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As verdadeiras recompensas sao sempre
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Resumo

Tapirira guianensis € uma arvore de porte médio encontrada em toda a América
Latina. Na medicina popular, é utilizada para tratar problemas como inflamacées,
feridas e doengas sexualmente transmissiveis como a sifilis, contudo, existem poucos
registros na literatura sobre seus efeitos bioldgicos. Neste contexto, o objetivo deste
trabalho foi avaliar a composicdo quimica, a toxicidade descrita popularmente e a
atividade antioxidante, in vitro e in vivo, da casca do caule de T. guianensis. Para isso,
foi preparado o extrato aquoso da casca do caule de T. guianensis (EATQg) utilizando
100 g de p6 da casca em 1 litro de agua por infusdo. A quantificagdo dos compostos
fendlicos foi realizada utilizando curva padrao de acido galico pelo método de Folin-
Ciocalteu, e a quantificagdo de flavonoides foi realizada uma curva padrao de
quercetina e avaliados pelo método de Cloreto de aluminio. A atividade antioxidante
in vitro foi avaliada pelos ensaios de captura dos radicais livres 2,2-Diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH™); acido 2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS)
e protegao contra a degradagéao da proteina (BSA) induzida pelo agente oxidante 2,2'-
Azobis(2-amidinopropane) dihydrochloride (AAPH); e protecdo da degradagdo de
DNA plasmidial de bactéria exposto ao peroxido de hidrogénio e luz ultravioleta. A
toxicidade do EATqg foi avaliada em nematoides Canorhabditis elegans, e a protegao
ao estresse oxidativo in vivo foi avaliada através da indugao ao estresse oxidativo pelo
agente oxidante Juglone. A analise da composi¢cdo quimica de EATg apresentou
12241+ 3,45 EAG/g de compostos fendlicos e niveis ndo quantificaveis de
flavonoides. A analise do potencial antioxidante revelou ICso de 2,80 £ 1,20 pug/mL,
com a inibicdo maxima de 88,14% + 1,47 na concentragao de 10 ug/mL para captura
de radical DPPH™" e ICso foi de 5,41 + 0,07 pg/mL, com a inibicdo maxima de 99,64%
+ 0,09 na concentragdo de 25 ug/mL para a captura do radical ABTS™. O efeito
protetor contra o estresse oxidativo induzido em BSA ocorreu em todas as
concentragdes (5 a 250 yg/mL), e a protegao contra a fragmentagcdo de DNA ocorreu
desde a concentracgao de 25 até 250 pg/mL. Os dados obtidos no ensaio de toxicidade
comprovaram o uso seguro do extrato nas concentragdes abaixo de 200 uyg/mL, sendo
que nestas concentragdes o EATg também protegeu o nematoide contra o estresse
oxidativo induzido pelo Juglone. Nossos dados revelaram que o EATg possui
compostos fendlicos em sua composi¢cao quimica e apresenta efeito antioxidante in
vitro, na captura de radicais livres e na protecao contra estresse oxidativo induzido em
macromoléculas, e, in vivo, protegendo nematoides C. elegnas contra o estresse
oxidativo induzido por Juglone. Estes resultados abrem perspectivas para novos
ensaios baseados na caracterizagdo quimica e avaliagao do potencial antioxidante do
EATg.

Palavras-chave: DNA, Proteina, C. elegans, Estresse oxidativo, Toxicidade.



Abstract

Tapirira guianensis is a medium-sized tree found throughout Latin America. In folk
medicine, it is used to treat problems such as inflammation, wounds, and sexually
transmitted diseases such as syphilis, however, there are few records in the literature
about its biological effects. In this context, the aim of this study was to evaluate the
chemical composition, the toxicity described popularly and the antioxidant activity, in
vitro and in vivo, of the stem bark of T. guianensis. For this, an aqueous extract of the
bark of T. guianensis stem (EATg) was prepared using 100g of bark powder in 1 liter
of water per infusion. The quantification of phenolic compounds was performed using
a standard curve of gallic acid by the Folin-Ciocalteu method, and the quantification of
flavonoids was performed using a standard curve of quercetin, evaluated by the
method of aluminum chloride. The in vitro antioxidant activity was evaluated by free
radical scavenging assays 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH+*); 2,2'-azino-bis(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) and protection against protein
degradation (BSA) induced by the oxidizing agent 2,2'-Azobis(2-amidinopropane)
dihydrochloride (AAPH); and the protection from plasmid DNA degradation of bacteria
exposed to hydrogen peroxide and ultraviolet light. The toxicity of EATg was evaluated
in nematodes Canorhabditis elegans, and protection from oxidative stress in vivo was
evaluated through the induction of oxidative stress by the oxidizing agent Juglone. The
chemical composition analysis of EATg showed 122.41 + 3.45 EAG/g of phenolic
compounds and non-quantifiable levels of flavonoids. Antioxidant potential analysis
revealed an ICso of 2.80 + 1.20 pg/mL, with a maximum inhibition of 88.14% + 1.47 at
a concentration of 10 ug/mL for DPPHe<* radical capture and an ICso of 5.41 + 0.07
pg/mL, with a maximum inhibition of 99.64% + 0.09 at a concentration of 25 pyg/mL for
ABTS-* radical capture. The protective effect against BSA-induced oxidative stress
occurred at all concentrations (5 a 250 pg/mL), and protection against DNA
fragmentation occurred from a concentration of 25 to 250 ug/mL. The data obtained in
the toxicity test proved the safe use of the extract at concentrations below 200 pg/mL,
at these concentrations the EATQ also protected the nematode against the oxidative
stress induced by Juglone. Our data revealed that EATg has phenolic compounds in
its chemical composition, in addition to presenting an antioxidant effect in vitro in the
capture of free radicals, and in protection against oxidative stress induced in
macromolecules, and in vivo, it presented low acute toxicity and protection against
Juglone-induced oxidative stress effect in C. elegans nematodes. These results open
perspectives for new tests based on chemical characterization and evaluation of the
antioxidant potential of EATg.

Keywords: DNA, Protein, C. elegans, oxidative stress, toxicity
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1 Introducao

O Brasil é o pais que possui a maior biodiversidade vegetal do mundo, com
cerca de 20% do total global (Leite et al., 2020). O bioma cerrado, também conhecido
como savana brasileira, abriga aproximadamente 10.000 destas espécies vegetais.
Nos ultimos anos, a busca pela melhoria da qualidade de vida tem estimulado o
consumo de produtos de origem natural, saudaveis e que apresentam beneficios ao
nosso organismo. Esta mudancga tem feito com que a biodiversidade brasileira se torne
foco em diversos estudos com o objetivo de identificar espécies vegetais com
propriedades nutracéuticas e farmacoldgicas (Leite et al., 2020; Baldivia et al., 2018).
Estas propriedades tém sido atribuidas aos compostos fotoquimicos presentes nestes
vegetais, como os produtos do metabolismo secundario, representados pelos
compostos fendlicos, terpenos e alcaloides, que sdo produzidos para diversos fins nas
plantas, como defesa a agentes quimicos e fisicos, bem como para atragcdo de
polinizadores (Hotwani, Baliga e Sharma, 2014). Dentre muitas fungdes, varios
estudos tém demonstrado a capacidade desses metabdlitos secundarios de proteger
macromoléculas, tais como células pancreaticas, e neurais contra danos oxidativos
(Pereira et. Al., 2012).

O estresse oxidativo é causado pelo excesso de producdo, ou da incapacidade
do organismo em eliminar com eficiéncia as espécies reativas, especialmente de
oxigénio (EROs) (Nufez-Musa et al., 2019). O aumento dessas espécies pode ocorrer
por diversos fatores internos e externos, como estresse, ma-alimentacao, exposicao
a radiacao solar, inflamacdes e incapacidade metabdlica de eliminacdo de EROs .
Uma vez em excesso, estas substancias causam danos ao organismo alterando
componentes celulares como DNA, proteinas e lipidios (Cruzat, Gupta e Tyagei,
2017).

Este processo de oxidagbes bioldgica ou eliminagdo de EROs é conhecido
como um dos principais desencadeadores ou agravantes para o desenvolvimento de
doencgas cardiovasculares e neurodegenerativas, cancer, diabetes, Parkinson além da
do envelhecimento precoce (Engers et al., 2011). Embora o organismo possua varias
ferramentas para neutralizar as EROs e combater o dano celular causado pelo
estresse oxidativo formando um sistema de defesa antioxidante que em condigcbes

fisiolégicas garantem um equilibrio entre a produgdo e neutralizacdo de EROs ha
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situagcbes que ele nao é suficiente e pode ser auxiliado pela ingestdo de produtos

naturais com propriedades antioxidantes (Cotinguiba et al.,2013).

Uma espécie vegetal de uso popular no Mato Grosso do Sul com potencial
descrito pelo uso popular para auxiliar no combate do estresse oxidativo e que possui
poucos relatos na literatura € a Tapirira guianensis, conhecida popularmente como
pau-pombo, fruta-do-pombo, peito-de-pombo ou pombeiro, pertence a familia
Anacardiaceae. Suas folhas e cascas sao utilizadas para producdo de remédios
naturais contra ulceragbes e no tratamento de doengas como lepra e sifilis (Correia,
David e David, 2008). Estudos cientificos relacionam estes efeitos com a presenca de
compostos quimicos do metabolismo secundario da planta identificados através de
extratos etanolicos (Rodrigues et al., 2017). No entanto, ndo existem estudos que
descrevam os constituintes quimicos e as propriedades biolégicas do extrato aquoso
da casca da Tapirira guanensis. Neste sentido, o objetivo deste estudo foi investigar
a composigao quimica do extrato aquoso da casca do caule de T. guianensis (EATQ),

avaliar sua toxicidade e atividade antioxidante, in vitro e in vivo.

2 Revisao bibliografica

2.1Espécies reativas e estresse oxidativo

Em processos fisiologicos nosso organismo produz constantemente

substancias

conhecidas como espécies reativas (ER). Estas moléculas sdo geradas em
processos biolégicos relevantes, como a fertilizagcdo do o6vulo, ativagdo de genes,
participagdo no mecanismo de defesa durante o processo de infecgéo (Barbosa et al.,
2010) diferenciagao celular e apoptose durante o processo natural de envelhecimento
e (Jakubczyk et al., 2020), principalmente, para a obtengdo de energia na cadeia
transportadora de elétrons mitocondrial (Andrieux et al., 2021). Durante essa
fosforilagdo oxidativa, na mitocéndria € consumido em torno de 90% do oxigénio (O2)
sanguineo (Barbosa et al., 2010). Que também induz estas ER que podem ser

derivadas de nitrogénio (ERN), enxofre (ERS) ou oxigénio (ERO), sendo as EROs séo
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as mais abundantes e, podem ser divididas em nao radicalares e radicalares (Sies e
Jones, 2020).

As EROS classificadas como nao radicalares incluem peréxido de hidrogénio
(H202), hidroperdéxidos organicos (ROOH), oxigénio molecular singlet ('02),
hidrocarbonetos eletronicamente excitados (R—C=0), ozénio (Os), acido hipocloroso
(HOCI) e acido hipobromoso (HOBr). Ja as EROs classificadas como radicalares
incluem anion radical superdxido (O2"), radical hidroxila (|OH), radical peroxila (ROO")
e o radical alcoxil (RO") (Andrieux et al., 2021). Estas substancias podem se ligar de
varias formas em moléculas presentes no organismo, como as macromoléculas: DNA,
enzimas, lipidios de membrana, proteinas e, também a outras moléculas pequenas
(Lobo et al., 2010).

O excesso de EROs nado neutralizadas, conhecido como estresse oxidativo,
causa oxidagao em macromoléculas e, como consequéncia, pode levar a perda de
suas fungdes bioldgicas e ao desequilibrio homeostatico, desencadeando ou
agravando quadros de doengas crénicas nao transmissiveis (Barbosa et al., 2010)
como diabetes, doenga de Alzheimer (Ahmad et al., 2017), obesidade (McMurray,
Patten e Harper, 2016), transtornos neurodegenerativos (Islam, 2017) e cancer
(Prasad et al., 2017). Além disso, podem causar mutagées em DNA, aumentando a
taxa de envelhecimento, caracterizado por um aumento dos danos genéticos e
reducdo da capacidade de realizar reparos gendmicos (SILVA, Ferrari e Bucalen,
2011). tendo algumas substancias capazes de realizar este processo sendo

conhecidas como Substancias Antioxidantes
2.2 Substancias antioxidantes

Um antioxidante é qualquer substéncia sintética ou natural que atrase ou iniba
a oxidagao promovida por EROs (Gupta, 2015). Uma das formas que os antioxidantes
atuam é, por exemplo, quelando os metais Cu e Fe (Filipsky ET AL., 2015), suprimindo
assim a formagdo de EROs pela reacdo de Fenton (Simunkova et al., 2019). Os
antioxidantes sao capazes de neutralizar as EROs geradas sendo radicalares ou nao
radicalares, reduzindo sua agao sobre os lipideos, as proteinas, e o DNA, impedido
assim a formagao de lesdes, perda da integridade e funcionalidade celular. (Bianchi,

Maria de Lourdes Pires; Antunes et al.,1999.)
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Para neutralizar as EROs o organismo conta com sistemas de protecao
antioxidantes, que pode ser endégeno ou exégeno. O sistema enddgeno € dividido
em enzimatico e ndo enzimatico, incluindo no enzimatico: a enzima superdxido
dismutase (SOD), a catalase (CAT), a glutationa peroxidase (GPx) e a tioredoxina
redutase (Trx) (He et al., 2017) e, nos ndo enzimaticos, moléculas que tém a
capacidade de rapida neutralizagédo das EROs (Mirornczuk-Chodakowska, Witkowska
e Zujko, 2018).

Os antioxidantes exdgenos naturais séo obtidos facilmente por meio de uma
alimentagdo rica em compostos antioxidantes, principalmente de origem vegetal
(Bouayed e Bohn, 2010). Estes compostos poder ser representados pelo acido
ascorbico, a vitamina E, compostos fendlicos, carotenoides, dentre outros. Ja na
classe dos antioxidantes exdgenos sintéticos estao o butil-hidroxi-anisol (BHA), butil-
hidroxi-tolueno (BHT), terc-butil-hidroquinona (TBHQ) e propil galato (PG) (OLIVEIRA
et al., 2009).

2.3Plantas medicinais

As plantas sdo utilizadas ha muito tempo por apresentarem efeitos
Fitoterapicos ao corpo humano. Estes compostos estdo presentes em varios
alimentos desde frutas, vegetais, ervas e chas possuem uma variada composigao
quimica, em especial os metabdlitos secundarios, que podem ser representados por
compostos fendlicos, flavonoides, carotenoides, e terpenos, que sao reconhecidos na
literatura por suas propriedades antioxidantes que reduzem a oxidagao no organismo
(HES et al., 2019). Em boa parte, estes compostos benéficos para a salide humana
sdo compostos produzidos pelo metabolismo vegetal secundario (Li et al., 2020).
Decorrente do metabolismo primario, no qual sdo produzidos compostos envolvidos
no crescimento e desenvolvimento vegetal, ocorre o metabolismo secundario que
produz, a partir de metabdlicos primarios, substancias especializadas, divididas em
trés principais classes: terpenos, compostos fendlicos e alcaloides que desempenham
um papel indispensavel na protecdo contra estresses bibticos e abidticos, dentre

outras fungdes (Vizzotto et al., 2010).

A busca por plantas medicinais ricas em compostos fotoquimicos com

caracteristicas terapéuticas, que podem auxiliar na manutengdo e tratamento de
15



doengas € uma pratica de tempos imemoraveis (Hotwani, Baliga e Sharma, 2014).
Esta pratica ainda é muito presente na atualidade, e pode ser exemplificada por
exemplo pelo Panax Ginseng, empregado no tratamento de doengas cardiovasculares
e diabetes (Silva et al., 2021), Citrullus colocynthis para doengas crdnicas de
respiratérias (Mouréo et al., 2021), Carapa guianensis Aubl para inflamacgdes (Leal et
al., 2019), Urtica dioica para infec¢des (Lopes e Cechinel-Zanchett), Curcuma longa
para cancer (Feitoza, Terra e Grasselli, 2021), Mentha piperita para diarréia e doengas

gastrointestinais (Rawat, Singh e Kumar, 2017).

Adicionalmente, podem ser citadas outras plantas medicinais utilizada
popularmente para o tratamento de diferentes condigbes, e que cientificamente tém
sido investigadas, como o barbatiméo (Stryphnodendron adstringens), descrito por
Baldivia e colaboradores (2018), apresentando sua atividade antioxidante e citotoxica
contra células de melanoma e ainda, o fedegoso-do-cerrado (Senna velutina), descrito
por Castro e colaboradores (2019) quanto a composi¢do quimica, indicando a
presenga de flavonoides, uma classe dos compostos fendlicos descritos por sua

potente capacidade antioxidante (Koch et al., 2014).

A mega biodiversidade brasileira associada aos varios dados que comprovam
os beneficios terapéuticos das plantas, incentiva novos estudos para explorar as
espécies ainda desconhecidas, ou, pouco conhecidas, como fonte de novas matérias-
primas. Neste contexto, encontra-se a Tapirira guianensis, popularmente conhecida
como pombeiro que, embora ja seja utilizada para o tratamento de algumas condig¢des,
ainda necessita de estudos cientificos sobre seus efeitos biolégicos, bem como sua

toxicidade.
2.4 Tapirira guianensis

A Tapirira gianensis e uma arvore de porte médio, encontrada em toda a
América Latina, e possui de 8 e 12 m de altura. Produz flores pequenas brancas em
cachos, e sementes com forma oval. Seus frutos medem até 1 cm de tamanho, e
quando maduros, tornam-se pretos e apresentam uma fina polpa branca de sabor
adocicado. Sao arvores que florescem uma vez ao ano, em dezembro, com a
maturagao de seus frutos entre margo e abril. Popularmente é conhecida como pau-

pombo, fruto-do-pombo e pombeiro, sendo muito utilizada na medicina popular contra
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inflamacgdes cutaneas e sifilis, apesar de seu elevado grau de toxidade (Costa et al.,
2014).

A T. guianensis ja foi descrita na literatura por apresentar atividade citotdxica
em linhagem celular de cancer oral (Oliveira et al., 2019) e dois de seus compostos ja
foram isolados, também apresentando atividade citotéxica frente a células de cancer
de prostata humano (David et al., 1998). Além disso, quatro compostos extraidos da
casca do caule ja foram identificados e associados com atividades anti-protozoario e
anti-bacteriana (Roumy et al., 2009). Embora estes estudos descrevam a planta com
consideravel toxicidade, € ainda utilizada pela populagéo para o tratamento de lepra,
diarreia e sifilis (David et al., 1998). Desta forma, a T. guianensis torna-se um
importante candidata a estudos que avaliem suas atividades terapéuticas e sua

toxicidade.

2.50 modelo Caenorhabditis elegans

O nematoide Caenorhabditis elegans tem sido considerado atualmente uma
ferramenta biotecnoldgica por sua praticidade e eficiéncia na obtencao de resultados
experimentais, como modelo de estudos in vivo. O habitat natural deste nematoide é
o solo, onde ele se alimenta de fungos, bactérias e frutos em decomposi¢cdo. Em
laboratodrio, eles sdo normalmente mantidos em placas de Petri contendo o meio
Nematode Growth Medium (NGM), onde é semeado uma cobertura Escherichia coli
(E. coli) e que serve de alimentacdo para os vermes. Suas larvas medem cerca de
0,25 mm e os adultos podem chegar até 1 mm de comprimento. Sdo animais com
duas formas sexuais, hermafroditas e machos, que devem ser mantidos na
temperatura de 20 + 5 °C, sendo a temperatura 6tima para cultivo e reprodugéo 20 °C
(Park, Jung e Lee, 2017).

O ciclo de vida destes animais é constituido por um estagio embrionario, quatro
estagios larvais (L1-L4) e a fase adulta, sendo que o ciclo completo de embrido a
adulto ocorre em aproximadamente 48h. Outro atrativo para o uso deste modelo, é a
expectativa de vida de 2-3 semanas, podendo variar caso as condicdes ambientais
estejam desfavoraveis ao crescimento, como a auséncia de comida, alta densidade
populacional ou temperatura fora do intervalo natural de manutencédo. Caso isso

ocorra, os vermes que estiverem em L1, passardo para o estagio dauer, onde a
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alimentagéao é interrompida indefinidamente e a movimentagao reduzida até que as
condicbes do ambiente voltem a ser favoraveis para o desenvolvimento normal dos
animais, que, entdo, sairdo do estagio dauer e em cerca de 10h se desenvolverao até
o estagio L4 (Wormatlas, 2019).

Uma peculiaridade deste modelo, € a sua capacidade reprodutiva, gerando
aproximadamente 300 progénies por fémea hermafrodita (Hunt, 2017). Destaca-se
que estes animais apresentam, inclusive um sistema nervoso, com
neurotransmissores comuns como acetilcolina, glutamato, acido y-amino butirico
(GABA), dopamina e serotonina (Eisenmann, 2005), possibilitando que seja um
modelo experimental para os estudos celulares e moleculares de doencas humanas,
como a doenga de Alzheimer, a qual, inclusive, o estresse oxidativo tem sido
associado a sua etiologia e progressdo. Estima-se que haja em torno de 42% dos
genes de doengas humanas apresentam ortdlogos no genoma destes nematoides, o
que permite ao pesquisador elucidar vias moleculares complexas envolvidas na

patogénese de diversas doengas (Markaki e Tavernarakis, 2010).

3 Objetivos
3.10bjetivo geral

Avaliar a composi¢gdo quimica, a toxicidade e a atividade antioxidante, in

vitro e in vivo, de Tapirira guianensis.
3.20bjetivos especificos:
- Preparar o extrato aquoso da casca do caule de T. guianensis (EATQ);
- Quantificar compostos fendlicos e flavonoides no EATg;

- Avaliar a capacidade do EATg de captura direta de radicais livres DPPH e
ABTS™

- Investigar o efeito do EATg sobre macromoléculas, proteina e DNA induzidas

ao estresse oxidativo;

18



- Avaliar a toxicidade do EATg no modelo in vivo C. elegans.

- Investigar o efeito do EATg sobre C. elegans em condigdo de estresse

oxidativo induzido por juglone.

4 Material e métodos

4.1 Obtencao do material vegetal

Cascas do caule de T. guianensis, foram coletadas no municipio de Itahum
(S22° 05’ 545” e W 055° 20°746), Mato Grosso do Sul, Brasil, sob autorizagdo do
Sistema de Autorizagéo e Informagado em Biodiversidade (SISBIO) em conjunto com
Instituto Chico Mendes de Conservagao da Biodiversidade (ICMBIo) licenga numero
81013.

O espécime foi identificado por um botanico da Faculdade de Ciéncias
Bioldgicas e Ambientais - FCBA, e uma exsicata foi depositada no herbario (DDMS-
UFGD) da Universidade Federal da Grande Dourados - UFGD, sob o numero de
registro 6398.

A higienizagdo das cascas foi realizada em agua corrente para remogao de
impurezas. Posteriormente foram secas em estufa de circulagéo forcada de ar por 10
dias. Apos esse periodo, as cascas foram trituradas em moinho de facas do tipo
Willye, e o p6 obtido neste processo foi utilizado para o preparo da infusdo com agua
em ebulicdo por 1 h, em uma proporgao de 100 g/L. Apds a extragdo, o extrato foi
filtrado, aliquotado em frascos de vidro, congelado e posteriormente liofilizado. As

amostras foram armazenadas em freezer a -20 °C e seu rendimento foi de 2,5%.
4.2 Quantificacdo de compostos fendlicos e flavonoides

A quantificacdo de compostos fendlicos foi realizada de acordo com o método
descrito por Meda et al., 2005. Brevemente 2,5 mL do reagente Folin-Ciocalteu
(1:10 v/v, diluido em agua destilada) foram adicionados a 500 pyL de EATg (a uma
concentragao de 500 pg/mL), encubados no escuro por 5 min em temperatura

ambiente. Posteriormente, 2 mL de carbonato de sddio (Na2CO3) aquoso 14% foram
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adicionados a solugédo e incubado a temperatura ambiente durante 120 min, em
ambiente protegido da luz. A absorbancia foi medida a 760 nm com o auxilio de um
espectrofotbmetro T70 UV/Vis (PG Instruments Limited, Leicestershire, UK). A
concentragao de compostos fendlicos foi determinada utilizando-se uma curva padrao

de acido galico.

A concentragéo total de flavonoides no EATg foi determinada de acordo com o
descrito por Liberio et al., 2012. Brevemente, a 4,5mL da solucdo metandlica de
cloreto de aluminio hexahidratado 2% (AICl3-6H20) foram adicionados a 200 yL de
EATg (200 pg/mL). A solucdo foi mantida em ambiente escuro por 30 min em
temperatura ambiente. Apds o periodo de incubagdao, mensurou-se a absorbancia a
415 nm em um espectrofotdbmetro T70 UV/Vis (PG Instruments Limited, Leicestershire,

UK). Para a curva padrao, utilizou-se o flavonoide Quercetina.

4.3 Atividade antioxidante in vitro
4.3.1 Sequestro de radical livre de 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH"*)

A avaliagédo da atividade de sequestro do radical livre DPPH"* foi realizada de
acordo com o descrito por Gupta & Gupta, 2011 com algumas modificagdes.
Brevemente, realizou-se uma curva de diluicdo do EATg e dos compostos acido
ascorbico e BHT (0,1-250ug/mL) em etanol 80%, sendo 200 uL de cada concentragao
das amostras adicionados a 1800uL de solugdo de DPPH™ 0,11mM e incubados
protegidos da luz por 30 min. Apds este periodo a absorbancia foi determinada a 517
nm, sendo o percentual de inibigdo obtido pela seguinte férmula:

Inibicdo do DPPH® (%) = (1 - M) 100
Absamostra
4.3.2 Descoloracéo do acido 2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolina-6-
sulfénico (ABTS™)

Para a avaliacdo do sequestro do radical ABTS™, o ensaio foi realizado de
acordo com o descrito por Re, et al.,1999. Obteve-se o radical ABTS** a partir da
reacdo de 5 mL da solugéo de ABTS™* (7 mM) e 88 pL de persulfato de potassio (140
mM), que foi previamente incubado por 12-16 h em temperatura ambiente protegido

do contato com a luz. Apds esse periodo, o radical ABTS** foi diluido em etanol
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absoluto até a absorbancia de 0,70 + 0,05 a 734 nm. 20 yL do EATg ou das
substancias padrao, acido ascérbico ou BHT (0,1-250 ug/mL), foram adicionados a
1980 pL do radical ABTS™. A mistura foi incubada a temperatura ambiente no escuro
durante 6 min e a absorbancia obtida em 734nm. O percentual de inibigao foi obtido

de acordo com a seguinte equacgao:

Abscontrole — Absamostra

Inibicdo de ABTS** (%) = ( ) * 100

Abscontrole

4.3.3 Oxidacado em proteina BSA

Nesse ensaio investigamos se o EATg é capaz de proteger a albumina sérica
bovina (BSA) da oxidagao induzida por a,a’-Azodiisobutyramidine dihydrochloride
AAPH conforme descrito por Mayo e colaboradores (2013) com modificagbes. Para
isso, 15 uL do EATG (5 - 250 ug/mL) foram incubados com 15 uL de BSA (3 mg/mL,
preparado em PBS) em microtubos de 200 yL. Apés 30 min a 37 °C, a mistura recebeu
15 uL de AAPH a 75 mM (preparado em agua). No controle negativo n&o foi
adicionado AAPH e o controle positivo ndo recebeu adicdo do EATg, recebendo o

volume equivalente de agua.

As amostras foram incubadas a 37 °C durante 120 min. Apds o tratamento,
adicionou-se 75 uL de tampao de amostra em cada um dos micros tubos, que foram
aquecidos a 95 °C por 3 min. Aliquotas de 20 uL de cada amostra foram carregadas
em gel SDS-PAGE 12%, resolvido a 200 V durante 60 min. O gel foi corado, descorado
e posteriormente digitalizado utilizando o fotodocumentador Gel Doc™ EZ System e
analisado através do software Image Lab™. Os resultados foram expressos como
porcentagem da oxidagao da proteina BSA. Os dados relativos as digitalizagbes de 4

géis foram apresentadas como média * erro padrao da média.
4.3.4 Fragmentacdo de DNA

O efeito protetor do EATg contra a oxidacdo da molécula de DNA foi avaliado
através do ensaio de indugao oxidativa ao DNA plasmidial, a partir do método descrito

por Kumar & Chattopadhyay (2007) com modificagdes. Para isto, uma aliquota de 4
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pL de DNA plasmidial (50 ng/pL) foi pré-incubado com 4 pL de EATg em diferentes
concentragdes, diluido em PBS (5 - 250 ug/mL). Em seguida, adicionou-se 4 pL do
agente oxidante peroxido de hidrogénio (H202) 3% nos respectivos tratamentos.
Foram utilizados como controle o plasmideo (CT), o plasmideo na presencga de luz UV
(CTY), o plasmideo na presencga de extrato e luz UV (EATQ) e o controle plasmideo
na presenga de H202. O efeito de um antioxidante de referéncia, acido galico - 250
pg/mL, sobre a protecdo da fragmentagcado do DNA foi analisado. As amostras foram
incubadas em um transiluminador UVT-312 a 302 nm em temperatura ambiente
durante 5 min. Em seguida, as amostras foram aplicadas em gel de agarose a 2%
contendo brometo de etidio (10 mg/mL) e submetidas a eletroforese. As imagens dos
géis foram digitalizadas utilizando o fotodocumentador Gel Doc™ EZ Imager (Bio-Rad
Laboratories) e analisado através do software Image Lab™. Os resultados de 2 géis

foram expressos como porcentagem da fragmentagao de DNA.

4 4Ensaios In vivo

441 Cepae manutencao de C. elegans.

Os ensaios in vivo foram realizados com a cepa selvagem de nematoide (N2).
A cepa foi obtida do Laboratério de Fisiologia Integrativa da Universidade Federal de
Sao Paulo, s nematoides foram mantidos em incubadoras a 20 °C, cultivados em
placas de Petri contendo meio de crescimento NGM e cobertura de E. coli OPso,
inativadas com o antibiético Canamicina (10 mM). Para os experimentos, os animais
foram sincronizados por lise alcalina, com hipoclorito de sédio 2% e hidroxido de sodio
5M. Os ovos foram coletados e depositados em placas de Petri contendo NGM e E.

coli OPso e mantidas a 20 °C por 48 h até atingirem o estagio L4.
4.4.2 Toxicidade

Para avaliar o ensaio de toxicidade, realizamos o procedimento de acordo com
o descrito por Leite et al., 2020. Em média, 10 vermes da linhagem N2 sincronizados
e no estagio L4, foram transferidos para microplacas de 96 pogos contendo tampao
M9 (100 pL). Apds a transferéncia, foram adicionados ao tratamento controle 100 pL
de tampao M9, e, aos demais tratamentos, as diferentes concentragées (50 a 2000
pMg/mL) do EATgQ. Em seguida, a placa foi incubada a 20 °C por 24 e 48 h, e a

viabilidade foi avaliada pela sensibilidade dos animais ao toque de um fio de platina
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em cada um dos tempos. Os animais que nao respondiam ao toque foram
considerados mortos. Foram realizados trés experimentos independentes em

triplicata.
4.4.3 Resisténcia ao estresse oxidativo

O ensaio de estresse oxidativo foi realizado expondo os nematoides ao agente
oxidante juglone (5-hidroxi-1,4-naftoquinona) diluido em e tanol 80% de acordo com o
descrito por Tawfeek et al., 2019 com algumas modificagdes. Os animais foram
sincronizados e incubados por 48 h até atingirem o estagio L4. Em seguida, foram
transferidos para placas de 96 pogos 10 animais por pogo, contendo 100 pg/mL de
tamp&o M9. Foram adicionados ao grupo controle ndo tratado e ao grupo controle-
juglone 100 uL de M9, e aos grupos tratados com EATg foram adicionados 100 uL de
cada concentragéo (5 — 150 pug/mL). Apds 1 h do tratamento, os animais receberam
50 uL de M9 ao controle nao tratado, e aos demais grupos foram adicionados 50 uL
de juglone. A viabilidade foi avaliada nos tempos de 24 e 48 h apds a adi¢ao do juglone
(concentracao final de 80uM) pela sensibilidade ao toque com fio de platina. Foi

realizado um experimento em triplicata.
4.5Analise Estatistica

Os dados séo expressos como a média + erro padrdo da média (EPM). Para a
obtencéo do ICso foi utilizada regressédo nao linear e, para a comparagéo ente os
grupos tratados e os grupos controle, foi utilizada analise de variancia (ANOVA),
seguida pelo pos-teste de Dunnett, com limite de confiangca de 95%. A curva de
sobrevivéncia foi construida por analise de teste de log-rank (Mantel-Cox). O software
GraphPad Prism 8 (San Diego, CA, EUA) foi usado para a analise de todos os dados.

Os resultados foram considerados significativos quando p <0,001.
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5 Resultados

5.1 Caracterizagao quimica

Os dados experimentais obtidos demonstraram que a média de compostos
fendlicos totais foi de 122,41 + 3,45 mg EAG/g, enquanto os flavonoides totais ndo

foram quantificaveis.
5.2 Atividade antioxidante in vitro

Os resultados obtidos nos ensaios de captura direta de radical livre e a
concentragao inibitéria de 50% (ICs0) de radicais livres 2,2'-azino-bis (3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS) e 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), bem como
a atividade maxima do EATg estdo descritas na tabela 1. Os resultados de IC* foram
semelhantes aos do controle antioxidante, acido ascorbico, em ambos os ensaios. E
as concentragdes necessarias para atingir a inibicdo maxima dos radicais livres foi no

EATg 10pg/mL para o acido ascorbico foi de 5ug/mL e para o BHT foi 10 ug/mL.

Tabela 1. Atividade antioxidante de captura direta de radicais livres de DPPH* e
ABTS™ expressa em ICso e atividade maxima do extrato aquoso de cascas do caule
de Tapirira guianensis.

DPPH ABTS

ICso Atividade Maxima ICs0 Atividade Maxima

Amostras

(ug/ml) % pg/ml (ng/ml) % ug/ml
Acido

L 2,57 £ 1,06 83,41 0,52 5 1,62 £ 0,29 99,08 + 0,58 5

ascorbico
BHT 37,12 £ 6,50 81,39 5,03 100 4,59 + 0,01 78,89 + 0,21 10
EATg 2,80 +1,20 88,14 +1,97 10 5,41+ 0,07 99,64 + 0,09 25

Os valores sao a média de 2 experimentos realizados em ftriplicata, expressos na
forma de média + SEM.

No ensaio de oxidagcao de BSA induzida por AAPH, observamos que o EATg
foi capaz de proteger em todas as concentragdes avaliadas (Figura 1A-B). A Figura

1A demonstra a imagem representativa do gel de poliacrilamida referente a protecao

24



da proteina BSA contra a oxidagdo induzida, apds os tratamentos com EATg. O
extrato foi capaz de reduzir a difusdo das bandas provocada pela fragmentagao
induzida pelo AAPH quando comparados com o controle positivo AAPH. A
concentragao de 100 pg/mL de EATQg foi capaz de reduzir em 49,77% a fragmentagao

do DNA, enquanto na concentragdo de 150 e 250 yg/mL a reducéo foi de 100%.
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Figura 1. Oxidagao de proteina induzida por AAPH em amostras de BSA (75 mM)
incubadas com EATg (5 — 250 ug/mL). E Efeito protetor do EATg sobre a oxidagao de
proteina induzida por AAPH. (A) Imagem representativa do experimento, onde
diferentes concentragdes do EATg (5 - 250 ug/ml) foram incubadas com BSA e 75 mM
de AAPH durante 2 h a 37 °C. Em seguida, as amostras foram resolvidas em SDS-
PAGE 12%. (B) Analise de quatro géis referentes a porcentagem de oxidagédo de BSA.
Diferencas significativas entre o controle positivo AAPH e os demais tratamentos séo
apresentados como *** p<0,001. CT = controle.
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A Figura 2 demonstra a atividade protetora do EATg frente ao estresse
oxidativo induzido por H202 3% e luz UV ao DNA. Observa-se que no controle
plasmideo, onde nao houve nenhum tipo de inducdo de estresse, ndo houve
degradagao no DNA o mesmo efeito foi observado quando o plasmideo foi exposto
apenas ao UV e, um efeito similar foi observado quando o plasmideo foi exposto a
maior concentracdo do extrato e UV simultaneamente (coluna 3) ocorrendo uma
degradacao de apenas 5,83 %. Diferentemente, quando exposto simultaneamente aos
estressores H202 a 3% e UV por 5 min, observa-se uma degradagéo de 85,76% do
DNA. Quando tratado com o EATg, o percentual de degradagédo de DNA foi reduzido,
conforme aumentou a concentragéo de extrato. Desde a concentragao de 25 ug/mL
foi observada uma redugédo de 57,27% em relagdo ao controle H202, chegando a
reduzir na concentracdo de 150 pg/mL, 77,39% da fragmentagédo induzida pelos
agentes causadores do estresse, enquanto que para o composto isolado acido galico
na concentragdo de 250 ug/mL nao houve protegéo estatisticamente significativa da

fragmentagcado quando comparados com o controle H202 (Figura 2A).

A)
pcDNA 3.1 + Geneticin (50 ng/pL)
UV 5 min
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250pg/mL
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Figura 2. Fragmentagcdo de DNA plasmidial induzida por H202 3% e luz UV em
amostras controle e incubadas com EATg em concentragdes de 5 - 250ug/ml. E Efeito
protetor do extrato aquoso de Tapirira guianensis na inibigdo da fragmentagdo do DNA
plasmidial induzida por H202 e radiagao UV. DNA plasmidial incubado com diferentes
concentragdes (5 - 250 ug/mL) de EATg apos 5 minutos de exposigéao a luz UV. (A)
Imagem representativa do ensaio. O gel de agarose mostra as bandas de DNA
plasmidial apds o tratamento com EATg e o antioxidante de referéncia Acido galico
(AG). (B) Resultados expressos como porcentagem de fragmentacdo de DNA. CT:
Controle plasmideo; CTY: Controle plasmideo + UV; EATg: Plasmideo + EATg 250
ug/mL; H202: plasmideo + H202 3%; AG: Acido galico 250 ug/mL. Porcentagens
expressas como média * erro padrédo da média. Diferengas significativas entre o
controle positivo H202 e os demais tratamentos sao apresentados como *** p <0,001.

5.3 Avaliagao in vivo
5.3.1 toxicidade
Como resultado do experimento de toxicidade, demonstrado na Figura 3,

observa-se que todos os animais do grupo que ndo recebeu o extrato (0 pg/mL)
estavam viaveis e, que, no tempo de 24h, foi observada uma leve toxicidade a partir
da concentragdo de 200 upg/mL, onde 84,31% dos animais estavam viaveis. Na
concentragdo de 250 pg/mL o extrato ultrapassou a DLso, sendo observado uma
viabilidade de 27,94%, chegando a 0% de viabilidade na concentragdo de 1500 ug/mL
(Figura 3A).

Para o tempo de 48 h (Figura 3B) observa-se que o controle ndo tratado com

o extrato apresentou 100% de viabilidade, enquanto os grupos tratados com o extrato
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apresentaram uma redugéo na viabilidade em todas as concentragdes, passando a
ser uma reduc¢ao, comparada com o controle ndo tratado, a partir da concentragao de
200 pg/mL com uma viabilidade de 76,79%, chegando a eliminar toda a viabilidade na

concentracao de 1500 pg/mL.
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Figura 3. Toxicidade do EATg ao C.elegans apos (A) 24h e (B) 48h de incubacgéo.
Valores expressos como media + erro padrao da média Valor de P < 0,001.

5.3.2 Protecao contra estresse oxidativo
Ao avaliarmos o experimento de estresse oxidativo induzido por juglone em C.

elegans (Figura 4 A-B) observa-se que no tempo de 24h (Figura 4A), o controle nao
tratado com o extrato ou o estressor (primeira barra), apresentou 100% de viabilidade,
enquanto o controle tratado apenas com o juglone (segunda barra) apresentou uma

viabilidade de 62,31%. Os grupos tratados com o EATg, apresentam um aumento na
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viabilidade quando comparados ao controle tratado com juglone, embora nenhuma

das concentragdes seja estatisticamente diferente deste tratamento.

Para o tempo de 48h (Figura 4B) também se observa que o controle ndo
tratado com o estressor ou o extrato (primeira barra) apresentou 100% de viabilidade,
enquanto o controle tratado apenas com o juglone reduziu a viabilidade média dos
animais para 11,79%. Quando comparados com o controle juglone, todas as
concentragdes do EATg aumentaram a viabilidade dos animais, sendo que a
concentragao de 5 uyg/ml aumentou a viabilidade em relagdo ao controle juglone em

26,39%, chegando a uma protecdo de 65,72% na concentragdo de 50 pg/mL.
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Figura 4. Estresse oxidativo em modelo experimental in vivo C. elegans tratados em
estagio L4 por 1 h com extrato aquoso de cascas de Tapirira guianensis (5 — 150
pg/mL) apds exposicao a 80 uM de Juglone (concentracao letal) por 24 h (A) e 48 h
(B). Média de um ensaio expresso como média * erro padrdo da média. Analise de
variancia foi utilizada para comparagao entre os tratamentos e o controle tratado
apenas com o estressor Juglone. *** Valor de P < 0,001.

6 Discussao

O uso de antioxidantes naturais ganhou visibilidade nos ultimos anos, devido a
sua importancia na manutengdo da homeostase, prevencgao e tratamento de doengas
(Baldivia et 1., 2018). Alguns destes compostos apresentam eficiéncia na eliminagao
das EROs que, quando em desequilibrio, causam o estresse oxidativo, e podem
acarretar varias doengas (Vellosa et al., 2021). Na literatura cientifica, alguns dos
componentes quimicos da T. guianensis ja foram descritos, entre eles, em diferentes
fragbes do extrato das folhas foram identificados os compostos fendlicos
prodelfinidinas e proantocianidinas que sao conhecidos por terem uma alta

capacidade antioxidante, e por sua capacidade na protegdo de proteinas contra
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oxidacao e degradacgao destas por EROs (Furlan et al., 2019), os quais provavelmente

estdo presentes no EATQ.

O EAT(g foi capaz de neutralizar de forma eficiente os radicais livres DPPH" e
ABTS™, mesmo sendo um extrato bruto, o EATg apresentou os resultados de ICso
similares ao acido ascorbico e BHT que sdo compostos isolados utilizados como
antioxidantes de referéncia. Esses radicais sao neutralizados pela doagao de atomos
de hidrogénio (Leite et al., 2020), esta atividade do extrato esta ligada a presenga dos
compostos fendlicos, que sido descritos como excelentes antioxidantes naturais
(Hung, 2016), desempenhando um papel de agentes redutores, que podem doar

hidrogénio impedindo o estresse oxidativo (Furlan et al., 2019).

O estresse oxidativo causado pelo desbalango das espécies reativas, pode
levar a oxidagdo das macromoléculas proteinas, DNA e lipidios (Irazabal e Torres,
2020). Em nosso organismo as proteinas desempenham um papel fundamental em
todas as vias bioquimicas de manutencdo do corpo. Quando a qualidade destas
proteinas estd comprometida, seja por processos de erro na sintese ou pela oxidagao
causada pelo estresse oxidativo, podem ocorrer diferentes doengas como por
exemplo as doengas neurodegenerativas (Hohn, Tramutola e Cascella, 2020). Neste
sentido, observa-se que o EAT(g foi capaz de, in vitro, reduzir a fragmentacéo induzida

ao BSA, desde a menor concentracao avaliada.

Quanto aos danos oxidativos causados ao DNA, alteragdes fisicas e/ou
quimicas ocorridas no DNA que impecam a interpretacdo e transferéncia de
informagao genética (Srinivas et al., 2018), estes podem ter algumas consequéncias
como a ocorréncia de cancer (Kryston et al., 2011) e, também, o aumento do risco de
varias doengas associadas com o envelhecimento como diabetes, falha cardiaca e
doencgas neurodegenerativas (Juan et al., 2021). Por estes motivos, é essencial que
estes danos sejam minimizados. O EATg foi capaz de in vitro, impedir a fragmentacéao
de DNA plasmidial exposto ao estresse oxidativo causado pela associagdo da
exposigao ao H202 e UV, tendo em algumas concentragdes, uma atividade superior

ao acido galico, que foi utilizado como um composto de referéncia.

Uma ferramenta biotecnoldgica amplamente utilizada para a avaliagdo da agao
de produto naturais, € o organismo C. elegans, sua utilizagao diminui o numero de

outras espécies de animais utilizadas para estudos farmacolégicos. Sendo assim este
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nematoide € um excelente modelo experimental in vivo, para comprovar os resultados
obtidos in vitro, sendo utilizado em analises farmacoldgicas de produtos naturais por
se tratar de um organismo completo (Hunt, 2016). O EATg apresentou toxicidade nas
concentracdes mais elevadas, no entanto, nas concentragdes mais baixas ndo houve
redugdo na viabilidade dos animais. Vale ressaltar que, nos experimentos seguintes
ao de toxicidade, as concentragcdes escolhidas foram dentro da faixa de

concentragdes ndo toxicas para o organismo C. elegans.

ApOs constatagdo de que em concentragbes baixas o EATg nao é toxico,
verificou-se se ele apresenta capacidade de proteger um organismo completo do
estresse oxidativo causado por um estressor ambiental o juglone. O organismo C.
elegans apresenta homologia com humanos, por isto € um organismo muito util para
estudos farmacolégicos, uma vez que os resultados podem ser associados com
estipes de doencas humanas (Naf} e Efferth, 2021). Estes vermes sao sensiveis ao
estresse oxidativo causado por compostos indutores de estrese oxidativo pelo
aumento da quantidade de EROs, como o paraquat e o juglone (Senchuk, Dues e
Raamsdonk, 2017). Foi observado que o EATg apresenta uma capacidade de
proteger os animais do estresse causado pelo juglone, um composto produzido por
plantas da familia Juglandaceae como metabdlito secundario (Leite et al., 2020), que
converte oxigénio em anion radical superoxido (O2") no ciclo redox intracelular (Wang
e Wink, 2016).

A protecdo que o EATg conferiu aos nematoides possivelmente estd associada
a uma melhor qualidade de vida nos animais. Leite e colaboradores (2020) relatam
que extrato da polpa de Dipterix alata (Baru) aumenta a expectativa de vida de C.
elegans, e associam esta atividade a presenca dos compostos do metabolismo
secundarios identificados neste extrato, dentre eles os compostos fendlicos.
Considerando a presenga de compostos fendlicos no EATg, em concentragdes baixas
€ possivel que a prote¢ao ao estresse oxidativo induzido pelo juglone também esteja

ligada ao aumento da expectativa de vida destes animais.

7 Conclusao

Os resultados descritos neste trabalho demonstraram que o extrato aquoso da

casca do caule de T. guianensis possui compostos bioativos que apresentam uma
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relevante atividade antioxidante in vitro nos ensaios de captura direta de radical livre,
e também foi capaz de proteger proteinas e DNA do dano oxidativo induzido. EATg
apresentou também efeito in vivo, em nematoides C. elegans, com baixa toxicidade e
protecao contra o estresse oxidativo induzido porjuglone. Assim, o EATg demonstrou
potencial para ser explorado em novos estudos, principalmente relacionados ao
desenvolvimento de novos produtos biotecnoldgicos ou farmacoldgicos, em condigdes

que envolvam o estresse oxidativo ou ainda, o cancer.
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