento e
Diogenes, 2020; Li, 2023; Ma, 2024; Silva, 2024)

Entre as principais doencas do envelhecimento estdo aquelas que afetam o sistema
nervoso central, como a doenca de Alzheimer (DA), doenca de Parkinson (DP) e acidente
vascular encefalico (AVE). As doencas neurodegenerativas tém um impacto social e econdmico
significativo. Existe uma correlacdo entre o surgimento dessas condi¢cdes € 0 aumento ou piora
de padrbes da senescéncia fisioldgica, como perda de mobilidade e declinio cognitivo. O
tratamento e 0 manejo de pacientes com doencas degenerativas requerem investimento por parte
das familias, bem como sistema de salde, incluindo custos diretos, como consultas,
hospitalizaces, medicamentos, terapias e mesmo cuidados bésicos. Além disso, a incapacidade
dos pacientes para o trabalho resulta em perda de renda para os individuos e suas familias, além
de diminuir a produtividade econdmica geral da sociedade (Zhao et al.,2010; Dimunova et al.,
2021; Chaudhuri et al., 2024).

Neste contexto, na auséncia de terapias que retardem ou impecam a progressédo de
doencas relacionadas idade, especialmente as neurodegenerativas, alternativas tém sido
buscadas. Muitas plantas e substancias bioativas que desempenham um papel na extensao da
expectativa de vida saudavel e na prevencdo de disfungdes associadas ao envelhecimento.
Alguns extratos e formulacdes de plantas foram capazes de melhorar os padrbes de salde e
aumentar a expectativa de vida de muitas populacées, como por exemplo o Ginseng, na China.
Numerosos nutracéuticos e compostos isolados de plantas, podem auxiliar em diversas
condigdes e patologias do envelhecimento. A medida que os estudos avangam, ha uma mudanca
no sentido de incorporar a expectativa de saude saudavel - “healthspan” - como uma medida
de resultado chave nos estudos sobre o envelhecimento (Palliyaguru et al., 2019).

Healthspan, definido como o periodo que um individuo vive sem fragilidade ou doenca,

é um foco critico na investigagdo biomédica que visa melhorar a qualidade de vida a medida
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que os individuos envelhecem (Seals et al., 2015). Varias intervengdes, incluindo
enriquecimento ambiental, modificagcbes no estilo de vida e restricdes alimentares, tém-se
mostrado promissoras no prolongamento da expectativa de saude, bem como no atraso de
doencas relacionadas com a idade (Queen et al., 2020; Onken et al.,2020). Dentre as estratégias
estudadas, esta a busca por novos compostos bioativos de origem vegetal.

A avaliacdo da qualidade, eficacia e seguranca de plantas medicinais e fitoterapicos é um
processo complexo, levando em consideracdo que ha indmeras varidveis envolvidas no
contexto da sua producdo, comercializacdo e uso. Na Europa, por exemplo, a regulamentacao
das plantas medicinais e fitoterapicos é amplamente difundida em alguns paises. Os 6rgaos
reguladores realizam a farmacovigilancia, visando a libera¢do ou até mesmo o impedimento da
comercializacdo. No Brasil, essa farmacovigilancia existe no que diz respeito a lista de plantas
medicinais e fitoterapicos incluidos nas politicas ptblicas do Sistema Unico de Saude (SUS),
visando principalmente a qualidade e eficacia destes produtos. Porém, € importante ressaltar a
falta de correlacdo entre o0 uso de plantas medicinais e fitoterapicos aos eventos adversos, com
descricdo detalhada que permita o0 uso seguro das plantas e seus compostos. Sendo assim a
avaliacdo da toxicidade e seguranca de espécies vegetais em uso terapéutico, torna-se uma
necessidade emergente (Wegener; Deitelhoff e Silber-Mankowsky, 2015; Leal e Tellis, 2015).

Achyrocline satureioides (Lam.) D.C. (A. satureoioides), da familia Asteraceae,
popularmente conhecida como “macela”, “marcela” ou “marcelinha do campo” ¢ uma planta
amplamente utilizada na medicina popular tradicional da América do Sul, sendo nativa desta
regido (Sabini et al., 2012). Suas propriedades farmacologicas vém sendo estudadas
principalmente na Gltima década, sugerindo atividades anti-inflamatorias, antipiréticas,
antivirais, imunomoduladoras, anticonvulsivantes e até mesmo antitumorais (Sabini et al.,
2012; Bianchini et al., 2020; Salgueiro, 2016; Souza et al., 2018).

Assim, 0 objetivo deste estudo foi avaliar o perfil de toxicidade do extrato aquoso de A.
satureioides e seus principais constituintes, por meio de modelos in vivo e in silico. Modelos
animais, como 0s nematddeos Caenorhabiditis elegans (C. elegans), tém sido fundamentais
nos estudos toxicoldgicos e de seguranca, avaliagfes do sistema antioxidantes, da expectativa
vida e de salde, na avaliacdo dos efeitos das intervengdes nos pardmetros relacionados ao
envelhecimento e estudos de doengas neurodegenerativas (Bansal et al., 2015; Essmann et al.,
2020;). Esse modelo in vivo fornece informacdes valiosas sobre o impacto de possiveis terapias
na expectativa de salde e serve como uma plataforma para pesquisas translacionais destinadas
a melhorar a expectativa de saude humana (Leiser et al., 2016; Mishra & Howlett, 2021). Os

estudos in silico se tornaram uma importante ferramenta no direcionamento de compostos
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bioativos. Sendo assim, o objetivo deste estudo foi avaliar o perfil de toxicidade do extrato

aquoso de A. satureioides e seus principais constituintes, por meio de modelos in vivo e in silico.

2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 Achyrocline satureioides

Achyrocline satureioides exibe propriedades antioxidantes devido a presenca de
polifendis (Khangholi et al., 2015). Esses polifendis inibem a autoxidacdo da glicose e a
glicacdo do colageno (Khangholi et al., 2015). Passada de geracdo em geracdo O Seu USO
etnofarmacoldgico € registrado desde os povos originarios (tupis e guaranis). Amplamente
utilizada na medicina popular para aliviar dores, inflamages, colicas abdominais e como
tranquilizante e sedativo (Santin et al., 2010). Além disso, estudos destacaram 0s potenciais
efeitos antitlcera, apoiando ainda mais seu uso tradicional no tratamento de varias doencas
(Santin et al., 2010). Descobriu-se que a planta inibe a expressdo de TLR4 em neutrofilos,
indicando suas propriedades imunomoduladoras (Adjei-Fremah et al., 2016; Pérez-Cano et al.,
2014). Essa modulacédo da expressao de TLR4 pode ter implicagdes nas respostas inflamatorias
e na funcao imunoldgica geral. No entanto, € essencial observar que alguns estudos relataram
atividade mutagénica associada a extratos aquosos (Sarkar, 2024; Cavalcante et al., 2003;
Vargas et al., 1991). Isso destaca a importancia de mais pesquisas para entender completamente
0s riscos e beneficios potenciais do uso desta planta para fins medicinais.

Os bioativos presentes na planta, possuem propriedades antioxidantes que podem ajudar
a prevenir a formacdo de produtos finais de glicacdo avancada (AGEs) ( Ramkissoon et al.,
2012). AGEs sdo compostos que contribuem para o envelhecimento e varias doencas
relacionadas a idade. Ao inibir a formacdo de AGE, os polifendis podem ajudar a mitigar os
efeitos do envelhecimento. Outros efeitos ja foram observados, como anti-inflamatorios,
analgeésicos e citoprotetores (Oliveira et al., 2012; Arredondo et al., 2004). Essas propriedades
podem ser benéficas no combate ao envelhecimento, pois a inflamacao e o estresse oxidativo
sdo fatores-chave no processo senil. Além das propriedades imunomoduladoras, como
evidenciado por seus efeitos em leucdcitos humanos (Cosentino et al., 2008), também podem
contribuir para seu potencial efeito antienvelhecimento. Uma resposta imunoldgica equilibrada
é crucial para um periodo de vida saudavel (healthspan em humanos), e compostos que
modulam a fung@o imunologica podem ajudar a manter a resiliéncia contra danos relacionados

ao envelhecimento.
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2.2 Flavonoides

Flavonoides sdo compostos organicos do grupo dos polifendis, conhecidos especialmente
pelas suas atividades antioxidantes, devido a sua estrutura bioativa para o combate dos radicais
livres (Arredondo et al., 2004). Em seu estudo Souza et al. (2002), apontou que os flavonoides
em maior concentracdo presentes na A. satureioides sdo a quercetina, luteolina e 3-O-
metilquercetina, isolando esses compostos das inflorescéncias dessa espécie (Souza et al.,
2002).

A quercetina é um dos compostos flavonoides de constituicdo aglicona, com inimeras
atividades biologicas, entre as quais pode-se destacar suas propriedades anti-inflamatoria,
antimicrobiana e antioxidante (Simdes et al., 2007; Valério et. al., 2009). Esta ultima foi
avaliada por Duarte-Almeida (2006), no qual o composto isolado mostrou uma taxa de mais de
30% de sequestro de radicais DPPH das solucbes padrdo a 50 uM. Esta proporcéo foi superior
aos outros compostos também avaliados pelo autor (Duarte — Almeida et al., 2006).

Estudos mostram que o consumo de quercetina esta entre 50 e 500 mg por dia na dieta
humana normal, sendo que a suplementacdo com até 500 mg do extrato (95% de pureza) trés
vezes ao dia, ndo causou efeitos adversos. Todavia, um estudo in silico, realizado em trés
diferentes softwares apontou um possivel efeito mutagénico e carcinogénico, provavelmente
relacionado a sua estrutura quimica. Dois destes softwares apontaram uma possivel habilidade
do composto de atravessar a barreira hematoencefélica. Essa possivel propriedade poderia
explicar a acdo neuroprotetora, avaliada em estudos farmacoldgicos com a A. satureioides
(Hahn, Bonafanti & Claudino, 2016; Martinez-Busi, 2019).

A luteolina é um bioativo polifendlico de origem vegetal, presente na A. satureioides. E
extraida em uma quantidade inferior a quercetina que apresenta efeitos antioxidantes,
imunomoduladores e neuroprotetores (Souza et al.,, 2002). A imunomodulacdo e a
neuroprotecdo foram evidenciadas pela sua capacidade de inibicdo sobre as células T e sobre a
liberacdo citocinas inflamatorias pela micrdglia, inibindo assim a ativacdo e proliferacdo da
neuroinflamacdo. Sua atividade sobre o processo de metabolizacdo energética protege as
mitocondrias celulares de danos induzidos por citotoxicidade de substancias plasmaticas
(Theoharides et al.,2015).

A 3-O-Metilquercetina € o bioativo majoritario da A. satureioides, exibe propriedades
antivirais, anti-inflamatdrias e antioxidantes, juntamente com a capacidade de regular funcoes
imunoldgicas (Zhou et al., 2010). O estudo de Ko et al. (2004) demonstrou que 0 composto
possui efeitos broncodilatadores e inibe fosfodiesterases, agdes relevantes no tratamento da

hiper-reatividade bronquica. Além disso, 3-O-Metilquercetina demonstrou a capacidade de



17

suprimir a producdo de déxido nitrico, sugerindo seu potencial anti-inflamatério. (Jiang et al.,
2006). Ademais, estudos destacaram os efeitos inibitorios seletivos de 3-O-Metilquercetina na
fosfodiesterase subtipo 3, 0 que pode ter implicagdes na saude pulmonar e miocardica (Ko et
al., 2003). O composto também demonstrou agdes relaxantes na traqueia isolada de porquinhos-
da-india, sugerindo aplicacbes potenciais no tratamento de condi¢fes como constipagao,
inflamacéo, tumores e asma (Ko et al., 2002). A 3-O-metilquercetina foi investigada por suas
propriedades de permeacdo e retencdo em camadas da pele, mostrando diferencas em
comparagdo com a quercetina, o que pode impactar suas aplicagdes topicas (Schwingel et al.,
2018). Também foram reportadas atividades antibacterianas e antifingicas da 3-O-
metilquercetina, indicando seu potencial como fungicida natural (Kitonde et al., 2019).
Demonstrou propriedades neuroprotetoras e foi capaz de reduzir a atividade da caspase-3 em
48% em binding e dinamica molecular (Alshawaf et al., 2022). A 3-O-metilquercetina apresenta
efeito inibitério na producdo de &cido Urico, sendo que suas propriedades anti-inflamatorias
podem contribuir para seus efeitos neuroprotetores, dado o papel da inflamacdo em disturbios
neuroldgicos (Adachi et al., 2019). Além disso, os efeitos protetores da 3-O-metilquercetina
contra citotoxicidade, formacéo de espécies reativas de oxigénio, danos a membrana e danos
ao DNA em células (Kumar et al., 2016). Estudos também destacaram a atividade
antiproliferativa da 3-O-metilquercetina, sugerindo seu potencial na inibicdo do crescimento
celular anormal, o que €é relevante em condi¢cbes como tumores cerebrais e doencas
neurodegenerativas (Talib et al., 2012). Diferencas estruturais entre a 3-O-metilquercetina e a
quercetina demonstraram influenciar sua atividade antiproliferativa, indicando que
modificacGes especificas podem aumentar sua eficacia no direcionamento de ceélulas
cancerigenas, o que pode ser extrapolado para mecanismos neuroprotetores (Silva, 2023). Além
disso, o efeito protetor da 3-O-metilquercetina contra a citotoxicidade induzida por H202 em
células ressalta seu potencial na mitigacdo de danos relacionados ao estresse oxidativo, uma

caracteristica comum em distUrbios neurodegenerativos (Kumar et al., 2016).

2.3 Envelhecimento humano e doengas do Sistema Nervoso Central

O envelhecimento é um processo complexo que envolve uma série de alteracdes
fisioldgicas, bioquimicas e estruturais que ocorrem ao longo do tempo. Diversos fatores, como
0 estresse oxidativo, a senescéncia celular e a formacdo de produtos de glicacdo avancada
(AGESs), contribuem negativamente para o envelhecimento humano (d'Avila et al, 2020).

O estresse oxidativo desempenha um papel fundamental no envelhecimento, causando

danos progressivos as células e tecidos. A producgdo excessiva de espécies reativas de oxigénio
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(EROs) pode levar a danos no DNA, proteinas e lipidios, contribuindo para o envelhecimento
celular e tecidual (Gao et al., 2014). O estresse oxidativo tem sido associado a uma variedade
de doencas relacionadas a idade, como doencas cardiovasculares, neurodegenerativas e cancer
(Boulch et al., 2018). A senescéncia celular € outro processo importante no envelhecimento. As
células senescentes param de se dividir e entram em um estado de crescimento celular
irreversivel, secretando uma serie de citocinas pro-inflamatérias e fatores de crescimento,
conhecidas como o fendtipo secretor associado a senescéncia (SASP) (Ycaza et al., 2021). O
acumulo de células senescentes no organismo ao longo do tempo contribui para o
envelhecimento e o desenvolvimento de doencgas relacionadas a idade (Lee et al., 2008). Os
produtos de glicacdo avancada (AGES) sdo compostos resultantes da ligacdo ndo enzimatica de
acucares redutores com proteinas, lipidios ou nucleotideos. A formacdo de AGESs aumenta com
a idade e tem sido associada a complicacbes em varias doencas cronicas, como diabetes,
doencgas cardiovasculares e doencas neurodegenerativas (Yu et al., 2009). Os AGEs podem
induzir estresse oxidativo e adi¢éo, contribuindo para o processo de envelhecimento (Ando et
al., 2013).

Doencas do SNC, como DP e DA estdo intimamente ligadas ao envelhecimento e ao
estresse oxidativo, que € um fator-chave na patogénese de doencas crénicas, incluindo
disturbios neurodegenerativos. Esse dano oxidativo contribui para a progressdo de condicdes
como DP e DA, onde os neur6nios sdo particularmente vulnerdveis (Khan et al., 2019). A
neuroinflamacdo, marcada por uma resposta inflamatoria aumentada no SNC, é outro fator
critico no desenvolvimento de doengas neurodegenerativas. A microglia ativada libera citocinas
pré-inflamatorias, contribuindo para a patogénese de condi¢cdes como DA e DP (Hong et al.,
2016). O estado inflamatorio crénico no cérebro exacerba o dano neuronal e acelera a
progressdo da doenca (Gao e Hong, 2008). H& uma interacdo entre o estresse oxidativo e a
neuroinflamacdo, que caracteriza a progressdo fisiopatolégica dos  distdrbios
neurodegenerativos. O estresse oxidativo desencadeia respostas inflamatorias, e estas, por sua
vez, amplificam o estresse oxidativo, criando um ciclo vicioso de dano neuronal. (Zhao et al.,
2019). O envelhecimento é um fator de risco significativo para doengas neurodegenerativas,
com mudancas relacionadas a idade no cérebro tornando os neurdnios mais suscetiveis a danos
oxidativos e insultos inflamatorios (Terrabuio et al., 2023).

O estresse oxidativo é um fator crucial na senescéncia celular, um processo ligado ao
envelhecimento e a doengas associadas a idade (Gao et al., 2014). Ele contribui para o acimulo
de proteinas danificadas, causado por danos ao DNA. A relacdo entre estresse oxidativo,

senescéncia celular e doencas envolve vias como ativacdo de p53 e p21Cipl e liberacdo de
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TGF- (Yu et al., 2009; Lee et al., 2012). Entender esses mecanismos pode fornecer
informacdes para o desenvolvimento de terapias para condi¢des relacionadas a idade. Portanto,
compreender o impacto do envelhecimento em varios tecidos, incluindo o cérebro, é crucial

para elaborar intervencgdes para promover o envelhecimento saudavel (Zhuang et al., 2019).

2.4 Caenorhabditis elegans

C. elegans € um nematddeo de vida livre encontrado no mundo inteiro. Foi inserido como
modelo experimental por Sydney Brenner em 1963 (Wood 1988) e sua dissemina¢do no meio
cientifico aumenta gradativamente. Atualmente é reconhecido como um dos modelos mais
utilizados para avaliacdo de efeitos toxicos e impactos ambientais causados por compostos
quimicos (Kumar et al., 2015). Caracterizado pelo baixo custo e pela rentabilidade esse modelo
tem se mostrado cada vez mais versatil. Sua manutencéo é facil, ¢ um dos poucos modelos com
seu genoma totalmente sequenciado, linhagem celular completamente descrita, ciclo de vida
curto e alta procriagéo.

O nematodeo C. elegans possibilita a avaliacdo in vivo com 0s recursos e métodos in
vitro. Esse invertebrado possui genoma e processos bioldgicos muito semelhantes aos dos
mamiferos. Capaz de fornecer dados metabdlicos dos processos digestivos, reprodutivos,
enddcrinos, sensorias e neuromusculares (Hunt, 2016). Séo encontrados como homologos no
genoma de C. elegans quase 60-80% dos genes humanos e adicionalmente 40% de genes
associados com doencas humanas tem ortolégos que sdo encontrados no nematodeo,

qualificando o modelo para estudos fisiologicos (Leung et al., 2008; Rodriguez et al., 2013).

2.4.1 Diferenciacgéo sexual, Reproducdo e Ciclo de Vida do C. elegans

Sdo vermes hermafroditas em sua maioria, sendo que menos de 0.1% serao diferenciados
em machos. Por serem hermafroditas, eles realizam a autofecundacdo e anatomicamente
qguando sdo adultos jovens e alcangam a idade reprodutiva apresentam duas regides gonodais
(proximal e distal em relagdo a cabeca do animal) e um utero intermediario a essas regides

aonde os ovos fecundados ficam retidos até a liberacdo ao meio externo (figura 1).
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Figura 1. C. elegans hermafrodita (a) registro por microscopia e (b) esquema da anatomia

interna. Fonte: WormAtlas (https://www.wormatlas.org/)

Os machos (0.8-1 mm) sdo menores que os hermafroditas (1-1.2 mm), sdo mais ageis
para terem melhor desempenho na reproducdo. Possuem apenas uma regido gonodal e um local
de armazenamento dos espermatozoides (vesicula seminal), como ndo produzem odcitos apenas
espermatozoides, eles ndo tém Utero. A cauda dos machos é adaptada para a cdpula, com raios
sensoriais e espiculas que auxiliam na transferéncia de espermatozoides para a hermafrodita
(figura 2).
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A - Proctodeum

Figura 2. C. elegans macho (a) esquema da anatomia interna e (b) registro por microscopia
evidenciando em (c) espermateca, (d) calda e cloaca e a seta ampliada em (e) mostrando o
momento que comeca a inchar a estrutura para liberacdo dos espermatozoides. Fonte:

WormAtlas (https://www.wormatlas.org/)

Um hermafrodita tipico pode produzir cerca de 300 a 350 descendentes por
autofertilizacdo, com uma média geralmente em torno de 300. Os vermes tém um ndmero
limitado de espermatozoides que sdo produzidos durante a fase jovem adulta, antes de comegar
a produzir odcitos. J& aqueles que passam pela cUpula com machos podem produzir até 1000
descendentes dependendo das condi¢Ges de manutencdo. A autofecundacdo dos hermafroditas
(XX) permite que vermes homozigotos gerem progénies geneticamente idénticas. E o
acasalamento dos machos (XO), facilita o isolamento e a manutengéo de cepas geneticamente
alteradas, bem como a movimentagdo de alteracfes genéticas induzidas entre cepas distintas.
(Hodgkin & Doniach, 1997)

Geralmente o seu cultivo se da em um meio s6lido chamado Meio de Crescimento para
Nematddeos (Nematode Growth Medium -NGM). A linhagem selvagem (N2 Bristol) possui
um ciclo de vida curto (chegando a fase adulta em 3 dias), vivendo de 3-4 semanas quando
mantida em condicOes padrdes de manutencdo entre 18-22 C°. O mapeamento do crescimento
ao longo do desenvolvimento embrionario até a maturagdo adulta do nematddeo esta totalmente
descrito (figura 3) (Stiernagle, 2006).
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Figura 3. Esquema do desenvolvimento embrionario intra e extrauterino. Fonte: WormAtlas

(https://www.wormatlas.org/)

O tempo entre a fecundacdo até a primeira divisdo mitética € de 50 minutos, passando
por um periodo intrauterino de desenvolvimento de até 150 minutos, quando entdo o ovo é
liberado do hermafrodita para o meio externo pela vulva (figura 4) (Porta-de-la-Riva et al.,
2012).

Figura 4. Imagem microscopia eletrénica do (a) hermafrodita com a seta apontando para a vulva
e (b) a wvulva externa com a expulséo de um ovo. Fonte: WormAitlas,

(https://www.wormatlas.org/)
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O desenvolvimento dentro do ovo apds a expulsdo pode ser de até 9 horas, com o verme
demorando 2-3 horas para romper a membrana se exteriorizar. Nesse periodo o sistema
digestorio é diferenciado, como vermes liberando uma proteina juntamente com os ovos, que €
utilizada pelos recém eclodidos como fonte alimentar primaria (Zhou et al., 2011).

Apos a eclosdo o verme esta no estdgio larval de nimero 1 (L1), nessa fase inicia o
desenvolvimento primério do sistema reprodutivo e ocorre totalmente o desenvolvimento do
sistema de celomacitos (imunidade inata do animal). No final do estagio L1 o sistema nervoso
comeca a se dividir. O animal permanece até 12 horas nesse estagio. Durante o estagio L1, em
algumas condi¢des, como aglomeracdes, estresse térmico, auséncia de alimento ou exposicao
agentes patdgenos pode induzir uma forma de resisténcia, prolongamento da vida e defesas do
animal, esse estagio larval € chamado de dauer. C. elegans é capaz de permanecer nesse estagio
por meses. E um estado onde ndo ha envelhecimento, porque sua duracdo ndo afeta a
expectativa de vida pds-dauer. Durante este estado, a alimentacdo é interrompida
indefinidamente e a locomogdo é marcadamente reduzida. O estado dauer termina quando o
animal experimenta condi¢cdes mais favoraveis ao seu desenvolvimento. No estagio seguinte
(L2) ocorrem poucas mudancas celulares, apenas um aumento de tamanho. Algumas alteracoes
no sistema reprodutivo e nervoso, como a diferenciacdo gonodal distal e o surgimento de dois
neurdnios ganglionares ventrais acontecem no estagio L2. Em condi¢fes normais os animais
permanecem no estagio L2 por 8 horas (figura 5) (Hu, 2007; Altun & Hall, 2009).
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Figura 5. Ciclo de vida do C. elegans, quando mantido em 22°C. Fonte: WormAtlas

(https://www.wormatlas.org/)

No inicio do estagio seguinte (L3) o sistema nervoso ja esta completo, ocorrendo
modificacBes sinapticas apenas para adaptacao ou exposicdes do animal ao ambiente. E também
no estagio L3 que as gbnadas terminam a sua diferenciacéo, surge o Utero e as espermatecas.
Ao final desse estagio, que dura cerca de 8 horas, a diferenciacdo vulvar inicia (Mango, 2007).
No estagio L4 o animal esté praticamente formado, porém ainda incapaz de se reproduzir pois
uma diferenciacdo entre os musculos ventrais e neur6nios associados ao aparelho da postura de
ovos sdo finalizados apenas ao final das 10 horas que este estagio dura. Por fim, ao final do
estagio L4 e as 8 horas que sucedem, o animal € considerado um adulto jovem capaz de se
reproduzir e se preparar para iniciar o primeiro dia de postura. Essa fase da vida adulta é
marcada pelo comego das diferenciacdes dos odcitos e ao final desse estdgio as fecundagdes
comecam (Altun & Hall, 2009).

2.4.2 Sistema Nervoso do C. elegans

C. elegans possui 302 neurdnios em hermafroditas e 383 em machos. Os neurdnios estéo
organizados em um sistema nervoso simples, que inclui um anel nervoso na regido da cabeca e
corddes nervosos longitudinais.

Os vermes possuem neurdnios sensoriais que sao responsaveis pela deteccdo de estimulos
ambientais como quimicos, mecanicos e térmicos (figura 6). Os neurbnios motores que
controlam a contragdo dos masculos e, portanto, a locomog¢édo do animal. E os interneurénios
que vao processar informacdes sensoriais e coordenar as respostas motoras (de Bono & Maricq,
2005).

©WormAtias
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Figura 6. Imagem epifluorescente de um animal transgénico expressando um reporter pan

neural, vista lateral esquerda. A maior colecdo de neurénios esta ao redor do anel nervoso (NR)
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dentro de vérios ganglios da cabeca, incluindo o géanglio retrovesicular (RVG) e o ganglio
ventral (VG; também, inser¢do). Ampliagdo, 400x. Marcador de cepa: unc119::GFP. Obtido do

WormaAtlas. (https://www.wormatlas.org/)

C. elegans possui aproximadamente 7.000 sinapses quimicas, 600 juncGes em sinapses
elétricas e 2.000 juncdes neuromusculares. A rede neural é bem documentada e mapeada, o que
permite estudos detalhados sobre circuitos neurais e de inimeros comportamentos, como
locomocdo, bombeamento faringeo, digestdo, respostas a estimulos mecanicos e térmicos,
memoria e aprendizagem no modelo (Harris et al., 2020). Essa rede de neurdnios e células de
acdo se comunicam entre si por neurotransmissores altamente conservados entre as espécies,
como acetilcolina, GABA, glutamato, dopamina, serotonina e neuropeptideos (Bargmann &
Marder, 2013).

2.4.3 Envelhecimento e C. elegans

Os estudos do envelhecimento em C. elegans oferecem valiosas informacdes sobre os
processos bioldgicos fundamentais que regulam a longevidade e a saude, com implicagdes
potenciais para a compreensao do envelhecimento em humanos (Labbé et al., 2019).

Com o envelhecimento, C. elegans mostra sinais fisicos como atrofia muscular (figura
7), diminuicdo da mobilidade e aumento da opacidade do corpo. Alteracdes metabdlicas
incluem mudancas nos niveis de ATP, producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e
acumulo de produtos de glicacdo avancada (AGEs). Além disso, a fertilidade diminui e se
extingue com a idade, com a maioria dos ovos sendo produzidos nos primeiros dias da fase
adulta (Herndon et al., 2002).

Genes como daf-2, age-1, e clk-1 estdo envolvidos na regulacéo da longevidade. Mutacgdes
nesses genes podem aumentar a vida atil. A via de sinalizacdo da insulina/IGF-1 é crucial na
regulacdo do envelhecimento, como o gene daf-2, que codifica o receptor de insulina/IGF-1,
qguando mutado, pode dobrar a vida atil dos nematoides. O DAF-16/FOXO é um fator de
transcrigdo regulado pela via da insulina/IGF-1. Quando a sinalizacéo de insulina é baixa, DAF-
16 entra no nucleo e ativa genes que promovem a longevidade, resisténcia ao estresse e
manutencdo de proteinas (Kenyon, 2010).

O estresse oxidativo é outro fator determinante no envelhecimento de C. elegans
(curiosamente processo similar em organismos superiores). As mitocondrias desempenham um
papel crucial no envelhecimento, com disfun¢des mitocondriais e a producdo de ROS

correlacionadas ao envelhecimento (Anderson et al., 2017).
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Uma das alteracfes relacionadas ao envelhecimento mais facilmente observadas é a
acumulo de compostos fluorescentes no intestino, conhecidos como grénulos intestinais.
Supde-se que esses granulos consistam em lipofuscina, também conhecida como AGEs (Klass,
1977; Garigan et al., 2002; Herndon et al., 2002; Gerstbrein et al. 2005). Outros estudos indicam
a presenca de &cido antranilico nos granulos intestinais (Coburn e Gems, 2013). Estudos de
Pincus et al. (2016) indicam que a autofluorescéncia observada em C. elegans é o produto de
uma mistura complexa de materiais que refletem aspectos distintos da fisiologia do organismo
e do envelhecimento. Seus resultados sugerem que a autofluorescéncia nos comprimentos de
onda vermelhos se correlaciona melhor com os processos relacionados ao envelhecimento e a
expectativa de vida de animais individuais.

Intervengdes como a restri¢do calorica ou dietas que limitam certos nutrientes sem causar
desnutricdo podem prolongar a vida atil de C. elegans. Substancias como resveratrol,
rapamicina e quercetina foram estudadas por seus efeitos na extensdo da vida Util e na promoc¢éo
da saude. Estressores leves, como a exposic¢ao a baixos niveis de agentes oxidantes, podem
ativar vias de resposta ao estresse, levando a um estado de hormesis - onde uma baixa dose de
um agente estressante, cuja as doses mais altas seria prejudiciais, provoca uma resposta de

longevidade.

Figura 7. Microcopia dos C. elegans com (A)1 dia, (B) 4 dias, (C) 7 dias e (D) 15 dias de
idade adulta. Fonte da imagem: (https://www.wormatlas.org/)

2.4.4 Healthspan e Gerospan
Tendo em vista os distintos estagios larvais e o processo de envelhecimento, C. elegans
se torna um importante ferramentas na pesquisa para determinantes de padres de saude e

envelhecimento. Os principais padr6es de satde nesse modelo sdo 0os bombeamentos faringeos,
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mobilidade e capacidade de resposta ao estresse. Sendo que o declinio na mobilidade/locomotor
é um dos principais indicadores do envelhecimento. Para obter uma avaliagdo precisa da saude
dos animais, a vida Gtil de um animal deve ser dividida em duas partes separadas: healthspan e
gerospan. Healthspan é definido como o periodo em que o animal tem mais de 50% da
capacidade funcional méxima do tipo selvagem. Gerospan é definido como o periodo em que
o0 animal tem menos de 50% da capacidade funcional maxima do tipo selvagem. (Bansal et al.,
2015)

Capacidade de Movimento
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Figura 8. Esquema representativo do ciclo de vida dos C. elegans relacionado ao padrdo de
mobilidade durante os periodos de Healthspan e Gerospan mantidos a 20 C°. Elaborado pelo

autor baseado em Bansal et al.,2015.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Avaliar o perfil de toxicidade do extrato aquoso de Achyrocline satureioides (ASAE) e o

potencial efeito dos seus compostos isolados sobre o sistema nervoso.

3.2 Objetivos Especificos

In silico

- Avaliar as atividades farmacoldgicas e Absorcdo, Distribuicdo, Metabolizacdo e Excrecéo
(ADME) dos compostos presentes no ASAE (3-o-metilquercetina - 30MQ, achyrobichalcona
— ACB, quercetina - Q e luteolina - L);

- Predizer a toxicidade de 30OMQ, ACB, QeL;

- Predizer a capacidade da 30OMQ, ACB, Q e L de atravessar a barreira hematoencefalica;

- Analisar, através de docking molecular o potencial de 30MQ, ACB, Q e L como farmacos

antiparkisonianos e anti Alzheimer.

In vivo

- Avaliar a toxicidade, seguranca e 0 impacto no sistema antioxidante do ASAE em C. elegans.
- Avaliar a capacidade do ASAE contra danos dopaminérgicos e colinérgicos induzido por
reserpina e manganés como modelo de Parkinson em C. elegans;

- Avaliar o potencial sobre padrdes de saude e a capacidade do ASAE e seu bioativos (30MQ,
Q e L) contra o envelhecimento e o declinio cognitivo em C. elegans
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CAPITULO V

Secdo experimental IN VIVO: Evaluation toxicological and neurotoxicological parameters in
Caenorhabditis elegans: protocols
Os protocolos dos métodos, desenhos e esquemas experimentais estdo descritos e podem ser
acessados em:
https://osf.io/k9jde/?view_only=12e471c51998464eacch04305e612d60

Survival and Lethality

Symchrimimes wirms are cultured Kept at 20 on the 3O they reach 2+ 1 warms were expaos e 24 hines (shirt
in NGM continime froeen O 50 stuges L1 (24 by aod L4 (43 1) exposure) and T2 howrs (oo cxposure)
. 7™ LI i
. L

=
Liquid medium +
I'reatment or il

mumber of wormes alive ar the end Live and dead wirms wore sownied at . . . o
¢ Alier the incubation period in te BOD

of the experiment ! numiber of euch time puint, with death being the N ;
.p P at 2%, the worms were evalugicd with
worms alive at the begliming of the absence of movement and pharyngeal X X X X
. _ - 4 the aidl of n dissecting microseope
experiment) x 10 pumping after the stimulus

Esquema experimental ensaio de sobrevivéncia ou letalidade. Elaborado pelo autor nos

aplicativos Biorender (https://www.biorender.com/) e Canva (https://www.canva.com/).

Santos, P. A., & Pereira, P. (2024). Evaluation toxicological and neurotoxicological parameters
in Caenorhabditis elegans: protocols. OSF. https://doi.org/10.17605/0OSF.I0/K9JDE

* Protegidos pela License: CC-By Attribution 4.0 International
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Secéo experimental IN SILICO: Open source based on RDKkit in Python language for massive
screening of compounds and bioactives

O codigo aberto baseado em RDKkit da linguagem Python para triagem massiva de compostos e
bioativos pode ser encontrado em:
https://osf.io/gvdu3/?view_only=cdf1f969bcfb4cb9894b14c0a21730b2

£ RD Kit Péterson .ipynb

L8O
Arquivo Editar Ver Inserir Ambiente de execucdo Ferramentas Ajuda Todas as alteragdes foram salvas
— + Codigo + Texto
[ from rdkit.Chem import AllChem
O\ from rdkit import Chem
from rdkit.Chem import Descriptors
[x} from rdkit import Chem
from rdkit.Chem import Descriptors
from rdkit.chem import Crippen
o] import pandas as pd
from rdkit impert Chem
(] from rdkit.Chem import Descriptors, Crippen
[ 1 Chem.MolFromSmiles('COC(=0)C1=COC(C2C1CC=C2C0)0C3C(C(C(C(03)C0)0)0)0")
=34
<>
=
- [ ] Comece a programar ou gere cddigo com IA.

1ttps://drive.google.com/drive/search’g=owner33Ame (type%3Aapplication¥%2F... » 0s  conclusdo: 18:58

Santos, P. A., Pereira, P., & Fontenla, J. A. (2024). Open source based on RDKit in Python
language  for  massive  screening of compounds and  bioactives.  OSF.
https://doi.org/10.17605/0SF.10/GVDU3

*Protegidos pela License: CC-By Attribution 4.0 International.
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4 DISCUSSAO GERAL

Na busca pela identificacdo de substancias que possam contribuir para estender a
expectativa de vida e prevenir disfuncdes associadas a idade, varios estudos destacaram 0s
potenciais beneficios dos fitoquimicos e extratos vegetais para a satde. Babich et al. (2022)
destacaram o papel de certos extratos e formulagdes vegetais na melhoria dos padrdes de saude
e no aumento da expectativa de vida saudavel. Luo, Si, Jia e Liu (2021) ressaltam a crescente
relevancia dos nutracéuticos e compostos vegetais isolados no tratamento de doencas
relacionadas ao envelhecimento, especialmente aquelas que afetam o sistema nervoso.

Recentemente, inimeros estudos tém buscado avaliar o efeito na longevidade mediada
por extratos de plantas amplamente aplicadas e difundidas popularmente, como Jujubae fructus
(Zhang et al., 2024), Sanghuangporus sanghuang (Dong et al., 2023), Camellia sinensis
(Duangjan et al., 2022) e Panax ginseng (Wang et al., 2021), mostrando efeitos tanto pro-
longevidade em condigdes padrdes de desenvolvimento dos C. elegans como modulac6es nas
respostas ao estresse. H4 uma busca intensa para compreender 0s mecanismos subjacentes e 0s
responsaveis por esses efeitos. Joseph et al. (2007) discutem os efeitos dos polifenois das frutas
na sinalizacdo neuronal e no comportamento na senescéncia, apontando que dietas ricas em
antioxidantes e compostos anti-inflamatdrios encontrados em frutas e vegetais podem reduzir
o risco de doengas neurodegenerativas relacionadas a idade, como Alzheimer e Parkinson. Soda
(2022) explora o papel das poliaminas como nutrientes para promover uma vida longa e
saudavel e seu efeito na metilacdo do DNA, destacando a intrincada relacdo entre patologias
associadas ao envelhecimento, expectativa de vida e regulacdo da expressao génica. Wang et
al. (2013) também investigam a interacdo do cranberry com macronutrientes dietéticos para
promover o envelhecimento saudavel em Drosophila, mostrando as diversas bioatividades de
plantas que podem dar suporte a processos de envelhecimento saudavel.

O cenério de pesquisa em torno de plantas e substancias bioativas que influenciam a
expectativa de vida saudavel é rico e diverso. Estudos destacaram o potencial de fitoquimicos,
polifendis de frutas e extratos vegetais na modulacao de vias de sinalizagdo, reducéo de riscos
de doengas e promocao do envelhecimento saudavel (Wang et al., 2021; Duangjan et al., 2022;
Dong et al., 2023; Zhang et al., 2024) .

As descobertas deste estudo demonstram que o extrato aquoso de Achyrocline
satureioides (ASAE) e seus compostos bioativos podem aumentar significativamente a
longevidade de Caenorhabditis elegans e tem potencial neuroprotetor no modelo.

Os fitoquimicos polifendlicos constituintes desses extratos, incluindo os flavonoides, por

suas propriedades antioxidantes séo indicados como 0s principais responsaveis por esses efeitos
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na longevidade. A quercetina, por exemplo, ja apresentou efeito na longevidade em C. elegans
e outros modelos (Chen et al., 2024). De maneira inesperada, a exposi¢do de quercetina na
concentracdo de 150 uM/ml por 48 horas em animais adultos ndo foi encontrada em uma
extensdo significativa da vida méxima. Relatorios anteriores determinaram que nas exposicoes
de 72 horas imediatamente ap6s a sincronizagdo (em ovos ainda) em concentragdes a partir de
100 puM/ml, a quercetina prolongou a vida do animal nessa concentragdo (Kampkoétter et al.,
2008). Na sequéncia a uma série de trabalhos sobre a quercetina, ndo se tem dados homogéneos.
Por exemplo, Pietsch e colaboradores (2009) verificaram que de fato, a quercetina em
concentragfes de 100 ou 200 uM/ml ndo expandiu significativamente a vida Gtil da 12 geracdo
(PO) de nematoides expostos em tratamentos a partir do estagio L4. Somente quando os
nematoides foram expostos durante toda a sua vida (ou seja, incluindo o desenvolvimento
embrionario) uma extensdo significativa da vida Util pdde ser observada. Comprovadamente, a
exposicao a compostos e substancias no desenvolvimento embrionario e nos estagios L1-L.2
pode, quando em concentra¢fes ndo toxicas, induzir as vias de resposta ao estresse, de forma
total ou parcial pelo bloqueio de daf-2, além da formacdo de dauer sob essas condicgdes, que
poderia levar a um fenotipo de longevidade. Adicionalmente a isso, Saul e colaboradores (2008)
verificaram que a quercetina atuava na longevidade independentemente de DAF-16, em um
desenho experimental em que anteriormente verificaram ativacao dessa via (Kampkoétter et al.,
2008). Em um estudo mais recente, a exposi¢do apds o estagio L4 de desenvolvimento do
animal com 200 puM/ml de quercetina ndo afetou a longevidade desses animais e ndo
conseguiram reproduzir essa descoberta quando testaram o efeito. Em contraste, quando usaram
a geracdo F1 de pais que tinham sido expostos, mesmo quando comegaram a exposi¢do do
verme ao flavonol mais tarde na vida, observou-se um aumento na expectativa de vida (Surco
etal., 2012; Pallauf et al., 2016).
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Entender os mecanismos pelos quais esses compostos naturais exercem seus efeitos em
varios aspectos da saude e do envelhecimento é crucial para o desenvolvimento de intervencdes
que podem aumentar a expectativa de vida saudavel e mitigar disfuncGes relacionadas a idade,
como disfungdes no sistema nervoso.

Aqui, ASAE apresentou baixa toxicidade em C. elegans e mostrou ter um efeito dual no
sistema redox/antioxidante, em concentracdes seguras (abaixo da LCso) foi capaz de modular o
sistema ndo enzimatico e enzimatico sem alterar padrdes fisioldgicos, aparentemente por
ativagdo transcricional nuclear daf-16 e parcialmente snk-1 em 24 horas de exposi¢do. Além de
atuar como um potente neuroprotetor e modulador do sistema dopaminérgico, foram
apresentadas que as concentracdes menores ndo forneceram protecdo suficiente contra os danos
neurodegenerativos induzidos pela reserpina, embora modularam comportamentos
dopaminérgicos previamente danificados. Adicionalmente, 0 ASAE aumentou a expectativa de
vida dos animais apds a exposi¢do crénica de 48 horas e foi capaz de melhorar padrdes de satde
no animal.

Os compostos isolados majoritarios tiveram uma prospeccdo in silico potencialmente
esclarecedora. ACB mostrou-se pouco similar a farmacos, porém com grande potencial de ser
metabolizada e seus metabolitos de entrarem no SNC, além do transporte ativo ser viavel
conforme mostra os ensaios de Docking Molecular. E a 30MQ mostrou-se muito similar a
farmacos ja aplicados na clinica, e um efeito como as possiveis respostas esperadas de interacdo
com os receptores de doencas neurodegenerativas de interesse, como Parkinson e Alzheimer.
O investimento em um composto sintético da ACB deveria ser explorado a seguir, bem como
seus metabolitos principais que ainda ndo tem registro na PubChem (M1 e M3).

In vivo, avaliamos os compostos disponiveis (Q, L e 30MQ) e 0 mais promissor foi a
3-O-Metilquercetina que demonstrou propriedades neuroprotetoras e potencial para
intervencdes terapéuticas para condi¢Oes neuroldgicas. Alem do potencial antienvelhecimento.

Porém mais estudos devem ser realizados para avancar na aplicacdo desses compostos
isolados ou em conjunto com outras estratégias farmacoldgicas em doencas associadas ao

envelhecimento.
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6 COLABORAC}OES E PERSPECTIVAS FUTURAS
Durante o desenvolvimento desta tese, outras produgdes e colaboragfes foram
desenvolvidas.
Colaborac0es:
1) Coautor, do artigo da doutoranda Larissa Alina Carneiro Lobo (PPGFT-UFRGS), integrante do
grupo de pesquisa. Foi a primeira publicacio com o modelo C. elegans do grupo. DOI:
10.1080/15287394.2023.2237069

2) Um dos autores do artigo da mestranda Glaucia Campos (PPGFT-UFRGS), integrante do grupo
de pesquisa, submetido ao Journal of Applied Toxicology (FI=3.84). Foi a primeira dissertagéo

com o modelo C. elegans do grupo.

WSS Journal of

AppliedToxicology

Gamma-decanolactone increases stress resistance and
improves toxicity parameters on the Caenorhabditis elegans
alternative model

Journal: | Journal of Applied Toxicology

Manuscript ID | JAT-24-0389

Wiley - Manuscript type: | Research Article

Date Submitted by the | oo 11 500,
Author:

idade Federal do Rio Grande do Sul Instituto de

Complete List of Authors: | Campos, Glaucia; Uni
Cies i

Universidade Federal do Rio Grande do Sul Instituto de
aude; idade de Santiago de Compostela
‘macoloxia Farmacia e Tecnoloxia Farmaceutica

de de Santiago de Compostela Departamento

e Tecnoloxia Farmaceutica

idade Federal do Rio Grande do Sul

a Saude
dade de Santiago de Compostela
Departamento de Farr a Farmacia e Tecnoloxia Farmaceutica
Pereira, Patricia; Universidade Federal do Rio Grande do Sul Instituto de
Ciencias Basicas da Saude; Universidade de Santiago de Compostela

a Farmacia e Tecnoloxia Farmaceutica

amma
Keywords: | (iyo</i

3) Autor da sec¢do “Toxicological and safety profile in the alternative C. elegans model” do
manuscrito do aluno de doutaramento Vinicius Del Monte (Departamento de Tecnologia
Farmacéutica da Universidade de Santiago de Compostela, Espanha) que avalia a utilizacéo de

duas nanoformulacg6es carregadas com ciclopirox.

4) Coautor dos manuscritos das alunas de mestrado da Universidade Federal de Rondonia

orientadas do professor Sandro Schons.

Assessment of the safety and biological effects of methanolic extracts of
Sapindus saponaria L. in Caenorhabditis elegans: modulates lifespan

and resistance to stress

Ana Carolina Anchieta Adriano, Péterson Alves Santos, Patricia Pereira & Sandro
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Himatanthus sucuuba used traditionally for the treatment of infectious
diseases in the Amazon region: studies of antimicrobial activities,
toxicity profile and safety in the C. elegans model

Regiane Rossi Oliveira Lima, Péterson Alves Santos, Ana Carolina Anchieta Adriano,

Patricia Pereira & Sandro de Vargas Schons.

Coautor do manuscrito da tese da Dra. Mariana Uczay, integrante do laboratdrio.

In silico, in vitro and in vivo pharmacological
evaluation of two iridoids: geniposide and
asperuloside

Uczay, M.12; Santos, P.12; von Poser, G 3; Pereira, P12, Brea, IM 4, Loza, M4,

Fontenla J.A *2

Projeto em coopera¢cdo com a Profa. Dra. Marilise Brites: Reposicionamento de farmacos -
determinacdo dos efeitos da combinacdo de farmacos aplicados na clinica com potencial contra

infeccdes amebianas em C. elegans.

Projeto em cooperacdo com CiMUS da USC: Impacto do uso de antipsicéticos nas deméncias
e no envelhecendo em modelos de neurodegeracdo em C. elegans: com foco na memdria e

aprendizagem.

Elaboracdo e producdo de 5 nanoformulagdes inéditas carregadas com Gamma-decanolactona
(GD) que serdo estudadas na sequéncia em um estagio Pds-doutoral. Ja estd em andamento a
prospecc¢do dos lipossomas no modelo de C. elegans e aplicacdo das mesmas no projeto guarda-
chuva ja aprovado, 45475 - NanoTarget - plataforma para determinacdo do perfil de
seguranca/toxicidade e efeito neuroprotetor de nanoformulacoes de Gama-decanolactona
no modelo experimental de Caenorhabditis elegans, como parte dos projetos de outros alunos
de mestrado do laboratorio.
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