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RESUMO

A biodiversidade brasileira representa uma fonte rica de componentes quimicos naturais que
podem revelar substancias potencialmente ativas para diversos fins. A importancia
farmacoldgica das plantas esta relacionada a sua composicao quimica, que fornece propriedades
terapéuticas importantes, tais como a atividade antioxidante. A Acrocomia aculeata é uma
palmeira nativa do cerrado brasileiro, sua polpa ¢ rica em acido laurico, B caroteno, e sua
améndoa em acido oleico. Seu uso medicinal é descrito no tratamento de doencas respiratorias,
reducdo da glicemia e niveis séricos de colesterol, além de possuir propriedades anti-
inflamatorias e laxativas, sendo amplamente utilizada na industria cosmética, alimenticia e na
producdo de biocombustiveis. Embora os frutos sejam muito utilizados e conhecidos, pouco se
sabe sobre as folhas, por conta disto, este estudo objetivou avaliar a composicao quimica, a
atividade antioxidante e a toxicidade das folhas de A. aculeata. Para isto, foram produzidos
extratos com trés diferentes solventes: 4gua (EA-Aa), etanol (EE-Aa) e metanol (EM-Aa). Os
extratos foram caracterizados quimicamente através da determinacdo de compostos fendlicos,
flavonoides e taninos, além da analise cromatogréafica, seguidos da avaliacdo da atividade
antioxidante dos extratos por métodos de captura de radical livre, DPPH e ABTS. Os EE-Aa e
EM-Aa apresentaram maiores quantidades dos metabdlitos secundarios avaliados e melhores
resultados de captura de radicais livres. Porém, no ensaio de protecdo contra a hemolise
oxidativa e avaliacdo da peroxidacdo lipidica em eritrécitos induzidos com AAPH, o EA-Aa
apresentou maior protecdo em relacdo aos outros extratos avaliados. Assim, continuamos 0s
ensaios para determinar o efeito protetor de EA-Aa contra a oxidacdo proteica induzida por
AAPH, fragmentacdo de DNA e a geracdo de EROS induzidos por H202. Um aumento nos
niveis de Sirt-1, catalase e ativacdo de ERK e Nrf2 foram observados em Cos-7 tratadas com
EA-Aa, 0 que também foi observado em nematoides C. elegans, 0s quais apresentaram maior
viabilidade quando induzidos com Juglone e tratados com EA-Aa. A baixa toxicidade de EA-
Aa também foi comprovada nos diversos modelos experimentais testados. Em conjunto, os
extratos das folhas de A. aculeta apresentaram composi¢do quimica tipica as das plantas, porém
a diversidade de compostos presentes em EA-Aa provavelmente estd envolvida em sua baixa
toxicidade, e seu relevante potencial antioxidante avaliado em diferentes biomoléculas, em
células Cos-7 e em C. elegans, provavelmente estd relacionado com a ativacdo da via
Sirtl/Nrf2. Desta forma, os resultados obtidos dao suporte para futuros usos de EA-Aa no

tratamento de doencas relacionadas com o estresse oxidativo.



Palavras-chave: Macauba, bocailva, estresse oxidativo, bioprospecgdo, biotecnologia,
biodiversidade.



ABSTRACT

Brazilian biodiversity represents a rich source of natural chemical components that can reveal
potentially active substances for various purposes. The pharmacological importance of plants
is related to their chemical composition, which provides important therapeutic properties, such
as antioxidant activity. Acrocomia aculeata is a native palm of the Brazilian Cerrado, its pulp
is rich in lauric acid, B carotene, and its almond in oleic acid. Its medicinal use is described in
the treatment of respiratory diseases, lowering blood glucose and serum cholesterol levels,
besides having anti-inflammatory and laxative properties, being widely used in the cosmetic,
food and biofuel industry. Although fruits are widely used and known, little is known about the
leaves, because of this, this study aimed to evaluate the chemical composition, antioxidant
activity and toxicity of A. aculeata leaves. Extracts with three different solvents were produced:
water (EA-Aa), ethanol (EE-Aa) and methanol (EM-Aa). The extracts were chemically
characterized by the determination of phenolic compounds, flavonoids and tannins, besides
chromatographic analysis, followed by the evaluation of the antioxidant activity of the extracts
by free radical capture methods, DPPH and ABTS. EE-Aa and EM-Aa presented higher
amounts of secondary metabolites evaluated and better free radical capture results. However,
in the protection assay against oxidative hemolysis and evaluation of lipid peroxidation in
AAPH-induced erythrocytes, EA-Aa showed greater effect than the other extracts evaluated.
Thus, we continue the trials to determine the protective effect of EA-Aa against AAPH-induced
protein oxidation, DNA fragmentation, and H20O.-induced EROS generation. Increased levels
of Sirt-1, catalase and ERK and Nrf2 activation were observed in EA-Aa-treated Cos-7, which
was also observed in C. elegans nematodes, which were more viable when treated with EA-Aa.
and induced with Juglone. The low toxicity of EA-Aa has also been proven in the various
experimental models tested. Taken together, the leaf extracts of A. aculeta presented typical
chemical composition to those of plants, but the diversity of compounds presented in EA-Aa is
probably involved in their low toxicity, and their relevant antioxidant potential evaluated in
different biomolecules and also in Cos- 7 and C. elegans, is probably related to the activation
of the Sirtl / Nrf2 pathway. Thus, the results support future uses of EA-Aa in the treatment of

diseases related to oxidative stress.

Keywords: Macalba, bocailva, oxidative stress, bioprospecting, biotechnology, biodiversity.
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1. INTRODUCAO

O aumento da expectativa de vida da populacdo e as mudancas de héabitos tém levado
ao aumento da incidéncia de doengas cronicas, como cancer e diabetes (GBD 2013 DALYS
AND HALE COLLABORATORS et al., 2015a). O impacto econémico provocado pelos gastos
realizados com o tratamento dessas doencas, dentre outros, estimula o desenvolvimento de
novas alternativas terapéuticas, especialmente mais baratas e eficazes (WHO, 2011). O estresse
oxidativo tem relacdo tanto com a causa quanto com a progressao destas doencas (WU et al.,
2004a), podendo ser desencadeado por fatores enddgenos e também exdgenos, como 0S
ambientais: radiacdo, metais pesados e poluicdo (FINKEL; HOLBROOK, 2000a).

A condicdo pro-oxidante do balanco redox do organismo se caracteriza pelo aumento
da producdo de espécies reativas (ERS), principalmente de oxigénio (EROs) e nitrogénio
(ERNS), em relacdo a acdo dos compostos antioxidantes, os quais ndo conseguem neutraliza-
las de maneira eficiente (GOES, 2008). Em baixas concentracdes, as ERs participam da
sinalizacdo celular de processos bioquimicos e imunoldgicos (ZHANG et al., 2013), dentre
outros. Contudo, quando em excesso, reagem com carboidratos (BARONE et al., 2014),
lipidios da membrana celular, proteinas e DNA (TURK et al., 2008), podendo resultar em
doencas cronicas como diabetes mellitus (TIWARI et al., 2013), obesidade e cancer (LEE; LEE,
2006).

Pelo menos em parte, os beneficios farmacologicos das plantas medicinais no
tratamento e/ou prevencdo do estresse oxidativo (AGATI et al., 2012; DAI; MUMPER, 2010;
RAMEL; MIALOUNDAMA; HAVAUX, 2013) se devem aos seus metabolitos secundarios,
como os compostos fendlicos, flavonoides, carotenoides e taninos (EDEOGA; OKWU,;
MBAEBIE, 2005), reconhecidamente caracterizados como compostos antioxidantes
(DEMIDCHIK, 2015), que podem agir isoladamente ou em sinergismo (SHAHIDI, 2009). A
relacdo positiva entre 0 consumo de vegetais ricos em compostos fenélicos e a prevencao de
doencas relacionadas ao estresse oxidativo estimula a busca por plantas com este potencial,
tanto para fins alimentares (manutencao da satde) quanto medicinais (tratamento de doencas)
(SHAHIDI, 2009; TUKAN; TAKRURI; AL-EISAWI, 1998).

Neste contexto, o Brasil é 0 pais que apresenta a maior biodiversidade do mundo, com
uma vasta variedade ecologica e botanica. Parte dela esté localizada no Cerrado (DE TOLEDO
et al., 2011), servindo de importante fonte de matéria-prima para alimentacdo, producao de

fitoterapicos e medicamentos em geral (PNPMF, 2009). Dentre as plantas nativas do Cerrado
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brasileiro, encontra-se a Acrocomia aculeata, conhecida popularmente como macalba ou
bocailiva (RAMOS et al., 2007).

Esta palmeira possui altura entre 10 e 15 metros e fruto amarelo-alaranjado. Sua
importancia econdmica € expressa, por exemplo, pela ampla utilizacdo de seus frutos na
culinaria (POETSCH, J; HAUPENTHAL, D, 2019) e na producdo de biodiesel. O 6leo da
améndoa também é usado como substituinte do azeite de oliva (BORA; MOREIRA, 2003),
além de ser empregado na industria cosmética e farmacéutica (CICONINI et al., 2013).
Popularmente esta planta tem sido usada para o tratamento de doencas respiratorias e também
como laxante, analgésica e na reducdo dos niveis séricos de glicose e colesterol (LORENZI,
2006).

Diversos compostos quimicos com alto potencial antioxidante tém sido descritos na A.
aculeata. Na polpa do fruto estdo presentes acido oleico (HIANE et al., 2005; MARIANO, R
etal., 2010; RAMOS et al., 2007), B-caroteno (SANJINEZ-ARGANDONA; CHUBA, 2011) e
a-tocoferol (COIMBRA; JORGE, 2012), enquanto na améndoa evidenciou-se a presenca de
4cido laurico e oleico (BELTRAO; OLIVEIRA, 2007). Embora os frutos sejam mais utilizados
e conhecidos, as folhas sdo empregadas na nutricdo animal e ndo possuem relatos de toxicidade
(CICONINI et al., 2013), entretanto, pouco se sabe sobre sua composi¢do quimica e seu
potencial. Assim, este estudo buscou avaliar a composi¢do quimica, a atividade antioxidante e
a toxicidade das folhas de A. aculeata.
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2. REVISAO DE LITERATURA

O aumento e o0 acumulo de agentes oxidantes no organismo, ou seja, 0 estado de estresse
oxidativo, esta presente no envelhecimento precoce bem como na maioria das doencas crénicas,
como as cardiovasculares e o cancer e tem relacdo tanto com sua etiologia quanto com sua
progressdo (WU et al., 2004b). Estas condi¢des tém aumentado na populacgdo, especialmente,
pela ampliacdo da expectativa de vida (GBD 2013 DALYS AND HALE COLLABORATORS
et al., 2015b) e mudancas de habitos.

O impacto econdmico decorrente de mortes e gastos relacionados ao tratamento dessas
doencgas e suas comorbidades, dentre outros, tem estimulado o desenvolvimento de opgOes
terapéuticas e medidas preventivas mais baratas e eficazes. Nesta perspectiva, o Brasil, um pais
megabiodiverso, apresenta amplas possibilidades para a bioprospecc¢édo de vegetais, permitindo
ainda muitos estudos para identificacdo de plantas com potencial terapéutico como alternativas
viaveis para o fornecimento de alimentos ligados a manutencdo da saude (nutracéuticos), bem
como para o desenvolvimento de novos farmacos ligados ao controle do estresse oxidativo
(CAMERON et al., 2011).

2.1. ESTRESSE OXIDATIVO

Na metade dos anos 50, Denham Harman comegou a especular a “teoria do radical
livre”, onde ja acreditava-se que as espécies reativas de oxigénio (EROs) geradas nas células
poderiam provocar um dano cumulativo (FINKEL; HOLBROOK, 2000b). Anos mais a frente,
Sies (1985) estabeleceu o conceito de estresse oxidativo, o qual definiu esta condi¢cdo como o
desbalango entre o sistema pro-oxidante e antioxidante do organismo (SIES, 2015). Com o
avanco dos estudos na area nas Ultimas décadas, este conceito apresentou uma definicdo mais
detalhada e talvez, mais proxima da realidade, onde define-se estresse oxidativo como o
aumento de espécies reativas (ERs) no organismo paralelamente a reducdo da defesa
antioxidante (PISOSCHI; POP, 2015). Assim, as ERs formadas neste sistema pré-oxidante, ndo
sdo suficientemente neutralizadas pelo sistema antioxidante, o que leva a uma ruptura da
sinalizacdo e/ou do controle do sistema redox dor organismo (SIES, 2018), culminando com
uma producdo excessiva de substancias pré-oxidantes, principalmente EROs/ERNs (GOES,
2008).

Estas substancias ndo sdo suficientemente neutralizadas pelos sistemas antioxidantes,

enddgenos e exdgenos, resultando em um aumento dos niveis de ERs no organismo (GOES,
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2008). A producdo destas ERs esta relacionada com as funcBes metabdlicas enddgenas e
também com a exposicdo do organismo a fatores ambientais (radiacdo, metais pesados e
poluicdo) (FINKEL; HOLBROOK, 2000a). Quando produzidas em excesso, as ERs podem
reagir com biomoléculas e provocar danos aos carboidratos (BARONE et al., 2014), lipidios da
membrana celular, proteinas e DNA (TURK et al., 2008), resultando em disfuncdo celular
(BARONE et al., 2014) e morte (CHISTE et al., 2014). O excesso de ERs é considerado um
fator importante para o envelhecimento precoce e o desenvolvimento de doengas cronicas como
diabetes mellitus (TIWARI et al., 2013), obesidade (NIJHAWAN; ARORA; BEHL, 2019),
cancer (BATTELLI etal., 2019), desordens cardiovasculares, sindrome metabdlica (MASLOV
et al., 2019), artrite reumatoide, doencas respiratérias, neurodegenerativas e também doencas
auto-imunes (REED, 2011).

2.1.2. ESPECIES REATIVAS

Em torno de 95% do oxigénio produzido por organismos aerobicos é reduzido pela
cadeia transportadora de elétrons da mitocdndria e no reticulo endoplasmatico. A reducao
tetravalente do O ocorre através da citocromo oxidase, que fornece 4 elétrons para o oxigénio,
o0 qual se reduz a agua (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1985) conforme esquema abaixo:

0, +4H" +4¢ = 2H,0

Figura 1. Redugdo do oxigénio a agua.

De todo o oxigénio obtido através da respiracdo, 2 a 5% passa por reducdo univalente,
recebendo apenas um elétron que fica localizado nos orbitais externos, tornado o orbital
desemparelhado e altamente reativo, gerando as ERs (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1989).
As ERs foram inicialmente descritas ha mais de um século por Moses Gomberg, e por muito
tempo acreditava-se que elas ndo estavam presentes nos sistemas bioldgicos por possuirem alta
reatividade e baixo tempo de meia-vida. Passados mais de 30 anos, foi proposta uma nova
teoria, onde acreditava-se que todo os processos oxidativos que envolviam moléculas organicas
eram intercedidos por algum tipo de espécie reativa. Ja nos anos 50, esta teoria foi confirmada,
e associada a ela, uma nova nossa hipdtese, de que as ERs estivessem associadas com a etiologia
e 0 desenvolvimento de processos patologicos e de envelhecimento. Seguido destes

acontecimentos, McCord & Fridovich descreveram a primeira enzima antioxidante, a
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superoxido dismutase, e entre 0s anos de 1970 a 1990, outras pesquisas possibilitaram o
descobrimento da relacdo das ERs no combate a agentes infecciosos, auxiliando o sistema
imunologico; em 1980, descobriu-se a relagdo do 6xido nitrico, produzido pela L-arginina; que
contribui para a atividade do fator relaxante derivado do endotélio (EDRF); e atua na regulacao
de vias metabdlicas (LUSHCHAK, 2014). Esta ideia se estende até os dias de hoje, e leva a
inimeras pesquisas na area, que objetivam avaliar esta relacdo entre ERs e 0s sistemas
bioldgicos, e no que se refere aos danos, reduzi-los.

As ERs sdo divididas em dois grupos, radicalares (radicais livres) e ndo radicalares. As
radicalares de oxigénio podem ser representadas por radicais hidroxila (OH-), superdxido (O2:-
), alcoxila (RO-) e peroxila (ROO-), e as ndo radicalares de oxigénio estdo o acido hipocloroso
(HNO?2) e o perdxido de hidrogénio (H202) e, dentre as ndo radicalares de nitrogénio, estdo o
oxido nitroso (N203), &cido nitroso (HNO2), éxido nitrico (NO-), nitritos (NO2-), nitratos
(NO3-) e também os peroxinitritos (ONOO-). Existem também as ERs derivadas de enxofre
(ERS) (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015), de cloro (ERCI), de carbono (ERC) e de metais
de transicdo, que também possuem importancia bioldgica (FINKEL; HOLBROOK, 2000a).

As ERs ao atacarem outras moléculas afim de se estabilizarem (NEHA et al., 2019)

fazem uso de mecanismos como os descritos na tabela abaixo.

Tabela 1: Rea¢des quimicas de estabilizacdo eletronica realizadas por ERSs.

Mecanismo Reacao
Captura de elétrons OH +RS™ = OH+RS’

Remocéo de grupos hidrogénio  CCl'3+RH = CCIz+R"

Auto-aniquilagédo CCl1'3+CCl'3 = CoCle

Reac0es de adigdo CC1'3+CH2=CH2 = CH> (CCl3) — CH2

Estes compostos atuam em processos biogquimicos, fisioldgicos e patoldgicos no
organismo, como em sinalizacdes celulares, neurotransmissdo (YAMAMOTO; GAYNOR,
2001) e defesas imunoldgicas (ZHANG et al., 2013). De maneira geral, auxiliam na homeostase

quando se encontram em quantidades equilibradas de producéo e neutralizacéo e o desequilibrio
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entre estes processos gera um estado pré-oxidante, e como consequéncia o estresse oxidativo
(VASCONCELOS et al., 2007).

2.1.3. MARCADORES DO ESTRESSE OXIDATIVO

Os danos celulares provocados pelas reacdes entre ERs e macromoléculas envolvem
alteracdes em acidos nucléicos e mutagdes em RNA e DNA (TURK et al., 2008), promovidas
pela quebra das cadeias e suas reorganizacOes, e estas mutacbes podem provocar alteracdes
enzimaticas, como observado em alguns processos de oncogénese (LEE; LEE, 2006). Além de
que quando a membrana celular é alvo das ERs ocorre um processo de oxidacdo lipidica que
pode alterar o transporte de substancias e até provocar seu rompimento, resultando em
morte/lise celular. As proteinas também podem ser afetadas por ERs, ions metalicos, radiagdes
e também farmacos. Seus aminoacidos sdo susceptiveis a oxidacao, e esta fornece derivados
carbonilicos que podem ser introduzidos em proteinas através da peroxidacao lipidica, ou
também pela reacdo de reducdo de acUcares, que apds desidratacdo e rearranjo geram 0S
produtos finais de glicacdo avangada (AGEs, “Advanced Glycation End Products”), reagdo
denominada de reagéo de Maillard (VASCONCELOS et al., 2007). Adicionalmente, quando
esta oxidagdo ocorre no sangue, as paredes dos vasos sanguineos agredidas desencadeiam o
acumulo de lipideos e, consequentemente, o inicio de um processo aterosclerético que pode
culminar em trombose e infarto (GBD 2013 DALYS AND HALE COLLABORATORS et al.,
2015b).

Os principais marcadores bioldgicos de estresse oxidativo envolvidos com a
peroxidacgdo lipidica sdo: 4-hidroxinonenal (4-HNE) (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015),
isoprostano e malondialdeido (MDA) (KUMAR; MAURYA, 2014). O MDA é produzido pela
ruptura de &cidos graxos poli-insaturados da membrana celular, como o acido linoleico,
docoexanois e araquidénico (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015). E um subproduto de facil
investigacdo, pois, a reacdo entre o acido tiobarbiturico (TBA) e 0 MDA gera um cromdgeno
rosa que pode ser quantificado em espectrofotdmetro a 532 nm (THEROND, P et al., 2000).
Altos niveis deste produto de peroxidacéo lipidica foram detectados em casos de degradacao
celular, diversas doengas e, até mesmo, no envelhecimento precoce (RIZVI; MAURYA, 2007).

Diante deste quadro e dos mecanismos moleculares envolvidos na manutengdo do
equilibrio redox, novas pesquisas e estratégias tém sido desenvolvidas afim de identificar os
mecanismos e vias de ativacao que estejam relacionadas com protecao antioxidante e o combate

aos danos associados ao estresse oxidativo.
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2.1.4. VIAS DE DETOXIFICACAO DO ESTRESSE OXIDATIVO

A protecdo fornecida pelo organismo contra a ERs constituem um sistema composto
por trés fases de detoxificacdo (SARKADI et al., 2006). Durante a fase 1, endobioticos e
xenobidticos sdo modificados por enzimas como o citrocromo P450 (CYPs) e algumas
desidrogenases e redutases de cadeia curta (SDRs), 0s quais utilizam os cofatores NAD ou
NADP para que seja adicionado um grupo reativo a molécula, como é o caso da hidroxila,
formando assim uma ERs. Esta reacdo permite que compostos nocivos ao organismo possam
ser excretados, porém, uma vez que estes compostos sdo transformados em ERs e ndo sdo
neutralizado pelas proteinas de fase 2, danos podem ser provocados as biomoléculas do corpo
(SARKADI et al., 2006).

As proteinas de fase 2, por sua vez, além de neutralizarem/inativarem as ERs produzidas
pelo préprio organismo a partir das proteinas de fase 1, também atuam sobre as ERs ja
existentes, e fazem parte de um importante grupo de proteinas que atuam em defesa do corpo
em resposta ao estresse gerado, neutralizando e reparando o dano provocado (SARKADI et al.,
2006) (uma explicacdo detalhada das enzimas antioxidantes e como elas atuam € apresentada a
sequir, a partir do topico 2.2 desta revisdo). Ja as proteinas de fase 3 de detoxificacdo sdo as
responsaveis pela retirada dos conjugados toxicos para 0 meio extracelular, e isto ocorre por
transportadores de ligacdo de ATP e outros, atuando assim na reducgédo do estresse oxidativo
(JAGANJAC, 2010; SARKADI et al., 2006).

2.1.5. FATORES TRANSCRICIONAIS DE PROTECAO REDOX

A condicdo de desequilibrio provocada pelo estresse oxidativo induz a ativacéo de vias
de sinalizacdo e fatores transcricionais que atuam em resposta a condi¢do redox do organismo.
O principal fator transcricional envolvido nesta condicdo é o fator nuclear eritrdide 2-
relacionado ao fator 2 (Nrf2), o qual é responsavel pelo inicio da producdo das enzimas
antioxidantes (JUNG; KWAK, 2010). Em niveis basais, 0 Nrf2 fica associado a sua proteina
supressora citoplasmatica Kelch-like ECH-associated protein 1 (Keap 1), que é constituida por
27 cisteinas que regulam constantemente sua ligacdo ao Nrf2, promovendo assim sua
degradacéo/inativacdo, quando em condicdes fisioldgicas (BAIRD; DINKOVA-KOSTOVA,
2011).

Quando ocorre uma modificagdo desta condicdo para um estado oxidativo (que

geralmente € sinalizado por residuos de tidis de cisteina), o Nrf2 dissocia-se do Keapl e é
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translocado para o nucleo da célula (KIM; VAZIRI, 2010), onde outros fatores transcricionais
se ligam ao Nrf2, conhecidos como Elementos de Resposta Antioxidante (antioxidant response
elements - ARE) e estes promovem a codificacdo das proteinas de fase 2 (KIM; CHA; SURH,
2010), como por exemplo heme-oxigenase-1 (HO-1), quinona oxido redutase (NQO1) e as
enzimas antioxidantes que serdo mencionadas a seguir (ITOH et al., 1997). Desta forma, o Nrf2
controla o balanco oxidante e a sinalizagdo de vias de resposta ao estresse atraves da regulacdo
e expressao de 3 grupos dependentes de ARE que sao as proteinas de fase 1, 2 e 3, e desta forma
o sistema Keap-1/Nrf2 regula mais de 30 genes que atuam na defesa antioxidante (MA, 2013).

Em resumo, a fungdo do Nrf2 é auxiliar na adaptacao e sobrevivéncia das células sob
condicGes de estresse, e para isto regula a expressdo de proteinas que atuam na manutenc¢éo do
equilibrio redox. Seu principal efeito ocorre através da regulacdo da enzima glutationa
transferase através da regeneracdo do NADPH, além de controlar as EROs que sdo produzidas
nas mitocondrias. Entdo para que haja um equilibrio redox no organismo, o Nrf2 atua tanto no
potencial mitocondrial, quanto na oxidacao de &cidos graxos e na disponibilizacdo de substratos
utilizados na producao de ATP (DINKOVA-KOSTOVA; HOLTZCLAW,; KENSLER, 2005),
e sua ativacdo é de suma importancia para auxiliar no tratamento de doencas associadas ao
estresse oxidativo, como diabetes, doengas cardiovasculares e até o cancer (JIANG et al., 2010).
Para que o Nrf2 possa se translocar para o nucleo e se ligar as ARE, este passa pelo processo
de dissociacdo do Keap-1 e seguinte fosforilacdo, realizada por proteinas quinase, que podem
ser a c-Jun N-terminal kinase (JNK), proteina quinase C (PKC) e as quinases reguladas por
sinal extracelular (ERK) (KOBAYASHI et al., 2006).

Além destas, existe uma outra proteina que também regula a funcdo de fatores
transcricionais e proteinas que estdo envolvidas na mecanistica da resposta ao estresse e em
eventos metabdlicos, na regulacdo energética e também em processos inflamatérios, a Sirtuina
(ALAGEEL et al., 2018). As sirtuinas sdo um grupo de 7 desacetilases dependentes de NAD
que muitas vezes sdo ativadas por compostos de origem natural, como € o caso de carotenoides,
flavonoides e compostos fendlicos em geral (WILLCOX; WILLCOX, 2014).

As sirtuinas possuem distintas localiza¢des dentro da célula, no nucleo séo encontradas
as SIRT-1. SIRT-6 e SIRT-7; na mitocondria, encontra-se as SIRT-3, SIRT-4 e SIRT-5 e no
citoplasma, esta localizada a SIRT-2. Dentre os 7 genes conhecidos, a SIRT-1 é o mais estudado
e conhecido e esta envolvido na resposta ao estresse oxidativo, e 0 aumento dos seus niveis do
corpo humano esta associado com a melhora de condigdes patoldgicas e de maior tempo de
vida (LAM; PETERSON; RAVUSSIN, 2013).
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Por fazerem parte da familia das desacetilases de histonas (HDACSS), a principal funcéo
das sirtuinas é reverter a acetilacdo regulatéria de proteinas tipo histona, atuando assim
diretamente na estrutura dos nucleossomos e como consequéncia, na transcricdo génica
(GREGORETTI; LEE; GOODSON, 2004). Relacionadas como alvos das HDACs estdo
inimeras proteinas estruturais e fatores de transcricdo (GALLINARI et al., 2007) como por
exemplo ERK, JNK, p38 e o Nrf2 (YANG et al., 2019a), tornando-se assim um importante alvo
terapéutico para o tratamento de diversas alteracbes metabdlicas e também como antioxidante

no tratamento de doencas relacionadas aos estresse oxidativo.

2.2. ANTIOXIDANTES

Antioxidantes sdo compostos que, quando em baixas concentracBes em relacdo ao
agente oxidante, neutralizam o substrato ou atuam na prevencao de sua formacao, evitando as
oxidacdes subsequentes (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015). Existe uma vasta quantidade
de antioxidantes, tanto enddgenos, quanto exdgenos disponiveis tanto no ambiente, quanto no
mercado. Os antioxidantes enddgenos podem ser classificados como enzimaticos e néo
enzimaticos, o sistema enzimatico consiste nas enzimas superoxido dismutase (SOD),
glutationa peroxidase (GPx) e catalase (CAT), ja o sistema ndo enzimatico € representado pelo
acido Urico, acido lipdico, melatonina, bilirrubina e glutationa (GSH). EM relacdo aos
antioxidantes exogenos, estes também podem ser divididos em dois grupos, 0s naturais e 0s
sintéticos. Os naturais sdo representados pelos carotenoides, flavonoides, vitaminas E, A e C
(NEHA et al., 2019), e os principais antioxidantes da classe dos sintéticos sao butil-hidroxi-
anisol (BHA), butil-hidroxi-tolueno (BHT), terc-butil-hidroquinona (TBHQ) e propil-galato
(PG) (RAMALHO; JORGE, 2006).

Assim, o sistema de defesa antioxidante pode atuar de diversas formas, mas o primeiro
mecanismo ocorre pela inibicdo das reacdes em cadeira que ocorrem entre metais como o cobre
e o ferro. Ao inibir estas reacOes, inibe-se a formacgdo das ERs. Além de atuar na geracéao
enddgena, os antioxidantes bloqueiam também as ERs provenientes do metabolismo e de fontes
exogenas, 0 que consequentemente impede o ataque as biomoléculas do corpo. Esta agdo ocorre
principalmente por compostos como a vitamina C, A e E, além de compostos fendlicos,
flavonoides e carotenoides. Além disto, também existe outra forma de protecéo realizada pelos
antioxidantes, que ocorre através do reparo do dano provocado pelas ERs e a reconstituicao de

estruturas bioldgicas lesadas, onde pode existir inclusive uma adaptagdo do proprio organismo,
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aumentando a sintese das enzimas antioxidantes, e reduzindo o efeito deletério provocado
(BIANCHI; ANTUNES, 1999).

2.2.1 ANTIOXIDANTES ENDOGENOS ENZIMATICOS

O sistema antioxidante enzimatico € constituido pelas enzimas superdxido dismutase
(SOD), glutationa peroxidase (GPx) e catalase (CAT), as quais previnem, bloqueiam ou
reduzem a formacdo das ERs responsaveis pela formacéo das reacfes em cadeia (BARBOSA
etal., 2010).

2.2.2 SUPEROXIDO DISMUTASE (SOD)

Dentre diversas fungdes, muitos estudos tém indicado que a SOD possui importante
papel na prevencéo do estresse oxidativo durante o envelhecimento (RIZVI; MAURYA, 2007).
E a primeira enzima que age na defesa das células contra as ERs através da catalisacdo do
processo de dismutacdo do superoxido em perdxido de hidrogénio (H202) e oxigénio (O2)
(FAVARETTO et al., 2011). Sua atividade, como a de outras enzimas dependem de cofatores
enzimaticos, os quais diferem de acordo com o compartimento celular que atuam. No caso da
SOD, esta pode ser encontrada sob duas formas, a SOD-Cu/Zn, associada e estabilizada pelo
cobre e pelo zinco, localizada no citoplasma e em todas as células eucaridticas; e a SOD-Mn,
que tem como co-fator o manganés e se encontra na mitocondria (BARBOSA et al., 2010). Sua
importancia é baseada no fato de a SOD ser a quinta proteina e a enzima mais abundante no
corpo humano (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015), e sua funcdo foi estabelecida como
especifica para a dismutacdo do radical superéxido (O2) (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
1985).

2.2.3 CATALASE (CAT) E GLUTATIONA PEROXIDASE (GPX)

A CAT e a GPx sdo importantes enzimas antioxidantes enddgenas que
inibem/neutralizam a formagdo e aumentam a remogao de EROS/ERNS reduzindo os danos
oxidativos provocados (MAES et al., 2011). Apos a acdo da SOD, que catalisa a dismuta de
02" em H20,, a CAT e a GPx atuam em sequéncia, reduzindo o H202 em agua e oxigénio
(MAURYA et al., 2016). De acordo com alguns autores, a CAT ¢é a principal responsavel pela

conversao de H202 em agua e oxigénio e o faz também quando existe um quadro de desbalanco
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oxidativo. A CAT estéa presente na maioria das células aerdbicas, e nos animais se encontra
principalmente no figado, rins e eritrécitos. Orgdos como cérebro, coragdo e musculo
esquelético também possuem CAT, no entanto, pequenas quantidades (HALLIWELL,
GUTTERIDGE, 1985).

A GPx existe também com duas isoformas diferentes, dependente e ndo dependente de
selénio, localizada no citoplasma ou na mitocondria (BARBOSA et al., 2010), e utiliza a
glutationa (GSH) como substrato para neutralizar o H2O,. Este H,O, também pode ser
convertido em moléculas de agua a partir da reacdo de Fenton e Haber-Weiss (MAURYA et
al., 2016), com o auxilio de ferro e cobre, o que culmina com a geracdo do radical hidroxila
(OH") (BARBOSA et al., 2010) como esquematicamente apresentado a seguir.

SOD Reaciio
Fenton
02 * H02 H202 - OH H20
Radical Peroxido Radical
EI- hidroperoxila C- hidrogénio C- hidroxila C_

B} CAT E GPx
. 02

2e

Figura 2. A¢do das enzimas antioxidantes. Durante respiragdo celular, a retirada de alguns elétrons provoca a
conversdo molecular de oxigénio (O) no radical hidroperoxila (-HO,), o qual é facilmente convertido no radical
superoxido (-Oz7) que é altamente reativo. Este anion € neutralizado a partir da atuacdo da superéxido dismutase
(SOD), em peroxido de hidrogénio (H20,). O perdxido de hidrogénio é convertido para a molécula de 4gua com
o0 auxilio da reagdo de Fenton aliado a dois elétrons. Pode também ser convertido em 4gua a partir das enzimas
catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx) ((RI1ZVI; MAURYA, 2007).

A OH" é uma ERO que ndo possui defesa enzimética especifica e possui a maior
reatividade, consequentemente possui um maior potencial de dano oxidativo, além também de
ser a maior responsavel pelo inicio do processo de peroxidacao lipidica, alterando muitas vezes
a funcéo biologica de diversas macromoléculas. Levando em consideragéo as caracteristicas da
OH’ e a auséncia de defesa especializada, ¢ muito importante que haja um equilibrio entre as
enzimas antioxidantes, para que exista a manutencao das fungdes integrais das células. Quando

0 H>O; esta presente em concentragdes fisioldgicas, a GPx se encarrega de transforma-la em
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agua (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1985). Adicionalmente, a GPx é dependente do ciclo
redox da glutationa, o que envolve a glutationa reduzida (GSH) e a oxidada (GSSG)
(BARBOSA et al., 2010), e o fornecimento de cations de hidrogénio e elétrons realizado pelo
NADH, FADH, ubiquinona e coenzima Q (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1989).

H,0, 2GSH _NADP"

Glutationa

Peroxido d
eroxicode reduzida

hidrogénio

@ Glutationa Glutationa
peroxidase redutase

H,0 GSSG NADPH

Glutationa

A
gua oxidada

Figura 3. Ciclo redox da glutationa. Para que a GPx possa reduzir o H,O a &gua, esta necessita que a GSH seja
convertida a GSSG, em sequéncia, a GRd promove a recuperagdo da GSH, possibilitando a manutencéo do ciclo
e a neutralizacdo da ER (BARBOSA et al., 2010).

2.2.4. ANTIOXIDANTES ENDOGENOS NAO ENZIMATICOS

A glutationa ou gamma-glutamyl-cysteinyl-glycine (GSH) € sintetizada a partir do
glutamato, cisteina e glicina, catalisados por enzimas citosolicas (NEMETH; ORVOS; BODA,
2001). E considerada o principal tamp&o redox e age diretamente como co-fator de enzimas
antioxidantes, além de ser utilizada na regeneracdo de moléculas com potencial antioxidante,
como é o caso da vitamina C, A e E. Seu efeito mais importante esta relacionado com a
manutencgéo do estado redox da Glutationa Dissulfito (GSSG)/Glutationa (GSH) (FERREIRA,;
ABREU, 2007). Estudos realizados mostram que para a manutencdo da homeostase de GSH é
necessaria uma nutricdo proteica adequada (KUMAR; MAURYA, 2014; RI1ZVI; MAURYA,
2008), justificada pelo seu importante papel no sistema de defesa antioxidante, além de atuar

no metabolismo de nutrientes e na regulagéo celular. O déficit deste substrato esta associado ao
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aumento do estresse oxidativo, o que influencia no desenvolvimento de doencas associadas ao
estresse oxidativo (WU et al., 2004a), o que faz da GSH um biomarcador para o diagnéstico
das mesmas (LAPIDUS et al., 2014).

Outro exemplo de defesa antioxidante enddgena nao-enzimatica € o acido Urico, o qual
atua tanto como antioxidante (meio extracelular) quanto como pré-oxidante (meio intracelular),
e é um potente neutralizados de ERs, atuando em média em 60 % destas, inclusive no plasma,
tornando-o um dos mais potentes antioxidantes presentes no sangue humano (NERY et al.,
2015). Além destes exemplos, ainda existem ubiquinona, albumina, bilirrubina, melatonina, a-
tocoferol, &cido lipdico, dentre outros que também estdo presentes na classe dos antioxidantes
end6genos ndo-enzimaticos (NEHA et al., 2019).

2.2.5. EXOGENOS (SINTETICOS OU NATURAIS)

Entre os antioxidantes exdgenos sintéticos existentes, os mais utilizados sdo o butil
hidroxitolueno (BHT), butil hidroxianisol (BHA), terc-butil hidroquinona (TBHQ) e o propil
galato (PG). A estrutura fenolica destes compostos promove a doacdo de um atomo de
hidrogénio, o que interrompe os processos de oxidagdo. Devido & conhecida toxicidade dos
antioxidantes sintéticos, buscam-se constantemente alternativas para sua substituicdo,
especialmente por produtos de origem natural (KUMAR; MAURYA, 2014).

Frutas e vegetais possuem altos niveis de compostos antioxidantes que auxiliam no
equilibrio entre producdo e neutralizacdo de ERs, reduzindo seus efeitos prejudiciais no
organismo (KUMAR; MAURYA, 2014). Os beneficios farmacoldgicos destes vegetais estdo
provavelmente relacionados com a presenca de seus metabolitos secundarios, em especial
compostos fenolicos, flavonoides, carotenoides e taninos (EDEOGA; OKWU; MBAEBIE,
2005). Assim, dietas a base de plantas estdo diretamente ligadas a reducdo das complicacdes
provocadas pelo estresse oxidativo (MCDOUGALL; STEWART, 2005; SHAHIDI, 2009).

Existem numerosos estudos que indicam uma relacdo positiva entre o consumo de
vegetais ricos em compostos bioativos, como compostos fendlicos, e a prevencao de doencas
relacionadas com o estresse oxidativo (VINSON, et al, 2001). Assim, nas Gltimas décadas
houve um aumento progressivo do interesse em se investigar vegetais com estas caracteristicas
para uso tanto na alimentagdo quanto na medicina (SHAHIDI, 2009).

Os antioxidantes naturais podem atuar por meio da estabilizagdo de ERs ou, através da
transicao de 4&tomos de hidrogénio ou elétrons para as moléculas desestabilizadas quimicamente
(RICE-EVANS; MILLER; PAGANGA, 1996). Adicionalmente a uma acdo direta sobre as
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ERs, outro meio capaz de reduzir os efeitos do estresse oxidativo no organismo é a capacidade
dos metabdlitos secundarios, como os polifenois, de estimularem a atividade das enzimas
antioxidantes enddgenas SOD, CAT e GPx (SHAHIDI, 2009). Os compostos fenolicos mais
utilizados séo o acido galico, eldgico e o cafeico, pois possuem importancia critica na dieta por
impedirem a peroxidacéo lipidica (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015). Os flavonoides mais
utilizados, também pertencentes a classe dos compostos fenolicos sdo a miricetina, rutina,
quercetina e naringenina (HARTMAN; SHANKEL, 1990).

Além da acdo individual, a riqueza fitoquimica dos vegetais possibilita 0 sinergismo
entre seus compostos, ampliando, ainda mais, as possibilidades de efeitos terapéuticos
(SHAHIDI, 2009) relacionados ao sequestro de ERs e inibicdo de danos celulares e suas
complicacdes (MOURE et al., 2001; TURK et al., 2008). Em suma, a riqueza fitoquimica dos
vegetais e seus resultados positivos sobre o controle do estresse oxidativo justificam a busca

pela identificagdo de novos vegetais com atividade antioxidante.

2.3. BIODIVERSIDADE BRASILEIRA

O Brasil € o pais que ocupa praticamente a metade do continente sul americano com 8,5
milhdes km? de area, além de 3,5 milh6es km?2 de costa marinha. Também possui diversos
biomas e ecossistemas, resultando em uma grande variedade ecoldgica e, formando uma das
maiores biodiversidades do planeta (MMA, 2019). Parte importante desta biodiversidade
encontra-se no Cerrado brasileiro, o qual cobre uma area de aproximadamente 2 milhdes de
km?, o que equivale a 23% do territério nacional (RATTER; RIBEIRO; BRIDGEWATER,
1997). A area do Cerrado se estende pelos estados de Mato Grosso, Mato Grasso do Sul, Goias,
Distrito Federal, Minas Gerais, Parana, S&o Paulo, Bahia, Tocantins, Rondonia, Bahia,
Maranhd&o e Piaui. Nesta extensao, estdo localizadas as maiores bacias hidrograficas da América
do Sul, sendo elas a bacias do Sao Francisco, do Rio da Prata e Amazonica/Tocantins, e como
resultado um grande potencial aquifero que beneficia a manutencéo da biodiversidade.

O Cerrado apresenta grande variedade de espécies endémicas, e € reconhecido como a
savana mais rica do mundo, abrigando mais de 11 mil espécies de plantas ja catalogadas, além
de peixes, répteis e mamiferos (MMA, 2019). Dentre as varias plantas ja relacionadas, estdo as
medicinais, que sdo importantes matérias-primas tanto para a alimentagdo, como para a
producéo de fitoterapicos e outros medicamentos. O incentivo a pesquisa baseada no potencial

vegetal brasileiro, aliado as necessidades da populacdo é uma importante estratégia para o
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desenvolvimento de novas terapias, como indicado pela Politica Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos do Ministério da Satide (PNPMF, 2009).

Além disso, os estudos baseados no uso popular de plantas medicinais fornecem
informacBes importantes para a descoberta de novas drogas, reduzindo tempo e investimentos.
Os estudos cientificos, além de avaliar cientificamente as indicagdes populares também devem
se atentar para a seguranca de uso das mesmas, 0 que ja acontece para varias planas, como
Mikania glomerata (guaco), Maytenus illicifolia L. (espinheira santa), Miracrodruon
unrudeuva (aroeira-do-sertao) e Lippia sidoides Cham. (alecrim-pimenta), dentre muitas outras

plantas que ja sdo utilizadas na terapéutica (PNPMF, 2009).

2.3.1. PLANTAS MEDICINAIS

A Organizacdo Mundial da Saude (ONU) estima que por volta de 65% a 80% da
populagdo mundial faz uso da medicina popular de alguma maneira ou depende diretamente
das préticas populares para o tratamento de doencas e também para a manutencdo da salde
(WHO, 2011). O uso das plantas medicinais € uma pratica milenar (HAWKINS, 2008),
especialmente relacionado a maior facilidade de obtencdo destes vegetais, além do vasto
conhecimento ja estabelecido por diversas comunidades (OKEMO; OMWENGA; MBUGUA,
2012), as quais refletem forte influéncia da miscigenacdo cultural brasileira, principalmente
envolvendo povos africanos, europeus (SHANLEY; LUZ, 2003; VOEKS, R, 2003) e indigenas
(RODRIGUES et al, 2008). Contudo, esta préatica terapéutica perde cada vez mais espaco pelo
aumento da destruicdo da vegetacdo nativa que contribui com a gradativa substituicdo das
espécies medicinais (SHANLEY; LUZ, 2003; VOEKS, R, 2003) por monoculturas (FELFILI
etal., 2004; GIULIETTI et al., 2005).

A biodiversidade brasileira representa uma fonte rica de componentes quimicos naturais
que podem revelar substancias ativas para diversos fins (DUARTE et al., 2005), que estdo
especialmente envolvidas no metabolismo primario e secundario dos vegetais. O metabolismo
primario é responsavel pelo suprimento das necessidades primordiais da planta, como diviséo
e crescimento celular, reproducdo e respiracdo (FUMAGALI et al., 2008), envolvendo
compostos como celulose, proteinas e lipidios (PACHECO; CAMARGO; SOUZA, 2011). Ja
0 metabolismo secundario envolve uma maior complexidade quimica vegetal e, estas
substancias estdo ligadas as atividades bioldgicas que as plantas possuem, sendo representadas
por compostos como taninos, cumarinas, terpendides, acidos graxos, glicosideos cardiotonicos,
antocianinas, flavonoides, polifendis e saponinas (TAFOLLA-ARELLANO et al., 2013).



34

Estes compostos se destacam por suas atividades terapéuticas, como por exemplo, a
atividade anti-hipercolesterolémica dos esterdis (ARAUJO, J, 2008); o auxilio no fluxo
sanguineo e tratamento de edema dos glicosideos cardiotonicos; as propriedades surfactantes,
detergentes, antitumoral e antioxidante das saponinas(SIMOES, C, 2007); e atividades anti-
inflamatoria, antitumoral e antioxidante dos polifendis e flavondides (ARAUJO, J, 2008). As
drogas derivadas de plantas fornecem novas opgfes para o tratamento de varias doencas,
especialmente pela complexidade quimica vegetal, baixo custo de producéo e efeitos colaterais
reduzidos quando comparados com o tratamento alopatico (KITAZATO; WANG;
KOBAYASHI, 2007). Contudo, as propriedades quimicas da maioria destas plantas ainda sdo
bastante desconhecidas e representam possivelmente alternativas para o tratamento de muitas
doencas (LIMA et al., 2011). Dentre as plantas amplamente utilizadas no estado do Mato
Grosso do Sul, para diversos fins, inclusive medicinal, alimentar e industrial, estdo as palmeiras

da familia Arecaceae.

2.3.2. Arecaceae

As palmeiras representam o maior simbolo das florestas tropicais, isto se deve por
existirem em sua maioria apenas nos tropicos. No Brasil, existem 119 espécies pertencentes a
39 géneros, encontradas em muitos ambientes por possuirem alta capacidade adaptativa. Seus
frutos sdo amplamente utilizados, sendo a polpa para o consumo humano e, o endocarpo e 0
epicarpo como fonte de biomassa para diversas aplicaces (DONATTI, C, 2004). Além disso,
as folhas séo utilizadas para nutrigdo animal (CICONINI et al., 2013).

O grupo das palmeiras pertencentes a familia Arecaceae € um dos maiores, ainda a ser
investigado, embora, ja tenha muitas espécies com importante valor econdmico reconhecido
(DRANSFIELD, J; MANOKARAN, N, 1993; JONES, L, 1988). A familia Arecaceae é
dividida em 5 subfamilias, sendo elas: Arecoideae, Calamoideae, Ceroxyloideae, Nypodeae e
Coryphoideae. Possui por volta de 440 géneros e 3000 espécies de palmeiras distribuidas por
todo o mundo. Na Ameérica do Sul, ocorre desde a costa do Brasil até a Argentina e Paraguai,
onde encontram-se 36 géneros e 195 espécies (GIULIETTI et al., 2005).

Alguns estudos mostram importantes atividades bioldgicas de plantas da mesma familia,
como antioxidantes para Copernicia prunifera (Mill.) H.E. Moore, conhecido como palmeira
de carnauba (RUFINO et al., 2010) e, anti-inflamatéria para Syagrus oleracea (Mart.) Becc.,
conhecida como catolé (SARAIVA et al., 2015). De forma mais detalhada, o estudo realizado

com o extrato metandlico de Cocos nucifera (L), apresentou potencial antioxidante, citoprotetor
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e antidiabético, além das analises fitoquimicas demonstrarem a presenca de polifendis, acidos
fendlicos, resinas, flavonoides, proteinas e aminoacidos (RENJITH; CHIKKU;
RAJAMOHAN, 2013). Além deste, foi analisado o extrato aquoso das frutas de Arecastrum
romanzoffianum e constatado o potencial anti-inflamatério do composto extraido
galactomanoglucana, que atua na fase inicial da inflamacéo e inibe também a formagdo de
edema semelhantemente aos compostos ja padronizados, indometacina e dexametasona (DA
SILVA; PARENTE, 2010). Por fim, diferentes extratos produzidos a partir das folhas de Butia
capitata Becc apresentaram diversas atividades antioxidantes, sendo o extrato metanolico o de
maior atividade. Extratos polares e apolares das folhas apresentaram atividade anti-
inflamatoria, sendo os extratos apolares os mais efetivos, e cujo potencial foi atribuido a
presenca de flavonoides, a-tocoferdis e esterois (AMMAR et al., 2014).

Dentre as palmeiras da familia Areacacea, neste estudo destacamos a espécie A.
aculeata (Jacq.) Lodd. Ex Mart., planta nativa do cerrado brasileiro. Suas principais
caracteristicas, fitogeogréfica, fitoquimica, boténica e aplica¢des, sdo apresentadas a seguir.

2.3.4. Acrocomia aculeata

E uma palmeira distribuida na América do Sul, em diversos paises como México, sul
do Paraguai e norte da Argentina (COIMBRA; JORGE, 2012; LORENZI, 2006). No Brasil sua
distribuicdo engloba os estados do Mato Grosso do Sul, Para, Sdo Paulo e Rio de Janeiro, dentre
outros, e especialmente ocorrendo no Cerrado e Pantanal (LORENZI, 2006).

A A. aculeata, conforme apresentada na figura 2, € uma palmeira que possui altura entre
10 e 15 m, conhecida popularmente como macauba ou bocaiuva (KOPPER, A et al., 2009).
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Figura 4. A. aculeata (Jacg.) Lodd ex Mart.

Seus frutos possuem coloragdo amarelo-alaranjada e sua polpa é amplamente utilizada
na culinaria, podendo ser consumida fresca ou empregada na producgdo de doces como sorvetes,
biscoitos e tortas (BORA; MOREIRA, 2003). No Pantanal, o fruto também € preparado como
farinha e utilizado na culinaria (POETSCH; HAUPENTHAL 2019).

Os 0leos extraidos da polpa e das améndoas da A. aculeata, possuem grande importancia
industrial e econdmica. O 6leo da polpa possui coloracdo intensamente alaranjada, com alta
presenca de 4cido oleico (MARIANO et al.,2011), B- caroteno (SANJINEZ-ARGANDONA;
CHUBA, 2011) ¢ a-tocopherol (COIMBRA; JORGE, 2012). J& a améndoa, possui grande
quantidade de 6leo de coloragdo clara e de alta qualidade, rico em acido laurico (BELTRAO;
OLIVEIRA, 2007) e oleico (AMARAL, F et al., 2011; HIANE et al., 2005). A capacidade de
producdo do 6leo da palmeira é dez vezes maior que o 6leo da semente de soja por hectare
(ROSCOE; RICHETTI; MARANHO, 2007). E importante fonte de producio de bioquerosene
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(MANFIO et al., 2011) e biodiesel, com potencial de producdo que atinge 4000 toneladas de
6leo da polpa/ha (BASIRON, 2005). Paralelamente, o contelido de &cidos graxos presentes na
polpa aumenta a demanda da indUstria alimenticia, além de poder ser incorporado aos sistemas
agropastoris associados a sustentabilidade (RAMOS et al., 2008). Ambos, polpa e semente,
possuem aplicacdo tanto na industria de cosméticos, como na farmacéutica e também na
inddstria de alimentos.

Assim como o 0leo, as folhas, também sdo empregadas na nutricdo animal por nao
conter nenhuma contraindicacao nutricional ou composto téxico descrito (AMARAL, F et al.,
2011; HIANE et al., 2005). O uso desta palmeira tem se disseminado pelos seus importantes e
diversos efeitos terapéuticos, no que diz respeito, por exemplo, ao tratamento de doencas
respiratorias, além das propriedades laxativas, analgésicas (LORENZI, 2006) e anti-
inflamatéria (MANFIO et al., 2011), além de ter atividade relacionada com a reducdo da
glicemia e niveis séricos de colesterol (SILVA, 2012). Também ¢ relatado na literatura
propriedades da planta que auxiliam em problemas 0sseos, osteoatrite, artrite, dores
musculares, como calmante (SARAIVA et al., 2015) e no tratamento de hipovitaminose A
(RAMOS et al., 2007).

Para esta revisdo, ndo foram encontrados trabalhos que relatam o uso popular ou que

investiguem as propriedades terapéuticas das folhas de A. aculeata.

2.4. TOXICIDADE DAS PLANTAS MEDICINAIS

Desde tempos muito antigos as plantas séo utilizadas no tratamento de diversas
doencas, e esta pratica tém aumentado e se tornado cada vez mais popular ao redor do mundo,
principalmente no que diz respeito aos paises em desenvolvimento, onde as plantas estdo
altamente disponiveis e ao mesmo tempo possuem baixo custo (KHARCHOUFA et al., 2018).
Adicionalmente a este contexto, o uso tradicional das plantas medicinais estad altamente
relacionado com a percepcdo da populacéo de que estes produtos tém baixo potencial de risco
a saude em relacéo as drogas sintéticas, porém ensaios de toxicidade devem ser realizados, pois
0s vegetais produzem substancias altamente toxicas (LUBLIN; LINK, 2013), e efeitos
adversos, como teratogenicidade, carcinogenicidade e até a morte (KRISTANC; KREFT,
2016). Assim, diversos modelos experimentais tem sido desenvolvidos em pesquisas para
elucidar esta condi¢do, como € o caso de células (GOMES et al., 2013), ratos (VILLAS BOAS
et al., 2018) e também nematoides (YANG et al., 2019b).
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2.4.1. Caenorhabditis elegans COMO MODELO EXPERIMENTAL PARA ENSAIOS
DE TOXICIDADE E RESISTENCIA AO ESTRESSE

O nematoide de vida livre C. elegans € um modelo experimental que tem sido
amplamente utilizado tanto para andlises toxicologicas, como para avaliacdo de diversos
potenciais farmacoldgicos, incluindo a possibilidade da determinacdo de alvos moleculares
(LUBLIN; LINK, 2013), comportamentais, de reproducéo, resposta ao estresse (CHEN et al.,
2019) além de estudos comportamentais (BRENNER, 1973) e também genéticos. A
transparéncia do corpo do animal possibilita a observacdo de varios processos celulares e
subcelulares por meio de proteinas fluorescentes que demarcam suas células e proteinas
celulares ativas envolvidas em processos fisiologicos (KERR, 2006). As células destes
nematoides podem inclusive ser avaliadas in vitro, como é o caso das células da glia, células
musculares e neuronais (STOUT; PARPURA, 2012).

Seu genoma € completamente sequenciado, o que possibilita identificacdes moleculares
de diversas chaves genéticas do desenvolvimento de processos bioldgicos. Como ponto
principal, 38% dos genes codificadores de proteinas dos C. elegans sdo homdlogos ao genoma
humano (SHAYE; GREENWALD, 2011), 60% a 80% dos genes humanos possuem um
homologo no genoma do nematoide (KALETTA; HENGARTNER, 2006) e 40% dos genes ja
conhecidos por estarem associados as doengas do homem, também possuem homaologos claros
no genoma do C. elegans (CULETTO; SATTELLE, 2000).

Os C. elegans possuem ciclo de vida curto (3 dias), 0 que ocorre com animais
hermafroditas e alguns individuos machos (menos de 2%), isso garante a sua invariabilidade
celular e permite o desenvolvimento de estudos genéticos (SULSTON et al., 1983). Possuem
tamanho médio de 1,5 mm (quando adultos), rapida reproducao (progénie de 300 a 1000 ovos
por animal), um sistema anatdmico simplificado (menos de 1000 células), seu corpo é
transparente em todas as fases da vida, possuem a possibilidade de crioconservacao, existem
cepas mutantes que mimetizam diversas condicdes e alteragdes ambientais, alem de terem um
cultivo relativamente facil e barato, o que viabiliza o crescimento de milhares de animais em
uma placa de petri suplementada com uma cobertura de Escherichia coli OP50 como fonte de
comida (CORSI, 2006). A estirpe comumente utilizada é a cepa de Bristol N2, podendo ser
obtidos no Caenorhabditis Genetic Center — CGC (“Caenorhabditis Genetics Center (CGC) -
College of Biological Sciences”, [s.d.]) ou em outros laboratorios que trabalhem com os
nematoides (CORSI, 2006).
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Este modelo tem se tornado promissor no desenvolvimento de inimeros ensaios, e no
que diz respeito a &rea direcionada por esta revisdo, os C. elegans sdo uma importante
alternativa experimental por possuirem 16 genes a nivel bioquimico envolvidos na resposta ao
estresse oxidativo, aléem de possibilitarem a avaliacdo de proteinas antioxidantes. Neste
contexto, a indugdo ao estresse oxidativo por xenobioticos (CHEN et al., 2019), como é o caso
do paraquat (WU et al., 2017) e do juglone (ASTHANA et al., 2015) por exemplo, permite
também a avaliacdo da resposta do animal tanto a nivel de resposta ao estresse, quanto a
toxicidade (WU et al., 2016). Estes fatos confirmam a importancia deste modelo de estudo para
a manutencao da salde e para combater doencas relacionadas com o estresse oxidativo além de

garantir a seguranca do tratamento realizado com plantas medicinais.
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3. OBJETIVOS

3.1. GERAL

Avaliar a composicdo quimica, o potencial antioxidante e a toxicidade das folhas de A.
aculeata (Jacq.) Lodd. ex Mart.

3.2. ESPECIFICOS

Quanto aos extratos aquoso, etandlico e metandlico das folhas de A. aculeata buscar-

se-a;

-ldentificar os compostos quimicos por métodos espectrofotométricos e cromatogréaficos;
-Investigar a atividade antioxidante através dos metodos de captura de radical livre DPPH e
ABTS;

-Avaliar a citotoxicidade em eritrocitos humanos;

-Determinar a atividade antioxidante e de protecdo a peroxidagdo lipidica em eritrocitos
humanos induzidos com AAPH;

E em relacdo ao extrato aquoso, buscar-se-a:

-Avaliar o efeito protetor do extrato aquoso em outras fontes de macromoléculas,
nomeadamente proteinas e DNA, induzidos com AAPH e H.O; respectivamente;

-Verificar a toxicidade em células Cos-7 e em C. elegans;

-Determinar a melhora nos danos provocados pelas ERs geradas em células Cos-7 através de
ensaios de viabilidade e sondas fluorescentes especificas, induzidos por H20;

-ldentificar os mecanismos protetores produzidos pelo extrato através de Western Blot;

-Averiguar o efeito do extrato aquoso em C. elegans induzidos ao estresse oxidativo.
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HIGHLIGHTS

* Antioxidant potential of the extracts was proved from in vitro to in vivo assays;
* The aqueous extract showed no toxicity, making its future therapeutic use possible;
* The aqueous extract activates Sirt1l/Nrf2 pathway, and increase catalase levels;

* A aculeata reduces oxidative damage and improve C. elegans stress resistance.
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ABSTRACT

Oxidative stress is a metabolic disorder linked with several chronic diseases, and this
condition can be improved by natural antioxidants. The fruit pulp of the palm Acrocomia
aculeata (Jacg.) Lodd. ex Mart. is widely used in the treatment of various illnesses, but
as far as we know, there are no reports regarding the properties of its leaves. Thus, we
aimed to evaluate the antioxidant activity of A. aculeata leaves extracts obtained with
water (EA-Aa), ethanol (EE-Aa) and methanol (EM-Aa) solvents. The extracts were
chemically characterized and their antioxidant activity was assessed through the
scavenging of the free radicals DPPH and ABTS. EE-Aa and EM-Aa showed the highest
amounts of phenolic compounds and free-radical scavenging activity. However, EA-Aa
was more efficient to protect human erythrocytes against AAPH-induced hemolysis and
lipid peroxidation. Thus, we further show the antioxidant effect of EA-Aa in preventing
AAPH-induced protein oxidation, H20:-induced DNA fragmentation and ROS
generation in Cos-7 cells. Increased levels of Sirt-1, catalase and activation of ERK and
Nrf2 were observed in Cos-7 treated with EA-Aa. We also verify increased survival in
nematodes C. elegans, when induced to the oxidative condition by Juglone. Therefore,
our results showed a typical chemical composition of plants for all the extracts, but the
diversity of compounds presented in EA-Aa, is involved in the lower toxicity, and
antioxidant properties provided to the macromolecules tested, proteins, DNA and lipids.
This protective effect also proven in Cos-7 and in C. elegans, was probably due the
activation of Sirtl/Nrf2 pathway. Altogether, the low toxicity and the antioxidant
properties of EA-Aa showed in all the experimental models, support its further use in the

treatment of oxidative stress related diseases.

Keywords: macalba, bocailva, aging, bioprospecting, biodiversity.
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1 INTRODUCTION

Rising of life expectancy and lifestyle changes are strictly related to overwhelming incidence
of chronic diseases worldwide [1]. The negative economic impacts on health systems resulted
from the treatment of these diseases, stimulates the development of new, cheaper and more
effective therapeutic alternatives [2]. A key factor involved in the development and progression
of many chronic diseases is the oxidative stress [3], which is caused by endogenous
(deregulation in the body's redox balance) [4] and exogenous (environmental agents) factors
[5]. At low concentrations, reactive species (RS) are physiologically important and participate
of cellular signaling of biochemical and immunological processes [6]. A pro-oxidant condition
of the body’s redox balance is characterized by the increased RS production, especially reactive
species of oxygen (ROS) and nitrogen (RNS). Under these circumstances, the antioxidant
defenses are inefficient, failing to effectively neutralize the RS [7]. In excess, RS react with
biomolecules such as carbohydrates, lipids, proteins, and nucleic acids, resulting in cellular
dysfunction [8] and the development of chronic diseases such as diabetes [9] and cancer [10].
From the pharmacological point of view, medicinal plants are a relevant source of compounds
to treat illnesses [11], in particular those related with oxidative stress. The pharmacological
activities observed in several plants are due to the constitution of their secondary metabolites,
such as flavonoids, tannins and mainly phenolic compounds [12]. These antioxidant compounds
could act alone or in synergism [13], and the positive relationship between the consumption of
vegetables rich in antioxidant compounds and the prevention of diseases related to oxidative
stress imbalance, stimulates the search for plants that prompts both health maintenance and
medicinal purposes [14-16].

Brazil owns an important part of the world’s biodiversity [17], and exclusive biomes such as
Cerrado [18], serving as an important source of raw material for the production of food and

herbal medicines [19,20]. Among the native plants from Cerrado, Acrocomia aculeata (Jacq.)
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Lodd ex Mart., commonly known as macauba or bocailva [21], is a palm with economic
importance due to the large variety of products derived from its fruits and kernel, which are rich
in proteins, vitamins and oils [22]. In addition to its uses in cooking [22], cosmetic industry
[21] and biodiesel production [23], it also has been used for ethnopharmacological purposes. In
traditional medicine, A. aculeata has been used for the treatment of respiratory diseases, as
laxative and analgesic [24], and in the decrease of serum glucose and cholesterol levels [25].
Several chemical compounds with high antioxidant potential have already been described in A.
aculeata. The fruit pulp is known to contain oleic acid [26], B-carotene [27] and a-tocoferol,
whereas the kernel has lauric and oleic acid [28]. Although fruits are more widely used and
studied, the leaves are used in animal nutrition [29] and no toxicity has been reported [30].
Given the scarcity of information regards to the chemical composition, antioxidant properties
and pharmacological potential, we aimed to determine the chemical composition, toxicity and
the antioxidant properties of A. aculeata leaves with the goal to obtain accurate information

about this plant part underutilized.

2 MATERIAL AND METHODS

2.1 Chemicals and Antibodies

Organic solvents and salts used in all experiments were purchased from Sigma-Aldrich/Merck,
Biowest and Fischer Scientific. Antibodies used were targeted to Sirtl, ERK, phospho ERK -
Thr202/Tyr204 (Cell Signalling), Nrf2 (Santa Cruz Biotechnology), phospho Nrf2 - Ser40

(Invitrogen). Calnexin was used as loading control (Sicgen, Portugal).

2.2 Plant material
A. aculeata fresh leaves were collected in the morning, between July and August of 2014, in

the region of Grande Dourados, Macauba district, state of Mato Grosso do Sul (MS)
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(22°07°02.4” S 54°28’36.3” W), under the permission of the Brazilian Biodiversity
Authorization and Information System (Sistema de Autorizacdo e Informacdo sobre
Biodiversidade, SISBIO; n°. 50589). The species was identified by a plant taxonomist, and a
voucher specimen was deposited in the herbarium (DDMS-UFGD) of the Federal University
of Grande Dourados, Dourados (MS), Brazil, under the registration number 5103.

Leaves were washed, cut into 5 cm strips and dried in an air circulation oven at 45 + 5°C until
the mass of the samples was stabilized. The dried leaves were ground in a Willey-knife mill

and sieved in a 10 mm mesh, and the resulting powder was stored at -20 °C.

2.3 Isolation of extracts

The aqueous extract of A. aculeata (EA-Aa) was obtained by infusion; the powder was mixed
with boiled water (100 g/L) under manual shaking until its complete cooling. After, the extract
was filtered, freeze-dried, and stored at -20 °C. The ethanolic (EE-Aa) and methanolic (EM-
Aa) extracts were prepared adding the leaves powder in ethanol and methanol, respectively, at
the same proportion of EA-Aa. The extraction occurred by maceration during 7 days, followed

by the process of concentration in a rotary evaporator and freeze-dried.

2.4 Chemical composition

2.4.1 Total phenolic compounds, flavonoids and condensed tannins

Total phenolic compound of the extracts was determined by spectrophotometry (T70 UV/VIS
Spectrometer, PG Instruments Ltd), using Folin-Ciocalteau reagent and the results were
expressed in milligrams equivalents of gallic acid per gram of extract (mg EAG™) [31]. Total
flavonoid content was determined using a 2% aluminium chloride solution in methanol as
reagent, resulting in an average value expressed in miligrams equivalents of quercetin per gram

of extract (mg EQ?) [32]. Amount of condensed tannins was also determined by a
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spectrophotometric method, using a solution of vanillin in 8% acidified methanol [33]. The
results were expressed in miligrams equivalents of catechin per gram of extract (mg EC™). All

experiments were carried out in three independent experiments in triplicate.

2.4.2. Chromatographic analysis by LC-6AD

The EA-Aa, EE-Aa and EM-Aa were solubilized in water:methanol 8:2 (v:v) and evaluated in
a LC analytical column (LC-6AD Shimadzu, Kyoto, Japan) with the aid of a photodiode array
detector (PDA) system which was monitored between wavelengths A = 200-800 nm, in an LC
analytical apparatus, where the column was ODS HYPERSIL (C-18, 150 mm long X 4.6 mm
diameter, Thermo Electron Corporation). The flow quotient and the injection volume were
respectively 1 mL.min? and 10 pL. All the chromatographic analysis took place at a
temperature of 25 °C. The eluent A was composed of a binary mobile phase of water with 6%
acetic acid and 2 mM of sodium acetate, and the eluent B, composed by acetonitrile and the
following gradient was applied: 0 min 5% B; 20 min 15% B; 30 min 60% B; and 40 min 100%
B. Samples of vanillic acid, caffeic acid, ferric acid, rosmarinic acid, p-coumaric acid, rutin,
quercetin, luteolin, apigenin and vanillin were used, prepared in methanol-water at a
concentration of 1,000 pug.mLt in 1:1 v:v water:methanol. The identification of the compounds
with the aid of PDA detector scanning in the spectral range of 200-800 nm did not reveal
interferences in retention time of the samples in LC by the developed elution method. Standards
were identified and quantified based on their absorption spectra in the UV region and in
retention time. Standards found in extracts were unambiguously identified by performing co-
injection experiments in which aliquots of the extracts and standards were mixed and diluted to
a known volume and analyzed through LC. The calibration curves were determined by linear
regression using LC. The linearity for standards was assessed for 10 concentration ranges. The

average standard errors for the peak areas of replicated injections (n = 5) were less than 2%,
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thus showing good repeatability of the calibration curve. The respective coefficients of
determination (r?) were 0.9994 for cafeic acid, vanillic acid, ferulic acid and gallic acid, and r?

= 0.9996 for rutin and quercetin.

2.4.3. Chromatographic analysis by GC-MS

To prepare samples for CG-MS analysis, 2 mL of water and 2 mL of hexane were added
separately to 100 mg of each A. aculeata extract (EA-Aa, EE-Aa and EM-Aa), after phase
formation, the hexane fraction was separated from the aqueous fraction. To the aqueous fraction
was added 2 mL of hexane and the process was repeated. After the two extractions, the hexane
fractions were dried and suspended in 1,000 mL hexane. For GC-MS analysis the solution was
first filtered through a 0.45 um ultrafilter.

To identify the compounds presents in EA-Aa, EE-Aa and EM-Aa, the samples were also
evaluated by mass spectrometry (GC-MS). The GC-MS analysis was performed using a GC-
2010 Plus, Shimadzu, Kyoto, Japan, equipped with a mass spectrometry detector (GC-MS Ultra
2010), using LM-5 (5% phenyldimethylpolysiloxane), capillary column of fused silica (15 m
length x 0.2 mm id, and 0.2 pm thick film). The analysis took place under the following
conditions: helium entrainment gas (99.999% and flow rate 1 mL.min%), 1 pL of injection
volume, division ratio (1:20), furnace initial temperature adjusted to 150 °C and heating at 150
°C to 280 °C at 15 °C.min * and a hold at 280 °C for 15 min. The injector temperature was 280
°C and the quadrupole detector temperature was 280 “C. The MS scanning parameters included
an electron impact ionization voltage. The identifications were performed by comparing the
mass spectra obtained in the NIST21 and WILEY?229 libraries. In some cases, when the
identified spectra were not found, only the structural type of the corresponding component was
proposed based on its mass spectral fragmentation. When possible, reference compounds were

co-chromatographed to confirm GC-retention times. Standards of the stigmasterol,
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campesterol, B- sitosterol, lupeol and lupeol acetate were prepared in hexane in the
concentration of 1,000 pg.mL™. The concentrations of compounds were determined by extern
calibration. The linearity for standards was assessed for 5 concentration ranges. The average
standard errors for the peak areas of replicated injections (n = 5) were less than 2%, thus
showing good repeatability of the calibration curve. The respective coefficients of
determination (r?) were 0.9996 for stigmasterol, campesterol, f- sitosterol and lupeol, and r? =

0.9994 for lupeol acetate.

2.5. Free radical scavenging potential

2.5.1 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)

The antioxidant activity of the EA-Aa, EE-Aa and EM-Aa was evaluated through the capture
of the free radical 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH). DPPH control solutions (0.11 mM)
were incubated with positive control, ascorbic acid (AA) and extracts, prepared in different
concentrations (0,1 — 2,000 pg.mL™) during 30 min, at room temperature, protected from light.
After this period, spectrophotometer readings were performed at 517 nm. To calculate the
percentage of inhibition of the free radical, the absorbance values of the samples and controls
according to the equation 1 were used [34]. Three independent experiments were performed in

triplicate.

% DPPH inhibition = ( “mlbrtithemle) 10 (1)

Abscontrol DPPH

2.5.2 2,2"-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) (ABTS)

The scavenging capacity of the extracts was also determined with the free radical 2,2'-azino-bis
(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) (ABTS). The stock solution of ABTS was previously
prepared (12 to 16 h) from an oxidation reaction between potassium persulfate (2.45 mM) and

ABTS (7 mM). The analysis was performed at the same concentrations as the DPPH assay, the
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spectrophotometer readings occurred at 734 nm after 6 min of reaction among the solution of
ABTS and the extracts. The results were expressed as % of free radical scavenging, according

to equation 2. Three independent experiments were performed [35].

% ABTS inhibition = ( Sl A 2hmie) 190 (2)

Abscomrol ABTS

2.6. Oxidative hemolysis assay

2.6.1 Toxicity in erythrocytes

In order to evaluate the hemolytic effect of the extracts, peripheral whole blood of a single adult
healthy donor was collected and stored in tubes containing anticoagulant sodium citrate.
Experiments were performed under the approval of the Research Ethics Committee CEP/UFGD
n° 5160. Then, a solution of 10% of erythrocytes in physiological solution (NaCl 0.9%) was
prepared. Afterwards, erythrocytes were incubated with the positive control, ascorbic acid
(AA), and the extracts EA-Aa, EE-Aa and EM-Aa in different concentrations (25 — 1,000
ug.mL?) at 37 °C during 4 h, under constant shaking. In sequence, samples were centrifuged
and the supernatant read at 540 nm. Results were expressed as percentage of hemolysis. Three

independent experiments were performed in duplicate [36].

2.6.2 Oxidative hemolysis assay induced by 2,2'-Azobis (2-amidinopropane)
dihydrochloride (AAPH)

Followed the evaluation of extracts toxicity in erythrocytes, the protective effect against
oxidative hemolysis was investigated. Hence, the same conditions and concentrations of the
prior assay were repeated and 50 mM of 2,2'-Azobis (2-amidinopropane) dihydrochloride
(AAPH) was used to induce lipid peroxidation of erythrocytes membrane. Hemolysis was

determined as the previous assay [36].
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2.6.3. Quantification of malondialdehyde (MDA) generation

Proceed from incubation of the erythrocytes with AAPH, as described above, an aliquot of the
supernatant was added to 20 nM of thiobarbituric acid (TBA) and incubated at 96 °C during 45
min. After, the tubes were placed in an ice bath during 15 min to stop the reaction and 4 mL of
butanol were added to the tubes, with subsequent vortex and centrifugation at 3,000 rpm during
5 min. The absorbance of the supernatant was performed in a spectrophotometer at 532 nm.
The generation of the lipid peroxidation product, MDA, was expressed by the following

equation 3 [36].

MDA nmol mL-! = AbSgmple (20¥220.32)

©)

Absstandard MDA

2.7 Protein oxidation

The protective effect of extracts on protein oxidation was investigated using bovine serum
albumin (BSA) as standard. An amount of 3 pug of BSA was pre-incubated with 3 pL of EA-
Aa in different concentrations (25 — 1,000 pg.mL™) during 30 min. Afterwards, 3 pL of 120
mM AAPH were added to each tube and further incubated at 37 °C during 1 h. At the end of
incubation, the samples were mixed with sample buffer, heated at 95°C during 3 min and
applied onto 12% SDS-PAGE. The gels were solved in Mini-PROTEAN Tetra Cell (Bio-Rad
Laboratories, CA, USA) at 200V during 60 min and digitalized in Gel Doc EZ Imager (Bio-
Rad Laboratories). The band volume was determined with the Image Lab software. The
increase in band volume was considered as protein oxidative damage [37]. Afterwards, the
difference between the BSA standard band volume and the remain bands was obtained and
graphed, displaying the protection against the protein oxidative damage according with

different concentrations of EA-Aa.

2.8 DNA fragmentation
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The DNA damage was performed through the induction with H2O.. For this, plasmid DNA (50
ng.ul) in a PBS solution was incubated with EA-Aa (25 — 1,000 pg.mL™?) or standard controls,
rutin (R), quercetin (Q), gallic acid (A) or catechin (C) [125 pg.mL™], and H202 30%. Samples
were incubated in a transilluminator UVT-312 at 302 nm, at room temperature during 5 min,
followed by loading and electrophoresis in agarose gel 2% with ethidium bromide (10 mg.mL"
1. Gel was scanned by Gel Doc™ EZ System photodocumenter and the analysis were

performed with Image Lab™ software. Experiments were realized in triplicate [38].

2.9 In vitro antioxidant activity in Cos-7

2.9.1. Cell culture

Fibroblast cell line derived from green monkey (Cercopithecus aethiops) kidney (Cos-7) was
cultured in Dulbecco’s modified Eagle medium — high glucose (DMEM-HG), supplemented
with 10% fetal bovine serum (FBS) and 1% penicillin/streptomycin, at 37 °C and 5% CO. For

the experiments, cells were used with an 80% of confluence [39].

2.9.2 Assessment of cell viability

To evaluate cell viability, 8x10* Cos-7 cells were seeded in 48-well plates. After 24 h, cells
were incubated with different concentrations (25 — 1,000 pg.mL1) of EA-Aa during 24 h, and
cell viability was determined through the Alamar Blue assay. Briefly, the medium was replaced
by a solution of DMEM-HG with 10% of resazurin (0.1 mg.mL™). After 4 h of incubation, the
absorbance was measured at 570 nm and 600 nm in a BioTek microplate reader (BioTek,
Instruments, Inc., Winooski, VT, USA). The data obtained by the Gen5 program were used to

calculate Cos-7 viability, according to equation 4 [40].

(Abss70-Absggg)of treated cells
(Abss79-Absggg)of control cells

Cos-7 viability= ( ) x100 (4
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2.9.3 Antioxidant activity

To determine the antioxidant activity of the EA-Aa in Cos-7 cells, 8.10* cells were seeded in
96-well plates. After 24 h, cells were incubated with EA-Aa in the same concentrations as the
previous assay during 30 min. After this period, the previously determined ICso of the oxidative
stress inductor H202 (0,5 pM) was added (data not shown). Following an incubation of 2 h.

Cell viability was determined according to equation 4.

2.9.4 Fluorescence immunocytochemistry

In order to assess the role of the EA-Aa in the reduction of ROS formation, 8x10* Cos-7 cells
were seeded in MilliCells® EZ Slide 8-well glass (Millipore, MA). After 24 h, cells were treated
with EA-Aa and H20: in the same conditions used in the previous antioxidant assay. The
evaluation of intracellular ROS was realized with 2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacetate
(H.DCFDA), and with Dihydroethidium probe (DHE), following the manufacturer’s
instructions (n=3). DAPI was used to stain cell nucleus. Images were obtained with a
fluorescence microscope (Zeiss Axio Observer Z1 with an incorporated camera (Zeiss,
Germany), detected with 504 nm of excitation and 525 nm of emission for DCF, 587 nm of
excitation and 610 nm of emission for DHE and 353 nm of excitation and 465 nm of emission
for DAPI. The settings were kept constant for all analysis. The quantification of the images was

performed with the ImageJ software.

2.10 Western Blot

For western blot analysis, 1x10° Cos-7 cells were seeded in 6-well plates during 24 h and then
treated with EA-Aa (500 — 1,000 pg.mL™Y) for 24 h. After, cells were washed with ice-cold
PBS, disrupted in lysis buffer (0.25 M Tris-HCI, 125 mM NacCl, 1% Triton-X-100, 0.5% SDS,

1 mMEDTA, 1 mM EGTA, 20 mM NaF, 2 mM NazVOs, 10 mM B-glycerophosphate, 2.5 mM
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sodium pyrophosphate, 10 mM PMSF, 40 uL of protease inhibitor), subjected to three
freeze/thaw cycles in liquid nitrogen and centrifuged (14,000 rpm, 20 min, 4 °C). Protein
concentration of the supernatant was measured through the BCA Protein Assay Kit [41] and
the samples were mixed with Laemmli buffer (62.5 mM Tris-HCI, 10% glycerol, 2% SDS, 5%
-mercaptoethanol, 0.01% bromophenol blue). An amount of 15 ug of total protein was loaded
onto 8% SDS-PAGE, solved and electroblotted onto PVDF membrane. A rainbow marker was
used as a standard weight protein marker. Membranes were blocked with TBS-T 0,01%, 5%
BSA and incubated with primary antibody (against Sirtl, ERK, phospho ERK
[Thr202/Tyr204], Nrf2, phospho Nrf2 [Ser40], and catalase) overnight and with secondary
antibodies (anti-rabbit, anti-mouse, anti-goat) for 2 h at room temperature. Calnexin was used
as the loading control. Immunoblots were detected with an ECL substrate and the Versadoc

system (Biorad, USA).

2.11 In vivo antioxidant activity in Caenorhabditis elegans

The wild type N2 strain of the nematode C. elegans, donated by the laboratory of integrative
physiology of Federal University of Sdo Paulo, was used to access the role of EA-Aa in
preventing oxidative damage in vivo. Nematodes were cultivated under standard conditions of
15 °C and 20 °C, in Petri dishes containing Nematode Growth Medium (NGM) agar with a
coverage of E. coli strain OP50 [42]. To perform the antioxidant experiments, the nematode
culture was synchronized through pregnant hermaphrodites and eggs already in place with 2%

sodium hypochlorite and 5 M sodium hydroxide [43].

2.11.1 Evaluation of nematode survival
The acute toxicity of the EA-Aa (100 — 2,500 pg.mL™) was carried out in L4 synchronized

worms (n = 10 per group), transferred to previously filled 96-well plates with the respective
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doses of the extracts and M9 buffer. The survival rate was defined after 24 h of incubation at
20 °C, with repeatedly physical stimuli with a platinum micro-spatula, under a stereomicroscope
(Motic SMZ-140 & W10X/23 — British Columbia, Canada). Three independent experiments

were performed in duplicate [44].

2.11.2 Oxidative stress assay induced with 5-Hydroxy-1,4-naphthoquinone (Juglone)

The evaluation of protective effect of EA-Aa against oxidative stress in vivo was performed in
C. elegans treated with the EA-Aa and exposed to the inducer of intracellular ROS, 5-Hydroxy-
1,4-naphthoquinone (Juglone). For this, the animals were synchronized (as described in the
previous test) and developed in the presence/absence of EA-Aa (500 — 1,000 pg.mL™Y). At L4
stage, animals were transferred to 96-well plates containing M9 buffer and the extract or not.
The animals were induced to oxidative stress with the addition of Juglone in an acute and lethal
dose, defined in a dose-response-curve (data not shown) of 250 uM at 20 °C, and the survival

of each group was analyzed hourly [44].

2.12 Statistical analysis

The results were expressed as mean + standard error of the mean (SEM). We used
Kolgomoronov-Smirnov test to determine normality. Analysis of variance (ANOVA) or
Kruskal-Wallis test were used to access differences between groups and p < 0.05 was

considered significant.

3. RESULTS
3.1 Chemical composition
The phytochemical screening of the extracts showed that the alcoholic extractions were

responsible for a larger amount of phenolic compounds, flavonoids and tannins in relation to
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aqueous extraction. The content of phenolic compounds in EA-Aa, EE-Aa and EM-Aawas 42.7
+2.2,166.5 + 1.1 and 175.2 + 1.8 mg GAE.g respectively, the flavonoid content was 16.6 +
3.2, 78.5 + 10.8 and 104.5 + 7.5 mgEG.G™ respectively and the tannins content was 0.88 +
0.05, 25.89 + 1,68 and 18.17 + 0.53 mgEC.g* respectively. The chromatographic analysis
performed with the extracts by LC-PDA has shown the same peaks 1 — 6 in all extracts, although
peak 2 was only observable in the EA-Aa (Figure 1 A-C). According to the standards used,
reported peaks are respectively: gallic acid, vanillic acid, cafeic acid, ferulic acid, rutin and
quercetin. With exception of vanillic acid, identified only in EA-Aa, a similar content of
compounds was shared among the extracts (Table 1). The GC-MS analysis was also performed
in the EA-Aa, EE-Aa and EM-Aa and the following compounds were identified in EE-Aa and
EM-Aa: Campesterol, stigmasterol, B-sitosterol, lupeol and lupeol acetate, as shown in Table

2. In the EA-Aa no compounds were identified.

3.2 Antioxidant activity and improvement of oxidative condition

3.2.1 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) and 2,2’-Azino-bis (3-ethylbenzthiazoline-6-
sulfonic acid) (ABTS) free radical scavenging

The free radical scavenging potential was assessed using two different free radicals, DPPH and
ABTS. Ascorbic acid (AA) was used as a natural and hydrophilic antioxidant positive control.
As shown in Table 3, the 1Cs0 and maximum activity concentration were lower in EE-Aa and
EM-Aa, when compared to EA-Aa, but higher than the AA in both tests, suggesting higher

direct free radical scavenging activity of EE-Aa and EM-Aa than EA-Aa.

3.2.2 EA-Aa reduces oxidative stress in different biomolecules sources
In order to evaluate the role of the A. aculeata extracts in a lipid source, human erythrocytes

were incubated with growing concentrations of the extracts and the positive control ascorbic
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acid (AA). The hemolytic effect of EA-Aa, EE-Aa and EM-Aa was evaluated, showing
hemolysis in the higher concentrations of EE-Aa and EM-Aa, as well as observed for AA
(Figure 2A). Then, the protective effect of the extracts against AAPH-induced hemolysis was
investigated. Figure 2 (B) shows that after 240 min of incubation, the EA-Aa promoted relevant
protection with the improvement of AAPH-induced hemolysis. A reduction of 63.84% and
86.60% in relation to the group AAPH was observed in the concentrations of 500 and 1,000
ug.mL* (Figure 2B). Both EE-Aa and EM-Aa did not promote significant protection. In order
to evaluate lipid peroxidation, the generation of MDA was determined after the induction with
AAPH. In accordance with the hemolysis assay, lower MDA levels were observed in group
treated with EA-Aa (Figure 2C). The higher concentrations of EA-Aa (500 and 1,000 pg.mL™)
reduced MDA levels in 83.44% and 90.87% respectively, similarly to the 250 and 500 pg.mL"
1 of AA, which resulted in a reduction of 84.99% and 78.77% in relation to AAPH. No
significant reduction of MDA formation was observed for the EM-Aa, but EE-Aa reduced
55.10% and 61.68% at 100 and 250 pg.mL™, respectively (Figure 2C).

Since EA-Aa promoted the highest protection against oxidative hemolysis and MDA formation
this extract was selected to further antioxidant activity assays. Therefore, the role of EA-Aa in
protein protection against oxidative damage induced from AAPH and DNA protection against
UV-induced damage were assessed. Figure 3 (A) shows the antioxidant effect of EA-Aa against
AAPH-induced protein oxidation, demonstrating a clear concentration-dependent protection,
with a decrease of fuzzy bands with higher EA-Aa concentrations. Similar results were
observed in the DNA fragmentation assay, shown in Figure 3 (B). A complete loss of DNA
integrity was observed followed exposure to UV and H2O. Increasing concentrations of EA-
Aa promoted a complete protection of plasmidial DNA, similar to the standard controls

quercetin, rutin, gallic acid and catechin (Figure 3B).
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3.3 EA-Aa reduces in vitro and in vivo oxidative stress and improves both cell viability and
nematode survival
The antioxidant and cytoprotective effects of EA-Aa were further confirmed in higher
complexity models, namely in vitro in the cell line Cos-7 and in vivo in the nematode C. elegans.
The ICso of the inducers, H202 (Cos-7) and Juglone (C. elegans) were determined (data not
shown). The EA-Aa-induced cytotoxicity was determined after incubation with growing
concentrations during 24 h. A slight reduction of Cos-7 viability was observed with increasing
concentrations of EA-Aa (Figure 4A). Up to 1,000 pg.mL™, no effects on C. elegans survival
was noticed. To affect C. elegans survival was necessary to increase the EA-Aa concentration
in 50, 100 and 150% (Figure 6A). In order to determine the protective role of EA-Aa in vitro,
Cos-7 cells were incubated with 0.5 uM H20:> (ICso). At higher concentrations, EA-Aa was able
to rescue Cos-7 cells treated with H2O>, displaying an increase of 26.06% (750 pug.mL-1) and
33.08% (1,000 pg.mL™?) in cell viability in relation to H.O.-treated cells (Figure 4 A). C.
elegans survival was performed after the induction of oxidative stress with 250 uM Juglone
(ICs0). EA-Aa led to an increase of 17.58% and 12.12% of nematode survival in the
concentrations of 750 pug.mL™* and 1,000 pg.mL™ after 2 h of incubation. Following 4 h of
Juglone exposure, EA-Aa increased the worms survival in 15.32% (750 pug.mL™) and 14.65%
(1,000 ug.mL1).
In order to evaluate the protection against oxidative stress generation in Cos-7 cells, probes to
total ROS (DCF) and to superoxide anion (DHE) were used. Increased staining to DCF (Figure
4 B, D) and DHE (Figure 4 C, E) were observed followed the incubation of the cells with 0.5
MM H20-in relation to control cells.
The incubation of EA-Aa at the concentrations that protected cells against oxidative damage
induced by H20, (750 and 1,000 pg.mL™) reduced the fluorescence signal from both probes at

levels observed in control cells, showing that EA-Ae was able to neutralize the formation of
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ROS and superoxide anion, corroborating the previous assay of cellular viability where these

concentrations increased cellular viability.

3.4 EA-Aa activates Sirtl, ERK and Nrf2 pathway

The pathways activated by the EA-Aa were further assessed in Cos-7 cells by Western blotting
analysis. Followed the incubation of EA-Aa during 24 h, Sirt1 levels increased in 500 pg.mL™*
and 750 pg.mL* (Figure 5 A). While increased phosphorylated ERK (p-ERK) (Thr202/Tyr204)
was observed in all concentrations, phosphorylated Nrf2 (p-Nrf2) (Ser40) and catalase levels
were observed only in the group treated with 750 pg.mL2of EA-Aa. No changes were observed

in ERK and NRF2 levels in no EA-Aa concentration (Figure 5 - A-F).

4 DISCUSSION

About 70% of the worldwide population consume medicinal plants as a therapeutic purpose
[45]. In the last decades, medicinal plants have been the focus of many studies on the
investigation of therapeutic potentials, which are largely related to their secondary metabolites,
such as phenolic compounds [46,47]. Accordingly, this study characterizes the chemical
composition of A. aculeata leaves, through the quantitative determination of phenolic
compounds by colorimetric and chromatographic methods, as well as the determination of its
antioxidant properties and the involved mechanisms.

Phenolic compounds are a class of plant secondary metabolites that act by redox chelation of
metal ions, inhibiting the conversion of hydroperoxides into a RS and as a free radical scavenger
by donating electrons from its hydroxyl groups [48]. Among this class, flavonoids are
associated with several pharmacological benefits, widely distributed in plants, with important

antioxidant activity contribution [49], already described in A. aculeata fruit pulp [24] and in
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other palm trees [50,51]. Its potential comes from the donation of hydrogens or electrons to
promote the stabilization of intermediate radical, also acting as iron chelating agent [52].

The phenolic compounds identified in A. aculeata extracts were gallic, cafeic, vanillic, and
ferulic acids, and the flavonoids rutin and quercetin, which are likely to be linked to the potential
of A. aculeata extracts in the antioxidant assays, as already reported in some studies with other
plants [36,48,53-55]. GC-MS analysis also identified campesterol, stigmasterol and pB-
sitosterol, as well as the triterpenes lupeol and lupeol acetate, which are known to possess
antioxidant properties [56] and inflammatory effects [57]. These molecules have been
investigated with pharmacological purposes in cancer, diabetes and cardiovascular diseases
[58]. Triterpenes were only identified in EE-Aa and EM-Aa, its presence might be related to
lower of ICso values obtained in the free radical scavenging tests DPPH and ABTS in
comparison with EA-Aa.

The protective properties of A. aculeata extracts on oxidative stress-induced damage was
assessed in lipid, protein and DNA. Isolated erythrocytes were used to assess lipid peroxidation
resulting from AAPH-mediated attack on cell membranes and ROS formation. This compound
generates hydroxyl radicals [59] and a lipid peroxide radical (LOOH) after chain reactions in
the polyunsaturated fatty acids (PUFAs) from cell membranes. As result of the oxidative chain
reaction, a and p-aldehydes are formed, such as malondialdehyde (MDA), 4-hydroxynonenal
(4-HNE) and acrolein, as well as isoprostanes [60], which are collectively named as
thiobarbituric reactive species (TBARS) [61]. The accumulation of TBARS could lead to cell
dysfunction because of the damage of its structure, culminating in cell death [62]. In face to
check the protective effect in A. aculeata extracts, we analyzed the AAPH-induced oxidative
hemolysis and MDA generation. In this way, the protection against oxidation is considered
beneficial for the maintenance of health and prevention against the development of several

diseases [53]. Similar results were also obtained in Cerrado plants [36,63]. The pro-oxidant



76

effect showed by EE-Aa and EM-Aa in high concentrations, is probably caused by the
generation of free radicals, same as reported with AA [64]. The distinct chemical composition
of EA-Aa allow no toxic outcome in the same concentrations of the other two extracts, and
promoted antioxidant protection at higher concentrations, thus it was chosen to further
experiments.

The protective effects of the EA-Aa was further evaluated in vitro and in vivo in Cos-7 cells
and nematodes C. elegans, respectively. The EA-Aa was considered safe due its low toxicity
(cell viability higher than 80%) even at high concentrations (1,000 pg.mL™?). In Cos-7, the
extract rescued cell viability in the presence of H20; at 750 pg.mL* and 1,000 pg.mL™, and
we also proved that EA-Aa were able to improve H>O2-induced ROS formation, assessed by
the fluorescent probes H.DCFDA and DHE [65]. This kind of oxidative protection is crucial in
the protection against a lot of diseases related to this condition [3].

Although in vitro models are safe, like we used Cos-7, they are the same set of cells that have
the same function, and the effect of the extract could be underestimated, so we decided to
evaluate the potential of the extract in in vivo models as well. And with regard to the protection
against ROS generation, the effects of EA-Aa were reproducible in C. elegans, where the
oxidative damage is induced by Juglone, an intracellular ROS generator, that decreases viability
and survival. So, the nematode survival was improved, by the prevention of Juglone-induced
oxidative damage [66]. A. aculeata fruit pulp and kernel have shown similar results, in
particular the in vitro antioxidant activity and absence of cytotoxicity [67], besides
hypoglycemic [68] and anti-inflammatory and diuretic effects [69].

In order to understand the mechanisms involved in EA-Aa-induced prevention of oxidative
damage, the levels of key enzymes involved in the response to cell stress were evaluated. EA-
Aa increased the levels of Sirtl and catalase and the activation of extracellular signal-regulated

kinases (ERK) and nuclear factor (erythroid-derived-2)-like 2 (Nrf2). Sirtuins are a group of 7
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enzymes which pathway plays an important role in metabolic homeostasis and redox balance
[70]. They are located in the nucleus, but also in the cytoplasm, interacting with relevant
cytoplasmic targets such as ERK [71]. ERK is a mitogen-activated protein kinases (MAPK)
that has a crucial role in the maintenance of cellular homeostasis, acting in stress and
proliferative responses [72] at least in part through Nrf2 activation [73]. Nrf2 is a crucial factor
involved in oxidative stress protection mechanisms [74]. Given that, it is involved in the
regulation of anti-inflammatory and cell survival genes such as phase Il detoxifying/antioxidant
enzymes as catalase [75]. Catalase is a key enzyme in the adaptive response against H.O; [76].
Based in our results, we suggest that the pharmacological activation of Sirtl is involved in
oxidative stress response promoted by the EA-Aa, probably through the activation of ERK/Nrf2
pathway which increases Catalase-mediated antioxidant defense. Plants that have phenolic
compounds as part of its constitution have already been represented as potent Sirtuin activators
[77-80], and consequently the pathways associated with it.

Altogether, our results showed the composition of typical plant extract molecules, but the
different composition of the molecules of EA-Aa allowed the lower toxicity compared to the
others, and is related to the antioxidant capacity we show. EA-Aa has direct effect on the
protection of macromolecules, proteins DNA and lipids and presented the same affect in Cos-
7 cells and in C. elegans, by the activation of Sirt1/Nrf2 pathway. Thus, the low toxicity, the
relevant potential in the maintenance of body’s redox balance, allied to low cost and natural
abundance, support further studies to explore the development of products based on it leaves to

be used for both prevention and treatment of diseases related to oxidative stress.
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Table 1. Chemical composition identified from the LC-PDA of the extracts of A. aculeata leaves
(mg.gt + DP).

Retention

time (min) Peak Compound EA-Aa EE-Aa EM-Aa
2.31 1 Gallic acid 201.6+1.4 159.4+£0.9 1929+1.1
491 2 Vanillic acid 182.4+0.9 - -
6.31 3 Cafeic acid 1246+1.2 119.7+£ 0.7 1234+£1.0
8.83 4 Ferulic acid 1979+ 1.0 182.7+1.0 189.6 £1.3
21.75 5 Rutin 748104 77.3+£0.2 75905
24.42 6 Quercetin 88.7+0.2 87.6+05 89.2+0.3

Table 2. Chemical composition identified from the GC-MS of the extracts of A. aculeata leaves

(mg.gt + DP).

Retention Molar

time (min) Peak Compound s EE-Aa EM-Aa
16.46 1 Campesterol 400 21.0+0.11 18.9 +-0.33
17.02 2 Stigmasterol 412 25.7+0.22 34.7+0.29
17.72 3 B-sitosterol 414 60.1 +£0.25 23.2+0.27
18.89 4 Lupeol 426 49.4 +0.57 71.6 £ 0.64
21.01 5 Lupeol acetate 468 52.7 £0.63 55.1+£0.53
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Table 3. Antioxidant activity of free radical scavenging DPPH and ABTS of EA-Aa, EE-Aa
and EM-Aa (ICso pug.mL™).

DPPH ABTS
ICso MaXLrg.l:nnl]_ icti;i:y ICso Maxdg?nnlj _?ctio\gty
AA 2.68 0.3 10 93.8 21+0.2 10 98.8
EA-Aa 117.10 £7.3 250 82.2 47.4 +10.7 500 96.4
EE-Aa 1292+ 15 50 88.7 134+04 100 99.8
EM-Aa 13.28+1.2 100 90.8 105+1,2 50 100

ICs0: concentration required to capture 50% of the free radicals from the reaction.
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Figure 1. Chromatography analysis of A. aculeata leaves by LC-6AD and GC-MS. A) EA-

Aa, B) EE-Aa, C) EM-Aa by LC-6AD. D) EE-Aa and E) EM-Aa analysis by GC-MS.

Figure 2. Protective effect of A. aculeata extracts in human erythrocytes. A) Hemolytic effect
in human erythrocytes incubated with Aa extracts after 240 min of incubation; no hemolytic
effect was observed in EA-Aa, while higher concentrations (500 — 1,000 pg.mL™) of the other
Aa extracts and the positive control AA showed hemolysis at the higher concentrations. B) Anti
hemolytic effect of erythrocytes incubated with Aa extracts and AAPH (50 mM) after 240 min
showing a showed a protective effect of EA-Aa (500 — 1,000 pg.mL™) against AAPH-induced
hemolysis. C) MDA produced from AAPH-induced lipid peroxidation showing higher protection
against lipid peroxidation in highest concentrations (500 — 1,000 pg.mL™t) of EA-Aa (500 — 1,000

pg.mL™?). * vs AAPH; 1 symbol p<0.05, 2 symbols p<0.01, 3 symbols p<0.001.

Figure 3. Antioxidant potential of EA-Aa in biomolecules. A) Protein oxidation induced with
AAPH (120 mM) showing reduction of oxidation with EA-Aa (750 — 1,000 pg.mL™). B) Plasmid
DNA fragmentation induced with H20, (30%) showing protection by EA(50 pg.mL™* — 1,000
ug.mL?1) and positive controls, quercetin, rutin, A and C. * vs Control; # vs AAPH/H20;; 1

symbol p<0.05, 2 symbols p<0.01, 3 symbols p<0.001.

Figure 4. Inhibition of ROS generation by EA-Aa in Cos-7 cells. A) Viability of Cos-7 cells
treated with EA-Aa (500 - 1,000 pg.mL™) incubated with or without H,0, (0.5 uM), showing
presented low cytotoxicity of EA-Aa and protection (750 — 1,000 pug.mL™) against H.O2-induced
oxidative damage from. Decrease of H»O.-induced ROS (stained with DCF) (B) and O,

generation (stained with DHE) (C) with EA-Aa (500 — 1,000 pg.mL™). Representative images
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of DCF and DHE are shown in (D) and (E), respectively. * vs Control; # vs H2O2; 1 symbol

p<0.05, 2 symbols p<0.01, 3 symbols p<0.001.

Figure 5. In vivo antioxidant potential of EA-Aa in C. elegans. A) EA-Aa toxicity in the
nematode showing toxicity only in concentrations higher than 1500 pg.mL™?. B) Antioxidant
potential of EA-Aa (500 - 1,000 pg.mL™?) prevented Juglone-induced lower C. elegans survival

after 4 h. * vs Control, # vs Juglone; 1 symbol p<0.05, 2 symbols p<0.01, 3 symbols p<0.001.

Figure 6. Mechanisms involved in EA-Aa-mediated protection of Cos-7 cells. A) Western
blot analysis showing that EA-Aa increased the levels of Sirt-1 (A), ERK-Thr202/Tyr204 (C),
Nrf2-Ser40 (E) and catalase (F), mostly at 750 pug.mL™. No alterations were observed in the total

levels of ERK (B) and Nrf2 (D). * vs Control; 1 symbol p<0.05, 2 symbols p<0.01.
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Figure 5
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6. CONCLUSAO GERAL

O presente estudo evidenciou compostos quimicos importantes nas folhas de Acrocomia
aculeata, como os acidos cafeico, ferrulico, quercetina e rutina, para os quais tem sido descritos
diversos efeitos biologicos. A atividade antioxidante direta das folhas de A. aculeata foi
confirmada nas macromoléculas, proteinas, DNA e lipidios, além dos diferentes ensaios in
vitro, quimicos e celulares apresentarem a ativacdo da via Sirt1l/Nrf2. Nos ensaios in vivo, foi
confirmada a efetividade da acdo antioxidante em modelo de estresse oxidativo, aumentando a
viabilidade de animais nessa condigdo. Assim, adicionalmente a baixa toxicidade apresentada
no modelo in vivo, o potencial farmacologico apresentado estimula novos estudos para o
desenvolvimento de produtos a base das folhas de A. aculeata, para serem utilizados tanto para

a prevencdo quanto para o tratamento de doencas associadas ao estresse oxidativo.
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