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RESUMO
Caracterizacdo de compostos fendlicos do extrato da casca de Schinus
lentiscifolius (Anacardiaceae) e seu efeito sobre a resposta celu  lar ao estresse
em linfécitos
As cascas da planta Schinus lentiscifolius March (aroeira-cinzenta) tém sido usadas
na medicina popular no tratamento artritico e de dores nos pés, no entanto, poucos
sdo os estudos relativos ao seu potencial biologico. A presenca de compostos
fendlicos em vegetais é responsavel pela sua atividade antioxidante. Neste trabalho
buscamos caracterizar e identificar os principais compostos fendlicos presentes em
extratos da casca de S. lentiscifolius e avaliar seu efeito sobre o estresse oxidativo,
viabilidade celular e resposta celular ao estresse em linfécitos. Foi detectada a
presenca de flavonoides (Cromatografia em Camada Delgada) e identificados os
flavonoides quercetina no extrato metandlico (SL-MEOH) e quercetina e canferol no
extrato acetato de etila (SL-ACOET) (HPLC-DAD-ESI-MS/MS). O extrato SL-ACOET
conteve maior teor de compostos fendlicos (12,32 mgEAG/g) do que o extrato SL-
MEOH (7,53 + 0,22 mgEAG/g) e maior atividade antioxidante in vitro avaliada pelo
método de sequestro de radical livre DPPH mensurada pelos valores de
concentracdo necessaria para inibir 50% dos radicais (DPPH, CEso = 16,70 £ 0,480
ug.mL?). O extrato SL-ACOET foi avaliado quanto aos efeitos sobre a resposta
celular ao estresse, a lipoperoxidacdo e viabilidade de linfocitos obtidos de
linfonodos mesentéricos de ratos Wistar fémeos (n= 22). SL-ACOET na
concentracdo de 32 pg.mL? foi capaz de reduzir os niveis de lipoperoxidacédo
(TBARS) induzida por H202 (200 mM) em linfocitos (P<0,05), enquanto a
concentracdo de 16 pg.mL* melhorou a viabilidade celular (Trypan blue). O extrato
SL-ACOET diminuiu a resposta celular ao estresse nos linfocitos desafiados por
choque térmico (2 h, 41°C), avaliada pelos niveis intracelulares de proteinas de
choque térmico de 70 kDa - HSP70, (IHSP70 por western blot) e pela quantidade
exportada para o meio de cultura (eHSP70 por kit de ELISA) (P<0,05). Este estudo
indica que compostos fendlicos contidos na casca de S. lentiscifolius possuem
atividade antioxidante e efeito inibitorio sobre a resposta celular ao estresse, o que
justifica a exploracdo de suas acdes bioloégicas na prevencdo de doencas
relacionadas ao estresse oxidativo e como coadjuvante na terapia antitumoral.
Palavras-chave: estresse oxidativo, S. lentiscifolius, flavonoides, lipoperoxidacéao,
HSP70.



ABSTRACT

Characterization of phenolic compounds of Schinus lentiscifolius bark extract
(Anacardiaceae) and its effect on the cellular resp  onse to lymphocyte stress

The bark of the Schinus lentiscifolius March plant has been used in folk medicine for
the treatment of arthritic and foot pain. Although used by the population, there are
few studies about its biological potential. The presence of phenolic compounds in
plants is responsible for their antioxidant activity. We characterized and identified the
main phenolic compounds presented in extracts of the S. lentiscifolius bark. Also, we
evaluated the effects on oxidative stress, cell viability and cellular stress response in
lymphocytes. Flavonoids were detected (thin layer chromatography) and identified
(HPLC-DAD-ESI-MS / MS) in the extracts: quercetin in the SL-MEOH and quercetin
and canferol in SL-ACOET. SL-ACOET showed higher content of phenolic
compounds (12.32 mgEAG / g) than the SL-MEOH extract (7.53 £ 0.22 mgEAG / g).
SL-ACOET showed higher antioxidant activity in vitro analyzed by concentration
required to inhibit 50% of the radicals in free radical sequestration method (DPPH,
EC50 = 16.70 + 0.480 pyg.mL1). The extract with the best performance in the DPPH
method was used to test in lymphocytes obtained from mesenteric lymph nodes of
female Wistar rats (n = 22). SL-ACOET at the concentration of 32 ug.mL* was able
to reduce lipid peroxidation (TBARS method) induced in lymphocytes by H202 (200
mM) (P < 0.05), while the concentration of 16 yg.mL™* improved cell viability (trypan
blue method). The SL-ACOET extract decreased the cellular stress response in
lymphocytes challenged by 2h 41°C heat shock (evaluated by reduced expression of
IHSP70 by western blot method and reduced amounts of eHSP70 released to culture
media by ELISA kit) (P < 0.05). This study provides new informationon the
antioxidant potential and ability of phenolic compounds contained in S. lentiscifolius
bark in inhibiting the cellular response to stress, which justifies the exploration of their
biological actions in the prevention of diseases related to oxidative stress and as a
coadjuvant in antitumor therapy.

Keywords: oxidative stress, S. lentiscifolius, flavonoids, lipid peroxidation, HSP70.
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1 INTRODUCAO

Desde os primoérdios da humanidade as plantas medicinais vém sendo
amplamente utilizadas na prevencao e no tratamento de doencas. Com o passar dos
anos, o conhecimento popular acerca dos efeitos benéficos das plantas implica em
estabelecer relacdo entre os saberes populares e a pesquisa cientifica, na
perspectiva de responder questdes relacionadas ao seu uso correto, garantia de
qualidade, seguranca e a eficacia dos tratamentos (FIRMO et al., 2011).

O reino vegetal tem se mostrado uma fonte valiosa de principios ativos e a
biodiversidade da flora brasileira é uma alternativa incontestavel de recursos para a
obtencdo de novos potenciais/ativos quimicos, e por isso requer estudos com
relacdo ao potencial farmacologico das espécies que a compde (GEHRKE, 2012).
Diante do exposto, a caracterizacdo dos constituintes quimicos presentes nas
plantas é parte essencial na busca por novas moléculas, alvos terapéuticos para
saude e o bem estar da humanidade.

Os produtos provenientes do metabolismo secundario de plantas ainda séo
0s principais componentes de antineoplasicos, antimicrobianos, e de medicamentos
utiizados no combate a doencas negligenciaveis como a maléria e doencgas
cardiovasculares (GEHRKE, 2012). Neste contexto, evidenciam-se trés grandes
grupos de metabdlitos: alcaldides, terpendides e os compostos fendlicos, esses
altimos amplamente estudados devido as propriedades antioxidantes (FARKAS;
JAKUS; HEBERGER, 2004; BUBOLS et al., 2013; ALRAWAIQ; ABDULLAH, 2014).

Antioxidantes presentes nas plantas sdo de grande interesse na
farmacologia devido a capacidade de proteger o organismo contra os danos
provocados pelo estresse oxidativo (EO). O EO resulta de um desequilibrio entre
compostos oxidantes e antioxidantes, que ocorre em funcédo do acumulo de espécies
reativas de oxigénio (ERO) ou de nitrogénio (ERN) e pode danificar biomoléculas
como lipidios, proteinas e o DNA. A concentracdo de ERO no ambiente celular pode
ser controlado pelas enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT),
glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GR), ou podem ser combatidos
com antioxidantes ndao enzimaticos, que podem ter origem enddégena ou dietética
(BARBOSA et al., 2010).

Além dos sistemas de defesa enzimatico e ndo enzimatico, 0 organismo
responde ao EO desencadeando a resposta celular ao estresse, a partir da

expressdo de Heat Shock Proteins (HSP) ou proteinas de choque térmico, na
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tentativa de evitar a perda de fungbes do nivel molecular ao sistémico.
Consequentemente, a ocorréncia de doencas cronicas nado transmissiveis
(aterosclerose, doencas cardiovasculares, transtornos neurodegenerativos e cancer)
estdo relacionadas ao insucesso das defesas celulares em manter a homeostase.
Nesse sentido, compostos antioxidantes, como 0s presentes em extratos de plantas
(em especial as substancias fendlicas), desempenham um papel fundamental na
prevencdo dessas doencas, pois além de protegerem biomoléculas (proteinas,
lipideos, DNA) através do sequestro de radicais livres e aumento de atividade de
enzimas como a SOD e a CAT (SIMOES et al., 2017) tém sido mencionados como
moduladores (indutores/inibidores) da expressdo de HSP (proteinas de choque
térmico) (RAUTER et al., 2012; PUTICS et al., 2008; ASEA et al., 2015; MITJAVILA;
MORENO, 2012). Diante destas evidéncias, parece claro que compostos
antioxidantes provenientes de plantas podem ser uma alternativa para atenuar os
efeitos provocados pelo estresse oxidativo no sistema celular.

No contexto regional, a regido Noroeste do estado do Rio Grande do Sul
(RS), que possui uma flora reduzida em funcéo de ser uma regido eminentemente
agricola, ainda apresenta um consideravel nimero de espécies vegetais que néo
foram avaliadas quanto ao seu potencial quimico-biolégico (GEHRKE et al., 2012). A
espécie Schinus lentiscifolius, popular aroeira-cinzenta, pertence a familia
Anacardiaceae, € muito comum no RS, possui inUmeras aplicagbes na medicina
popular, porém tem sido pouco estudada quanto ao seu potencial medicinal e
conteudo de metabdlitos secundarios (LORENZI, 2002; ROSSINI et al., 1996;
SCHENKEL et al., 2002; MONTANHA et al.,, 2004; PAWLOWSKI et al., 2009;
VASCONCELOS; PAWLOWSKI; SOARES, 2010; GEHRKE, 2012; GEHRKE et al.,
2013; PAWLOWSKI et al., 2013).

Conforme Lorenzi (2002) a planta € utilizada na medicina popular sendo que
a infusdo de suas folhas é utilizada para limpeza de ferimentos, enquanto que a
decoccéo da casca da arvore produz uma esséncia balsamica, que é utilizada para
tratamento artritico e dores nos pés. O latex é usado para dores musculares e dores
de tenddes, deslocacdes, fraturas e irritagcdo da pele. A resina é recomendada para
o tratamento de bronquites crbnicas e a parte aérea € utilizada para tratamento
antipirético (LORENZI, 2002).

Nessa perspectiva, a utilizagcdo popular de S. lentiscifolius somada

a escassez de estudos na literatura que demonstrem o seu perfil quimico e seus
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efeitos biolégicos motivaram a realizacdo deste estudo. A pesquisa parte de
resultados obtidos com extratos das folhas da espécie, nos quais foram identificadas
substancias fendlicas (GERHKE et al., 2013), logo, presume-se que estas possam
estar presentes também em extratos da casca e possam ser responsaveis por
alterar respostas celulares ao estresse. Para responder a essa hipotese, procuramos
desenvolver um estudo que envolve desde a caracterizacdo dos principais
compostos fendlicos presentes nos extratos da casca da espécie S. lentiscifolius e a

avaliacdo dos seus efeitos sobre a resposta celular ao estresse em linfocitos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1  Espécies reativas (ER), EO e suas implicacdes
2.1.1 ERO e ERN

Um radical livre (RL) € uma estrutura quimica que possui um elétron
desemparelhado na dltima camada, ou seja, apresentam um nuamero impar de
elétrons em sua ultima camada eletrénica. Esse elétron ndo pareado, na maioria das
vezes, confere um alto grau de reatividade aos radicais livres (FERREIRA;
MATSUBARA, 1997). Entretanto, existem outras espécies que, embora nao
possuam elétrons desemparelhados, sdo muito reativas em decorréncia de sua
instabilidade, sendo, portanto, designadas de maneira mais ampla como ERO ou
ERN que podem ser gerados tanto de forma endégena quanto exdgena (RIBEIRO et
al., 2005). Dentre as principais espécies derivadas do oxigénio podemos citar entre
as espécies radicalares, o anion superoéxido (Oz *) e o radical hidroxila (OHe) e entre
as espécies nédo radicalares, o perdxido de hidrogénio (H202). De maneira anéloga,
as espeécies radicalares derivadas do nitrogénio podem ser representadas pelo 6xido
nitrico (NOe) enquanto que as nao radicalares pelo anion peroxinitrito (ONOO"). ERO
e ERN quando em excesso estdo associadas a lesbes celulares como a
lipoperoxidacdo (LPO), a oxidacdo de proteinas, a inativacdo enzimatica, ativagédo
excessiva de genes pro-inflamatérios e danos ao DNA. Os danos causados pelas
ERO estdo associados ao aumento do risco de neoplasias, doencas
neurodegenerativas, diabetes mellitus, aterosclerose e isquemias (FERRARI,
FRANCA; HONORIO-FRANCA, 2009; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015;
SALVADOR; HENRIQUES, 2004).

Os mecanismos envolvidos na geracdo ERO podem ocorrer por fatores
exdgenos (poluentes atmosféricos, radiacdo, toxinas e/ou microorganismos
patogénicos) ou de forma enddgena nas membranas celulares, no citoplasma, e
principalmente nas mitocéndrias por meio da cadeia transportadora de elétrons
(PENDYALA; BIJU; KUMARI, 2008; BARBOSA et al.,, 2010; SILVA; FERRARI,
2011). O O2¢ é 0 mais comumente gerado, a partir de elétrons que escapam da
cadeia transportadora das mitocondrias e reduzem o oxigénio (O2) presente nas
células (MARTELLI; NUNES, 2014).

Na cadeia de transporte de elétrons mitocondrial, o0 Oz precisa receber
quatro elétrons para que se reduza a agua. Essa reducdo pode ocorrer de modo

incompleto, quando ha entdo a formacdo de O2¢, H202 e OHe, intermediérios
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parcialmente reduzidos do oxigénio molecular (Figura 1) (HALLIWELL,
GUTTERIDGE, 2015).

Figura 1 - Geracao de espécies reativas de oxigénio a partir da
reducdo do oxigénio
e- e- — e-

. C

2 5 HO® — > H,0

ZHJ ( _ H*j

OH

Fonte: SALVADOR; HENRIQUES (2004).

O principal problema € que o H202 atravessa facilmente as membranas
celulares e ao reagir com ions cobre ou ferro origina o radical OHe que é uma ERO.
O radical OHe reage com outras moléculas tornando-as também radicalares, no
momento em que doam ou recebem elétrons, fato que desencadeia processos de
oxidacdo da bicamada lipidica da membrana celular, do DNA e de proteinas. Em
condicbes normais, a concentracdo dessas especies dentro das células é
extremamente baixa pelo fato de existirem enzimas antioxidantes que as removem,
ou impedem sua formagéo (ROVER JUNIOR; HOEHR; VELLASCO, 2001).

2.1.2 EO e danos celulares

A producao de ERO e ERN € observada em diversas condicdes fisioldgicas
e € imprescindivel & manutencdo da homeostase. Como essas ER séo produzidas
continuamente, 0 organismo conta com um eficiente sistema antioxidante para evitar
o acumulo, de forma a controlar e restabelecer o equilibrio. Quando ha um
desequilibrio entre espécies antioxidantes e pré-oxidantes com predominio dessas
Gltimas temos um quadro caracteristico de EO (VASCONCELOS et al., 2007). Um
dos principais mecanismos de lesdo gerado pelo EO é a LPO que ocorre na
membrana celular, além de danos oxidativos ao DNA e a proteinas (grupos
carbonilas e sulfidrilas) (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015).
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2.1.2.1 LPO

A LPO nos tecidos caracteriza-se por uma cadeia de eventos bioquimicos
envolvendo radicais livres e acidos graxos poliinsaturados (AGPI) a qual pode ser
dividida em trés etapas: (i) iniciacdo, (i) propagacao e (iii) terminacdo, onde L
representa o lipidio (Figura 2) (PAOLINELLI; REEN; MORAES-SANTOS, 2006;
GARDES-ALBERT; JORE; FERRADINI; 1991).

Figura 2 — Etapas da lipoperoxidacéo

LH + OH (ouLO’) ——> L'+ H,O (ouLOH) Iniciac3o

L* + O, — > L0O° Propagacéo
LH  + Lg)O' —> L* + LOOH Propagacdo
LOO + L —> LOOL Terminacao
LOO® + LOO —> LOOL + O, Terminagso

A reacdo se inicia com o sequestro do hidrogénio do acido graxo poli-insaturado (LH) da
membrana celular que pode ser realizado pelo OH- ou pelo LO: (radical alcoxila), com
consequente formagdo do L (radical lipidico). Na primeira equagédo de propagacgéo, o L
reage com o Oz, resultando em LOO: (radical peroxila), que, por sua vez, seqlestra novo
hidrogénio do &cido graxo poli-insaturado, formando novamente o L' na segunda equacgéo
de propagacdo. Na fase de terminacdo ocorre os radicais (L- e LOO") produzidos nas
etapas anteriores propagam-se até se autodestruirem.

Fonte: Gardes-Albert; Jore; Ferradini (1991).

A LPO causa alteracdes estruturais nas bicamadas lipidicas, provocando
menor seletividade no transporte idnico e na sinalizagdo transmembrana, o que
prejudica o transporte celular colocando em risco a integridade de organelas e da
préopria célula (DELL’ANNA et al., 2007; KUHN; BORCHERT, 2002). O dano as
membranas celulares é habitualmente monitorada pelos niveis de malondialdeido
(MDA) (LUZ et al., 2011) que é um produto secundario da LPO, derivado da ruptura
de endociclizacdo de acidos gordos poli-insaturados, tais como acido linoléico,
araquidénico e docosahexaendico (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007; LIMA;
ABDALLA, 2001).

2.2  Sistemas de defesa antioxidante

O sistema antioxidante € um conjunto heterogéneo de substancias que
abrange vitaminas, minerais, pigmentos naturais e outros compostos vegetais e,
ainda, enzimas, que blogueiam o efeito danoso de radicais livres e ER formadas nas

reacoes metabdlicas ou por fatores exdégenos ao organismo. A producéo de agentes
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pro-oxidantes por processos fisiologicos ou ndo, € normalmente equilibrada pela
acdo dos antioxidantes enddgenos e exdgenos (OU et al.,, 2002) que podem ser
enzimaticos ou nao enzimaticos (SALVADOR; HENRIQUES, 2004).

O sistema de defesa antioxidante enzimatico é representado, principalmente,
pelas enzimas SOD, CAT e GPx (BARBOSA et al.,, 2010). A regulacdo desse
sistema depende essencialmente de seu substrato (radicais livres e ERO ou ERN),
da producédo de co-substratos e da afinidade, seletividade e especificidade por esse
substrato (SIES, 1993). As enzimas antioxidantes atuam de modo a prevenir,
impedir e/ou controlar a formacao de radicais livres e espécies reativas envolvidas
com danos oxidativos.

A SOD age através de dismutacdo do radical Oz~ a H202. Esse H20:2
produzido pode ser entdo degradado por outras enzimas, como a CAT ou GPx. O
H20:2 apesar de ndo ser um RL é igualmente reativo e pode causar danos potenciais
através das reacdes de Fenton e Haber-Weiss, levando a geracao do radical OHe,
contra o qual ndo existe defesa enzimatica. A GPx reduz o H202 a agua a partir da
conversdo de glutationa reduzida (GSH) em glutationa oxidada (GSSG). Como a
GSSG é capaz de promover agdo oxidante em fungéo da ligacéo dissulfeto existente
em sua estrutura é importante a atuacdo da (GR) que ira recuperar a GSH de modo
a manter o equilibrio adequado entre os sistemas de defesa enzimaticos (BORELLA;
VARELA, 2004; VASCONCELOS et al., 2007; BARBOSA et al., 2010).

O sistema de defesa nao-enzimatico inclui, especialmente, os compostos
antioxidantes de origem dietética, entre os quais podemos destacar vitaminas,
minerais e compostos fendlicos (BARBOSA et al., 2010), como por exemplo: acido
ascorbico (vitamina C), a-tocoferol (vitamina E), B-caroteno (precursor de vitamina A)
e flavonoides (SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004). Dessa forma, uma dieta rica em
vegetais e frutos esta reconhecidamente ligada a protecdo de muitas doencas

cronicas.

2.3 Resposta celular ao estresse mediada por HSP

Para que um organismo sobreviva é necessario que seja capaz de
responder as diversas formas de estresse fisiolégico e ambiental, de acordo com o
prejuizo ocasionado (GUISBERG; MORIMOTO, 2013), para tanto a expressao de
HSP apresenta-se como uma das formas de resposta ao estresse celular. Apesar de

serem denominadas “proteinas de choque térmico”, as HSP ndo sdo apenas
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produzidas em resposta ao estresse térmico, mas também consideradas um
mecanismo geral de protecdo contra o estresse. Nessa condi¢cdo essas proteinas
sdo induzidas e atuam em resposta a inumeros fatores como temperaturas
elevadas, formacao de radicais livres e em inUmeras condi¢cdes patologicas entre
elas infecgOes e inflamag¢des (MALYSHEV, 2013).

Essa classe de proteinas é expressa em condi¢cdes de estresse via Heat
Shock Factor-1 (HSF-1) ou fator de choque térmico. Na célula normal e n&o-
estressada 0 HSF-1 se apresenta como um mondmero inativo e em resposta ao
estresse metabdlico, rapidamente sofre trimerizacdo tornando possivel sua ligacao
imediata a uma sequéncia de nucleotideos, chamada de Heat Shock Element (HSE)
ou elemento do choque térmico, localizada dentro da regidao promotora dos genes
que codificam as HSP. Essa ligacéo resulta em alto nivel de transcricdo dos genes
de choque térmico (POWERS; WORKMAN, 2007).

Por outro lado, existem classes de HSP que s&o expressas
constitutivamente, as Constitutive Heat Shock proteins (HSC), em individuos nao
submetidos a condicdes de estresse e que sdo de forma idéntica as induziveis. Por
exemplo, a HSC70 constitutiva (HSP73, HSPA8, HSP70-8) é expressa em niveis
superiores em condi¢des fisioldgicas enquanto que a sintese da HSP70 induzivel
(HSP72, HSPA1A, HSP70-1) é muito maior e se acumula em diferentes
compartimentos celulares apds o estresse (MULTHOF et al., 2015). Em condi¢des
fisiolégicas as HSP atuam como chaperonas (acompanhantes) moleculares a fim de
estabilizar ou auxiliar processos fisioldgicos de sintese, dobramento, transporte e
controle de atividade de proteinas reguladoras (NEUER et al., 2000).

As HSP séao classificadas em diferentes familias, de acordo com o seu peso
molecular (kilodaltons) e as que mais se destacam séao as de 90, 70, 117, 40 e 27
kilodaltons (HSP90, HSP70, HSP117, HSP40 e HSP27, respectivamente). Seis dos
oito membros da familia HSP70 residem predominantemente no citoplasma e tem a
funcdo de manter a homeostase protéica através do dobramento, redobramento e
montagem de polipeptideos nascentes, prevencdo da agregacdo de proteinas, e
auxilio ao transporte de outras proteinas através das membranas (HARTL, 1996). As
proteinas da familia HSP70 se apresentam mais conservadas e em maior
concentracdo nos seres eucariontes (HU; MAYER; TOMITA, 2006; NEUER et al.,
2000) e possuem um importante papel anti-inflamatério através de seu efeito inibidor
sobre o fator nuclear kappa-B (NF-kB) e antiapoptético (RICHTER-LANDSBERG,
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2007). Considerando que a inflamacéo e os danos teciduais induzidos por agentes
estressores estdo envolvidos em varias doengas e que o aumento do contetdo de
HSP intracelular surge como uma forma de protecdo, indutores de HSP tém
recebido muita atencdo devido ao seu potencial terapéutico (WESTERHEIDE;
MORIMOTO, 2005).

Por outro lado, sabe-se que as células tumorais tendem a expressar mais
HSP que as células normais e de fato parecem ser mais dependentes desta
proteina, logo, a sua inibicdo acaba impedindo a proliferacdo, induzindo apoptose e
impedindo a progressao de tumores (CALDERWOOD; GONG, 2012). Nesse sentido,
o estudo de agentes inibidores de HSP também tem sido também alvo da
terapéutica para tumores (ASEA et al., 2015).

Atualmente, muito tem se discutido sobre o papel das HSP70 como
importantes moduladoras da resposta imune e o seu envolvimento em doengas
cronicas (POCKLEY, 2002; MUSIAL; ZWOLINSKA, 2011; BERNARDO et al., 2016).
Se por um lado HSP70 intracelular (iIHSP70) possui funcdo anti-inflamatéria e
antiapoptotica (RICHTER-LANDSBERG, 2007), por outro a presenca desta proteina
no ambiente extracelular (eHSP70) tem sido correlacionada a processos
inflamatorios. Pacientes com trauma e no periodo imediatamente apds operacao
bypass de artéria coronaria possuem niveis circulantes elevados de HSP70.
Mondcitos imunoestimulados parecem ser capazes de secretar ativamente HSP70.
Quando no ambiente extracelular, a HSP70 € capaz de ativar células imunes inatas
através de um mecanismo dependente de Toll-like receptors (TLR) tipo 4 o que pode
servir como sinal de dano enddégeno e desencadear a ativagdo da resposta
inflamatoria apos uma leséo tecidual (TOWNSEND et al., 2014). No entanto, Ziegler
et al. (2005) demonstraram que pacientes suplementados com glutamina via
nutricdo parenteral tiveram niveis de HSP70 circulantes aumentados em 3,7 vezes o
que foi correlacionado a diminuicdo do tempo de tratamento hospitalar intensivo.
Estes dados sugerem que uma elevacao de eHSP70 pode representar uma tentativa
de resposta imunologica diante de situacdes que desafiam o organismo, como
doencas ou desordens fisiologicas (HECK et al, 2017).

Dentre as isoformas de HSP70, a HSP72 aparentemente € a maior
representante das eHSP, embora outras formas possam também estar presentes na
circulacdo. Existem dois mecanismos para explicar a presenca de eHSP70: um

mecanismo de secrecdo celular onde sao liberadas de forma livre ou ligada a
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particulas de membrana por processo de exocitose e outro através da lise e morte
celular, quando as membranas sao rompidas podendo HSP ser liberada
passivamente para fora das células (MAIO, 2011; CALDERWOOD; GONG;
MURSHID, 2016).

Uma vez presente na circulagdo, as HSP podem atuar como antigenos
dominantes nas respostas imunoldgicas, pois interagem com receptores TLR-2 e
TLR-4 presentes nas membranas de células apresentadoras de antigeno os quais
também séo ativados a partir da ligacdo com a proteina de superficie celular (CD4)
de lipopolissacarideos presentes nas membranas bacterianas. Essa interacdo com
receptores TLR é capaz de ativar NF-kB e estimular a producdo de citocinas pro-
inflamatorias como TNF-a (fator de necrose tumoral-alfa), IL-1p (interleucina-1-beta)
e IL-6 (interleucina 6) (CALDERWOOD; MAMBULA; GRAY-JR, 2007). Desta forma,
sabendo que a presenca de HSP70 no ambiente extracelular pode levar a um
quadro pro-inflamatorio torna-se importante investigar a relagdo entre iHSP70 e
eHSP70, que revela um estado imunoinflamatorio (HECK; SCHOLER; HOMEM DE
BITTENCOURT, 2011; KRAUSE et al., 2015; GOETTEMS-FIORIN et al., 2016), se
as plantas medicinais sdo capazes de promover alteragcdes na resposta celular ao
estresse.

2.4  Plantas medicinais como alternativa terapéutica

Com o passar dos anos, estudos sobre a utilizacdo de espécies vegetais
demonstram-se importantes para a validagédo das informagdes acerca do uso correto
das plantas pela populacdo (indicacao e formas de preparo), no sentido de garantir
seguranca em relacdo aos efeitos toxicos, interacdes e contra-indicacdes (FIRMO et
al., 2011). Como o uso de produtos naturais tem se mostrado mais seguro do que 0s
medicamentos sintéticos, esses tém sido amplamente utilizados na prevencéo e no
tratamento de doengas. Algumas espécies sdo fontes naturais de substéncias
antioxidantes e, portanto sdo de grande interesse na area da farmacologia por
atuarem na protecdo do organismo contra os danos e doencas cronicas
relacionadas ao EO (FAROOQI et al., 2015; MOHAN; NANDHAKUMAR, 2014).

A validacdo das informacgfes quanto a presenca de constituintes quimicos
presentes em espécie vegetais de uso terapéutico requer o uso de técnicas

analiticas aprimoradas e de diferentes abordagens. Dentre as técnicas utilizadas
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para caracterizagdo de extratos de plantas medicinais destacam-se as técnicas
hifenadas (combinadas) (PATEL et al., 2010).

Compostos fendlicos e polifendlicos naturais, por exemplo, incluem uma
grande variedade de substancias que muitas vezes sdo encontrados como misturas
complexas de multicomponentes. Por esta razdo, a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) est4 entre os métodos analiticos mais comuns utilizados para a
sua separacao e colunas C18 de fase reversa sdo comumente utilizadas devido a
sua elevada polaridade e solubilidade nos eluentes mais comuns (MOTILVA;
SERRA; MACIA, 2013; ABU-REIDAH et al., 2013).

A cromatografia liquida (HPLC) pode ser acoplada a diferentes detectores
espectrofotométricos ultravioleta, dentre os quais o DAD que permitem obter um
espectro de absorcdo a cada segundo, gerando informacdes que possibilitam a
confirmacgédo dos compostos (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002). Assim, dados
espectrais para cada pico cromatografico podem ser coletados e armazenados a
medida que os compostos eluem da coluna, fornecendo informacgdes adicionais para
confirmar a identidade do pico (LANCAS, 2003). J& 0os espectrométricos como a
espectrometria de massa (MS) sdo capazes de indicar a férmula molecular exata da
substancia sem a necessidade de grandes quantidades de amostra, pois a técnica
pode trabalhar com quantidades a nivel traco (HARBORNE, 1998). A utilizagdo de
fontes de bombardeamento r4pido de atomos como spray de elétrons (Electrospray
lonization, ESI) possibilita o acoplamento com muitas técnicas de separagdo, como
HPLC, uma vez que as amostras devem ser introduzidas na forma de solugéo
(MARCO; POPPI; SCARMINIO, 2008).

Por essa razao, a técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia com
detector arranjo de diodos (DAD) e o detector de espectrometria de massa com base
nos tempos de retencéo, ultravioleta (UV) e espectros de massas (HPLC-DAD-ESI-
MS/MS) tem sido uma ferramenta importante para a caracterizacdo de metabdlitos

ativos presentes em extratos vegetais.

2.4.1 Metabdlitos secundarios: a origem do potencia | terapéutico das plantas
Os metabdlitos sdo compostos formados, degradados ou simplesmente

transformados através de reacdes quimicas que estdo continuamente acontecendo

nas células e que garantem a producéo de energia necessaria a vida. No caso dos

vegetais, foi adotada por convencdo a divisdo entre metabolismo primario e
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secundéario. O metabolismo priméario seria aquele responsavel pela produgcdo de
substancias (carboidratos, lipideos, proteinas, &cidos nucléicos) essenciais a
manutencdo da vida e comuns aos seres vivos. Ja aquelas substancias (alcaldides,
flavonoides, taninos...) as quais ndo sdo necessariamente essenciais para a vida do
organismo produtor, mas que garantem vantagens a sua sobrevivéncia (defesa
contra herbivoros e microorganismos, prote¢cdo contra a radiagdo UV, atracdo de
polinizadores ou animais dispersores de semente) sdo consideradas produtos do
metabolismo secundario. O metabolismo secundario possui elevada capacidade
biossintética, tanto em relacdo ao numero de substancias produzidas, quanto a sua
diversidade numa mesma espécie, frequentemente apresentando atividades
biolégicas importantes (SIMOES et al., 2010).

Segundo Leite (2008), as plantas apresentam como principais vias do
metabolismo secundario, as vias do acido chiquimico e do acetato (Figura 3). O
acido chiquimico é precursor de taninos hidrolisdveis, cumarinas, alcalbides
derivados dos aminoacidos aromaticos e fenilpropanoides (compostos que tem em
comum a presenca de um anel aromatico na sua estrutura); ao passo que oS
derivados do acetato sdo os aminoacidos alifaticos e os alcaldides derivados deles
(LEITE, 2008). Existem ainda, metabdlitos secundéarios que derivam ndo apenas de
um desses intermediarios, mas sdo resultantes da combinacdo desses dois
compostos (acetato e acido chiquimico), como é o caso das antraquinonas, dos

taninos condensados e dos flavonoides (SIMOES et al., 2010).
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Figura 3 — Rota biossintética dos metabdlitos secundarios
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Fonte: Sim&es et al. (2010).

Assim, como na bioquimica dos animais, as reacbes metabdlicas dos
vegetais ndo ocorrem de forma independente no organismo, logo a ativacdo de uma
rota certamente significa ativagdes e inativagcdes de outras, sendo que essas rotas
nao estdo presentes em todos os organismos de forma idéntica, elas sédo definidas
conforme a caracteristica de cada espécie. Por exemplo, embora praticamente todas
as espécies sejam capazes de produzir flavonoides, esses possuem diferencas
estruturais importantes que variam de acordo com o0 organismo que 0s produz
(SIMOES et al., 2010).

Os produtos provenientes do metabolismo secundario, geralmente
apresentam estrutura complexa, baixo peso molecular, atividades biol6gicas
marcantes e, diferentemente dos metabdlitos primarios, apresentam-se em baixas
concentracbes e em determinados grupos de plantas (BERG; LUBERT, 2008).
Essas substancias despertam grande interesse, ndo sO pelas atividades biolégicas
exercidas pelas plantas em resposta aos estimulos do meio ambiente, mas também
pela imensa atividade farmacoldogica que possuem sendo um campo atrativo de
investigacdo e uma questao social importante para a melhoria da qualidade de vida
humana, uma vez que sdo substancias que podem ser obtidas de plantas
alimenticias e medicinais (CHIANG et al., 2004; PEREIRA; CARDOSO, 2012).
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Os principais metabdlitos secundarios distribuem-se em trés grupos de
acordo com sua rota biossintética: terpenos, compostos nitrogenados (alcaldides) e
compostos fendlicos (TAYZ; ZEIGER, 2013). Os compostos fendlicos sédo derivados
do acido chiquimico ou acido malénico (CASTRO; KLUGE; PERES, 2005) e seréo
foco deste estudo devido a sua reconhecida capacidade antioxidante (LEOPOLDINI;
RUSSO; TOSCANO, 2011).

2.4.2 Compostos fendlicos como antioxidantes natura is

Dentre todos os metabdlitos secundarios sintetizados pelas plantas, os
compostos fendlicos sdo os mais difundidos no reino vegetal e sédo, portanto, os
mais abundantes da dieta. Suas principais fontes alimentares séo frutas e bebidas
derivadas de plantas como, suco de frutas, cha, café e vinho tinto. Legumes,
cereais, chocolate e leguminosas secas também contribuem para aumentar a
ingestéo de polifendis totais (SCALBERT; JOHNSON; SALTMARSH, 2005).

Na natureza, os compostos fenolicos abrangem aproximadamente 8000
substancias, todas possuindo como caracteristica estrutural pelo menos um anel
aromatico com um ou mais grupamentos hidroxila, incluindo seus grupos funcionais
(TORRAS-CLAVERIA et al., 2012; LEE et al., 2005). Esses compostos podem ser
classificados em fendis simples (Figura 4-A) ou polifendlicos (Figura 4-B) de acordo
com o numero de unidades fendlicas presentes na molécula. Os fendis simples
possuem apenas uma unidade fendlica enquanto que os polifendis sdo aqueles que
possuem em sua estrutura duas ou mais unidades (LEOPOLDINI; RUSSO;
TOSCANO, 2011).

Figura 4 — Estrutura de compostos fendlicos

OH

(A) (B)

(A) Fenol simples; (B) polifenol (flavonoide quercetina)
Fonte: produc¢é&o do autor.
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Os compostos fendlicos sao biossintetizados a partir da via dos
fenilpropanoides e sdo frequentemente conjugados a acucares, outros fendlicos e
poliamidas (TORRAS-CLAVERIA et al., 2012). Dentre os fendlicos, merecem
destaque os flavonoides, os &cidos fendlicos, os taninos e os tocoferéis como o0s
mais comuns antioxidantes de fonte natural (KING; YOUNG, 1999; PANDEY; RIZVI,
2009) e é devido a elevada capacidade antioxidante do grupo, que 0S compostos
fendlicos tém sido citados como protetores no combate ao estresse oxidativo
associado a diversas doencas crénicas, como aterosclerose, hipertensédo, doencas
renais e cardiovasculares e obesidade desencadeadas por um aumento excessivo
de espécies reativas (MORALES-GONZALES, 2013).

Os mecanismos antioxidantes envolvidos na protecdo contra o0 estresse
oxidativo podem ser classificados em mecanismos de acdo diretos e indiretos. Os
efeitos diretos estdo envolvidos com a inibicdo da LPO, diminuicdo da formacédo de
hidroperoxidos e estabilizacdo de compostos eletronicamente ativos (MITJAVILA;
MORENO, 2012). De forma direta, os polifenois podem inativar radicais livres a partir
da transferéncia de um atomo de hidrogénio a espécie radicalar (Figura 5-A), pela
transferéncia de um elétron ao radical livre levando a formag&o de um anion, espécie
energeticamente estavel, e um cation que é mais estavel e menos reativo que a
espécie radicalar (Figura 5-B) incluindo ainda sua atuag&do no processo de quelagdo
de metais como o Fe*? (Figura 5-C) envolvido na reagdo de Fenton. Reacgées tipo
Fenton ocasionam acumulo de radicais livres e iniciam processos de dano as
biomoléculas. Substancias quelantes de metais atuam na remocdo de metais
podendo alterar seus potenciais redox tornando-os inativos. Além disso, a utilizagédo
de quelantes naturais, como os compostos fendlicos, apresenta menores problemas
de toxicidade quando comparado a outros quelantes sintéticos (LEOPOLDINI;
RUSSO; TOSCANO, 2011).



28

Figura 5 — Mecanismos antioxidantes diretos de compostos fendélicos

A. Transferéncia de um atomo de hidrogénio.

@

\ O.
R+ H - RH + \©\
Ar Ar

B. Transferéncia de um elétron.

Fonte: Adaptado de Leopoldini; Russo; Toscano (2011).

Com relacdo a acdo antioxidante indireta, os compostos fendlicos interagem
com vias de sinalizagdo celulares que medeiam a fungédo celular sob condi¢des
normais e patolégicas. Através de mecanismos indiretos, substancias fendélicas sao
capazes de modular vias de sinalizacdo celular, bem como a expressao de genes,
atuar na regulacdo de enzimas antioxidantes endogenas e promover alteracdes na
acetilacdo de histonas nucleares (MITJAVILA; MORENO, 2012; RUSSO et al.,
2015).

As acdes antioxidantes, tanto diretas quanto indiretas, sdo responsaveis por
promover efeitos benéficos em processos cronicos relacionados a doengas
associadas com o EO (VASCONCELOS et al., 2007; SILVA; JASIULIONIS, 2014).
De maneira geral, a acdo benéfica dos compostos fendlicos na saude humana vem
sendo relacionada, principalmente, a sua acao sobre o sequestro de radicais livres e
ER de modo a diminuir a LPO, além de potencializar a atividade de enzimas como a
CAT, SOD e GPx no sentido de prevenir o desenvolvimento e progressao de
doencas metabdlicas como o diabetes (ANHE et al., 2013; CHEN et al., 2014;
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D'ANDREA, 2015), doencas cardiovasculares (HABAUZIT; MORAND, 2012) cancer
(CIMINO et al., 2012, BUSCH et al., 2015) e doengas neurodegenerativas
(BAPTISTA et al., 2014; MAGALINGAM; RADHAKRISHNAN; HALEAGRAHARA,

2015), entre outros males associados ao estresse oxidativo.

2.4.3 Substancias e extratos vegetais como modulare s da expressao de iHSP

A expressao de HSP apresenta-se como uma forma de resposta celular ao
estresse e na literatura existem estudos que relatam os efeitos da utilizacdo de
extratos de plantas ou substancias naturais isoladas de vegetais sobre as
concentracdes de HSP intracelulares (NAM et al., 2013; MAITI et al., 2014; ASEA et
al., 2015). Sabe-se que o aumento da expressdao de HSP surge em resposta a
diversas condi¢cdes patolégicas como uma forma de protecdo, e que por isso
indutores desta proteina tém recebido muita atencdo devido ao seu potencial
terapéutico (MALYSHEV, 2013). Por outro lado, células tumorais tendem a
expressar mais HSP que as células normais e estudos de agentes que promovam a
sua inibicdo também tem sido alvo da terapéutica (ASEA et al., 2015).

Conforme o estudo de Putics et al. (2008), o composto fendlico resveratrol
demonstra um importante efeito sobre a resposta celular ao estresse. Nesse estudo,
linhagem de células renais (COS-7) e linfécitos periféricos humanos foram
incubados com concentragcdes de resveratrol que variaram de 12,5 a 200uM, durante
15 h e em seguida verificou-se o efeito do tratamento sobre o0s niveis de IHSP70.
Nas culturas de células renais, o resveratrol induziu um aumento na concentragdo
de iIHSP70 de cinco vezes atingindo um valor préximo, mas menor do que 0 grupo
que recebeu tratamento térmico a 43°C, durante 20 min, 4 horas antes da analise.
Ja nos linfocitos, a inducéo de iIHSP70 parece comecar na concentracao de 40uM e
atingir um plateau a 80pM. Apesar de nenhum desses valores ter apresentado uma
significAncia estatistica, a indu¢cdo méaxima pelo resveratrol tendeu a ser mais
elevada do que o tratamento térmico a 43°C, durante 60 min, 4 horas antes da
analise, o que sugere uma inducédo da resposta celular ao estresse dependente do
tratamento com resveratrol.

A curcumina é outro composto fendlico com agdo indutora de HSP e tem
varios efeitos benéficos ja verificados in vivo em modelos de envelhecimento,
isquemia e no tratamento de doencas neurodegerativas uma vez que tem a

capacidade de atravessar a barreira hematoencefalica e atuar como uma substancia
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anti-inflamatoria, antioxidante, e como um inibidor da agregacédo de amildéide. Como
0 enovelamento incorreto de proteinas e a sua agregacao progressiva dentro e fora
das células sdo caracteristicas comuns da maior parte das doencas
neurodegenerativas, a curcumina tem sido relatada como um co-adjuvante
terapéutico importante por promover a restauracao dos niveis de HSP intracelulares
as quais protegem contra o acumulo de proteinas danificadas nas células (MAITI et
al., 2014).

O extrato etanolico de uma espécie de erva chinesa (Eupatorium
lindleyanum) constituida de O6leos volateis, flavonoides, alcaléides, cumarinas,
sesquiterpenos e ésteres foi capaz de induzir a expressao de HSP70 em células B16
(células de melanoma) (YAMASHITA et al., 2010). Pouco tempo depois, 0 mesmo
autor busca investigar qual seriam 0s constituintes responsaveis pela acéo
anteriormente descrita para a planta e identificou duas substancias chamadas de
eupalinolide A e B (sesquiterpenos), onde ambas se apresentaram capazes de
induzir a expressdo de HSP70 via ativacdo de HSF-1 e que ambas as substancias
foram capazes de suprimir a apoptose e a producdo de melanina causada pela
exposicdo das células a radiagdo UV, através da indugcdo da expressao de HSP70
(YAMASHITA et al., 2012).

Considerando que em muitos casos, o efeito das HSP e de alguns
flavonoides (ex. quercetina) é oposto (enquanto os flavonoides favorecem a
apoptose de células tumorais, as HSP promovem a sobrevivéncia), o pré-tratamento
com flavonoides pode ser capaz de melhorar a eficiéncia da terapia hipertérmica em
pacientes com cancer (HAVSTEEN, 2002).

Em 1992, Hosocawa investigava o efeito da quercetina sobre a ativagéo in
vitro de HSF por temperatura elevada. Nesse estudo células de cancer de cdlon
foram tratadas com varias concentragbes de quercetina (0,01, 0,1, 0,5 e 1,0 mM)
dissolvidos em dimetil sulfoxido (DMSQO) 2%, incubadas durante 45 min a 37 ou 43 °
C. Os resultados demonstraram que a 37°C, a ligacdo néo especifica ndo foi afetada
pela quercetina. Ja, a 43°C verificou-se uma supressdo da ativacdo de HSF pela
presenca de quercetina 0,5 mM e uma total inibicdo por quercetina 1 mM. Esses
resultados sugerem um importante efeito inibitério da quercetina sobre a expresséo
de HSP via inativacdo de HSF em células tumorais. Corroborando com esta
hipotese, Havsteen (2002) apresenta a partir de inUmeras evidéncias, o pre-

tratamento com quercetina como capaz de aumentar a sensibilidade térmica de
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tumores através da supressdo de HSP70 que ocorre pelo mecanismo de inibicdo da
ativagdo de HSF, fazendo com que as células tumorais se tornem mais suscetiveis
aos agentes auxiliares, acidos e toxinas celulares aplicadas localmente. Dessa
forma seria interessante incluir a terapia complementar com um agente inibidor de
HSP que poderia potencializar os efeitos antineoplasicos das terapias convencionais
e diminuir seus efeitos adversos (ASEA et al., 2015).

2.5 Familia botanica Anacardiaceae

A familia botanica Anacardiaceae abrange 80 géneros (entre eles o género
Schinus) e aproximadamente 600 espécies, muitas com importancia alimentar, como
manga (Mangifera indica L.), caju (Anacardium occidentale L.), seriguela (Spondias
mombin L.) e pistache Pistacia vera L.)., outras conhecidas por fornecer excelente
madeira incluindo inidmeros compostos utilizaveis na industria e na medicina.
Plantas pertencentes a essa familia apresentam flores, englobam arvores e arbustos
e sdo de ocorréncia nos paises tropicais e temperados (LORENZI, 2002; BARROSO
et al., 2002).

Uma das caracteristicas da familia Anacardiaceae é a presenca de ductos
secretores de terpenos e de goma-resina (polissacarideos), geralmente associados
ao floema (METCALFE; CHALK, 1950; ENGLER, 1896). Condutos resiniferos
conferem as espécies dessa familia um aroma peculiar, sendo conhecidas pela
denominacédo comum de “aroeira” (KATO; AKISUE, 2002). Dentre elas pode-se citar
a aroeira salsa (Schinus molle L.), a aroeira vermelha (Schinus terebinthifolius
Raddi), a aroeira do campo (Schinus lentiscifolius March) e a aroeira de espinhos
(Schinus polygamus Cav.) (ERAZO et al., 2006). Nos frutos, o sistema secretor,
bastante desenvolvido é representado por canais ou cavidades e ocupa quase todo
0 mesocarpo (CARMELLO-GUERREIRO, 1996).

Aproximadamente 25% das plantas dos géneros dessa familia sao
caracterizadas como toxicas e causadoras de dermatite de contato (JUDD et al.,
1999). Embora os compostos fendlicos e catecolicos possuam propriedades toxicas
e alergénicas, a sua presenca pode estar associada a inUmeras aplicacdes e usos
populares sendo utilizadas como cicatrizantes, estomaquicos e antidiarréicos pela
presenca de taninos e Oleo-resinas, a exemplo de caju-do-cerrado (Anacardium
humile A. St.-Hil.), arendidva (Myracrodruon urun deuva Allemdo) e pimenteiro
(Schinus molle L.) (LORENZI, 2002).
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2.5.1 Espécie Schinus lentiscifolius Marchand, 1869

No Brasil, a S. lentiscifolius (Figura 6) € conhecida popularmente como
“aroeira-cinzenta” e € utilizada na medicina popular sul-americana em diferentes
preparacdes/formulacdes. A infusdo (preparacdo indicada para partes de drogas
vegetais de consisténcia menos rigida tais como folhas, flores, inflorescéncias e
frutos, ou com substancias ativas volateis, que consiste em verter agua fervente
sobre a droga vegetal e, em seguida, tampar ou abafar o recipiente por um periodo
de tempo determinado) (BRASIL, 2014) de suas folhas € utilizada para limpeza de
ferimentos, enquanto que a decocg¢ao (preparacao indicada para partes de drogas
vegetais com consisténcia rigida, tais como cascas, raizes, rizomas, caules,
sementes e folhas coriaceas, que consiste na ebulicdo da droga vegetal em agua
potavel por tempo determinado) (BRASIL, 2014) da casca da arvore produz uma
esséncia balsdmica, que é utilizada para tratamento artritico e dores nos pés. O
latex (fluido branco de aspecto leitoso, que representa o conteudo citoplasmatico de
um sistema de células especializadas, conhecidas como laticiferos, consiste em
minuUsculas goticulas de matéria organica em suspensdo ou dispersa em meio
aquoso) (CUTTER, 2002; RODRIGUES, KRISPIM, 2014) é usado para dores
musculares e dores de tenddes, deslocacdes, fraturas e irritacdo da pele. A resina
(mistura complexa de compostos organicos chamados terpenos, insollivel em agua,
mas soluvel em alguns solventes organicos) € recomendada em bronquites crénicas.

A parte aérea é utilizada para tratamento antipirético (LORENZI, 2002).
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Figura 6 — S. lentiscifolius

Arvore (A), casca (B), folhas (C), frutos (D).
Fonte: producéo do autor.

Testes com extratos cloroformicos ou diclorometanicos da espécie
mostraram resultados positivos para a presenca de peroxidos (SCHENKEL et al.,
2002). Conforme a literatura, os peréxidos se destacam, principalmente, por sua
atividade antimalarica (TARANTO et al.,, 2006; GUERREIRO, 2010; CHARNECA,
2011).

Diferentes fragbes obtidas de extratos aquosos da folha de S. lentiscifolius
foram analisados quanto a composi¢cdo quimica e atividade antimicrobiana. Em
todas as fragOes foram identificadas substancias como mono e sesquiterpenos, 0
composto fendlico acido gélico e flavonoides como a quercetina e a rutina. Do
extrato bruto acetato de etila da folha foi isolado o triterpeno acido morénico. A
fracdo hexanica apresentou excelente atividade antifingica, enquanto que a fracéo
acetato de etila se mostrou mais efetiva frente a bactérias (GEHRKE et al., 2013).

Rossini et al. (1996), em estudo referente a composicdo quimica do 6leo das
folhas de S. lentiscifolius, identificaram 16 compostos, havendo predominancia de
sesquiterpenos hidrocarbonados onde, dentre esses, 0s majoritarios sdo o ©o-
cadineno (16,79%) e o biciclogermacreno (6,93%). Dentre o0s monoterpenos
hidrocarbonados identificados, o limoneno (10,36%) foi 0 componente presente em
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maior concentragdo. No entanto, nesse estudo nao foi evidenciada a presenga de
nenhum monoterpeno oxigenado em S. lentiscifolius. Assim como no estudo de
Rossini et al. (1996), Pawlowski et al. (2013) também revela a predominancia de
sesquiterpenos hidrocarbonatos (41,52%) e traz o ©&-cadineno (14,43%) como
composto majoritario presente no 6leo da folha dessa espécie.

Conforme alguns estudos sugerem, o 6leo essencial obtido das folhas de S.
lentiscifolius desempenha importantes interagbes com as plantas associadas da
biota, apresentando efeitos alelopaticos (PAWLOWSKI et al., 2009; PAWLOWSKI et
al., 2013). Esses efeitos podem estar relacionados a presenca de terpenos, 0s quais
tém sido citados na literatura como responsaveis por suprimir a germinacao das
sementes e causar lesdes para o crescimento de plantulas (SINGH; BATISH;
KOHLI, 2002; VOKOU et al, 2003; ZHAO et al., 2009). Entre os sesquiterpenos
hidrocarbonados identificados no 6leo essencial extraido das folhas, o B-cariofileno
mostrou-se capaz de inibir a germinacdo das sementes, raizes, partes aéreas e
crescimento de determinadas espécies (PAWLOWSKI et al., 2013; WANG et al.,
2010). O d-cadineno, apresentado como composto majoritario (PAWLOWSKI et al.,
2013), foi encontrado em altas concentracdes no extrato de raiz do arbusto
Chrysanthemoides monilifera spp. rotundata e exibiu atividade fitotoxica em Isolepis
nodosa (ENS et al., 2009). Outros autores demonstram que, assim como o 0Oleo, o
extrato aquoso concentrado obtido das folhas de S. lentiscifolius também possui
efeitos fitotoxicos e citotoxicos verificados sobre a germinagéo da alface e da cebola
(VASCONCELOS; PAWLOWSKI; SOARES, 2010).

Com relacdo a presenca de taninos que apoés hidrolise acida dao origem a
pequenas moléculas como o acido galico (GEHRKE et al., 2013), S. lentiscifolius
tem sido citada na literatura como uma planta de elevado potencial na cicatrizacéo
de feridas (GHOSH; GABA, 2013). Os taninos ajudam no processo da cura de
feridas, queimaduras e inflamacdes através da formacdo de uma camada protetora
(complexo tanino-proteina e/ou polissacarideo) sobre a pele ou mucosa danificada,
ocorrendo, abaixo desta, o processo natural de reestruturacéo do epitélio e formacéo
de vasos (SANTOS; MELLO, 2004). Os taninos podem ser classificados em dois
grandes grupos, taninos hidrolisaveis e taninos condensados. Os taninos
hidrolisaveis sdo constituidos por uma mistura de fendis simples, galotaninos e

elagitaninos, que apds a hidrolise formam o acido galico e &cido elagico, que
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possuem atividade anti-inflamatoria e antioxidante (BATTESTIN et al., 2004; LIMA et
al., 2010).

Montanha et al. (2004) buscando descobrir novos compostos com atividade
frente ao virus herpes, examinou o potencial antiviral in vitro de 51 espécies de
plantas nativas do Sul do Brasil, entre elas S. lentiscifolius, que foram selecionadas,
principalmente, em funcéo de suas indicagdes etnofarmacolégicas para o tratamento
de infeccBes virais, como a gripe e infeccbes bronco pulmonares. Nesse estudo, 0s
extratos aquoso e hidroalcodlico de S. lentiscifolius, demonstraram-se inativos frente
ao virus da herpes.

Com relacédo a atividade antioxidante de S. lentiscifolius, Gehrke (2012) a
partir de resultados de inibicdo ao radical DPPH (2,2-difenil-1-pricril-hidrazil) sugere
que os extratos aquosos hexanico do fruto e acetato de etila obtidos das folhas e
frutos da espécie apresentam potencial antioxidante e correlaciona essa atividade a
presenca de substancias pertencentes ao grupo dos compostos polifendlicos, como
o composto fendlico acido galico e flavonoides como a quercetina e a rutina.

Apesar de existirem alguns estudos com S. lentiscifolius, o conhecimento a
respeito dos constituintes responsaveis pela atividade farmacoldgica dos seus
extratos ainda é escasso. A sua utilizacdo na medicina popular e a inexisténcia de
trabalhos na literatura que tragam o potencial medicinal e a identificacdo quimica de
extratos obtidos da casca dessa espécie justifica a necessidade de serem estudados
0s seus efeitos bioldgicos.

Vale ressaltar, que o sistema antioxidante endégeno sozinho demonstra-se
insuficiente e a identificagdo de extratos naturais com potenciais efeitos
antioxidantes que evidenciem uma protecdo significativa contra o estresse oxidativo
pode ter um impacto clinico relevante. Nesse sentido, a triagem de extratos vegetais
constitui-se uma etapa fundamental na busca por substéncias bioativas. A
identificacdo dos constituintes quimicos presentes seguido da investigacdo dos
efeitos biolégicos das plantas é imprescindivel a descoberta de novos principios

ativos.
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OBJETIVOS
Objetivo geral
Caracterizar compostos fendlicos de extratos da casca de S. lentiscifolius

(aroeira-cinzenta) e avaliar seus efeitos sobre a resposta celular ao estresse em

linfocitos.

3.2

Objetivos especificos

Verificar a presenca de compostos fendlicos e flavonoides nos extratos
hexénico (SL-HEX), acetato de etila (SL-ACOET) e metanélico (SL-MEOH)
obtidos da casca de S. lentiscifolius;

Identificar os principais compostos fendlicos presentes nos extratos SL-HEX,
SL-ACOET e SL-MEOH obtidos da casca de S. lentiscifolius;

Avaliar o teor de fendis totais (FT) em extratos obtidos da casca de S.
lentiscifolius;

Avaliar o efeito de extratos obtidos da casca de S. lentiscifolius sobre o
sequestro ao radical livre DPPH;

Avaliar o efeito do extrato da casca de S. lentiscifolius de maior potencial
sobre o sequestro de radicais livres sobre a LPO de linfocitos extraidos de
linfonodos mesentéricos expostos ao H20z;

Avaliar o efeito do extrato da casca de S. lentiscifolius de maior potencial no
sequestro de radicais livres sobre a viabilidade celular de linfocitos extraidos
de linfonodos mesentéricos expostos ao H20z;

Avaliar o efeito do extrato da casca de S. lentiscifolius de maior potencial no
sequestro de radicais livres sobre os niveis de iIHSP70 de linfocitos extraidos
de linfonodos mesentéricos submetidos ao choque térmico;

Avaliar o efeito do extrato da casca de S. lentiscifolius de maior potencial no
sequestro de radicais livres sobre os niveis de eHSP70 de linfécitos extraidos
de linfonodos mesentéricos submetidos ao choque térmico;

Calcular a razao entre eHSP70 e iIHSP70 em linfécitos mesentéricos tratados
com o extrato de maior potencial sobre o sequestro de radicais livres e

submetidos ao choque térmico.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1  Delineamento experimental

As cascas de S. lentiscifolius foram particionadas com solventes hexano
(Hex), acetato de etila (AcOEt) e metanol (MeOH) obtendo-se os extratos hexanico
(SL-HEX), acetato de etila (SL-ACOET) e metandlico (SL-MEOH) que foram
avaliados quanto a presenca de compostos fendlicos e flavonoides. Em extratos com
resultado positivo para compostos fendlicos, verificou-se o teor de fendis totais (FT)
e a capacidade antioxidante a partir do método de inibicdo ao radical 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH).

Para o extrato com melhor desempenho no sequestro ao radical livre DPPH,
avaliamos o efeito sobre a resposta celular ao estresse em linfécitos mesentéricos
de ratos Wistar fémeos. As concentracfes de extrato aplicadas nas células foram
definidas conforme o comportamento do extrato frente ao método de inibicdo ao
radical DPPH. Foram avaliados os efeitos sobre a viabilidade celular,
lipoperoxidacdo (LPO), expressdo (IHSP70) e exportacdo de HSP70 (eHSP70) por
linfécitos. As principais etapas experimentais estdo apresentadas na Fig. 7:

Figura 7 — Fluxograma das etapas experimentais desde a coleta do material
biolégico até a avaliacdo dos efeitos sobre a resposta celular ao estresse.
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FONTE: producao do autor.
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4.2  Material vegetal e preparacdo dos extratos

As cascas de S. lentiscifolius foram coletadas em ljui (latitude 28°23'16" sul
e longitude 53°54'53" oeste, 328 metros do nivel do mar), RS, Brasil, em outubro
(primavera) de 2014 onde as temperaturas, minima, média e maxima, encontravam-
se em torno de 16, 23 e 30°C, respectivamente, a umidade relativa do ar proxima a
95%, insolagcdo total diaria de 1lh e sem indices de precipitacdo
(http://'www.inmet.gov.br/sim/gera_graficos.php). As coletas foram realizadas no
periodo da manha. O material vegetal, identificado pela botanica Dr.2 Mara Lisiane
Tissot Squalli, tem sua exsicata depositada no Herbario Rogério Bueno (UNIJUI) sob
registro de nimero 6.376.

As cascas (200-250g) foram secas em estufa a 35 °C por dois dias
consecutivos, cominuidas e submetidas a processo extrativo por particdo sélido-
liguido com solventes organicos em ordem crescente de polaridade: Hex, AcOEt e
MeOH. A renovacgdo do solvente foi realizada a cada 7dias, por 7 semanas. A
extracdo foi inicialmente realizada com Hex, seguido da extragdo com AcOEt e
MeOH. As fases organicas foram filtradas e concentradas em evaporador rotatério
sob pressdo reduzida com temperatura controlada de 45 °C durante todo o
procedimento. Residuos do solvente organico foram eliminados através de fluxo de
nitrogénio até massa constante. Esse processo deu origem aos extratos SL-HEX,
SL-ACOET e SL-MEOH. O extrato utilizado para o tratamento celular foi solubilizado
em DMSO1% em agua destilada.

4.3  Técnicas cromatograficas
43.1 CCD

A analise qualitativa dos extratos SL-HEX, SL-ACOET e SL-MEOH foi
efetuada em cromatofolhas de aluminio como suporte e silica gel 60 F254 como
adsorvente. A fase movel utilizada para a eluicdo dos compostos foi hexano e
acetato de etila (30:70). As cromatoplacas foram reveladas através de lampadas
ultravioleta (A =254 e 365 nm Spectroline). Em seguida, as cromatoplacas foram
borrifadas com solucao cloreto de ferro Ill a 1% em agua destilada (para deteccéo
de compostos fendlicos) e com reagente produto natural-polietilenoglicol (NP-PEG)
(especifico para flavonoides) seguido de tratamento térmico em placa aquecedora a
50°C (WAGNER; BLADT, 1996).
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4.3.2 ldentificagéo por HPLC-DAD-ESI-MS/MS

As andlises para caracterizacdo de flavondis, antocianinas, flavan-3-6is,
estilbenos e acidos hidroxicinamicos por HPLC-DAD-ESI-MS / MS foram realizadas
em sistema de HPLC Shimadzu (Toquio, Japdo) em modo de ionizacdo positiva e
negativa, equipado com uma bomba quaternaria LC-10ADVP, uma FCV-10ALVP,
uma unidade de degaseamento DGU-14A, um forno CTO10AVP e um detector de
matriz de diodos UV-vis SPD-M10AVP, acoplado em tandem com um detector Q
Trap MS / MS 3200 AB Applied Biosystems MDS Sciex (EUA). A coleta de dados do
DAD foi realizada utilizando cromatografia Shimadzu através de um sistema de
dados CLASSE-VP e o sistema de controle e coleta de dados HPLC-MS / MS pelo
software Analyst 1.5.2.

As analises foram realizadas utilizando uma coluna C18 (Kromasil 250 x 4,6
mm, 5um) com uma pré-coluna C-18 (Nova-Pak Waters, 22 x 3,9 mm, 4 um) a 40°C,
utilizando um gradiente de fase movel constituido por agua / acetonitrilo / acido
férmico (87: 3: 10% v / v / v) (solvente A) e agua / acetonitrilo / acido férmico (40: 50:
10% v / v/ v) (solvente B). A taxa de fluxo foi de 0,8 mL.min! e o gradiente foi de 94
a 70% de solvente A em 15 min, de 70 a 50% em 15 min, de 50 a 40% em 5 min e
de 40 a 94% em 6 min, seguido por 9 min de estabilizacdo a 94%. Cada amostra foi
injetada em duplicata. A atribuicdo de identidade foi realizada considerando os
tempos de retencdo e por analise dos espectros DAD e ESI-MS / MS. Na analise
dos espectros ESI-MS / MS o modo de ionizacao positiva teve como parametros: 5 V
de energia de colisdo, 4000 V de tensao de ionizacao, temperatura capilar a 450 ° C,
gas nebulizador 40 psi e gas auxiliar 50 psi.

4.4  Teor de fenadis totais

O teor de FT nos extratos foi determinado pelo método de Folin-Ciocalteu
com modificagdes (ALVES; KUBOTA, 2013). O extrato foi solubilizado a 1% (10
mg.mL™?) em metanol. Esta solucdo (0,5 mL) foi misturada e incubada com 250 pL
do reagente de Folin-Ciocalteu (2N), por cinco minutos, a temperatura ambiente e,
por fim, adicionou-se 2 mL de solucdo de carbonato de sodio (7,5%). Apés
incubacao a temperatura ambiente, no escuro, por 2 horas, a absorbancia foi medida
a 760 nm em cubeta de vidro, tendo como “branco” o metanol e todos os reagentes,
menos o extrato. O teor de FT foi determinado por interpolacdo da absorbancia das

amostras contra uma curva de calibracdo construida com o padrdo acido galico
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(0,005 a 0,040 mg.mL?) e expressos como mg de EAG (equivalentes de &cido
gélico) por g de extrato. A equacgdo da curva de calibracdo do &cido galico foi y=
51,91x+0,019, onde y é a concentracdo de acido gélico, e x é a absorbancia a 760
nm e o coeficiente de correlagdo R = 0,992. Todas as andlises foram realizadas em

triplicata.

4.5  Atividade antioxidante pela captura do radical DPPH

A técnica foi adaptada de Nascimento et al. (2011). Preparou-se uma
solugéo estoque (1000 pg/mL) em etanol/metanol dos extratos. Em seguida foram
preparadas diluices que correspondem a concentragdo final no ensaio de 500, 250,
125, 60, 30, 15, 7 e 3 ug.mL*. Adicionou-se a cada diluicdo 1 mL de solucdo DPPH
0,004%, exceto nos brancos. Um controle negativo foi feito pela adicdo de 1 mL de
etanol/metanol e 1 mL de DPPH (sendo 0% de inibicdo). Apos a adicdo do DPPH,
aguardou-se 40 minutos para a leitura em espectrofotdmetro a 515nm contra uma
amostra em branco preparada para cada diluicdo, na qual se mantinha a mesma
concentracdo de extrato em etanol/metanol, sem adicdo de DPPH. A capacidade de
eliminar o radical DPPH (% de atividade antioxidante) foi calculada utilizando-se a
equacao: % inibicdo = [(Ac — Aa)/ Ac)] x 100. Onde, Ac € a absorbancia do controle
negativo e Aa € absorbancia da amostra com DPPH testada no tempo de 40
minutos.

O comportamento dos extratos frente ao sequestro do DPPH foi comparado
ao de padrdes antioxidantes (acido galico, quercetina, rutina e acido ascorbico) e a
concentracdo que causa 50% de inibicdo do radical livre DPPH (CEso) foi calculada
através de regressao linear a partir das médias das porcentagens de inibicdo. Os
valores obtidos estdo representados na forma de porcentagem de decréscimo da

absorbancia de DPPH em funcdo da concentracdo da solugdo teste (ug.mL™).

4.6 Animais

Neste estudo, foram utilizados 22 Ratos Wistar fémeos (Rattus norvegicus,
var. albinus), com idade entre 5-7 meses e peso corporal entre 200 e 250g, foram
obtidos do biotério da UNIJUI onde permaneceram sob temperatura controlada (22+
2 °C) em ciclo claro/escuro de 12/12h, em caixa de polipropileno (33x17x40 cm). Ao
longo dos experimentos, 0s animais tiveram livre acesso a agua e foram alimentados

com racao padréo de laboratério (Nuvlab®, Brasil) ad libitum.
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Os procedimentos experimentais seguiram as normas éticas brasileiras, as
recomendacdes das Normas Internacionais de Protecdo aos Animais (1980) e do
Caodigo Brasileiro de Experimentacdo Animal (1988), em conformidade com o Guia
de Cuidados e Utilizacdo de Animais de Laboratério do National Institutes of Health.
Os protocolos experimentais foram aprovados pela Comissdo de Etica em Utilizag&o
de Animais da UNIJUI (n° 005/2016).

4.7  Preparacéao dos linfocitos

Para a obtencdo dos linfocitos, os ratos foram mortos por decapitacdo e as
células foram retiradas do linfonodo mesentérico como previamente descrito (HECK
et al., 2017). Os linfocitos foram separados do tecido linféide por esmagamento,
ressuspensos em 10 mL de tampéo fosfato-salino (PBS), pH 7,4. Adicionalmente, a
suspensao de linfocitos foi filtrada (Whatman, catélogo n° 2105 841, 100x150mm) e
centrifugada (1000g por 5 minutos). O sobrenadante foi desprezado e as células
foram ressuspensas em 5 mL (para testar o efeito do extrato sobre a viabilidade e
LPO) ou em 8,1 mL (para testar o efeito do extrato sobre o contetdo intracelular e
exportacdo de HSP70) de meio RPMI-1640 suplementado com L-glutamina, Hepes
25mM e bicarbonato de sédio 23,8 mM (R4130, Sigma-Aldrich®), pH 7,4. O
rendimento total de linfécitos nessas condicdes foi de cerca de 1x108células por rato

e viabilidade celular > 95% determinada pelo método de exclusdo do Trypan Blue.

4.8 Determinacdo da concentragdo de H 202 para inducdo de dano lipidico

Os linfocitos distribuidos em microtubos com igual suspenséo celular
(~10’células), desafiados com H202 em diferentes concentracdes: 20, 50, 100 e 200
mM. As culturas permaneceram a temperatura de 37°C durante 1h (CATALGOL,;
OZDEN; ALPERTUNGA, 2007). De cada animal foi obtido cerca de 10% células
dando origem a 4 grupos experimentais duplicados com concentragdo aproximada
de 108 células.mLt: Controle, 20mM, 50mM, 100mM e 200mM. O grupo Controle
nao recebeu nenhum tipo de tratamento. As culturas foram mantidas em meio RPMI-
1640 suplementado com L-glutamina, Hepes 25 mM e bicarbonato de sédio 23,8
mM (R4130, Sigma-Aldrich®). Apods a incubacgdo (1h, 37°C) as culturas foram
centrifugadas a 1000g por 5 minutos, tiveram o sobrenadante desprezado e as
células homogeneizadas em &acido tricloroacético 10%, com seringa de insulina para

a avaliacdo da LPO.
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4.9 Efeito do extrato sobre a lipoperoxidacao

As suspensfes de linfocitos foram distribuidas em microtubos com igual
suspensdo celular (~107células/mL), desafiados com H20: e tratados com trés
concentracfes diferentes do extrato SL-ACOET, a 37°C por 1h (CATALGOL;
OZDEN; ALPERTUNGA, 2007) de modo a se obter 10 grupos experimentais:
Controle, DMSO 1%, EXT-8, EXT-16, EXT-32, H202, DMSO 1% + H202, EXT-8 +
H202, EXT-16 + H202, EXT-32 + H202, onde os grupos identificados com DMSO1%
receberam 32 uL de DMSO 1% em agua destilada, aqueles identificados com EXT-
8, EXT-16, EXT-32 foram tratados com o extrato nas concentracdes de 8, 16 e 32
png/mL, respectivamente, e os grupos identificados com H202 foram desafiados com
H202 200 mM. O grupo Controle ndo recebeu nenhum tipo de tratamento. As
culturas foram mantidas em meio RPMI-1640 suplementado com L-glutamina, Hepes
25 mM e bicarbonato de sédio 23,8 mM (R4130, Sigma-Aldrich®). Apés a
incubacédo, 10 pL de cada cultura foram separados para verificacdo da viabilidade
celular. As culturas foram centrifugadas (1000g por 5 minutos), tiveram o
sobrenadante desprezado e as células homogeneizadas em &acido tricloroacético

10%, com seringa de insulina para a avaliagéo da LPO.

4.10 Efeito do extrato sobre a resposta celular ao choque térmico

As suspensdes de linfocitos foram distribuidas em microtubos com igual
suspensdo celular (~1x107 células/mL), tratadas com o extrato SL-ACOET na
concentracédo de 32 pg.mLdissolvido em DMSO 1% em &agua destilada e mantidas
em banho-maria por 2h a 37°C ou choque térmico (41 °C) de modo a se obter 8
grupos experimentais (4 grupos distintos e duplicados):C, HS, EXT, EXT + HS. O
grupo Controle (C) e o grupo EXT permaneceram na temperatura de 37°C por todo o
experimento (6h), enquanto que os grupos HS e EXT + HS foram mantidos a 41°C
por 2h e a 37°C por mais 4h. A escolha do protocolo de choque térmico por duas
horas a 41°C se deve a observacado da inducdo de um pequeno aumento (30%) de
HSP70 em linfocitos nessa temperatura (OEHLER et al., 2001). J4, a manutencao
das células em cultura a 37°C apés o choque-térmico é justificada por estudos
anteriores em que o0 pico na sintese de HSP70 ocorre em torno de 4h (AMICI;
SANTORO, 1991; AMICI et al., 1992, HECK et al., 2017).
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4.11 Analises celulares

4.11.1 Viabilidade celular e contagem das células p  elo método de Trypan Blue
A contagem das células foi realizada pelo método Trypan Blue (BUROW et

al., 1998). Apos o isolamento e ressuspensao dos linfécitos em meio RPMI-1640 a

suspensao celular foi diluida 5 ou 10 vezes de modo que a concentracao final de

Trypan Blue permanecesse 0,04%. Para a verificacdo da viabilidade celular foram

contadas as células viaveis (ndo coradas) e nao viaveis (coradas) presentes no

quadrante central da camara de Neubauer que é dada pela formula:

0 ek L
Viabilidad ecelular (%) :( N°decélulasviaveis(ndocoradas) jX1OO

N°decélulastotais(coradasendocoradas)

O numero de células por mL na suspensao foi obtido pelo produto entre o
namero de células viaveis presentes no quadrante central, o fator de diluicdo e o
namero 104, que é o fator de correcdo do volume do hemocitbmetro, como se

segue:

Células/mL= n° célulasvidveisno quadrantecentral x Fator dediluigdox 1 (f

As células foram distribuidas em micro tubos com igual suspenséo celular

(~10° células.mL™t) para os tratamentos.

4.11.2 Determinacgao da LPO

As células (~107) foram homogeneizadas com seringa de insulina em éacido
tricloroacético (TCA) a 10% e incubadas com &cido tiobarbitarico (TBA) a 0,67% por
30 minutos a 100 °C. A absorbancia foi mensurada a 535 nm e expressa a
quantidade de MDA em mmol.107 células™ dada em unidades arbitrarias relativas ao
grupo controle (BUEGE; AUST, 1978).

4.11.3 Imunodeteccéo de conteudo intracelular de HS P70 (iHSP70)

As células foram homogeneizadas com seringa de insulina em 50 pL de
solugdo SDS 0,1% (m/v) (dodecilsulfato de sédio 0,1%) contendo inibidores de
protease (PMSF 100 pumol.LY). O contetdo de iHSP70 foi verificado por eletroforese
desnaturante de quantidades idénticas de proteina carregadas em gel de

poliacrilamida-dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE). Cada homogeneizado celular
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(50uL) foi novamente homogeneizado com 10uL de tampé&o para eletroforese (5 M
Tris pH 6,8, SDS 20% (m/v), glicerol 50% (v/v), ditiotreitol 15% (v/v) e 5 mg.mL* azul
de bromofenol) e fervidos por 10 minutos para desnaturacdo completa das
proteinas. Quantidades iguais de proteina (~35ug por poco) foram aplicadas no gel,
para separacao (4 h, 15 mA por gel, Mini-Protean Tetra Cell, BIO-RAD Laboratories,
Richmond, CA, USA). Foi usado tampéao contendo Tris a 25 mM e SDS a 1% (m/v),
pH 8,3, gel de entrada (empilhamento) a 4% e gel de separacdo a 10% (em termos
de mondmeros de acrilamida). Foi usado como marcador de peso molecular 5uL de
mistura de proteinas recombinantes pré-coloridas (161-0324, Biorad) por gel. A
escolha por este padrao de peso molecular deve-se a presenca de marcagdo em 78
kDa (proximo a proteina de interesse, HSP70, com ~70kDa) além da marcacdo em
45,7 kDa (peso aproximado ao da proteina actina, utilizado como normalizador).

Depois da separacdo pela corrida em gel de poliacrilamida, a porgéo
referente ao gel de entrada foi descartada e a porcdo referente ao gel de separacao
foi submetida a eletrotransferéncia, em sistema refrigerado (BIO-RAD Blot Cell a 100
V constantes por 1 h) para promover a transferéncia das proteinas do gel para uma
membrana fluoreto de polivinilideno (PVDF) (Biorad). O sucesso do processo de
transferéncia foi confirmado pela coloracdo da membrana de PVDF com Vermelho
Ponceau S (Red Ponceau S, sal de sodio 0,3%, Sigma, em solu¢cdo de &cido
tricloroacético a 3%). Apos este procedimento, as membranas foram descoradas
com solugdo TBS (Tris - Glicina-Metanol a respectivamente 25mM - 192nM-10%)-
Tween 0,1% (v/v).

Ap6s a descoloracdo da membrana, inicia-se o0 procedimento de
imunoblotting (western blot) onde primeiramente a membrana é mergulhada em
tampéao de bloqueio (leite em pé desnatado a 0,5% em TBS-Tween 0,1%) por 30min;
em seguida ocorre a incubagdo com anticorpo monoclonal anti HSP70 (Sigma
H5147, produzido em camundongo, Anti-HSP70 que reconhece tanto a forma
induzivel de 72-kDa quanto a forma constitutiva de 73-kDa) diluido 1:1000 em TEN-
Tween 0,1%) por 12h; apoés, foram realizadas trés lavagens (10min cada), com 15
mL TBS-Tween 0,1%; procedeu-se a incubacao (1h) com o segundo anticorpo (anti-
mouse contendo peroxidase Sigma A9044 a uma diluicdo de 1:15000 em bloto 1%);
passada essa 1h foram realizadas trés lavagens com duracdo de 10min cada, com
15 mL TBS-Tween 0,1%.
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A imunodeteccéo foi realizada por quimiluminescéncia (ECL Plus RPN2132,
GE). As bandas de proteina foram reveladas em filme (Amersham Hyperfilm ECL,
GE Health Care). A equivaléncia na concentracdo protéica entre as amostras foi
mensurada por meio da coloracdo do gel de poliacrilamida com corante Azul de
Comassie [Comassie Blue R250 (0,1% ml/v), &cido acético glacial (10% v/v) e
metanol (40% v/Vv)], e as proteinas em torno de 43 kDa foram utilizadas para andlise.
A andlise do contetudo de B-actina foi usado como normalizador. Os filmes e géis
foram digitalizados e as imagens quantificadas com uso do programa Image J,
sendo os resultados expressos em unidades arbitrarias de HSP70 relativas ao grupo

controle de cada experimento.

4.12 Conteudo extracelular de HSP72 (eHSP72)

Apébs o experimento de choque térmico e tratamento com o extrato células
em meios de cultura (~1mL) foram centrifugados (1000g por 5 min) e foi adicionado
inibidor de protease (100 uM PMSF) a cada aliquota de meio de cultura antes do
congelamento a -20°C. As concentracdes de eHSP72 nos meios de cultura foram
determinadas com uso de Kit especifico ultra sensivel (HSP70 ELISA Kit, ENZO Life
Sciences, ADI-EKS-715) em leitora de microplacas (450 nm) seguindo instrucdes do
fabricante sendo os resultados expressos em unidades arbitrarias relativas ao grupo

controle de cada experimento.

4.13 Status imunoinflamatdrio pelo indice — H

Para o calculo do indice - H, considera-se Rc = [eHSP70]c / [[HSP70]c como
a razdo de HSP70 numa situacdo de controle, quaisquer que sejam as técnicas
utilizadas para avaliar as concentracdes de eHSP70 e iIHSP70. Assim, o indice H
pode ser calculado como o quociente de Rj = [eHSPA]Ji/ [(HSPA]; por Rc, que sera
considerado unidade normalizadora (Rc = 1) de todos os resultados remanescentes

nessa situagdo “j". Portanto, o indice-H = Rj / Rc¢, permite a comparagdo entre
qualquer situacdo estressante “j” e a situagcdo assumida como o controle “c”. O
indice-H pode ser aplicado para estimar o balan¢co imunoinflamatério em muitas

situagdes imunoldgicas (HECK et al., 2017).
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4.14 Analise estatistica

Os resultados foram expressos em média + desvio padrdo. A comparacao
entre os tratamentos quanto a atividade de sequestro ao radical DPPH foi realizada
por Andlise de Variancia (ANOVA) de duas vias (dois fatores) de medidas repetidas
seguido pelo teste de Bonferroni. O efeito das concentra¢cdes de H202 sobre a LPO
foi por ANOVA de medidas repetidas. Para verificar o efeito do extrato sobre a LPO
e viabilidade celular a comparacéo entre os grupos foi por ANOVA de uma via (um
fator) seguida pelo teste de Dunnett. O efeito do choque térmico e do extrato sobre a
concentracdo intracelular de HSP70, exportacdo de HSP72 (ndo paramétrica) e
sobre a raz&o entre a quantidade extracelular e intracelular de HSP70 foi avaliado
por ANOVA de uma via seguida de post hoc de Tukey. Foram consideradas

significativas as comparacfes com P<0,05.
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5 RESULTADOS
Cromatografia em Camada Delgada

A andlise por CCD mostrou a partir da revelagcdo com cloreto de ferro Ill a
auséncia de compostos fendlicos no extrato SL-HEX (Figura 8-A) e a presenca
dessas substancias nos extratos SL-ACOET e SL-MEOH. A revelagcdo com NP-PEG
(Aexcitagio= 365 nm) mostrou uma banda de cor laranja e outra de cor verde relativas a
compostos flavonoidicos para o extrato SL-ACOET (Figura 8-B). A cor laranja pode
estar revelando substancias como quercetina, miricetina e seus glicosideos
(flavondis) ou luteolina e seus glicosideos (flavonas). JA o verde pode ser
caracteristico de substancias como o canferol, isoramnetina e seus glicosideos
(flavondis) ou apigenina e seus glicosideos (flavonas). Para o extrato SL-MEOH
observaram-se bandas de cor azul que podem estar caracterizando acidos fenélicos
e cumarinas (Figura 8-C) (WAGNER; BLADT, 1996).

Figura 8 - Analise por cromatografia em camada delgada (CCD) dos extratos da
casca de S. lentiscifolius

(A) SL-HEX, revelacao com cloreto de ferro Ill. (B) SL-ACOET, revelagao com NP-PEG (Aexcitagao= 365
nm). (C) SL-MEOH, revelacdo com NP-PEG (Aexcitagao= 365 nm). Eluente: hexano e acetato de etila
(30:70).

Identificacdo por HPLC-DAD-ESI-MS/MS e teor de fend s totais

Os compostos foram reconhecidos a partir de seus espectros de UV
caracteristicos, os quais foram identificados com base nos dados de HPLC-DAD-
ESI-MS / MS e subsequente confirmacdo por comparacdo com os dados da
literatura (KAMMERER et al.,, 2004). A analise por HPLC-DAD confirmou a
inexisténcia de flavondis, antocianinas, flavan-3-6is, estilbenos e &cidos
hidroxicinamicos no extrato SL-HEX. Os dados cromatograficos e espectroscépicos

estdo resumidos na Fig. 9.
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Figura 9 — Perfil cromatografico dos extratos obtidos da casca de S. lenstiscifolius
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(A) Extrato obtido pelo método de maceracdo das cascas em acetato de etila (SL-ACOET). (B)
Extrato obtido pelo método de maceracédo das cascas em metanol (SL-MEOH).

A tabela 1 apresenta os tempos de retencéo, dados espectrais de massa e
comprimento de onda de absor¢cdo méxima (Amax) para 0s compostos (quercetina e
canferol) identificados no extrato SL-ACOET. A analise do perfil cromatografico

(Rt=21,47min) e espectro de massas para o extrato SL-ACOET, revelou um pico de
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ion molecular [MH] 301,2 (m/z) (Fig. 10), consistente com um peso molecular de
302,2 g/mol, indicando a presenca de um nucleo quercetina, e um pico de ion
molecular [MH]" 285,3 (m/z) sugerindo a massa de 286,3 g/mol, este ultimo

identificado como canferol.

Tabela 1 - Dados espectrais, tempo de retencdo de flavonoides e teor de fendis
totais nos extratos acetato de etila (SL-ACOET) e metandlico (SL-MEOH) obtidos
das cascas de S. lentiscifolius.

Composto Tr (min) Amax Produto [M-H]- Fendis
Extrato identificado (nm) dos ions totais
(mgEAG/Qg)
i Quercetina 21,47 ND 212; 283,9 301,2
SL-ACOET Canferol 27,4 ND 150; 239 285,3 12,32£0,21
SL-MEOH Quercetina 21,44 365,247 ND 301,1 7,53+0,22

Tr: tempo de retencdo; M-H: molécula desprotonada; ND: ndo determinado.
mgEAG/g: miligramas equivalentes de acido galico por g de extrato.
Valores expressos em médiatdesvio padrao (n=3).

Figura 10 — Espectro de massas [(-)-ESI-MS/MS] obtido para o extrato acetato
de etila obtido das cascas de S. lentiscifolius (SL-ACOET) referente a quercetina
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O teor fendlico determinado pelo método de Folin-Ciocalteau para o extrato
SL-ACOET foi de 12,32 + 0,21 mgEAG/g e para o extrato SL-MEOH foi de 7,53 *
0,22 mgEAG/g (Tabela 1).

Atividade antioxidante pela captura do radical DPPH

O extrato SL-ACOET apresentou uma atividade antioxidante semelhante a
todos os padrbes (acido ascoérbico, acido galico, quercetina e rutina) em
concentragbes a partir de 60 pg.mL?t. J& o extrato SL-MEOH demonstrou-se

equivalente aos padrdes somente a partir da concentracdo de 125 pg.mL* (P>0,05).



50

O extrato SL-MEOH apresentou menor capacidade de inibir o radical DPPH do que

o0 extrato SL-ACOET em concentracées que foram de 3 a 60 pg.mL* (P<0,001) (Fig.
11).

Figura 11 - Atividade antioxidante de extratos da casca de S. lentiscifolius pelo
método DPPH
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O percentual de inibicdo/sequestro de radicais livres foi calculado pela formula: % inibicdo = [(Ac —
Aa)/ Ac)] x 100, onde Ac € a absorbéncia da solucdo controle (somente DPPH e metanol) e Aa é a
absorbancia da amostra testada no tempo de 40 minutos. SL-ACOET: extrato acetato de etila; SL-
MEOH: extrato metandlico. *P<0,001 vs. Acido ascérbico, acido galico, quercetina, rutina; T P<0,001
vs. Acido ascérbico, acido galico, quercetina, rutina e SL-ACOET. Resultados expressos em média +
desvio padrao. ANOVA de 2 vias de medidas repetidas, post-hoc de Bonferroni.

Os valores de CEso (concentracdo necesséria para reduzir em 50% a

concentracdo do radical DPPH em solugcdo) para os extratos e padrbes acido

ascorbico, acido galico, quercetina e rutina estdo descritos na Tabela 2.

Tabela 2 - Valores de CEso dos padrdes e extratos da casca de S. lentiscifolius

Amostras ‘DPPH CE 50 (ug.mL?)
Padrdes

ACIDO ASCORBICO 1,60 + 0,007

ACIDO GALICO 1,11+ 0,019
QUERCETINA 1,61 £ 0,025

RUTINA 3,86 + 0,230

Extratos

SL-ACOET 16,70 £ 0,480
SL-MEOH 35,63 + 0,330

Valores expressos em média + desvio padrédo (n=2).
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Efeito do extrato SL-ACOET sobre a lipoperoxidagéo

Os niveis de LPO nos linfocitos foram diretamente proporcionais (P=0,002;
r’=0,972) a concentracédo de H20: utilizada, sendo que a concentracdo de 200 mM
foi capaz de aumentar a LPO (P<0,05) (Fig. 12) em relacéo a linfécitos nédo tratados
com H202 o que justifica a escolha desta concentracdo para inducdo do dano
lipidico.

Figura 12 — Niveis de lipoperoxidagdo em linfocitos expostos por 1h, a 37°C, a
diferentes concentragfes de H202 (20, 50, 100 e 200 mM)
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Valores expressos em média *+ desvio-padrdo. (n=4-8). ANOVA de medidas repetidas. *P<0,05 vs.
Controle.

Como o CEso para o extrato SL-ACOET foi de aproximadamente 16 pg.mL™,
os linfocitos expostos ao H202 foram tratados com concentracdes de extrato de 8, 16
e 32 pug.mL?, permanecendo a 37°C, durante 1h. O extrato ndo induziu LPO em
nenhuma concentragéo testada. O grupo que recebeu o extrato na concentracéo de
32 pg.mL? e o H202, apresentou menores niveis de LPO quando comparado ao
grupo que recebeu apenas H202 (Fig. 13-A).

Viabilidade celular

Os resultados referentes a viabilidade celular demonstraram que linfcitos
em condi¢cbes basais (sem H20:2) quando tratados com o extrato ou veiculo (0s
grupos DMSO1%, EXT8, EXT16 e EXT32) tiveram uma diminuicdo na viabilidade
(~12%) quando comparados ao grupo Controle (Fig. 13-B). Por outro lado, diante do

desafio por oxidante, o tratamento com o extrato SL-ACOET na concentragdo de 16
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ng.mL* foi capaz de aumentar viabilidade celular de 11,8% (grupo H203) para 26,4%
(Fig. 13-B).

Figura 13 — Efeito do extrato acetato de etila (SL-ACOET) sobre a lipoperoxidacao e
viabilidade celular de linfocitos ap6s 1h de exposi¢do ao H202 a 37°C
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Controle (sem tratamento), DMSO 1% (32uL de dimetilsulféxido 1% em &gua destilada), EXTS,
EXT16 e EXT32 (tratamento com extrato SL-ACOET nas concentracdes de 8, 16 e 32 ug/mL,
respectivamente), H202 (perdxido de hidrogénio na concentracdo de 200 mM), EXT8+H202, EXT16+
H202 e EXT32+H20:2 (peroxido de hidrogénio na concentragdo de 200 mM e tratamento com extrato
SL-ACOET nas concentracdes de 8, 16 e 32 pg/mL, respectivamente). (A) Lipoperoxidacdo (n=4-8).
(B) Viabilidade celular (n=5-6). *P < 0,05 vs. Controle, TP < 0,05 vs. H20.. Valores expressos em
média + desvio-padrdo. ANOVA de uma via seguido do teste de Dunnett para multiplas comparacdes.

Efeito do extrato SL-ACOET sobre a resposta celular ao choque térmico

Como o esperado, o choque térmico aumentou os niveis de iIHSP70 (HS vs
Controle). Contudo, verificou-se que o tratamento com o extrato diminuiu a
expressao de iIHSP70 (EXT vs Controle) (Fig. 14-A). A inibicdo da resposta celular
ao estresse também foi observada pela baixa concentracdo de eHSP72 nos meios
de cultura (Fig. 14-B) e abolicio do aumento do indice-H (relacdo entre
eHSP70/iHSP70) (EXT+HS vs HS) em células tratadas com o0 extrato, mesmo
guando expostas ao choque térmico (Fig. 14-C). Houve, portanto, uma resposta
celular ao estresse caracteristica induzida pelo choque térmico que na presencga do
extrato SL-ACOET foi inibida. No entanto, apesar de o extrato parecer ter revertido o
efeito da temperatura, ainda assim observou-se um aumento do indice-H provocado

pelo tratamento com o extrato (EXT vs Controle).
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Figura 14 — Efeito do extrato acetato de etila (SL-ACOET) sobre a resposta celular
ao estresse em linfocitos obtidos de linfonodo mesentérico
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Os linfocitos foram incubados a 37°C (Controle e EXT) ou 41°C (HS e EXT+HS) durante 2h e
permaneceram por mais 4h na temperatura de 37°C. Os grupos tratados com o extrato (EXT e
EXT+HS) receberam o extrato acetato de etila (SL-ACOET) na concentracdo de 32 pg/mL. (A)
Concentracdo intracelular de HSP70 (n=3-5). (B) Concentracao extracelular de HSP72 (n=5). (C)
Razéo entre a quantidade extracelular e intracelular de HSP70. *P < 0,05 vs. Controle, #P < 0,05 vs.
EXT, ** P<0,05 vs. Controle, EXT e EXT+HS. Valores expressos em média + desvio-padrdo. ANOVA
de uma via seguida de post-hoc de Tukey.
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6 DISCUSSAO

Compostos fendlicos e flavonoides sdo amplamente difundidos no reino
vegetal e sdo reconhecidos por sua atividade antioxidante (ZHAO; ZHANG; YANG,
2014). Gehrke et al. (2013) identificaram no extrato das folhas de S. lentiscifolius o
composto fendlico acido géalico e os flavonoides quercetina e rutina. Em nosso
estudo com as cascas dessa espécie obtemos os extratos pelo método de
fracionamento cujo objetivo foi obter fracBes enriquecidas de compostos biativos de
modo a facilitar a identificacdo por meio de processos cromatograficos e
espectroscopicos. A primeira extracdo com hexano (solvente apolar) teve por
objetivo promover a retirada de 6leos, gorduras, esterdis e pigmentos facilitando a
extracéo posterior de flavonoides (SIMOES et al., 2017). Deste modo, os resultados
obtidos por CCD demonstraram a presenca de compostos fendlicos e flavonoides no
extrato SL-ACOET e de compostos fendlicos nos extrato SL-MEOH. A analise por
espectrometria de massas revelou a presenca dos flavonoides quercetina e canferol
(Fig. 15) no extrato SL-ACOET, enquanto que no extrato SL-MEOH, apenas foi
possivel a identificacdo da quercetina (Tabela 1). Esses constituintes tém sido
estudados por suas propriedades antioxidantes, como reducéo da LPO e controle da
resposta antioxidante (SALGUEIRO et al., 2013).

Figura 15 — Estrutura basica dos flavonoides quercetina e canferol
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Considerando que 98,89% da atividade antioxidante de plantas € resultado
da acdo de compostos fendlicos (BASMA et al.,, 2011) e tendo confirmada a
presenca de substancias flavonoidicas, como quercetina nos extratos SL-ACOET e
SL-MEOH e de canferol no extrato SL-ACOET, quantificaram-se 0s compostos
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fendlicos totais nos extratos e a verificagdo da atividade antioxidante desses extratos
frente ao sequestro ao radical livre DPPH.

O DPPH possui vantagens sobre outros radicais livres como os anions Oz+ e
OHe, pois ndo é afetado por reacdes colaterais, como a quelacdo de ions metélicos
e a inibicdo enzimatica. Por esta razdo o DPPH tem sido mais utilizado para testar
de forma preliminar a capacidade de um composto ou extrato de planta em eliminar
radicais livres. Conforme Alam, Bristi e Rafiquzzaman (2013), entre os métodos para
avaliacdo da atividade antioxidante, o método DPPH se destaca como principal
método in vitro e a LPO como o ensaio in vivo mais utilizado. Uma amostra que se
revela promissora no ensaio antioxidante DPPH, pode ser alvo de estudos
prospectivos in vivo.

O poder antioxidante para os padrdes e extratos foi mensurado a partir da
concentracdo necesséria para reduzir 50% dos radicais livres (CEso). Quanto menor
o valor de CEso, maior o potencial antioxidante (SOWNDHARARAJAN; KANG,
2013). A partir dos valores de CEso dos extratos e 0s seus comportamentos frente ao
sequestro de radical DPPH, observa-se que o extrato SL-ACOET apresenta melhor
capacidade antioxidante que o extrato SL-MEOH. Esse resultado pode ser
justificado pela maior quantidade de compostos fendlicos totais no extrato SL-
ACOET (12,32 + 0,21mgEAG/g) do que no extrato SL-MEOH (7,53 + 0,22
MgEAG/g). Na literatura existem correlacdes positivas entre a quantidade de
compostos fendlicos e o efeito sobre o sequestro ao radical livre DPPH (BASMA et
al., 2011).

Antioxidantes com atividade sequestrante do radical DPPH sédo capazes de
doar hidrogénios a radicais livres, principalmente peroxidos de lipidios ou radicais
hidroperoxidos, que sdo os maiores propagadores da LPO (DAR et al., 2013). Por
esta razdo foi avaliado o efeito do extrato SL-ACOET sobre a LPO e viabilidade
celular em linfécitos. A concentracdo de H202 mais indicada para induzir o dano
lipidico (aumento de 54% na LPO) em linfécitos mesentéricos de ratas (tempo de
tratamento de 1h, a 37°C), foi de 200 mM. A LPO induzida por H202 decorre da
producdo de radicais altamente reativos, como o radical OHe (gerado na reacao de
Fenton ou de Haber-Weiss) que embora tenha meia-vida curta é capaz de reagir
com a maioria das macromoléculas celulares (proteinas, &cidos nucléicos,
fosfolipidios, acucares e carboidratos) (SIDDIQUE; ARA; AFZAL, 2012; CATALA,

2012). Por isso, extratos naturais que contenham compostos antioxidantes parecem
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fazer parte de uma importante estratégia no sentido de minimizar os danos
causados pelas espécies reativas. O extrato SL-ACOET 32 pg.mL? causou uma
reducdo de aproximadamente 30% na LPO induzida por H202 que pode ser
explicada pela presenca de substancias antioxidantes no extrato, como o0s
flavonoides quercetina e canferol. Essa habilidade se deve principalmente as
caracteristicas estruturais desses compostos.

Os flavonoides séao constituidos por um nucleo basico de 15 carbonos (Cs-
Cs-Cs), formado por 02 anéis aromaticos (A, B) ligados através de um anel
heterociclico pirano (oxigenado) C (Fig. 16). Semelhante a outros compostos
fendlicos, a atividade antioxidante de flavonoides é diretamente proporcional ao
namero e posicdo dos grupamentos hidroxila livres na molécula, e tambem esta
relacionada a estabilizacdo eletrbnica oriunda dos anéis benzénicos nos trés aneéis
(A, B, C). Grupamentos hidroxila proximos aos carbonos 03 e 05 na presenca do
grupo 4-oxo no anel C geram efeitos maximos na eliminacdo de radicais livres
(SROKA; CISOWSKI, 2003). Desta forma, a presenca de compostos flavonoidicos
no extrato SL-ACOET, pode ter sido responsavel pela inibicdo da LPO observada

neste estudo.

Figura 16 — Nucleo fundamental de flavonoides e sua numeracao

Fonte: SIMOES et al., 2017.

A quercetina possui uma estrutura 4',5’-catecol no anel B que aumenta
muito a sua capacidade de inibicdo da LPO e esta € uma caracteristica dos
flavonoides com maior potencial na eliminagdo de radicais peroxil, superoxido e
peroxinitrito (HEIM; TAGLIAFERRO; BOBILYA, 2002; OBOH; ADEMOSUN;
OGUNSUYI, 2016). A inibicdo da formacado de radicais livres pela quercetina pode
ocorrer em trés etapas diferentes: na iniciacdo (pela interagdo com &nions

superoxido), na formacdo de radicais hidroxila (por quelar ions ferro) e na
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peroxidacao lipidica (por reagir com radicais peroxi de lipidios) (AFANAS'EV, 1989).
Conforme Wang et al. (2006), tanto a quercetina quanto o canferol atuam no
sequestro de radicais livres, porém a quercetina parece ter maior potencial de
doacéo de hidrogénio que o canferol devido a presenca da porcéo 4’,5’-catecol no
anel B, o que indica que sua estrutura quimica € pré-requisito para reforcar a
atividade de sequestro a radicais livres. Portanto, a agdo antioxidante de um extrato
ndo apenas depende da concentracdo das substancias nele contidas, mas também
das estruturas quimicas e interagcdes com outros antioxidantes (VANDERJAGT et al.,
2002). Como existe um efeito antioxidante sinérgico entre quercetina e canferol, a
presenca dessas duas substancias pode potencializar a agdo protetora do extrato
SL-ACOET contra a LPO (HIDALGO; SANCHEZ-MORENO; PASCUAL-TERESA,
2010).

Os resultados relativos a viabilidade celular indicam uma pequena
diminuicdo do numero de células viaveis (~10%) em consequéncia da presenca de
DMSO. O DMSO ¢é amplamente utilizado para diluir ou incorporar componentes ou
misturas em meios aquosos para ensaios biolégicos in vitro, no entanto, uma das
preocupacdes em se introduzir solventes em sistemas celulares é quanto ao
potencial citotoxico (SANTOS et al., 2003; TIM et al., 2013). Considerando que a
concentracdo de 1% (v/v) s6 comeca a apresentar toxicidade em culturas celulares a
partir de trés ou mais dias de incubacédo (BEN; KITABATAKE; DOI, 1990), optamos
pela utilizacdo desse solvente na concentracdo de 1% (v/v) para a solubilizacdo do
extrato SL-ACOET. Contudo, notamos uma pequena queda na viabilidade celular
causada pelo DMSO (e nos extratos preparados com DMSQO), mesmo estando em
concentracéao final menor que 1% no meio de cultura por um tempo de incubacéo de
1h. Esta diminuicdo do numero de células vidveis pode estar relacionada com a
capacidade do DMSO em aumentar a permeabilidade das membranas celulares e
permitir a passagem de compostos téxicos para o interior das células (WALKER,
1992). Portanto, devido a inconvenientes como esse € importante verificar o efeito
do solvente sobre as varidveis analisadas de forma a garantir uma correta
interpretacéo dos resultados.

Como o esperado, quando as células sao desafiadas com H202 200 mM
notamos uma diminuicdo ainda maior na viabilidade celular (de 95% para 11,8 %).
Na literatura outros estudos em diferentes condi¢cdes experimentais tambem

demonstram o H20: atuando negativamente sobre a viabilidade de linfocitos
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(SHINDE et al., 2011; CHIKKANNA, 2015). Contudo, o numero de células viaveis
aumentou de 11,8 para 26,3% quando o extrato SL-ACOET foi administrado na
concentracdo de 16ug/mL (Fig. 3-B). Em suma, o extrato SL-ACOET preveniu 0s
efeitos oxidativos em linfécitos, verificado pelo aumento da viabilidade celular e pela
protegéo contra a LPO.

Quando avaliada a resposta celular ao estresse (caracterizada pela
expressao e exportacdo de HSP70) (Fig. 14), observou-se que esta foi atenuada
pela presenca do extrato SL-ACOET. Esse efeito pode estar relacionado com a acao
dos flavonoides quercetina e canferol, os quais tém sido descritos por inibir a
expressao de HSP (HOSOCAWA, 1992; HAVSTEEN, 2002; KANTENGWA; POLLA,
1991). Um dos mecanismos de inibicdo de HSP por flavonoides é via inativacao de
HSF (HOSOCAWA, 1992; HAVSTEEN, 2002; YANG et al., 2016). O HSF ou fator de
choque térmico, em situacdo de estresse celular, como elevacdo de temperatura,
torna-se ativo (sofre trimerizacdo) e se liga a uma sequéncia de nucleotideos
chamada de Heat Shock Element (HSE) ou elemento do choque térmico, localizada
dentro da regido promotora dos genes que codificam as HSP. Essa ligacdo resulta
em alto nivel de transcricdo dos genes de choque térmico e é responsavel por
aumentar suas concentra¢cdes celulares (POWERS; WORKMAN, 2007). Quando h&
inibicdo do HSF, a quercetina o altera para uma forma que é incapaz de se ligar ao
HSE e, portanto, ndo ha producdo de HSP70 no interior da célula e
consequentemente também temos uma menor exportagdo desta proteina para o
ambiente extracelular (Fig. 14-B) (HAVSTEEN, 2002).

Além do mecanismo de inativacdo de HSF, os flavonoides quercetina e
canferol também podem inibir a expressdo de HSP através da inibicdo da via da
protein kinase C (PKC), ou proteina quinase C. A PKC é uma enzima
transmembrana que tem sua atividade aumentada durante o choque térmico e
quando sua via é inibida se tem uma diminuicdo na sintese de HSP (FERRIOLA,;
CODY; MIDDLETON, 1989; GAMET-PAYRASTRE, 1999). Portanto, a presenca de
flavonoides no extrato parece explicar a diminuicdo da sintese e exportacdo de
HSP70 em linfécitos, uma vez que essas substancias tém sido reportadas por inibir
a expressdo de proteinas de resposta ao estresse por mecanismos relacionados a
inativacdo de HSF e inibicdo de PKC (que tem sua atividade aumentada durante o

choque térmico).
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A quercetina e o canferol tém sido mencionados como potenciais agentes
coadjuvantes na terapia antitumoral, devido a capacidade desses compostos de
tambem inibirem a expressdo de HSP70 em células tumorais (RUSAK; GUTZEIT;
LUDWIG-MULLER, 2002; YANG et al., 2016). Kantengwa e Polla (1991) trataram
mondcitos com quercetina e canferol na concentragdo de 100uM, 5 minutos antes do
choque térmico (44°C-20 minutos) e verificaram apés 2h de recuperacado a 37°C que
o canferol inibiu a expressdo de HSP70 e que ambos os compostos foram capazes
de inibir a expressao de HSP83. Portanto, pode-se sugerir que a presenca dessas
substancias no extrato poderia permitir, através da inibicdo da expressédo de HSP,
gue os efeitos antineoplasicos das terapias convencionais fossem potencializados.

Na condicdo de que o extrato é capaz de inibir a expressao e exportacdo de
HSP72, tem-se uma preocupacdo quanto a esse bloqueio de resposta celular ao
estresse que pode significar um prejuizo a sinalizacdo entre células do sistema
imune uma vez que esta proteina no ambiente extracelular pode atuar como uma
importante sinalizadora imunolédgica. A resposta imunitaria mediada por HSP se
inicia quando a eHSP72 se liga a receptores de membrana de células
apresentadoras de antigeno (CAA), tais como receptores do tipo Toll (TLR-2, TLR-4
e TLR-7), CD40 e lectinas de tipo C que levam a ativacao de vias pré-inflamatorias
(CALDERWOOD et al.,, 2007; DE MAIO, 2011). Quando as CAA (mondcitos,
macrofagos, linfocitos B, células dendriticas, células de Langerhans) ligam-se a
eHSP72 por receptores especificos, estimulam uma cascata de transducéo de sinal
gue resulta no aumento de citocinas proé-inflamatérias, quimiocinas, 6xido nitrico e
moléculas coestimuladoras. Desta forma, um aumento de eHSP72 pode ser um bom
indicador de condi¢des agudas ou crbnicas e, portanto o bloqueio da sua exportacao
em algumas situacdes pode comprometer a sua atuacdo como biomarcador de
doencas (ASEA, 2006).

Nesse estudo, a atividade antioxidante demonstrada pelo extrato pode ser
associada aos efeitos citoprotetores de flavonoides diante de desafios como o
choque térmico. O aumento de temperatura pode gerar aumento na producdo de
ERO e representar um desafio redox a homeostase celular. Neste sentido, uma
menor expressao de iIHSP70 e menor liberacdo de eHSP72 podem significar um
efeito protetor aos linfocitos tratados com o extrato.

Ao que se sabe, pela primeira vez na literatura sdo mostrados resultados

relativos a efeitos celulares de extratos da casca de S. lentiscifolius, logo, esta é
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também a primeira vez que o novo marcador de resposta celular ao estresse (indice-
H, que é relacdo entre eHSP70/iHSP70) testado em linfécitos (HECK et al., 2017) é
usado como método avaliativo do efeito de extratos vegetais. O indice-H representa
o status imunoinflamatério e a capacidade funcional de linfécitos. Nesse contexto, os
valores do indice-H (aumentados pelo desafio do choque térmico), atenuados pelo
tratamento com o extrato, reforcam os efeitos citoprotetores do extrato das cascas
de S. lentiscifolius. Logo, este trabalho serve de ponto de partida para novas
pesquisas in vivo que esclarecam de fato seus mecanismos de acédo a fim de melhor

caracterizar os efeitos bioldgicos dos extratos obtidos da casca de S. lentiscifolius.
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7 CONCLUSAO

O extrato acetato de etila das cascas de S. lentiscifolius possui substancias
fendlicas da classe dos flavonoides, tais como quercetina e canferol. A presenca
desses compostos parece ser responsavel pelo potencial antioxidante das cascas de
S. lentiscifolius. Além disso, o extrato apresentou capacidade de abolir a resposta
celular ao estresse. Em conjunto estes dados sugerem que extratos da casca de S.
lentiscifolius podem ter acéo bioldgica a serem explorados na prevencao de doencgas
relacionadas ao estresse oxidativo e como coadjuvantes de terapias

complementares no tratamento do cancer.
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ANEXO | - Artigo a ser submetido
O artigo foi elaborado de acordo com as normas da Revista Brasileira de
Farmacognosia. Por se tratar de multiplas etapas entendemos que devem estar
descritas de modo claro para que o estudo possa ser replicado ou utilizado como
referencial ndo so6 teérico como metodolégico, o que justifica o texto com nuimero de
palavras além do estabelecido nas normas da revista que seria de até 3000 palavras

excluindo referéncias, tabelas, figuras e legendas de figuras.

Efeito antioxidante e inibitorio da resposta celulaao estresse em linfécitos do extrato da
casca deschinus lentiscifolius March (Anacardiaceae)
Jéssyca B. Corré&, Barbara P. Moreifa Larissa Lohmanf Lucas M. Sulzbach&rAnald
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Resumo:As cascas da plangchinus lentiscifoliuMarch (aroeira-cinzenta) tém sido usadas
na medicina popular no tratamento artritico e deeslmos pés, no entanto, poucos sao o0s
estudos relativos ao seu potencial biolégico. A@nea de compostos fendlicos em vegetais é
responsavel pela sua atividade antioxidante. Negthalho buscamos caracterizar e identificar

0s principais compostos fendlicos presentes enatestda casca d& lentiscifoliuse avaliar
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seu efeito sobre o estresse oxidativo, viabilideelelar e resposta celular ao estresse em
linfécitos. Foi detectada a presenca de flavono{smatografia em Camada Delgada) e
identificados os flavonoides quercetina no extnaetandlico (SL-MEOH) e quercetina e
canferol no extrato acetato de etila (SL-ACOET) (BFDAD-ESI-MS/MS). O extrato SL-
ACOET conteve maior teor de compostos fendlicos3@2ngEAG/g) do que o extrato SL-
MEOH (7,53 £ 0,22 mgEAG/g) e maior atividade aniiiantein vitro avaliada pelo método
de sequestro de radical livre DPPH mensurada peloses de concentracdo necessaria para
inibir 50% dos radicais (DPPH, G&= 16,70 * 0,480 pg.mt). O extrato SL-ACOET foi
avaliado quanto aos efeitos sobre a resposta cehdaestresse, a lipoperoxidacdo e
viabilidade de linfécitos obtidos de linfonodos mwe®ricos de ratos Wistar fémeos (n= 22).
SL-ACOET na concentragdo de 32 pg:hiti capaz de reduzir os niveis de lipoperoxidacéo
(TBARS) induzida por EO2 (200mM) em linfocitos (P<0,05), enquanto a conaegéo de 16
ng.mL! melhorou a viabilidade celular (Trypan blue). Oratda SL-ACOET diminuiu a
resposta celular ao estresse nos linfocitos delssfipor choque térmico (2 h, 41°C), avaliada
pelos niveis intracelulares de proteinas de chégumico de 70 kDa - HSP70, (iIHSP70 por
western blot) e pela quantidade exportada paraio deecultura (eHSP70 por kit de ELISA)
(P<0,05). Este estudo indica que compostos ferglomtidos na casca & lentiscifolius
possuem atividade antioxidante e efeito inibit&idre a resposta celular ao estresse, o que
justifica a exploragdo de suas acdes biolégicapreaencdo de doencas relacionadas ao
estresse oxidativo e como coadjuvante na terapitairioral.

Palavras-chave:estresse oxidativ@. lentiscifoliusflavonoides, lipoperoxidagao, HSP70.

Abstract: The bark of theSchinus lentiscifoliudlarch plant has been used in folk medicine
for the treatment of arthritic and foot pain. Altlgh used by the population, there are few

studies about its biological potential. The pregewé phenolic compounds in plants is
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responsible for their antioxidant activitdlso, we evaluated the effects on oxidative stress,
cell viability and cellular stress response in Iyrapytes. Flavonoids were detected (thin layer
chromatography) and identified (HPLC-DAD-ESI-MS SMin the extracts: quercetin in the
SL-MEOH and quercetin and canferol in SL-ACOET. SCOET showed higher content of
phenolic compounds (12.32 mgEAG / g) than the SLEMEextract (7.53 + 0.22 mgEAG /
g). SL-ACOET showed higher antioxidant activittyvitro analyzed by concentration required
to inhibit 50% of the radicals in free radical segwation method (DPPH, EC50 = 16.70 +
0.480ug.mLY). The extract with the best performance in the BRfethod was used to test
in lymphocytes obtained from mesenteric lymph noofefemale Wistar rats (n = 22). SL-
ACOET at the concentration of 3@).mL* was able to reduce lipid peroxidation (TBARS
method) induced in lymphocytes by®b (200 mM) (P < 0.05), while the concentration of 16
ug.mL?t improved cell viability (trypan blue method). TB&-ACOET extract decreased the
cellular stress response in lymphocytes challenge®h 41°C heat shock (evaluated by
reduced expression of IHSP70 by western blot metod reduced amounts of eHSP70
released to culture media by ELISA kit) (P < 0.0Bis study provides new informationon
the antioxidant potential and ability of phenol@mngpounds contained 8. lentiscifoliudark

in inhibiting the cellular response to stress, Whigstifies the exploration of their biological
actions in the prevention of diseases related twlative stress and as a coadjuvant in
antitumor therapy.

Keywords: oxidative stressS. lentiscifoliusflavonoids, lipid peroxidation, HSP70.

Introducéo

Os antioxidantes presentes nas plantas sdo deegiatefesse na farmacologia
devido a sua capacidade de protecdo do organisnicacws danos provocados pelo estresse

oxidativo (EO). O EO resulta de um desequilibritreigompostos oxidantes e antioxidantes,
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o qual ocorre em funcédo do acumulo de espéciesasate oxigénio (ERO) ou de nitrogénio
(ERN), as quais podem danificar biomoléculas capidibs, proteinas e o DNA.

O organismo responde ao EO desencadeando uma teesmslar ao estresse
caracterizada pelo aumento na expressao e/ou agfortle proteinas de choque térmico de
70kDa (HSP70). Quando as células sdo expostasuac®ds de estresse nao-mortais, 0
aumento na sintese de HSP70 permite com que edséssdiquem mais protegidas contra
novas exposicoes, o que se reflete em menoresslasfirel molecular e sistémico (Heck et
al., 2017). Se por um lado, as HSP70 no ambiertacelular (IHSP70) possuem um
importante papel anti-inflamatdério através de deiteeinibidor sobre o fator nuclear kappa-B
(NF-kB) e antiapoptotico, no meio extracelular (EH8) parecem servir como sinal de dano
e ser capaz de desencadear a ativacdo de respdistatorias apOs situacdes de estresse
(Richter-Landsberg, 2007; Heck et al., 2017).

O EO pode ser evitado pela acdo de enzimas araioids, ou combatido por
antioxidantes ndo enzimaticos de origem endégenalietética. Para atenuar os efeitos
provocados pelo EO no sistema celular, os compastiisxidantes vegetais (em especial as
substéancias fendlicas) podem atuar no sequestraditsis livres e no aumento da atividade
de enzimas antioxidantes enddgenas superdxido tlisme catalase (Simdes et al., 2017).
Além disso, compostos vegetais podem atuar comouladores da expressdo de HSP70
(Putics et al., 2008; Yang et al., 2016). Ndo exmstestudos sobre efeitos de compostos
vegetais na exportacao de HSP70.

Schinus lentiscifoliudMarch (aroeira-cinzenta) € uma espécie pertencerfigenilia
anacardiaceae, comum no Rio Grande do Sul (BionmpGsa Sulinos, RS, Brasil). Varios
compostos importantes foram identificados nos &drdas folhas da planta, como compostos
fendlicos e polifendlicos (Gehrke et al., 2013yu® nos desafia a investigar os componentes

das cascas. Conforme Lorenzi (2002), a decoccamaslza da arvore produz uma esséncia
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balsamica com efeitos anti-inflamatorios, utilizgdaa o tratamento artritico e dores nos pés.
Considerando que nao existem estudos que caracteriz conteido de metabdlitos
secundarios de extratos da casca dessa espécmpeutad estudos sobre seus efeitos
bioldgicos, o objetivo deste trabalho € avaliaroseextratos da casca & lentiscifolius
contem compostos fendlicos com atividade antioxelanse estes possuem efeitos sobre o

estresse oxidativo, viabilidade celular e sobresposta celular ao estresse.

Materiais e métodos

Delineamento experimental

As cascas des. lentiscifoliusforam particionadas com solventes hexano (Hex),
acetato de etila (AcOEt) e metanol (MeOH) obtenelms extratos hexanico (SL-HEX),
acetato de etila (SL-ACOET) e metandlico (SL-MEOBB, quais foram avaliados quanto a
presenca de compostos fendlicos e flavonoides. Knates com resultado positivo para
compostos fenolicos, verificou-se o teor de feriotais (FT) e a capacidade antioxidante a
partir do método de inibicdo ao radical 2,2-difelzpicrilhidrazil (DPPH).

Para o extrato com melhor desempenho no sequestedlizal livre DPPH, avaliamos
o efeito sobre a resposta celular ao estresse mdritops mesentéricos de ratos Wistar
fémeos. As concentracfes de extrato aplicadas élatas foram definidas conforme o
comportamento do extrato frente ao método de iabap radical DPPH. Foram avaliados os
efeitos sobre a viabilidade celular, lipoperoxida¢BPO), expresséo (IHSP70) e exportacéo
de HSP70 (eHSP70) por linfocitos. As principaigpataexperimentais estdo apresentadas na
Fig. 1:
Material vegetal e preparacéo dos extratos

As cascas des. lentiscifoliusforam coletadas em ljui (latitude 28°23'16" sul e
longitude 53°54'53" oeste, 328 metros do nivel @) RS, Brasil, em outubro (primavera)

de 2014 onde as temperaturas, minima, média e ragrimncontravam-se em torno de 16, 23
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e 30°C, respectivamente, a umidade relativa da@ifipa a 95%, insolacéo total diaria de
11h e sem indices de precipitacauaty://www.inmet.gov.br/sim/gera_graficos.phpAs
coletas foram realizadas no periodo da manha. @rimlategetal, identificado pela botanica
Dr.2 Mara Lisiane Tissot Squalli, tem sua exsia#positada no Herbario Rogério Bueno
(UNIJUI) sob registro de nimero 6.376.

As cascas (200-250g) foram secas em estufa a JWwPCois dias consecutivos,
cominuidas e submetidas a processo extrativo pdic@a solido-liquido com solventes
organicos em ordem crescente de polaridade: HeQEAe MeOH. A renovacéo do solvente
foi realizada a cada 7 dias, por 7 semanas. Aagidr foi inicialmente realizada com Hex,
seguido da extracdo com AcOEt e MeOH. As fasesnargs foram filtradas e concentradas
em evaporador rotatorio sob presséo reduzida compeatura controlada de 45 °C durante
todo o procedimento. Residuos do solvente orgéimicm eliminados através de fluxo de
nitrogénio até massa constante. Esse processorigemaaos extratos SL-HEX, SL-ACOET
e SL-MEOH. O extrato utilizado para o tratamentileg foi solubilizado em DMSO1% em

agua destilada.

Técnicas cromatograficas

Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

A andlise qualitativa dos extratos SL-HEX, SL-ACOETSL-MEOH foi efetuada
em cromatofolhas de aluminio como suporte e sgala60 F254 como adsorvente. A fase
movel utilizada para a eluicdo dos compostos foiahe e acetato de etila (30:70). As
cromatoplacas foram reveladas com lampadas ultea&i¢. =254 e 365 nm Spectroline). Em
seguida, as cromatoplacas foram borrifadas cont&olaloreto de ferro Ill a 1% em agua
destilada (para deteccdo de compostos fendlicosjorm reagente produto natural-
polietilenoglicol (NP-PEG) (especifico para flavades) seguido de tratamento térmico em

placa aquecedora a 50°C (Wagner & Bladt, 1996).
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Identificac&o por HPLC-DAD-ESI-MS/MS

As andlises para caracterizacao de flavonois, emioas, flavan-3-6is, estilbenos e
acidos hidroxicinamicos por HPLC-DAD-ESI-MS / MSrdm realizadas em sistema de
HPLC Shimadzu (Téquio, Japdo) em modo de ionizagiitiva e negativa, equipado com
uma bomba quaternaria LC-10ADVP, uma FCV-10ALVP,aunnidade de degaseamento
DGU-14A, um forno CTO10AVP e um detector de matié&zdiodos UV-vis SPD-M10AVP,
acoplado em tandem com um detector Q Trap MS / RI® AB Applied Biosystems MDS
Sciex (EUA). A coleta de dados do DAD foi realizad#dizando cromatografia Shimadzu
através de um sistema de dados CLASSE-VP e o sistemcontrole e coleta de dados
HPLC-MS / MS pelo software Analyst 1.5.2.

As analises foram realizadas utilizando uma colgd& (Kromasil 250 x 4,6 mm,
5um) com uma pré-coluna C-18 (Nova-Pak Waters, 229x18n, 4um) a 40°C, utilizando
um gradiente de fase movel constituido por aguatbaitrilo / acido formico (87: 3: 10% v /
v / v) (solvente A) e agua / acetonitrilo / &cidonhico (40: 50: 10% v / v / v) (solvente B). A
taxa de fluxo foi de 0,8 mL.mihe o gradiente foi de 94 a 70% de solvente A emmith de
70 a 50% em 15 min, de 50 a 40% em 5 min e deMaem 6 min, seguido por 9 min de
estabilizacdo a 94%. Cada amostra foi injetada eplichta. A atribuicdo de identidade foi
realizada considerando os tempos de retencdo anadise dos espectros DAD e ESI-MS /
MS. Na analise dos espectros ESI-MS / MS o moddod&acdo positiva teve como
parametros: 5 V de energia de colisdo, 4000 V deéte de ionizacdo, temperatura capilar a
450 ° C, géas nebulizador 40 psi e gas auxiliars0 p

Determinacéo de fendis totais

O teor de FT nos extratos foi determinado pelo detde Folin-Ciocalteu com
modificacdes (Alves & Kubota, 2013). O extrato &mlubilizado a 1% (10 mg.mi) em

metanol. Esta solucédo (0,5 mL) foi misturada e liacla com 250 pL do reagente de Folin-
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Ciocalteu (2N), por cinco minutos, a temperaturdiamte e, por fim, adicionou-se 2 mL de
solucéo de carbonato de sodio (7,5%). ApdOs incubag¢émperatura ambiente, no escuro, por
2 horas, a absorbancia foi medida a 760 nm em @utetvidro, tendo como “branco” o
metanol e todos 0s reagentes, menos o extratamr@eeFT foi determinado por interpolacao
da absorbéancia das amostras contra uma curva ideacab construida com o padrao acido
galico (0,005 a 0,040 mg.rt). e expressos como mg de EAG (equivalentes de &géilico)

por g de extrato. A equacao da curva de calibrdo&acido galico foi y= 51,91x+0,019, onde
y € a concentracdo de acido galica,éa absorbancia a 760 nm e o coeficiente de coa®la

R=0,992. Todas as analises foram realizadas ehtéaitip.
Atividade antioxidante pela captura do radical DPPH

A técnica foi adaptada de Nascimento et al. (20Rf@9parou-se uma solucéo estoque
(1000 pg/mL) em etanol/metanol dos extratos. Enuidegforam preparadas diluicdes que
correspondem & concentragéo final no ensaio de Z81), 125, 60, 30, 15, 7 e 3 pug.fmL
Adicionou-se a cada diluicdo 1 mL de solucdo DPRBDD%, exceto nos brancos. Um
controle negativo foi feito pela adicdo de 1 mLetenol/metanol e 1 mL de DPPH (sendo 0%
de inibicdo). Ap6s a adicdo do DPPH, aguardou-se mifutos para a leitura em
espectrofotdmetro a 515nm contra uma amostra encwnareparada para cada diluicdo, na
qual se mantinha a mesma concentracao de extraaiagrol/metanol, sem adicdo de DPPH.
A capacidade de eliminar o radical DPPH (% de @dide antioxidante) foi calculada
utilizando-se a equacéa®t inibicdo = [(Ac — Aa)/ Ac)] x 1000nde,Ac é a absorbancia do
controle negativo Aa é absorbancia da amostra com DPPH testada no we® minutos.

O comportamento dos extratos frente ao sequestioRRH foi comparado ao de
padrdes antioxidantes (acido galico, quercetin@male acido ascorbico) e a concentracdo que
causa 50% de inibicdo do radical livre DPPH 4§ foi calculada através de regressao linear

a partir das médias das porcentagens de inibicGoaldres obtidos estdo representados na
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forma de porcentagem de decréscimo da absorbaméd¥’BH em funcdo da concentracdo da

solucéo teste (ug.mf).
Animais

Neste estudo, foram utilizados 22 Rai®éstar fémeos Rattus norvegicusyar.
albinug, com idade entre 5-7 meses e peso corporal enflee2P50g,foram obtidos do
biotério da UNIJUI onde permaneceram sob temperatontrolada (22 2 °C) em ciclo
claro/escuro de 12/12h, em caixa de polipropile®3x{7x40 cm). Ao longo dos
experimentos, 0s animais tiveram livre acesso a &gioram alimentados com racéo padrao
de laboratério (Nuvldl Brasil)ad libitum.

Os procedimentos experimentais seguiram as norm@&ss €brasileiras, as
recomendacOes das Normas Internacionais de ProtegsidAnimais (1980) e do Cddigo
Brasileiro de Experimentacdo Animal (1988), em oomidade com o Guia de Cuidados e
Utilizacdo de Animais de Laboratério ddational Institutes of HealthOs protocolos
experimentais foram aprovados pela Comisséo da Etic Utilizacio de Animais da UNIJUI

(n° 005/2016).
Preparacao dos linfocitos

Para a obtencdo dos linfocitos, os ratos foramnestados por decapitacdo e as
células foram retiradas do linfonodo mesentéricom@@reviamente descrito (Heck et al.,
2017). Os linfocitos foram separados do tecidoolgd por esmagamento, ressuspensos em
10 mL de tampé&o fosfato-salino (PBS), pH 7,4. Amhialmente, a suspenséo de linfocitos foi
filtrada (Whatman, catalogo n° 2105 841, 100x150nemgentrifugada (1000 x g por 5
minutos). O sobrenadante foi desprezado e as sdluiam ressuspensas em 5mL (para testar
o efeito do extrato sobre a viabilidade e LPO) ou8&1 mL (para testar o efeito do extrato
sobre o conteudo intracelular e exportacdo de HSB&ZOmeio RPMI-1640 suplementado

com L-glutamina, Hepes 25mM e bicarbonato de s@8i8 mM (R4130, Sigma-Aldrich®),
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pH 7,4. O rendimento total de linfocitos nessasdigiies foi de cerca de 1xt@lulas por
rato e viabilidade celular > 95% determinada peédatio de exclusédo do Trypan Blue.
Viabilidade celular e contagem das células pelo nagto de Trypan Blue

A contagem das células foi realizada pelo métodgpdnm Blue (BUROW et al.,
1998). Apoés o isolamento e ressuspensao dos liogbem meio RPMI-1640 a suspensao
celular foi diluida 5 ou 10 vezes de modo que aceotracdo final de Trypan Blue
permanecesse 0,04%. Para a verificacdo da viaddidzlular foram contadas as células
viaveis (ndo coradas) e nao viaveis (coradas) pieseno quadrante central da camara de

Neubauer que é dada pela férmula:

0 ek L
Viabilidad ecelular (%) :( N°deceélulasviaveis(ndocoradas) jX1OO

N°decélulastotais(coradasendocoradas)

O nuamero de células por mL na suspensao foi olpiitio produto entre 0 nimero de
células viaveis presentes no quadrante centrafay tle diluicio e o nimero “Que é o

fator de correcéo do volume do hemocitdmetro, ceesegue:

Células/mL=n° célulasviaveisno quadrantecentral x Fator dedilui¢cdo x :]_(]4

As células foram distribuidas em micro tubos commligsuspensio celular (10
células.mr?) para os tratamentos.
Determinacdo da concentragdo de peroxido de hidrog® (H202) para indugcdo da
lipoperoxidacao

Os linfocitos distribuidos em microtubos de iguasgensio celular (~idlulas)
foram desafiados com2B. em diferentes concentracdes: 20, 50, 100 e 200asWtulturas
permaneceram a temperatura de 37°C durante 1hidQlagd al., 2007). De cada animal foi
obtido cerca de fOcélulas dando origem a 5 grupos experimentais ichgds com

concentracgédo aproximada de® b@lulas.mLt: Controle, 20mM, 50mM, 100mM e 200mM.O
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grupo Controle ndo recebeu nenhum tipo de trataonést culturas foram mantidas em meio
RPMI-1640 suplementado com L-glutamina, Hepes 25 endicarbonato de sédio 23,8 mM
(R4130, Sigma-Aldrich®). Apds a incubacéo as cakuioram centrifugadas a 1000g por 5
minutos, tiveram o sobrenadante desprezado e adaxéhomogeneizadas em acido

tricloroacético 10%, com seringa de insulina pasaaiacdo da LPO.
Efeito do extrato sobre a lipoperoxidacéo

As suspensdes de linfécitos foram distribuidas earatubos com igual suspenséao
celular (~10células/mL), desafiados com.@: e tratados concomitantemente com trés
concentracdes diferentes do extrato SL-ACOET, &€ 336r 1h (Catalgol et al., 2007) de
modo a se obter 10 grupos experimentais: ContMSO 1%, EXT-8, EXT-16, EXT-32,
H202, DMSO 1% + HO», EXT-8 + HO2, EXT-16 + BO,, EXT-32 + HO», onde 0s grupos
identificados com DMSO1% receberam 32 uL de DMSO d%o agua destilada, aqueles
identificados com EXT-8, EXT-16, EXT-32 foram trdtes com o extrato nas concentracdes
de 8, 16 e 32 pg/mL, respectivamente, e os grugmdificados com kD, foram desafiados
com HO2 200 mM. O grupo Controle ndo recebeu nenhum tpdratamento. As culturas
foram mantidas em meio RPMI-1640 suplementado cegiutamina, Hepes 25 mM e
bicarbonato de sodio 23,8 mM (R4130, Sigma-Aldrith®&pos a incubacéo, 10 pL de cada
cultura foram separados para verificacdo da vddile celular. As culturas foram
centrifugadas (1000 x g por 5 minutos), tiveramobrenadante desprezado e as ceélulas
homogeneizadas em acido tricloroacético 10%, camgsede insulina para a avaliacdo da

LPO.
Efeito do extrato sobre a resposta celular ao choguérmico

As suspensdes de linfécitos foram distribuidas eomatubos com igual suspenséao
celular (~1x10 células/mL), tratadas com o extrato SL-ACOET nacentracdo de 32

ng.mLdissolvido em DMSO 1% em &agua destilada e mantsasanho-maria por 2h a
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37°C ou choque térmico (41 °C) de modo a se obtgrupos experimentais (4 grupos
distintos e duplicados):C, HS, EXT, EXT + HS. O gwuControle (C) e o grupo EXT
permaneceram na temperatura de 37°C por todo aieeo (6h), enquanto que 0s grupos
HS e EXT + HS foram mantidos a 41°C por 2h e a 336Cmais 4h. A escolha do protocolo
de choque térmico por duas horas a 41°C se debservacdo da inducdo de um pequeno
aumento (30%) de HSP70 em linfécitos nessa tempargOehler et al., 2001). J4, a
manutencado das células em cultura a 37°C apos quekérmico é justificada por estudos
anteriores em que o pico na sintese de HSP70 aaworterno de 4h (Amici & Santoro, 1991;

Amici et al., 1992, Heck et al., 2017).
Analises celulares
Determinacéo da lipoperoxidacao

As células (~10 foram homogeneizadas com seringa de insulina eidoa
tricloroacético (TCA) a 10% e incubadas com acidbarbitarico (TBA) a 0,67% por 30
minutos a 100 °C. A absorbancia foi mensurada anb3® expressa a quantidade de MDA

em mmol.10 células' dada em unidades arbitrarias relativas ao grupmtrale (Buege &

Aust, 1978).
Imunodeteccao de conteudo intracelular de HSP70 (i5P70)

As células foram homogeneizadas com seringa dériasem 50ulL de solucdo SDS
0,1% (m/v) (dodecilsulfato de soédio 0,1%) contendibidores de protease (PMSF 100
umol.L'Y). O contetido de iIHSP70 foi verificado por eletre® desnaturante de quantidades
idénticas de proteina carregadas em gel de pdéiaida-dodecil sulfato de sédio (SDS-
PAGE). Cada homogeneizado celular (50uL) foi novamdéiomogeneizado com 10uL de
tampéao para eletroforese (5 M Tris pH 6,8, SDS Z6%), glicerol 50% (v/v), ditiotreitol
15% (v/v) e 5 mg.mtt azul de bromofenol) e fervidos por 10 minutos paganaturagio

completa das proteinas. Quantidades iguais deipaote35ug por poco) foram aplicadas no
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gel, para separacao (4 h, 15 mA por gel, Mini-Rrotéetra Cell, BIO-RAD Laboratories,
Richmond, CA, USA). Foi usado tampé&o contendo &r& mM e SDS a 1% (m/v), pH 8,3,
gel de entrada (empilhamento) a 4% e gel de seg@a@d 0% (em termos de monémeros de
acrilamida). Foi usado como marcador de peso mislecwmlL de mistura de proteinas
recombinantes pré-coloridas (161-0324, Biorad) ger A escolha por este padrdo de peso
molecular deve-se a presenca de marcacdo em 7§kbB@mo a proteina de interesse,
HSP70, com ~70kDa) aléem da marcacdo em 45,7 kDso (pproximado ao da proteina
actina, utilizado como normalizador).

Depois da separacédo pela corrida em gel de pdéiatda, a porcéo referente ao gel
de entrada foi descartada e a porcdo referente ehode separacdo foi submetida a
eletrotransferéncia, em sistema refrigerado (BICBRBlot Cell a 100 V constantes por 1 h)
para promover a transferéncia das proteinas dopged uma membrana fluoreto de
polivinilideno (PVDF) (Biorad). O sucesso do pramsle transferéncia foi confirmado pela
coloracdo da membrana de PVDF com Vermelho PonSe@Red Ponceau S, sal de sédio
0,3%, Sigma, em solucdo de &cido tricloroacétic8%). Apds este procedimento, as
membranas foram descoradas com solucdo TBS (Taiécina-Metanol a respectivamente
25mM - 192nM-10%)-Tween 0,1% (v/v).

Apés a descoloracdo da membrana, inicia-se o0 proeatb deimunoblotting
(Western blofsonde primeiramente a membrana é mergulhada epétache bloqueio (leite
em po desnatado a 0,5% em TBS-Tween 0,1%) por 3@minseguida ocorre a incubagéo
com anticorpo monoclonal anti HSP70 (Sigma H514ddgzido em camundongo, Anti-
HSP70 que reconhece tanto a forma induzivel deD&2duanto a forma constitutiva de 73-
kDa) diluido 1:1000 em TEN-Tween 0,1%) por 12h; spfdram realizadas trés lavagens
(10min cada), com 15 mL TBS-Tween 0,1%; procedea-g&ubacao (1h) com o segundo

anticorpo (anti-mouse contendo peroxidase SigmaA20uma diluicdo de 1:15000 em bloto
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1%); passada essa 1h foram realizadas trés lavagenduracédo de 10min cada, com 15 mL
TBS-Tween 0,1%.

A imunodeteccao foi realizada por quimiluminescan@&CL Plus RPN2132, GE).
As bandas de proteina foram reveladas em filme (8naen Hyperfiim ECL, GE Health
Care). A equivaléncia na concentracdo protéicaeadramostras foi mensurada por meio da
coloracdo do gel de poliacrilamida com corante AdelComassie [Comassie Blue R250
(0,1% m/v), acido aceético glacial (10% v/v) e mela@d0% v/v)], e as proteinas em torno de
43 kDa foram utilizadas para analise. A andlisecdonteddo deB-actina foi usado como
normalizador. Os filmes e géis foram digitalizadoas imagens quantificadas com uso do
programa Image J, sendo os resultados expressasidates arbitrarias de HSP70 relativas

ao grupo controle de cada experimento.
Conteudo extracelular de HSP72 (eHSP72)

ApoOs o experimento de choque térmico e tratamemto @ extrato células em meios
de cultura (~1mL) foram centrifugados (1000 ya 5 min) e foi adicionado inibidor de
protease (100 uM PMSF) a cada aliquota de meiwlti&ra antes do congelamento a -20°C.
As concentracdes de eHSP72 nos meios de cultuaanfaleterminadas com uso de Kit
especifico ultra sensivel (HSP70 ELISA Kit, ENZOGelLEciences, ADI-EKS-715) em leitora
de microplacas (450 nm) seguindo instru¢cdes dackafle sendo os resultados expressos em
unidades arbitrarias de HSP70 relativas ao gruptrale de cada experimento.

Status imunoinflamatério pelo indice - H

Para o calculo do indice - H, considera-se=ReHSP70]/ [IHSP70} como a razéo
de HSP70 numa situacéo de controle, quaisquereajam s técnicas utilizadas para avaliar
as concentracbes de eHSP70 e iHSP70. Assim, oeirtdlipode ser calculado como o
quociente de Rj = [eHSPA[iIHSPA]; por R, que sera considerado unidade normalizadora

(Rc = 1) de todos os resultados remanescentes rniassgae “j”. Portanto, o indice-H =R
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R¢, permite a comparacao entre qualquer situagcaesssinte “j” e a situagdo assumida como
o controle “c”. O indice-H pode ser aplicado pastéinear o balanco imunoinflamatério em

muitas situacdes imunoldgicas (Heck et al., 2017).
Andlise estatistica

Os resultados foram expressos em meédia = desvi@@ad comparacao entre os
tratamentos quanto a atividade de sequestro acatadPPH foi realizada por Andlise de
Variancia (ANOVA) de duas vias (dois fatores) dedidas repetidas seguido pelo teste de
Bonferroni. O efeito das concentracbes d®tbsobre a LPO foi por ANOVA de medidas
repetidas. Para verificar o efeito do extrato s@td?O e viabilidade celular a comparacéao
entre os grupos foi por ANOVA de uma via (um fateyuida pelo teste de Dunnett. O efeito
do choque térmico e do extrato sobre a concentratéxelular de HSP70, exportacdo de
HSP72 (ndo paramétrica) e sobre a razdo entre ratida@de extracelular e intracelular de
HSP70 foi avaliado por ANOVA de uma via seguida miest hocde Tukey. Foram

consideradas significativas as comparacdes condB<0,

Resultados
Andlise quimica por Cromatografia em Camada Delgada HPLC-DAD-

ESI-MS/MS

As analises por CCD mostram uma predominancia daepostos fendlicos nos
extratos SL-ACOET e SL-MEOH e de flavonoides noraxt SL-ACOET (Fig. S1). Os
compostos foram reconhecidos a partir de seus tegpete UV caracteristicos, os quais
foram identificados com base nos dados de HPLC-ESDMS / MS e subsequente
confirmacdo por comparacdo com os dados da litarglammerer et al., 2004). A andlise
por HPLC-DAD confirmou a inexisténcia de flavon@sitocianinas, flavan-3-6is, estilbenos
e acidos hidroxicinamicos no extrato SL-HEX. Osatadromatograficos e espectroscopicos

foram resumidos na Fig. S2.
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A tabela 1 apresenta os tempos de retencdo, daslpscteis de massa e
comprimento de onda de absorgdo maximax( para os compostos (quercetina e canferol)
identificados no extrato SL-ACOET. A analise dofippesromatografico (Rt=21,47min) e
espectro de massas para o extrato SL-ACOET, rewstopico de ion molecular [MHB01,2
(m/z) (Fig. S3), consistente com um peso moleal#aB02,2 g/mol, indicando a presenca de
um nudcleo quercetina, e um pico de ion moleculad]N285,3 (m/z) sugerindo a massa de
285,3 g/mol, este ultimo identificado como canferol
Teor de fendis totais

O teor fendlico determinado pelo método de Folioe@iteau para o extrato SL-
ACOET foi de 12,32 + 0,21mgEAG/g e para o extratocMEOH foi de 7,53 + 0,22
MgEAG/g (Tabela 1).

Atividade antioxidante pela captura do radical DPPH

O extrato SL-ACOET apresentou uma atividade ardemxie semelhante a todos os
padrdes (acido ascorbico, &cido galico, quercetimatina) em concentragfes a partir de 60
ng.mL Ja o extrato SL-MEOH demonstrou-se equivalensepaalrdes somente a partir da
concentragéo de 125 pg.m({P>0,05). O extrato SL-MEOH apresentou menor calaale de
inibir o radical DPPH do que o extrato SL-ACOET eoncentracdes que foram de 3 a 60
ng.mL?! (P<0,001) (Fig. 2).

Os valores de Gfz (concentracdo necessaria para reduzir em 50%cactacdo do
radical DPPH em solucao) para os extratos e padidds ascorbico, acido galico, quercetina
e rutina estao descritos na Tabela 2.

O extrato SL-ACOET por ter apresentado maior po#tnantioxidante foi
selecionado para avaliagcdo do efeito sobre a idalé celular e a resposta celular ao estresse
em linfécitos.

Efeito do extrato SL-ACOET sobre a lipoperoxidacao
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Os niveis de LPO nos linfocitos foram diretamentepprcionais (P=0,002;
r’=0,972) a concentracido de®4 utilizada, sendo que a concentragdo de 200 mMdjpazr
de aumentar a LPO (P<0,05) (Fig. S4) em relacaof@cltos ndo tratados com.8, o que
justifica a escolha desta concentracao para inddg&@no lipidico.

Como o Cko para o extrato SL-ACOET foi de aproximadamenteutgmL?, os
linfocitos expostos kD.foram tratados concomitantemente com concentrag®estrato de
8, 16 e 32 pg.mk, permanecendo a 37°C, durante 1h. O extrato ndozim LPO em
nenhuma concentracdo testada. O grupo que recgbatoeSL-ACOET na concentracédo de
32 pg.mlle HO, apresentou menores niveis de LPO quando compamdyupo que
recebeu apenas@; (Fig. 3-A).

Viabilidade celular

Os resultados demonstraram que linfécitos em céedipasais (sem28.) quando
tratados com o extrato ou veiculo (os grupos DMSOEXI8, EXT16 e EXT32) tiveram
uma diminui¢cdo na viabilidade (~12%) quando comg@saao grupo Controle (Fig. 3-B). Por
outro lado, diante do desafio por oxidante, o tn&tato com o extrato SL-ACOET na
concentracgéo de 16 pg.mifoi capaz de aumentar viabilidade celular de 11(§&épo HO,)
para 26,4% (Fig. 3-B).

Efeito do extrato SL-ACEOT sobre a resposta celulaao choque térmico

Como o esperado, o choque térmico aumentou ossnikei iHSP70 (HS vs
Controle). Contudo, verificou-se que o tratameram @ extrato diminuiu a expressao de
iIHSP70 (EXT vs Controle) (Fig. 4-A). A inibicdo dasposta celular ao estresse também foi
observada pela baixa concentracdo de eHSP72 nos aeicultura (Fig. 4-B) e abolicdo do
aumento do indice-H (relagdo entre eHSP70/iIHSPERY ¢HS vs HS) em células tratadas
com o extrato, mesmo quando expostas ao choque&ete(Fig. 4-C). Houve, portanto, uma

resposta celular ao estresse caracteristica iralymtb choque térmico que na presenca do
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extrato SL-ACOET foi inibida. No entanto, apesarodextrato parecer ter revertido o efeito
da temperatura, ainda assim observou-se um aurderitalice-H provocado pelo tratamento

com o extrato (EXT vs Controle).
Discusséo

Compostos fendlicos e flavonoides sdo amplamefuadidos no reino vegetal e séo
reconhecidos por sua e atividade antioxidante (Zéiaal., 2014). Gehrke et al. (2013)
identificaram no extrato das folhas 8elentiscifoliuso composto fendlico acido galico e os
flavonoides quercetina e rutina. Em nosso estudo eatratos da casca da espécie, 0s
resultados obtidos por CCD demonstraram a presgmgampostos fendlicos e flavonoides
no extrato acetato de etila (SL-ACOET) e de comgmfndlicos nos extrato metandlico (SL-
MEOH). A analise por espectrometria de massas agavel presenca dos flavonoides
quercetina e canferol no extrato SL-ACOET, enquapi® no extrato SL-MEOH, apenas foi
possivel a identificacdo da quercetina (Tabeld&4¥es constituintes tém sido estudados por
suas propriedades antioxidantes, como reducdo @ad Pontrole da resposta antioxidante
(Salgueiro et al., 2013).

Considerando que 98,89% da atividade antioxidaatgahtas € resultado da acao de
compostos fendlicos (Basma et al., 2011) e tenddiramada a presenca de substancias
flavonoidicas (quercetina nos extratos SL-ACOETLeMEOH e canferol no extrato SL-
ACOET), quantificou-se os compostos fendlicos wtas extratos e avaliamos a atividade
antioxidante frente ao sequestro ao radical liviRPH. Os extratos foram comparados a
padrbes antioxidantes de origem natural, e targgt@to SL-ACOET quanto o extrato SL-
MEOH, apresentaram um potencial no sequestro deaiadlivres, uma vez que se
demonstraram equivalentes ao acido ascorbico, @atico, quercetina e rutina a partir de

concentracgdes de 60 pg.m{SL-ACOET) e 125 pg.nit (SL-MEOH) (Fig. 2).



93

O poder antioxidante para os padroes e extratosnfensurado a partir da
concentracdo necessaria para diminuir 50% dosaiadigres (Ckg). Quanto menor o valor
de CEo, maior o potencial antioxidante (Sowndhararajaliaag, 2013). A partir dos valores
de CEo dos extratos e 0os seus comportamentos frente questeo de radical DPPH,
observou-se que o extrato SL-ACOET apresenta methpacidade antioxidante que o
extrato SL-MEOH. Esse resultado pode ser justificadla maior quantidade de compostos
fendlicos totais no extrato SL-ACOET (12,32 + 0,2EHAG/g) do que no extrato SL-MEOH
(7,53 = 0,22 mgEAG/g). Na literatura existem caoéles positivas entre a quantidade de
compostos fendlicos e o efeito sobre o sequestradical livre DPPH (Basma et al., 2011).

Antioxidantes com atividade sequestrante do radiRPH s&do capazes de doar
hidrogénios a radicais livres, principalmente patos de lipidios ou radicais hidroperoxidos,
que sdo os maiores propagadores da LPO (Dar €04l3). Por esta razdo foi avaliado o
efeito do extrato SL-ACOET sobre a LPO e viabilielaglular em linfocitos. A concentracao
de HO; mais indicada para induzir o dano lipidico (aurnete 54% na LPO) em linfocitos
mesentéricos de ratas durante o tempo de tratarderith, a 37°C, foi de 200 mM (Fig. S4).
A LPO induzida por EO> decorre da producédo de radicais altamente reatonso o radical
OHe (gerado na reacdo de Fenton ou de Haber-Wgisskembora tenha meia-vida curta é
capaz de reagir com a maioria das macromoléculataes (proteinas, acidos nucléicos,
fosfolipidios, agUcares e carboidratos) (Siddiqual.e 2012; Catala, 2012). Por isso, extratos
naturais que contenham compostos antioxidantexgrardazer parte de uma importante
estratégia no sentido de minimizar os danos casspelas espécies reativas. O extrato SL-
ACOET 32 pg.mt! causou uma reducéo de aproximadamente 30% na hf@ida por
H>O-> que pode ser explicada pela presenca de substéaardiaxidantes no extrato, como 0s
flavonoides quercetina e canferol. Essa habilids@leleve principalmente as caracteristicas

estruturais desses compostos.
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Os flavonoides séao constituidos por um nucleo badec15 carbonos 66C3-Cs),
formado por 02 anéis aromaticos (A, B) ligadosaisade um anel heterociclico pirano
(oxigenado) C (Fig. S5). Semelhante a outros cotopdendlicos, a atividade antioxidante
de flavonoides é diretamente proporcional ao numneepmsicdo dos grupamentos hidroxila
livres na molécula, e tambem esta relacionada abiésacédo eletrbnica oriunda dos anéis
benzénicos nos trés anéis (A, B, C). Grupamentir®xila proximos aos carbonos 03 e 05 na
presenca do grupo 4-oxo no anel C geram efeitosnmadxna eliminacdo de radicais livres
(Sroka & Cisowski, 2003). Desta forma, a presengaampostos flavonoidicos no extrato
SL-ACOET, pode ter sido responsavel pela inibicd@BO observada neste estudo.

A inibicdo da formacédo de radicais livres pela qagna pode ocorrer em trés
etapas diferentes: na iniciacdo (pela interacdo é@omns superoxido), na formacdo de
radicais hidroxila (por quelar ions ferro) e nagx@acao lipidica (por reagir com radicais
peroxi de lipidios) (Afanas'ev, 1989). Conforme \Wa al. (2006), tanto a quercetina quanto
o canferol atuam no sequestro de radicais livresérp a quercetina parece ter maior
potencial de doacgdo de hidrogénio que o canfenidldeid presenca da por¢édo 4’,5'-catecol
no anel B, o que indica que sua estrutura quimjaee€equisito para reforcar a atividade de
sequestro a radicais livres. Portanto, a acdoxadéinte de um extrato ndo apenas depende da
concentragdo das substancias nele contidas, magraaas estruturas quimicas e interagdes
com outros antioxidantes (Vanderjagt et al., 20@2)mo existe um efeito antioxidante
sinérgico entre quercetina e canferol, a preseagaag duas substancias pode potencializar a
acao protetora do extrato SL-ACOET contra a LPQ@&hjo et al., 2010).

Os resultados relativos a viabilidade celular iadicuma pequena diminui¢do do
namero de células viaveis (~10%) em consequénciarésenca de DMSO. O DMSO é
utilizado para diluir ou incorporar componentesnaigturas em meios aguosos para ensaios

biolégicosin vitro, no entanto, uma das preocupa¢cfes em se introghlziEntes como esse
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em sistemas celulares € quanto ao potencial citmd®antos et al., 2003; Tim et al., 2013).
Considerando que a concentracao de 1% (v/v) sé @meapresentar toxicidade em culturas
celulares a partir de trés ou mais dias de incubapéamos pela utilizacdo desse solvente na
concentracdo de 1% (v/v) para a solubilizacdo deoatex SL-ACOET (Ben et al., 1990).
Contudo, notamos uma pequena queda na viabilidellgac causada pelo DMSO (e nos
extratos preparados com DMSO), mesmo estando epewwacao final menor que 1% no
meio de cultura por um tempo de incubacdo de 1ta @sinuicdo do niumero de células
viaveis pode estar relacionada com a capacidadeMiBO em aumentar a permeabilidade
das membranas celulares e permitir a passagem rdpostos toxicos para o interior das
células (Walker, 1992). Portanto, devido a incoismies como esse € importante verificar o
efeito do solvente sobre as variaveis analisaddsrde a garantir uma correta interpretacao
dos resultados.

Como o esperado, quando as células sdo desafianakk©, 200 mM observou-se
uma diminui¢cdo ainda maior na viabilidade celuti 95% para 11,8 %). Na literatura outros
experimentos em diferentes condigfes também dermaomsi HO. atuando negativamente
sobre a viabilidade de linfécitos (Shinde et ab1P?, Chikkanna, 2015). Contudo, o numero
de células viaveis aumentou de 11,8 para 26,3% dguan extrato SL-ACOET foi
administrado na concentracdo de 16ug/mL (Fig. 3Bh suma, o extrato SL-ACOET
preveniu os efeitos oxidativos em linfécitos, viedtlo pelo aumento da viabilidade celular e
pela protegcéo contra a LPO.

Quando avaliada a resposta celular ao estressaci{eazada pela expressao e
exportacdo de HSP70) (Fig. 4), observou-se quefesttenuada pela presenca do extrato
SL-ACOET. Esse efeito pode estar relacionado coatéd@ dos flavonoides quercetina e
canferol, os quais tém sido descritos por inibiexpressdao de HSP (Hosocawa, 1992;

Havsteen, 2002; Kantengwa & Polla, 1991). Um dosanismos de inibicdo de HSP por
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flavonoides é via inativacdo de HSF (Hosocawa, 1B@®steen, 2002; Yang et al., 2016). O
HSF ou fator de choque térmico, em situacdo deesssr celular, como elevacdo de
temperatura, torna-se ativo (sofre trimerizacdggediga a uma sequéncia de nucleotideos,
chamada déleat Shock ElemelfHSE) ou elemento do choque térmico, localizaddrdeda
regido promotora dos genes que codificam as HS$a Egacdo resulta em alto nivel de
transcricdo dos genes de choque térmico e é redmEnsor aumentar suas concentracoes
celulares (Powers & Workman, 2007). Quando hagéaibido HSF, a quercetina o altera para
uma forma que é incapaz de se ligar ao HSE e, mortado ha producdo de HSP70 no
interior da célula e consequentemente também temmas menor exportacao desta proteina
para o ambiente extracelular (Fig. 4-B) (Havst@602).

Além do mecanismo de inativacdo de HSF, os flawdewiquercetina e canferol
também podem inibir a expressdo de HSP atravésibigdo da via dgrotein kinase C
(PKC), ou proteina quinase C. A PKC € uma enzimmastnembrana que tem sua atividade
aumentada durante o choque térmico e quando sua imidida se tem uma diminuicdo na
sintese de HSP (Ferriola et al., 1989; Gamet-Pagrat999). Portanto, a presenca de
flavonoides no extrato parece explicar a diminuigaosintese e exportacdo de HSP70 em
linfécitos, uma vez que essas substancias tém reidortadas por inibir a expressao de
proteinas de resposta ao estresse por mecanisiacismados a inativagdo de HSF e inibicao
de PKC.

A quercetina e o canferol tém sido mencionados gootenciais agentes coadjuvantes
na terapia antitumoral, devido a capacidade dessapostos de tambem inibir a expresséo
de HSP70 em células tumorais (Rusak et al., 20@2g¥et al., 2016). Kantengwa & Polla
(1991) trataram mondocitos com quercetina e canfematoncentracdo de 100pM, 5 minutos
antes do choque térmico (44°C-20 minutos) e verifim apds 2h de recuperacdo a 37°C que

o canferol inibiu a expressédo de HSP70 e que amdasmpostos foram capazes de inibir a
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expressdo de HSP83. Portanto, pode-se sugerir guEsanca dessas substancias no extrato
poderia permitir, através da inibicdo da expreskEablSP, que os efeitos antineoplasicos das
terapias convencionais fossem potencializados.

Na condicdo de que o extrato é capaz de inibirpaessao e exportacdo de HSP72,
tem-se uma preocupacdo quanto a esse bloqueigplesta celular ao estresse, fato que pode
significar um prejuizo a sinalizacao entre céluassistema imune, pois esta proteina no
ambiente extracelular pode atuar como uma impatsinalizadora imunoldgica. A resposta
imunitaria mediada por HSP se inicia quando a el23e7liga a receptores de membrana de
células apresentadoras de antigeno (CAA), tais ceneptores do tipo Toll (TLR-2, TLR-4 e
TLR-7), CD40 e lectinas de tipo C que levam a gfiwa de vias proé-inflamatoérias
(Calderwood et al., 2007; De Maio, 2011). QuandoG#sA (mondcitos, macroéfagos,
linfécitos B, células dendriticas, células ldengerhan} ligam-se a eHSP72 por receptores
especificos, estimulam uma cascata de transdueasindl que resulta no aumento de
citocinas pro-inflamatorias, quimiocinas, oxidorictt e moléculas coestimuladoras. Desta
forma, um aumento de eHSP72 pode ser um bom irmlcicondicdes agudas ou crénicas
e, portanto o bloqueio da sua exportacdo em algusmascOes pode comprometer a sua
atuacdo como biomarcador de doencas (Asea, 2006).

Nesse estudo, a atividade antioxidante demonsfraliaextrato pode ser associada
aos efeitos citoprotetores de flavonoides diantedésafios como o choque térmico. O
aumento de temperatura pode gerar aumento na Fodie; ERO e representar um desafio
redox a homeostase celular. Neste sentido, uma mexymressao de iHSP70 e menor
liberacdo de eHSP72 podem significar um efeito ghoot aos linfocitos tratados com o
extrato. Por outro lado, o aumento do indice-H pcado somente pela administragdo do
extrato parece mostrar que o uso de antioxidamesamdicdes normais, ou seja, quando o

organismo nao € submetido a situacfes de estréssapresenta beneficio uma vez que
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podem desencadear uma resposta pro-inflamatéisa. lesposta pode estar relacionada com
o efeito pro-oxidante de alguns compostos fendliqgne é provocado pelo aumento de
radicais hidroxila no sistema de Fenton (Hanasakale 1994). Deste modo, compostos
fendlicos como flavondides, podem atuar como pridantes e antioxidantes dependendo das
condicOes e, portanto podem oferecer ndo somengdibi®s, mas também alguns riscos caso
nao sejam utilizados com cautela.

Ao que se sabe, pela primeira vez na literaturans@gtrados resultados relativos a
efeitos celulares de extratos das casc&. dentiscifoliuslogo, esta € também a primeira vez
que o novo marcador de resposta celular ao estigsdee-H, que é relacdo entre
eHSP70/iIHSP70) testado em linfocitos (Heck et2811,7) € usado como método avaliativo do
efeito de extratos vegetais. O indice-H represergttus imunoinflamatorio e a capacidade
funcional de linfocitos. Nesse contexto, os valatesndice-H (aumentados pelo desafio do
choque térmico) e abolidos pelo tratamento comtratx reforcam os efeitos citoprotetores
do extrato das cascas 8elentiscifoliusem condi¢cdes de estresse. Logo, este trabalhe serv
de ponto de partida para novas pesquisasvo que esclarecam de fato seus mecanismos de
acao a fim de melhor caracterizar os efeitos biotiggdos extratos obtidos das cascas$de
lentiscifolius.

Concluséo

O extrato acetato de etila das casca$ dentiscifoliugpossui substancias fendlicas
da classe dos flavonoides, tais como quercetinanéel. A presenca desses compostos
parece ser responsavel pelo potencial antioxid#agecascas de. lentiscifolius Além disso,

0 extrato apresentou capacidade de abolir a respestlar ao estresse. Em conjunto estes
dados sugerem que extratos da casc8&.dentiscifoliuspodem ter acdo bioldgica a serem
explorados na prevencgao de doencas relacionadastrasse oxidativo e como coadjuvantes

de terapias complementares no tratamento do cancer.



99

Agradecimentos

Mara Lisiane Tissot-Squalli: identificacdo botanaa material vegetal. Larissa Lohmanm,
Barbara Pezzini Moreira, Lucas Machado Sulzbach®nadli Bender dos Santos: auxilio no
desenvolvimento dos procedimentos experimentaitives as analises celulares. Maria
Antonieta Ruiz Mufioz e Cledir Rodrigues Santos:nifieacdo por HPLC-DAD-ESI-
MS/MS. llaine Teresinha Seibel Gehrke: auxilio teberacdo dos protocolos experimentais
relativos a obtencéo dos extratos, concepcao sa@weritica. Thiago Gomes Heck: auxilio na
elaboracdo dos protocolos experimentais relativosbtencdo dos linfécitos e analises

celulares, anélise dos dados, concepcéo e revigia.c
Conflitos de interesse
Declaramos que nao ha conflitos de interesse barglgido do artigo.

Referéncias

Afanas'ev IB et al 1989. Chelating and free radscalvenging mechanism of inhibitory action
of rutin and quercetin in lipid peroxidatioBiochem Pharmac@8 (11):1763-1769.

Alam MN, Bristi NJ, Rafiguzzaman M 2013. Review am vivo and in vitro methods
evaluation of antioxidant activitpgaudi Pharm 21(2):143-152.

Alves E, Kubota EH 2013. Contetudo de fendlicosidieides totais e atividade antioxidante
de amostras de propolis comerciftsv Ciénc Farm Basica e Api(1):37-41.

Amici C et al. 1992. Antiproliferative prostaglandiactivate heat shock transcription factor.
Proc Nat Acad Sci US89(14):6227-31.

Amici C, Santoro MG 1991. Supression of virus regtiion by prostaglandin A is associated
with heat shock protein synthesisGen Virol72:1877-85.

Asea A 2006. Initiation of the Immune Response byrdcellular Hsp72: Chaperokine
Activity of Hsp72.Curr Immunol Re2(3):209-215.

Basma AA et al. 2011 Antioxidant activity and ploitemical screening of the methanol
extracts ofEuphorbia hirtaL. Asian Pac J Trop Med(5):386-390.

Ben TA, Kitabatake N, Doi E 1990. Toxicity of dirhgt sulfoxide as a solvent in bioassay
system with HelLa cells evaluated colorimetricallythw3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyl-tetrazolium bromidégric Biol Chenb4(11):2961-2966.

Buege JA, Aust SD 1878. Microssomal lipid peroxiolatMethods Enzymd@2:302-309.
Calderwood SK et al 2007. Cell surface receptons rfmlecular chaperonesviethods
43(3):199-206.

Catala A 2012.ipid Peroxidation.InTech 546 p.

Catalgol BK, Ozden S, Alpertunga B 2007. Effectstrathlorfon on malondialdehyde and
antioxidant system in human erythrocytésxicol in vitro21:1538-1544.

Chikkanna D et al 2015. Hydrogen peroxide induced damage: protection by pippali
(Piper longum aqueous extracEur J Pharm Med Re®(3):568-574.



100

Dar RA et al 2013. Evaluation of antioxidant adiiviof crocin, podophyllotoxin and
kaempferol by chemical, biochemical and electrodbahassaysArab J Chem10:1119-
1128.

De Maio A 2011. Extracellular heat shock proteiosljular export vesicles, and the stress
observation system: a form of communication durmgry, infection, and cell damage. It is
never known how far a controversial finding will!gbedicated to Ferruccio Ritosszell
Stress Chaperonds(3):235-249.

Ferriola PC, Cody V, Middleton JR E 1989. Proteimalse C inhibition by plant flavonoides:
kinetic mechanisms and structure-activity relatiops. Biochem PharmacoB8(10):1617-
1624.

Gamet-Payrastre L et al 1999. Flavonoids and thiaition of PKC and Pl 3-kinas&sen
Pharmacol J32(3):279-286.

Gehrke ITS et al 2013. Antimicrobial activity &chinus lentiscifoliugAnacardiaceae)l
Ethnopharmacoll48(2):486-491.

Hanasaki Y; Ogawa S; Fukui S 1994. The correlabienwveen active oxygen scavenging and
antioxidative effects of flavonoid&ree Radic. Biol. Med16:845-850.

Havsteen BH 2002. The biochemistry and medicalifsogimce of the flavonoid€?harmacol
Ther96(2):67-202.

Heck TG et al 2017. Acute exercise boosts celliferation and the heat shock response in
lymphocytes: correlation with cytokine productiondaextracellular-to-intracellular HSP70
ratio. Cell Stress Chaperon@2(2):271-291.

Hidalgo M, Sanchez-Moreno C, Pascual-Teresa S 20&0onoid-flavonoid interaction and
its effect on their antioxidant activitiFood Chenl21(3):691-696.

Hosocawa N et al 1992. Inhibition of the Activatioh Heat Shock Factdn Vivo andIn
Vitro by FlavonoidsMol Cell Biol 12(8):3490-3498.

Kammerer D et al 2004. Polyphenol Screening of Remiom Red and White Grape
Varieties Vitis viniferalL.) by HPLC-DAD-MS/MS.J Agric Food Chend2:4360-4367.
Kantengwa S, Polla BS 1991. Flavonoids, but notgmmokinase C inhibitors, prevent stress
protein synthesis during erythrophagocytoBischem Biophys Res Commil80(1):308-314.
Lorenzi H 2002Arvores Brasileirasmanual de identificac&o e cultivo de plantas arhg$ido
Brasil. 4. Ed. Nova Odessa, SP: Instituto Plantanurt.

Nascimento JC et al 2011. Determinacdo da atividadexidante pelo método DPPH e
doseamento de flavonoides totais em extratos dmdotlaBauhiniavariegatal. Rev Bras
Farmacogn92(4):327-332.

Oehler R et al 2001. Cell type—specific variatiansthe induction of hsp70 in human
leukocytes by feverlike whole body Hyperthern@all Stress Chaperonég4):306-315.
Powers MV, Workman P 2007. Inhibitors of the he&abck response: Biology and
pharmacologyFEBS Letter$81:3758-3769.

Putics A 2008. Resveratrol Induces the Heat-ShadpBnse and Protects Human Cells from
Severe Heat Stres&ntioxid Redox Signaling0(1):65-75.

Richter-landsberg C 2007. Heat shock proteins: &gon and functional roles in nerve cells
and glia. In:Heat shock proteins neural cellustin Landes Bioscience, p. 1-12.

Rusak G, Gutzeit HO, Ludwig-Miller J 2002. EffecfsStructurally Related Flavonoids on
HSP Gene Expression in Human Promyeloid Leukaenabs.0~ood Technol Biotechnol
40(4):267-273.

Salgueiro, ACF et al 2013. The influenceBafuhinia forficatalLink subsp. pruinosa tea on
lipid peroxidation and non-protein SH groups in lamerythrocytes exposed to high glucose
concentrations] Ethnopharmacol48(1):81-87.

Santos NC et al 2003. Multidisciplinary utilizatiaf dimethyl sulfoxide:pharmacological,
cellular, and molecular aspecBochem Pharmacd@5(7):1035-1041.



101

Shinde R et al 2011. Effect of bacoside extracHe®. stressed lymphocytent J Pharm
Biol Sci1(4):567-571.

Siddique YH, Ara G, Afzal M 2012. Estimation of iipperoxidation induced by hydrogen
peroxide in cultured human lymphocyt@nse ResponsH)(1):1-10.

Simdes CMO et al 201 Farmacognosiado produto natural ao medicamento. Porto Alegre:
Artmed. 486 p.

Sowndhararajan K, Kang SC 2013. Free radical scangractivity from different extracts of
leaves oBauhinia vahliiwight & Arn. Saudi J Biol Sc20(4):319-325.

Sroka Z, Cisowski W 2003. Hydrogen peroxide scairepgantioxidant and anti-radical
activity of some phenolic acidsood Chem Toxicat1(6):753-758.

Tim M et al 2013. Considerations regarding use a¥ents inin vitro cell based assays.
Cytotechnolog5(5):887-894.

Vanderjagt TJ et al 2002. Comparison of the totaloaidant content of 30 widely used
medicinal plants of New Mexicd.ife Sci70:1035-1040.

Yang W et al 2016. Heat shock protein inhibitorepetin, as a novel adjuvant agent to
improve radiofrequency ablation-induced tumor degion and its molecular mechanism.
Chin J Cancer Re®8(1):19-28.

Wagner H, Bladt S 199®lant drug analysisa thin layer cromatography atlas. 22 Edicéo.
Berlin: Springer, 384 p.

Walker M 1992 DMSO: Nature’s Healer. Penguin, 340 p.

Zhao H, Zhang H, Yang S 2014. Phenolic compounds it antioxidant activities in
ethanolic extracts from seven cultivars of Chineggbe.Food Sci Hum Wellness183-190.



102
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Fig. 1. Etapas experimentais desde a coleta do materidigito até a avaliacdo dos efeitos
sobre a resposta celular ao estresse.
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Fig. 2. Atividade antioxidante de extratos da casc&dkentiscifoliugpelo método DPPH. O percentual de
inibicao/sequestro de radicais livres foi calculadda férmula: % inibicdo = [(Ac — Aa)/ Ac)] x 106nde

Ac é a absorbéancia da solucéo controle (somentdHPetanol) e Aa é a absorbéncia da amostra éestad
no tempo de 40 minutos. SL-ACOET: extrato aceta&@tila; SL-MEOH: extrato metandlico. Resultados
expressos em média = desvio padrao. ANOVA de 2 dasnedidas repetidappst-hocde Bonferroni.
*P<0,004s. Acido ascorbico, acido galico, quercetina, rutih@®<0,001vs. Acido ascorbico, acido gélico,
quercetina, rutina e SL-ACOET.
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Fig. 3. Efeito do extrato acetato de etila (SL-ACOET) sobigoperoxidacdo e viabilidade celular de linfosi
apos 1h de exposicdo ae®4 a 37°C. Controle (sem tratamento), DMSO 1% (32pldiunetilsulfoxido 1% em
agua destilada), EXT8, EXT16 e EXT32 (tratamentm axtrato SL-ACOET nas concentra¢cbes de 8, 16 e 32
pag/mL, respectivamente),.8. (peréxido de hidrogénio na concentracao de 200 ,nEN)r 8+HO,, EXT16+
H.O, e EXT32+HO, (peroxido de hidrogénio na concentracdo de 200 enlatamento com extrato SL-
ACOET nas concentracbes de 8, 16 e 32 pg/mL, régpeente). (A) Lipoperoxidacdo (n=4-8). (B)
Viabilidade celular (n=5-6). *P < 0,08s. Controle, TP < 0,08s. H,O,. Valores expressos em média + desvio-
padrdo. ANOVA de uma via seguido do teste de Dunmeet multiplas comparacgdes.
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Fig. 4. Efeito do extrato acetato de etila (SL-ACOET) sohrresposta celular ao estresse em linfocitosabti
de linfonodo mesentérico. Os linfécitos foram inedbs a 37°C (Controle e EXT) ou 41°C (HS e EXT+HS)
durante 2h e permaneceram por mais 4h na temperdéuB7°C. Os grupos tratados com o extrato (EXT e
EXT+HS) receberam o extrato SL-ACOET na concentrad@ 32 pg/mL. (A) Concentragdo intracelular de
HSP70 (n=3-5). (B) Concentracdo extracelular de F2Sg=5). (C) Razédo entre a quantidade extracekilar
intracelular de HSP7GP < 0,05vs. Controle, #P < 0,09s EXT, ** P<0,05vs. Controle, EXT e EXT+HS.
Valores expressos em média + desvio-padrdo. ANO¥ Arda via seguida gmst-hocde Tukey
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Figuras suplementares

Fig. S1.Analise por cromatografia em camada delgada (CGi3)ektratos da casca &e lentiscifolius (A)
Extrato hex&nico (SL-HEX), revelagdo com cloretofdeo Ill. (B) Extrato acetato de etila (SL-ACOET)
revelacdo com NP-PEGucitaca= 365 nm). (C) Extrato metanodlico (SL-MEOH), revgla com NP-PEG
(Rexcitaga 365 nm). Eluente: hexano e acetato de etila (30:7
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Fig. S2.Perfil cromatografico dos extratos obtidos da cake8. lentiscifolius(A) Extrato obtido pelo método
de maceracgdo das cascas em acetato de etila (SERC(B) Extrato obtido pelo método de maceracé® da
cascas em metanol (SL-MEOH).
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Fig. S3.Espectro de massas [(-)-ESI-MS/MS] obtido parateaéo acetato de etila obtido das cascaS.de
lentiscifolius(SL-ACOET) referente a quercetina.

2.5
ES
2 o 2.04
ZE
t =
£ S 1.54
E g L
o @
§: 1.0¢
=€ 1
S B 0.5
0'3 L L] L) L] 1
0 50 100 150 200 250

HzOz mM

Fig. S4.Niveis de lipoperoxidacdo em linfocitos expostos plo a diferentes concentracdes d®H?20, 50,
100 e 200 mM). Valores expressos em média + dgsdlao. (n=4-8). ANOVA de medidas repetidas. *P50,0
vs.Controle.

Fig. S5.Nucleo fundamental de flavonoides e sua numeracao.
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Tabelas

Tabela 1- Dados espectrais, tempo de retencdo de flavoneidesr de fendis totais nos
extratos acetato de etila (SL-ACOET) e metandlisb-MEOH) obtidos das cascas &e
lentiscifolius

Extrato Composto | Tr(min) | Amax (nm) Produto [M-H]- Fendis totais
identificado dos ions (mgEAG/Q)
i Quercetina 21,47 ND 212; 283,9 301,2
SL-ACOET Canferol 27,4 ND 150; 239 285,3 12,32£0.21
SL-MEOH Quercetina 21,44 365,247 ND 301,1 7,53220,

Tr: tempo de retengdo; M-H: molécula desprotonaltia; ndo determinado.
mgEAG/g: miligramas equivalentes de acido galicogpde extrato.
Valores expressos em médiatdesvio padrdo (n=3).

Tabela 2 - Valores de G&dos padrdes e extratos da casca de
S. lentiscifolius

Amostras | DPPH CEo (ug.mL?)
Padrdes

ACIDO ASCORBICO 1,60 + 0,007
ACIDO GALICO 1,11+ 0,019
QUERCETINA 1,61 + 0,025
RUTINA 3,86 + 0,230
Extratos

SL-ACOET 16,70 £ 0,480
SL-MEOH 35,63 0,330

Valores expressos em média + desxilygo (n=2).
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ANEXO Il - Normas da Revista Brasileira de Farmacog nosia

Forma e preparacdo de manuscritos

1. NORMAS GERAIS

1.1 Todos os manuscritos submetidos devem ser inéditos. A publicacdo simultinea de manuscritos
descrevendo o mesmo trabalho em diferentes periddicos ndo é aceitdvel. Os direitos de publicacdo
passam a ser da Revista Brasileira Farmacognosia, inclusive tradu¢des; publicacdes subsequientes
séo aceitas desde que citada a fonte.

1.2 A Revista Brasileira Farmacognosia recebe para publicacdo trabalhos cientificos originais,
revisbes e comunicagfes. O contetdo dos trabalhos é de total responsabilidade do(s) autor(es), e
ndo reflete necessariamente a opinido do Editor, dos Editores de Sec8do ou dos membros do
Conselho Editorial.

1.3 O idioma para a publicacdo é o inglés. Manuscritos escritos por autores cuja lingua materna nao
€ o inglés devem ser verificados por um servico de edicdo profissional de lingua inglesa antes da
submissdo. Auxilio de servicos de edicAo independente pode ser encontrado
em http://journalexperts.com?rcode=BJP. Este trabalho é pago e de responsabilidade dos autores e
o uso de um desses servicos de tradugcdo ndo garante o aceite ou preferéncia para publicacéo.

1.4 A Revista Brasileira de Farmacognosia submetera todos os manuscritos recebidos a analise
de consultores ad hoc, cujos homes permanecerdo em sigilo e que emitirdo pareceres para decidir
sobre a pertinéncia de sua aceitacdo, podendo inclusive, reapresenti-los ao(s) autor(es) com
sugestbes para que sejam feitas alteracdes necessarias e/ou para que 0S mesmos sejam
adequados as normas editoriais da revista.

1.5 Toda idéia e conclusédo apresentadas nos trabalhos publicados s&o de total responsabilidade
do(s) autor(es), e ndo reflete necessariamente a opinido do Editor, dos Editores de Secédo ou dos
membros do Conselho Editorial.

1.6 Todos os artigos envolvendo estudos com humanos ou animais deverdo ter Pareceres dos
Comités de Etica de Pesquisa em Seres Humanos ou em Animais das instituicdes a que pertencem
0s autores, autorizando tais estudos.

1.7 Todo material vegetal utilizado na pesquisa descrita no trabalho deve ter a indicacdo do seu
local de coleta (inclusive coordenadas obtidas por GPS, se possivel), o pais de origem, o
responsével pela identificacdo da espécie e a localizacdo da exsicata. Os autores devem estar
preparados para fornecer evidéncia documental de que a aprovacdo para a coleta foi concedida
pela autoridade apropriada no pais de origem.

1.8 Os seguintes critérios de rejeicdo tém aplicacao imediata: i) o manuscrito ndo se enquadra nas
areas da Revista; ii) 0 manuscrito € muito preliminar, com apenas relato de atividade biol6gica sem
a comparacdo com uma referéncia ou sem um controle positivo; iii) a origem botanica ndo esta
claramente identificada, autenticada e documentada; iv) trabalhos experimentais de atividade
antimicrobiana e antioxidante com extrato bruto sem a identificacdo das substancias ativas isoladas
e identificadas.

2. NORMAS PARA A ELABORACAO DAS CONTRIBUICOES

2.1 Os autores devem manter uma coépia eletrénica do manuscrito submetido, para o caso de
possivel perda ou danos causados ao original enviado a revista.

2.2 As Figuras (fotografias, graficos, desenhos etc.) deverdo ser apresentadas no final no texto,
ap6s as Referéncias, numeradas consecutivamente em algarismos arabicos. As respectivas
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legendas deverdo ser claras, concisas, sem abreviaturas e localizadas abaixo das figuras. Suas
respectivas posi¢cdes no texto deverdo ser indicadas, preferentemente, logo apds sua citacdo no
corpo do trabalho.

2.3 As Tabelas e os Quadros também devem ser apresentados apds as Referéncias, numerados
consecutivamente em algarismos ardbicos. As tabelas (dados numéricos) ndo podem ser fechadas
por linhas laterais. As respectivas legendas deverdo ser claras, concisas, sem abreviaturas e
localizadas na parte superior dos mesmos. Deverdo ser indicados os locais aproximados no texto,
onde as tabelas e os quadros serdo intercalados, preferentemente, logo ap6s sua citagdo no corpo
do trabalho.

2.4 As legendas de ilustracBes botanicas devem ser de acordo com as normas adotadas pela
revista. Solicitar as normas pelo endereco revista@sbfgnosia.org.br.

3. FORMATACAO DO TEXTO E CONTEUDO DO TRABALHO

3.1 Original papers. Trabalhos originais séo artigos de pesquisa original descrevendo resultados
experimentais. O manuscrito deve estar disposto na seguinte ordem: Titulo, Resumo, Unitermos,
Introducdo, Material e Métodos, Resultados, Discussdo, Agradecimentos, Referéncias, Figuras com
legendas, Tabelas, Férmulas estruturais. Resultados e Discussdo podem aparecer como duas
partes distintas, ou como um combinado "Resultados e discussdo". O tamanho normal do texto
principal de um trabalho original, excluindo referéncias, tabelas, figuras e legendas de figuras, é de
cerca de 3000 palavras. Em casos excepcionais e casos devidamente justificados, manuscritos
podem ser aceitos. Ao submeter tais manuscritos, os autores devem apresentar uma justificativa
com as razdes para o texto ser longo.

3.2 Short communication. Esta secdo é destinada principalmente para artigos que descrevem
isolamento de substancias conhecidas de nova fonte neotropical, ou resultados complementares de
um trabalho em andamento. A comunica¢do deve ser escrita na seguinte ordem: Titulo, Resumo
com 200 palavras, Palavras-chave, Introducdo, Material e Métodos com detalhes dos dados
experimentais sem sub-titulo, Resultados e Discussdo em um corpo de texto sem titulo,
Agradecimentos, no maximo vinte Referéncias, e no maximo trés Figuras e/ou Tabelas. Os autores
deverdao limitar o texto a no maximo 2000 palavras.

3.3 Revisbes geralmente a partir de convites pelo editor-chefe. Os textos devem ser concisos e ndo
€ necessario incluir detalhes experimentais. O principal objetivo de revisGes é fornecer, de uma
forma concisa e precisa, o estado-da-arte de um assunto e informar o leitor os desenvolvimentos
mais recentes nesta area.

3.4 Além dessas normas, modelos para formatacdo de trabalhos originais e da carta de submisséo
estdo disponiveis em www.sbfgnosia.org.br/revista. Os autores sdo convidados a utilizar esses
modelos ao preparar um manuscrito.

3.5 Os originais deverao ser redigidos em folhas de papel tamanho A4, espaco duplo, fonte tipo
Times New Roman, tamanho 12, com texto justificado, margem de 2 cm em cada um dos quatro
lados, e perfazendo o total de, no maximo, quinze e, no minimo, cinco paginas, incluindo figuras,
tabelas e quadros.

3.6 Titulo e subtitulo : Deverdo estar de acordo com o contetddo do trabalho, levando em conta o
ambito e objetivos da Revista. Estes deverdo estar escritos em caixa baixa, negritados, fonte tipo
Times New Roman, tamanho 14. Para os trabalhos redigidos nas linguas Portuguesa e Espanhola,
providenciar também verséo do titulo para a lingua Inglesa, o qual acompanhara o Abstract. O nome
das plantas no titulo deve estar completo, incluindo nome do autor e Familia,
conforme http://www.tropicos.org.

3.7 Autores : Os nomes dos autores devem vir abaixo do titulo, centralizados. O nome e os
sobrenomes devem aparecer na ordem correta, sendo obrigatério que o primeiro (nome) e o Gltimo
(sobrenome) aparecam por extenso (e.g. Carlos N. U. Silva ou Carlos N. Ubiratan Silva). No caso de
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varios autores, seus nomes deverado ser separados por virgulas.

3.8 Filiagdo dos autores : Ap6s o nome de cada autor deverd constar um numero Arébico,
sobrescrito, que indica sua instituicdo de procedéncia e, devera aparecer logo abaixo da nominata
dos autores, também centralizado e com enderecos completos, inclusive o CEP da cidade. Deve-se
assinalar o nome do autor correspondente com um asterisco sobrescrito, para o qual toda
correspondéncia devera ser enviada. O endereco eletrdnico institucional, telefone e fax do autor
principal aparecer&o na primeira pagina do trabalho como uma nota de rodapé. A revista ndo publica
enderecos eletrbnicos comerciais.

3.9 Abstract: Devera apresentar concisamente o trabalho destacando as informacdes de maior
importancia, expondo metodologia, resultados e conclusGes. Permitird avaliar o interesse pelo
artigo, prescindindo de sua leitura na integra. Dever-se-4 dar destaque ao Resumo como tépico do
trabalho (maximo de 200 palavras). Os manuscritos devem vir acompanhados também da verséo do
resumo para a lingua Portuguesa. Para autores ndo-brasileiros, o resumo em portugués serd feito
pela revista.

3.10 Keywords: Também em namero maximo de seis e separados por virgula.

3.11 Introducdo: Deveréa estabelecer com clareza o objetivo do trabalho e sua relagdo com outros
trabalhos na mesma area. Extensas revisdes da literatura deverdo ser substituidas por referéncias a
publicacdes mais recentes, onde estas revisdes tenham sido apresentadas e estejam disponiveis.

3.12 Material e Métodos: A descricdo dos materiais e dos métodos usados devera ser breve,
porém suficientemente clara para possibilitar a perfeita compreenséo e a reproducdo do trabalho.
Processos e técnicas ja publicados, a menos que tenham sido extensamente modificados, deveréo
ser referenciados por citagéo.

3.13 Resultados: Deverdo ser apresentados com o minimo possivel de discussdo ou interpretacéo
pessoal e, sempre que possivel, ser acompanhados de tabelas e figuras adequadas. Os dados,
guando pertinentes dever&o ser submetidos a uma andlise estatistica.

3.14 Discussdo: Deverd ser restrita ao significado dos dados obtidos e resultados alcancados,
evitando-se inferéncias ndo baseadas nos mesmos. Opcionalmente, Resultados e Discusséo
poderdo ser apresentados em um unico item.

3.15 Agradecimentos: Este item € opcional e devera vir antes das Referéncias Bibliograficas.
4. REFERENCIAS

A formatacé&o das referéncias deve ser padronizada em conformidade com as exigéncias da revista,
como é mostrado abaixo:

4.1 Citac6es no texto : no inicio da citacdo: autor em caixa baixa, seguido do ano entre parénteses.
Ex. Pereira (1999); no final da citagdo: autor em caixa baixa e ano - ambos entre parénteses. Ex.
(Silva, 1999) ou (Silva & Souza, 1998) ou (Silva et al., 1999) ou (Silva et al., 1995a,b); citacdo
textual: colocar, também, a pagina Ex. (Silva, 1999, p.24).

4.2 As Referéncias Bibliograficas serdo ordenadas alfabeticamente pelo sobrenome do primeiro
autor, em caixa baixa e em ordem crescente de data de publicacdo. Levar em consideracdo as
seguintes ocorréncias:

4.2.1 Revista: Sera utilizado a abreviatura do periédico, em italico, definida no Chemical Abstracts
Service Source Index (ver http://www.cas.org/sent.html). Caso a abreviatura autorizada de um
determinado periddico ndo puder ser localizado e néo for 6bvio como o titulo deve ser abreviado,
deve-se citar 0 titulo completo.
Vargas TOH 1996. Fatores climaticos responsaveis pela morte de borboletas na regido sul do
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Brasil. Rev Bras Assoc Entomol 11: (100-105).

No caso especial da revista citada ndo ser de facil acesso, é recomendado citar o seu namero
de Chemical Abstracts, como segue:

Qu W, Li J, Wang M 1991. Chemical studies on Helicteres isora L. Zhongguo Yaoke Daxue
Xuebao 22: 203-206, apud Chemical Abstracts 116: 124855r.

Numa citacdo de citagdo, colocar o nome das fontes em italico

Wax ET 1977. Antimicrobial activity of Brazilian medicinal plants. J Braz Biol Res 41: 77-82,
apud Nat Prod Abs 23: 588-593, 1978.).

4.2.2 Livro:
Costa AF 1996. Farmacognosia. Lisboa: Calouste Gulbenkian.

4.2.3 Capitulo de livro:
Farias CRM, Ourinho EP 1999. Restauracdo dentéria. In: Goldaman GT (org.). A nova
odontologia. 5. ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, p. 95-112.

4.2.4 Tese e Dissertacao:
Lima N 1991. Influéncia da acédo dos raios solares na germinacdo do nabo selvagem. Campinas,
755p. Tese de Doutorado, Faculdade de Ciéncias Agrarias, Universidade Estadual de Campinas.

Romero MAV 1997. Estudo quimico de Brunfelsia hopeana Benth e do mecanismo de agdo da
escopoletina. Jodo Pessoa, 119 p. Dissertacdo de Mestrado, Programa de Pés-graduacdo em
Produtos naturais, Universidade Federal da Paraiba.

4.2.5 Congressos:

Thomas G, Selak M, Henson PM 1996. Estudo da fracdo aquosa do extrato etandlico das folhas
de Cissampelos sympodialis em neutr6fi los humanos. XIV Simpésio de Plantas Medicinais do
Brasil. Floriandpolis, Brasil.

4.2.6 Patentes:
Devem ser identificadas conforme modelo abaixo e na medida do possivel o nimero do Chemical
Abstracts deve ser informado.

Ichikawa M, Ogura M, Lijima T 1986. Antiallergic flavone glycoside from Kalanchoe pinnatum. Jpn.
Kokai Tokkyo Koho JP 61,118,396, apud Chemical Abstracts 105: 178423q.

4.2.7 Paginas Internet:
Taylor L 2000. Plant based drugs and medicines. http://www.rain-tree.com/plantdrugs.htm, acesso
em outubro 2009.

5. ABREVIATURAS

As unidades devem ser de acordo com o Sistema Internacional (SI) como adotado na 11th General
Conference on Weights and Measures. Abreviaturas comuns para seren usadas sdo: m metro; ppm
partes por milhdo; cm centimetros; cpm contagem por minuto; mm milimetro; dpm disintegrac8es por
minuto; um micrometro; nm nanometro; kg kilograma; g grama; mg miligrama; pug micrograma; ng
nanograma; LD50 dose letal média; mL mililitro; LC50 concentragdo letal média; pL microlitro; Hz
hertz; s segundos; M molar; min minutos; mM milimolar; h horas; M molar; pM micro molar; SD
desvio padréo; SE erro padrdo; Ci Curie; X média. Ao usar uma palavra que é, ou esti confirmada
para ser, uma marca de propriedade comercial, os autores devem utilizar o simbolo ®.

6. ILUSTRACOES

6.1 A qualidade das ilustracdes depende da qualidade dos originais fornecidos. As Figuras né&o
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podem ser modificados ou realcadas pela equipe de educacdo da revista. Os graficos devem ser
apresentados como parte do arquivo do manuscrito. O contraste é importante.

6.2 Remover as cores das ilustracdes, exceto para os gréficos em que o autor gostaria de té-los
publicados coloridos (ver a secdo de Custos abaixo para informacdes).

6.3 Coloque as figuras em formato .TIFF, . jpg ou .eps, indicando o niumero e o titulo da figura Tons
ndo sdo aceitaveis. InscricdesAs legendas devem estar com fonte Times New Roman, em um
tamanho razoavel que possa estar legivel apos reducéo, quando necessario.

7. CUSTOS

A Revista custeard integralmente os trabalhos de até quinze paginas, incluindo tabelas e figuras.
Acima deste nimero de péginas, as despesas correrdo por conta do(s) autor(es). Nao serdo aceitas
fotografias coloridas, a ndo ser que o(s) autor(es) custeiem sua publicacdo, independente do
namero de paginas do trabalho.

8. PROVAS TIPOGRAFICAS

As provas tipogréficas seréo enviadas ao autor correspondente em arquivo PDF. ModificagBes de
frases ou adicdes ndo sdo permitidas nesta fase. E da responsabilidade do autor correspondente
garantir que todos os autores do manuscrito estejam de acordo com as alteracBes feitas sobre as
provas. As provas tipograficas devem retornar no prazo de cinco dias, a contar da data do
recebimento das mesmas a fim de garantir a publicacdo do manuscrito no prazo.

Todo contato com a revista deve ser feito ao Editor, conforme endereco abaixo:

Revista Brasileira de Farmacognosia

Prof. Cid Aimbiré M. Santos - Editor
Laboratério de Farmacognosia

Departamento de Farmécia - UFPR

Rua Pref. Lothario Meissner, 632 - Jd Botanico
80210-170, Curitiba-PR, Brasil
revista@sbfgnosia.org.br
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ANEXO Ill — Parecer de aprovacio da Comissédo de Eti ca no Uso de Animais da
UNIJUI
%

Comisséo de Etica
no Uso de Animais
da UNIJUI

- .
annet CEUA
AR
UNIVERSIDADE REGIONAL

PARECER CONSUBSTANCIADO CEUA
Comiss3o de Etica no Uso de Animais da UNUUI

PARA USO EXCLUSIVO CEUA
PROTOCOLO N°: 005/2016 ESPECIE ANIMAL: Ratos Wistar
DATA DE PROTOCOLO: 12/04/2016 QUANTIDADE: 49
DATA DA REUNIAO: 13 de maio de 2016 SEXO: Fémeas
DURAGAO (Inicio e termino do projeto/aula): IDADE E PESO (aproximado): 3 a 5 meses; 200 a 250
25/05/2016 a 12/06/2017 gramas

I - IDENTIFICAGAQ

(X )PROTOCOLO DE PESQUISA

Il - PESQUISADOR RESPONSAVEL

Thiago Gomes Heck

Il - INSTITUICAO/DEPARTAMENTO

Universidade Regional do Noroeste do Estado do Rio Grande do Sul;
Departamento de Ciéncias da Vida- DCVida

IV - TITULO DO PROTOCOLO

PERFIL FITOQUIMICO DE EXTRATOS DA CASCA DE Schinus lentiscifolius (AROEIRA) E O EFEITO
SOBRE A RESPOSTA CELULAR AO ESTRESSE.

V - CONSIDERAGOES DO PARECERISTA
O protocolo apresenta a sua aplicabilidade e conformidade com os requisitos éticos, sendo de
parecer favoravel a realizacdo deste.

VI - SITUAGAO
( X ) APROVADO

De acordo,

ljui, 17 de junho de 2016.

UE

Pr : MWérﬁa da Cruz
B "Gbordenadord&GE&AAt:‘ﬁIJU!

Comissdo de Etica no Uso de Animais - CEUA/UNIJUI
Telefone: (55) 3332-0301
E-mail: cena@unijui.edu.br
Rua do Comércio, 3000, Bairro Universitario, Ijui /RS - Brasil CEP 98700-000.



