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Resumo
Baccharis trimera, popularmente conhecida como "carqueja”, € uma planta nativa sul-

americana que possui uma alta concentracdo de compostos fendlicos e, portanto, alto
potencial antioxidante. Apesar do potencial antioxidante de B. trimera descrito na
literatura, ndo existem relatos sobre as vias de sinalizacdo envolvidas neste processo. A
enzima NADPH oxidase é uma fonte importante na producdo de espécies reativas de
oxigénio (ERO) em condicdes patologicas, como no cancer, no diabetes e em processos
inflamatdrios. Esta enzima € ativada por meio de diferentes moduladores, entre 0s quais
destaca-se a proteina cinase C (PKC), que fosforila a subunidade p47°"* da NADPH
oxidase, como um contribuinte para a ativacdo do complexo enzimatico e a consequente
geracdo de ERO. Com base nestas informacdes, o objetivo do presente estudo foi
avaliar a composicdo fitoquimica dos extratos aquoso e hidroetandlico de Baccharis
trimera bem como a influéncia destes extratos na modulacdo de ERO e na via de
sinalizacdo da PKC e NADPH oxidase em células de hepatocarcinoma humano (SK
Hep-1). No presente estudo, a quercetina e a rutina foram utilizadas como controles
positivos, pois o efeito antioxidante destes flavonoides tem sido bem estabelecido,
sendo estes compostos ja identificados em extratos de B. trimera. No extrato
hidroetanélico foram identificados cinco flavonoides enquanto no extrato aquoso foram
identificados trés flavonoides por CLAE-EM. A atividade antioxidante in vitro por
DPPH também foi avaliada e os resultados demonstraram que o extrato hidroetanolico
possui um maior potencial em sequestrar o radical DPPH bem como uma maior
quantidade de compostos fendlicos em comparacdo ao extrato aquoso. Em relacdo a
viabilidade celular, observamos que o extrato hidroetanélico de B. trimera manteve
acima de 70% a porcentagem de células viaveis, entretanto em 24 e 48 horas de
incubacdo houve uma reducdo da viabilidade (<70%) em concentracdes iguais ou
superiores a 25ugmL™. Em relacio ao extrato aquoso observamos que a porcentagem de
células viaveis foi mantida acima de 70% em 12, 24 e 48 de incubacdo. Em relacdo a
producdo de espécies reativas foi observado que os extratos de B. trimera (aquoso e
hidroetandélico) diminuiram os niveis de ERO em células SK Hep-1 ndo estimuladas.
Niveis reduzidos de ERO também foram observados nas células tratadas com quercetina
e rutina. Os resultados mostraram que as células estimuladas com PMA / ionomicina

(ativadores de PKC) tiveram um aumento significativo na producdo de ERO, e esta
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producdo voltou aos niveis basais ap6s tratamento com o DPI (inibidor da NADPH
oxidase). O extrato hidroetanélico de B. trimera e quercetina, mas ndo o extrato aquoso
e a rutina, modularam a producéo de ERO através da inibicdo da expressao e atividade
da proteina PKC e também através da reducéo da fosforilagdo da subunidade p47°"™ da
enzima NADPH oxidase. Em conjunto, estes resultados sugerem um mecanismo
potencial de acdo de B. trimera na inibicdo da producdo de ERO através da via de
sinalizacdo da PKC/NADPH oxidase.

XiX



Abstract

ARAUJO, G. R.

Abstract

Baccharis trimera, popularly known as "carqueja” is a native South American plant
having high concentration of phenolic compounds and therefore high potential
antioxidant. Although the antioxidant potential of B. trimera described in the literature
there are no reports on the signaling pathways involved in this process. The NADPH
oxidase is a major source in production of reactive oxygen species (ROS) in
pathological conditions such as cancer, diabetes and inflammation. This enzyme is
activated by different modulators, among which we highlight protein kinase C (PKC),
which phosphorylates p47°"™ subunit of NADPH oxidase, as a contributor to the
activation of the enzyme complex and the subsequent generation of ROS . Based on this
information, the aim of this study was to evaluate the phytochemical composition of
aqueous and hydroethanolic extracts of Baccharis trimera and the influence of these
extracts on ROS modulation induced by PKC signaling pathway in human
hepatocellular carcinoma cells (SK-Hep 1). In the present study, quercetin and rutin
were used as positive controls, since the antioxidant effect of these flavonoids have been
well established, and these compounds have been identified in B. trimera extracts. In
hydrethanolic extract five flavonoids were identified, and in the aqueous extract
identified three flavonoids by CLAE-MS. The antioxidant activity in vitro was also
evaluated by DPPH and the results demonstrated that the hydroethanolic extract has a
higher potential scavenger the DPPH radical as well as a greater quantity of phenolic
compounds as compared to aqueous extract. About cell viability, we observed that the
hydroethanolic extract of B. trimera maintained above 70% of viable cells, however at
24 and 48 hours of incubation there was a reduction of viability (<70%) in
concentrations equal to or greater than 25ugmL-1. About aqueous extract we found that
the percentage of viable cells was maintained above 70% at 12, 24 and 48 of incubation.
It was observed that extracts of B. trimera (aqueous and hydroethanolic) decreased
ROS levels in the SK-Hep 1 cells unstimulated. Reduced levels of ROS were also
observed in cells treated with quercetin and rutin. The results showed that cells
stimulated with PMA / ionomycin (PKC activators) had a significant increase in ROS
production and this production returned to basal levels after treatment with DPI
(NADPH oxidase inhibitor). The B. trimera hydroethanolic extract and quercetin, but

not the aqueous extract and rutin, modulate the production of ROS by inhibiting the
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expression and activity of PKC protein and downregulation p47°"™ phosphorilation.

Together, these results suggest a potential mechanism of inhibition by B. trimera in
ROS production by PKC/NADPH oxidase signaling pathway.
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1. INTRODUCAO

Antioxidantes exdgenos, sintéticos ou naturais, tém sido usados como métodos
terapéuticos alternativos para o tratamento de doencas relacionadas ao estresse
oxidativo, pois estes compostos sdo capazes de combater os efeitos danosos das
espécies reativas de oxigénio (ERO) (PAPAS, 1999; AUGUSTYNIAC et al., 2010;
TAGHVAEI e JAFARI, 2015). O estresse oxidativo tem sido implicado no
aparecimento e progressdo de muitas doencas crénicas, como cancer, diabetes, doencas
neurodegenerativas e cardiovasculares (MC CORD, 2000; BOCCI e VALACCHI,
2015). Alteracdes no estado redox afetam as vias de sinalizacdo responsaveis pela
homeostase dos processos bioldgicos, podendo levar a danos nas funcdes celulares
(TOBWALA et al., 2014).

A maioria dos antioxidantes naturais apresenta em sua composi¢éo substancias
fenolicas, sendo estas responsadveis pela acdo antioxidante, seja atuando como
sequestradores das espécies reativas e/ou induzindo a expressao génica de enzimas
antioxidantes (RICE-EVANS, 2001; KRINSKY, 1992). Os compostos fenélicos podem
ser encontrados em diferentes alimentos, como frutas, legumes e também em plantas
medicinais. A dieta mediterranea esta associada com o risco reduzido de doencas
cardiovasculares devido ao consumo adequado de azeite de oliva e vinho, que contém
altas concentracBes de compostos fendlicos (XIA et al., 2010; CARLUCCIO et al.,
2003). Os estudos atuais sobre os efeitos bioldgicos dos flavonoides, uma classe dos
compostos fendlicos, incidem sobre os seus mecanismos de absorcdo, metabolismo e
biodisponibilidade. Assim, a fim de elucidar o papel fisioldgico destes compostos mais
estudos moleculares tornam-se necessarios para avaliar a sua eficicia na prevencao e
tratamento de certas doencas, juntamente com eventuais riscos decorrentes da sua
utilizagdo (KOSLOWSKA e SZOSTAK-WEGIEREK, 2014; MAJEWSKA-WIERZBICKA
e CZECZOT, 2012; TARKO et al., 2013).

Baccharis trimera, popularmente conhecida como "carqueja”, € uma planta
nativa da América do Sul, amplamente distribuida na Argentina, Brasil, Paraguai e
Uruguai. Esta planta possui uma elevada concentragdo de compostos fendlicos e,

portanto, apresenta potencial antioxidante (MIRABALLES et al., 2013). Entre os
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compostos fendlicos anteriormente descritos presentes em extratos de B. trimera estéo:
apigenina, isoquercetina, luteolina, nepetina, quercetina, 3-O-metilquercetina e rutina
(SOICKE e LENG-PESCHLOW, 1987; PADUA et al., 2014). Dentre estes flavonoides
presentes nos extratos de B. trimera, dois sdo amplamente reconhecidos pela sua
atividade antioxidante, a quercetina e a rutina (PADUA et al, 2010; JIMENEZ et al,
2015; KAMALAKKANNAN E STANELY, 2006; SONG et al, 2014).

A quercetina exerce uma série de efeitos fisiologicos e moleculares em uma
variedade de organismos, incluindo os seres humanos. Embora a quercetina possua
atividade antioxidante, a sua capacidade de se ligar a proteinas e modular sua atividade
sugere que este fitoquimico tem varios modos de acdo (MILES et al., 2014). Dentre
alguns efeitos jad conhecidos estd a inibicdo da enzima nicotinamida-adenina-
dinucleotidio fosfato (NADPH) oxidase em celulas musculares lisas vasculares
(VSMCs) (JIMENEZ et al., 2015). A rutina é conhecida por também exercer efeitos
antioxidantes. Song et al. (2014) demonstraram que a rutina é capaz de aumentar a
atividade de enzimas antioxidantes e prevenir a citotoxicidade em células expostas ao
estresse oxidativo induzido por etanol. A rutina também é capaz de reduzir a producédo
de ERO em células de neuroblastoma humano — SH-SY5Y (WANG et al., 2012).

Sabendo dos importantes efeitos da quercetina e rutina na acdo antioxidante dos
flavonoides, e ainda que estes estejam presentes nos extratos de B. trimera, torna-se
relevante avaliar se os efeitos antioxidantes encontrados para o extrato de B. trimera

poderiam ser relacionados a estes compostos.

Apesar do potencial antioxidante de B. trimera descrito na literatura (VIEIRA et
al., 2011; PADUA et al., 2010, 2014), até 0 momento n3o existem relatos sobre as vias
de sinalizacdo envolvidas neste processo. A NADPH oxidase € a enzima responsavel
pela producdo de ERO em vaérios tipos celulares (MEIER et al., 1991; SCHRAMM et
al., 2012). A NADPH oxidase é uma enzima multicomponente compreendendo
diferentes subunidades: as subunidades p22°" e gp91°"™ que estdo localizadas na
membrana, e as subunidades p40”"*, p47P"™ e p67°"™ que estdo localizadas no citosol
(LEUNG e CHAN, 2009). Os mecanismos envolvidos na ativacdo da NADPH oxidase

sdo complexos e variados; no entanto, a inibicdo da translocacdo da subunidade

.....
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NADPH oxidase pode também ser reduzida através da inibi¢cdo da fosforilacdo da
subunidade p47°"* através de inibidores da proteina cinase C (PKC) (MARALDI,
2013). PKC séo proteinas cinases pertencentes ao grupo das serinas / treoninas cinases e
desempenham papéis importantes na sinalizacdo celular, tais como a ativacdo da
NADPH oxidase (GERALDES e KING, 2010).

E descrito que os compostos fenolicos exibem atividade antioxidante e podem
inibir a NADPH oxidase e a via de sinalizacdo da PKC (MARALDI, 2013). Assim, uma
das metas do presente estudo foi investigar se a capacidade antioxidante do extrato de B.
trimera poderia estar relacionada a inibicdo da expressdo e/ou atividade enzimatica da
PKC e se esta via poderia modular a fosforilagdo da subunidade p47°"™ da enzima
NADPH oxidase. Sabendo-se da importancia destes compostos como antioxidantes,
torna-se cada vez mais necessario a elucidacdo dos mecanismos de sinalizacdo
subjacentes para que haja um melhor entendimento dos seus efeitos biologicos,
considerando-se a integracao entre as vias de sinalizagdo (cross-talk) e a necessidade da

elucidacao de alvos terapéuticos mais especificos.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Plantas Medicinais e Fitoterapicos

As plantas medicinais sdo aquelas capazes de aliviar ou curar enfermidades e
tém tradicdo de uso como remédio em uma populacdo ou comunidade. Para usa-las é
preciso conhecer a planta e saber onde colhé-la e como prepara-la. Quando a planta
medicinal é industrializada para se obter um medicamento tem-se como resultado o
fitoterapico. O processo de industrializacdo evita contaminag¢fes por micro-organismos,
agrotoxicos e substancias estranhas, além de padronizar a quantidade e a forma certa
que deve ser usada, permitindo uma maior seguranca de uso. Os medicamentos
fitoterapicos industrializados no Brasil devem ser registrados na ANVISA/Ministério da
Saude antes de serem comercializados (ANVISA, 2010).

E reconhecida a importancia dos produtos naturais, incluindo aqueles derivados
de plantas no desenvolvimento de drogas terapéuticas (CALIXTO, 1997). As plantas
medicinais sdo importantes para a pesquisa farmacoldgica e o desenvolvimento de
farmacos, ndo somente quando seus constituintes sdo usados diretamente como agentes
terapéuticos, mas também como matérias-primas para a sintese ou modelos para

compostos farmacologicamente ativos (WHO, 2003).

Embora a medicina moderna esteja bem desenvolvida na maior parte do mundo,
a Organizacdo Mundial de Saiude (OMS) reconhece que grande parte da populacdo dos
paises em desenvolvimento depende da medicina tradicional para sua atengdo primaria,
tendo em vista que 80% desta populacdo utilizam praticas tradicionais nos seus
cuidados basicos de salde e 85% destes utilizam plantas ou preparacGes destas
(MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

Atualmente, os fitoterapicos sdo amplamente utilizados em diversos paises. O
mercado mundial de medicamentos fitoterapicos é de US$ 43 bilhGes por ano. Somente
nos Estados Unidos da América, este mercado representa US$ 5 bilhGes por ano, sendo
0 setor de mais rapido crescimento no mercado farmacéutico norte-americano
(ASCHWANDEN, 2001). Baseado em pesquisa por telefone nos Estados Unidos,
estimou-se que em 1990 foram gastos U$13,3 bilhdes com tratamentos alternativos
(EISENBERG et al., 1993), e o valor subiu para U$27 bilhdes em 1997 (EISENBERG
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et al., 1998). Outro mercado que tem crescido nos ultimos anos é a suplementacdo
através do tratamento/encapsulamento de produtos vegetais. Os dados mais
informativos sdo do conselho Americano de Botéanica, que monitora a venda anual
destes suplementos desde 1999. Com excecdo de 2002 e 2003, as vendas aumentaram a
cada ano, de 4110 milhdes de dolares em 1999 para 5600 milhGes em 2012
(LINDSTROM et al., 2013).

Embora 0 nosso pais possua a maior diversidade vegetal do mundo, com cerca
de 60.000 espécies vegetais superiores catalogadas (PRANCE, 1977), apenas 8% foram
estudadas para pesquisas de compostos bioativos e 1100 (1.8%) espécies foram
avaliadas em suas propriedades medicinais (GUERRA et al., 2001).

A grande maioria dos estudos com fitoterapicos que demonstram beneficios para
a saude tém-se centrado no fato de que muitos desses produtos quimicos ativos possuem
atividade antioxidante. Entretanto alguns ensaios clinicos mostram um decepcionante
resultado em relacao a este efeito e com compostos que sdo extensivamente consumidos
na dieta humana (WILLIAMS E HORD, 2005). Isto provavelmente se deve ao fato das
doses consumidas serem baixas em relacdo aquelas que resultariam em uma diminuicao
da producdo de espécies reativas. Assim, muitos estudos estdo sendo realizados com o
intuito de compreender os efeitos e mecanismos dos fitoterapicos nas doses que sdo as
tipicamente consumidas (VIRGILI E MARINO, 2008; SPENCER, 2010; HOLST E
WILLIAMSON, 2008). Além disso, alguns fitoterapicos em altas doses podem ser

carcinogénicos e neurotdxicos, apesar da dose baixa ser benéfica.

Plantas medicinais, da mesma forma que os medicamentos sintéticos, possuem
grupos de compostos farmacologicamente ativos que atuam no organismo. O emprego
terapéutico dessas plantas exige o conhecimento desses grupos para a avaliacdo das
potencialidades terapéuticas e para a formulacdo de uma estratégia adequada para seu
uso (PERON et al., 2008).

Segundo Seeff et al. (2015), plantas utilizadas com propdsito medicinal
englobam trés categorias. Primeiro as ervas em seu estado bruto, como caules,
sementes, flores e folhas, utilizadas ao longo dos séculos e selecionadas geralmente por
curandeiros tradicionais. Os componentes quimicos desta categoria ainda ndo sdo

completamente conhecidos e nem caracterizados e dependem da localizacdo geografica,
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clima e solo em que se encontram. Em segundo lugar estdo as plantas cujos
constituintes quimicos foram utilizados para sintetizar potentes drogas convencionais
eficazes no combate a doencas e que ajudaram a iniciar a industria farmacéutica. Em
meados dos anos 80, aproximadamente 80% dos farmacos eram derivados de plantas,
hoje estd proximo de 15%. A terceira categoria engloba o crescente mercado de plantas,
que cria e comercializa produtos com nome comercial. Este tipo de comércio tem
crescido cada vez mais em paises ocidentais, na esperanca de melhorar o bem-estar,
assim como para o tratamento de doencas. Estes produtos podem conter varios
complementos, de 2 a mais de uma dizia, e podem incluir componentes como as
vitaminas. Os constituintes normalmente sdo selecionados por seus beneficios
individuais, sem a evidéncia de que a combinacao seja complementar. Da mesma forma
que ocorre com as plantas medicinais, poucos foram avaliados cientificamente para

testar o verdadeiro beneficio.

Compostos fenolicos naturais € o maior grupo de fitoquimicos e, tem atraido
cada vez mais a aten¢do como potenciais agentes para a prevencdo e tratamento de

doencas relacionadas ao estresse oxidativo (LI et al., 2014).

O Brasil é o pais de maior biodiversidade do planeta que associada a uma rica
diversidade étnica e cultural tem o potencial necessario para desenvolvimento de
pesquisas com resultados em tecnologias e terapéuticas apropriadas (MINISTERIO DA
SAUDE, 2006). Dentre as plantas medicinais culturalmente conhecidas e utilizadas em

diversas ocasifes estdo as plantas do género Baccharis.

2.2. O Género Baccharis

Baccharis ¢ o maior género da familia Asteracea, com mais de 500 espécies
distribuidas nos continentes Norte e Sul Americanos. As espécies deste género estdo
distribuidas principalmente em regides de clima ameno e tropical, como Brasil,
Argentina, Colémbia, Chile e México. Desde 2002 houve um aumento em informagoes
sobre as estruturas e atividades farmacoldgicas dos novos compostos isolados e
identificados a partir de espécies de Baccharis (ABAD e BERMEJO, 2007). No Brasil



Revisao Bibliogréfica

ARAUJO, G. R.

estdo descritas 120 espécies de Baccharis, sendo a maior parte delas localizadas na
regido sudeste do pais (VERDI et al., 2005).

O estudo de espécies do género Baccharis tem mostrado grandes avangos devido
ao seu intenso uso na medicina caseira na América Latina. Sua composicao fitoquimica
destaca a ocorréncia de flavonoides, diterpenos e triterpenos, sendo nitidamente
observado o maior acimulo de flavonas, flavondis e de diterpenos labdanos e
clerodanos (JAKUPOVIC et al., 1990; VERDI et al., 2005). Entre as espécies mais
pesquisadas quanto a composicdo quimica e/ou atividade biologica, encontram-se B.
megapotamica, B. incarum, B. trimera, B. trinervis, B. salicifolia, B. crispa, B.
coridifolia, B. dracunculifolia, B. grisebachii e B. tricuneata (VERDI et al., 2005)
(Figura 1). Guimaraes et al. (2012) observaram que o extrato de B. dracunculifolia
exerceu atividade antioxidante através da eliminacéo direta dos radicais livres e efeito
quelante sobre o ferro, protegendo as membranas celulares da oxidagéo e perda de sua
funcdo. Mais estudos, como o de Coelho et al. (2004) evidenciaram um efeito
terapéutico antiartritico de Baccharis genistelloides sem toxicidade renal e hepatica, e
encontraram ainda um efeito hipoglicemiante e hipotrigliceridémico em animais
saudaveis. O trabalho de Lima et al.. (2004) relatou que o cha é referido na literatura
como uma das melhores fontes de compostos fenolicos, uma vez que possui uma grande
quantidade de flavonoides. A partir das folhas da B. dracunculifolia e B. genistelloides
do sudeste do Brasil sdo extraidos, por arraste a vapor, o 6leo de vassoura e 0 6leo de

carqueja, de alto valor para a industria de fragrancia (MOTL e TRKA 1983).
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Baccharis dracunculifolia

Baccharis halimifolia Baccharis rhomboidalis

Figura 1: Espécies de Baccharis. Fonte: http://en.wikipedia.org/wiki/Baccharis

Entre as espécies mais pesquisadas quanto a composi¢do quimica e atividade
bioldgica, encontra-se a Baccharis trimera. Correa em 1984 fez o primeiro registro
desta planta como uso medicinal e normalmente sendo consumida na forma de cha.
Muitas das espécies da familia Asteracea sdo utilizadas na medicina popular para o
tratamento de males do estdbmago, desordens hepéticas e renais, atividades antivirais,
anti-inflamatoria e antimicrobiana e na producdo de fragrancias comerciais (6leo de
carqueja) (SOICKE e LENG-PESCHLOW, 1987). Atualmente, na medicina popular a
carqueja é usada como diurética, tonica, digestiva, protetora e estimulante do figado,
antianémica, antireumatica, depurativa, para o controle da obesidade, diabetes, hepatite
e gastroenterites (CASTRO e FERREIRA, 2000).

2.2.1.Baccharis trimera: uma revisao sistematica

A Baccharis trimera (Figura 2) tem tido espaco em diversos estudos, incluindo
ensaios biologicos, uma vez que esta planta € amplamente utilizada como alternativa no

tratamento de doencas na cultura popular. Entretanto, quando realizamos uma busca no
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site PubMed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/) com o termo Baccharis trimera

apenas 36 artigos aparecem indexados com este termo.

Figura 2: Baccharis trimera. Fonte:

http://es.wikipedia.org/wiki/Baccharis_trimera#mediaviewer/File:Baccharis_trimera.jpg

As pesquisas com esta espécie comecaram no ano 1977, Herz e colaboradores
identificaram 3 novos diterpenoides extraidos de Baccharis trimera em um extrato de
acetato de etila. Outro artigo com Baccharis trimera s6 foi publicado 10 anos depois por
Soicke e Leng-Peshlow em 1987, o qual identificou flavonoides presentes nessa
espécie: apigenina, 7,4 '-di-O-metil-apigenina, cirsimaritina, eupatorina, genkvanina,
hispidulina, isoquercetina, luteolina, nepetina, quercetina, 3-O-metilquercetina, 5,6 -di-
hidroxi-7, 3 ', 4'-trimetoxiflavona e rutina. Soicke e Leng-Peshlow também avaliaram a

propriedade hepatoprotetora desta planta.

Em 1996, Gené e colaboradores avaliaram o efeito anti-inflamatério e analgésico
de Baccharis trimera e demonstraram que o pré-tratamento intraperitoneal com a fracao
butandlica do extrato aquoso inibiu a inflamac&o induzida por dextrano em até 71% na
dose de 100mg kg™. A fracdo butandlica também foi capaz de reduzir em 95.1% a
contracdo abdominal na dose de 100mg kg™. Sendo assim, este estudo sugeriu que a B.

trimera apresenta um potencial anti-inflamatério e analgésico.
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A partir deste estudo, o intervalo de publicacdo com a Baccharis trimera
diminuiu, mostrando que o interesse dos pesquisadores aumentou em relacdo a esta

especie.

Existem ainda outros efeitos bioldgicos conhecidos na literatura, como por
exemplo, o efeito antiviral, no qual os autores avaliaram 0s extratos aquosos e
etandlicos de sete espécies de plantas usadas como medicamento na Bolivia para testar a
atividade antiviral contra o herpes tipo | (HSV-1), virus de estomatite vesicular (VSV) e
polivirus do tipo I. Os extratos aquosos da maioria das espécies investigadas mostraram
atividade antiviral, sendo que Baccharis trimera foi ativa contra dois virus diferentes
(HSV-1 e VSV) (ABAD et al., 1999).

Hnatyszyn et al. (2003) demonstraram que 0s extratos de diclorometano e
metanolico de B. trimera apresentaram efeito relaxante em células musculares lisas.
Januario et al. (2004) isolaram um diterpenoide do extrato cloroférmico/metandlico de
Baccharis trimera e observaram que este composto inibiu a hemorragia, a atividade
proteolitica, e 0 edema induzido por veneno de cobra e ainda suas metaloproteases,

indicando que esse diterpeno isolado de Baccharis possui um efeito antiofidico potente.

Em 2005, Oliveira et al., avaliaram o efeito hipoglicemiante dos extratos brutos
etandlico e aquoso e também da fracdo butandlica de Baccharis trimera. Foi observado
que apenas o0 extrato aquoso da planta (2000 mg kg™) foi capaz de reduzir a glicemia em
animas diabéticos tratados duas vezes ao dia por 7 dias com este extrato. Simdes-Pires
et al. (2005) analisaram a atividade antioxidante in vitro, por DPPH, do extrato aquoso
de Baccharis trimera e observaram que este extrato possuia capacidade sequestradora

de radicais.

Em 2006 dois artigos foram publicados sobre a Baccharis trimera e que estdo na
base de dados do PubMed. Betoni et al. (2006), avaliaram o efeito sinérgico de extratos
de diversas plantas, dentre elas a Baccharis trimera, com diferentes antimicrobianos
contra o Staphylococos aureus, e todos os extratos analisados apresentaram efeito
antimicrobiano quando utilizados juntos. Dickel et al. (2006), realizaram um estudo em
que foi feito o levantamento das plantas medicinais utilizadas com a finalidade de perda

de peso pela populacdo de Porto Alegre e a associacdo com as atividades bioldgicas

10
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destas plantas. Em relacdo a Baccharis trimera, houve relatos do uso desta planta para

reducdo do peso.

Em 2007 Mendes et al., avaliaram a capacidade de Baccharis trimera na
adaptacdo de animais expostos a diferentes estresses. Baccharis trimera administrada
por via intravenosa e oral ndo foi capaz de alterar a capacidade locomotora de animais
expostos a exercicio forcado. Em relacdo a protecdo contra ulcera¢do, nao foi
encontrado nenhum efeito protetor da Baccharis trimera nos animais avaliados,
entretanto foi observado um efeito antioxidante moderado do extrato hidroetandlico de

B. trimera.

Grance et al. (2008) avaliaram o efeito do extrato hidroetandlico de Baccharis
trimera em ratas gravidas. Os resultados mostraram que este extrato administrado na
dose de 8.4mg kg™ foi toxico para as células dos rins e figado das ratas, entretanto
quando o tratamento foi interrompido a toxicidade foi revertida. Peron et al. (2008)
realizou tratamentos com duas concentracfes da infusdo de Baccharis trimera, néo
sendo observado acdo citotoxica nas células de medula dssea de ratos Wistar apds 24

horas de tratamento.

Paul et al. (2009) encontraram um efeito anti-inflamatério do extrato aquoso de
Baccharis trimera. Rodrigues et al. (2009a) e Paul et al. (2009) atribuiram a carqueja
efeitos antioxidante e anti-inflamatdrio, respectivamente. Estudos prévios do nosso
laboratorio demonstraram atividade antioxidante do extrato hidroetandlico de Baccharis
trimera através da reducdo da producdo de espécies reativas de oxigénio em neutrofilos
de ratos intoxicados com paracetamol (APAP) (PADUA et al., 2010).

Biondo et al.. (2011) observaram um efeito regulatério da secrecdo gastrica
exercido por um extrato aquoso de Baccharis trimera. Os resultados indicaram que 0s
componentes do extrato que inibem a secrecdo do &cido géastrico podem agir
principalmente na via colinérgica. Nogueira et al. (2011) observaram efeito anti-
inflamatdrio do extrato aquoso de Baccharis trimera em um modelo de inflamacao
induzido por carragenina em camundongos. Neste mesmo estudo, diferentes linhagens
celulares foram expostas ao extrato aquoso e as fragdes aquosa e etandlica deste extrato
e foi observado que células epiteliais renais sdo mais sensiveis e apresentaram uma

diminuig&o significativa na proliferacdo celular. O extrato foi ainda capaz de reduzir a
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atividade da enzima de detoxificagdo glutationa-S-transferase. Vieira et al. (2011)
também encontraram atividade antioxidante dos extratos aquoso e etandlico de
diferentes espécies de Baccharis, dentre elas Baccharis trimera, observando uma
capacidade desses extratos em sequestrar o radical DPPH, reduzir a peroxidacdo lipidica

e ainda a oxidag&o de proteinas.

Trojan-Rodrigues et al. (2012) listaram estudos que indicavam que diversas

plantas possuiam efeito antidiabético, dentre elas a Baccharis trimera.

Em 2012, Oliveira et al.,, avaliaram o contetdo fendlico, atividade anti-
inflamatoria e antioxidante do extrato de Baccharis trimera e observaram que no extrato
etandlico foi encontrado uma grande quantidade de compostos fendlicos e atividade
anti-inflamatoria. De Oliveira et al. (2012) observaram que o 6leo essencial de
Baccharis trimera possui atividade contra Shistosoma mansoni, causando a destruicao

do tegumento nos ovos das fémeas.

Léazaro et al. (2013), avaliaram o efeito de Baccharis trimera sobre carrapatos
que atacam bovinos - Rhipicephalus microplus — e observaram que o extrato aquoso de
Baccharis trimera impede a eclosdo dos ovos dos carrapatos, 0 que poderia ser um
potente agente farmacoldgico contra esses artropodes. No estudo de Menezes et al.
(2013) foi detectado genotoxicidade do extrato aquoso de Baccharis trimera coletada
em regides expostas a extracdo e queima de carvdo. Miraballes et al., 2013 realizaram
um estudo para avaliar a eficiéncia da destilacdo a vapor do extrato aquoso de Baccharis
trimera, e foi observado que tal técnica foi eficaz na reducdo do odor e sabor
caracteristicos do extrato sem alterar o contetido de polifendis e atividade antioxidante,
sugerindo assim uma metodologia eficaz e de baixo custo promissora para producéo de

extratos antioxidantes para produtos alimentares.

O objetivo do estudo de Oliveira et al., 2013 foi avaliar o efeito antiproliferativo
dos compostos fenodlicos e terpenoides de Baccharis trimera em células cancerosas
cervicais. Os compostos fendlicos da planta foram capazes de suprimir a formacéo de
coldnias, inibir a proliferacdo e a motilidade celular, enquanto os terpenoides inibiram a
proliferacdo, mas aumentaram a formacdo das col6nias e ndo reduziram a motilidade
celular. Os dois compostos fenolicos e terpenoides foram capazes de aumentar 0s niveis

da enzima lactato desidrogenase, indicando perda da integridade membranar. Ainda, 0s
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compostos fendlicos promoveram a morte celular, e os terpenoides induziram apoptose,

indicando que esses compostos poderiam apresentar atividade anticancer.

Nosso grupo publicou um segundo estudo em 2013, em que 0 extrato
hidroetandlico de Baccharis trimera foi capaz de melhorar o sistema de defesa
antioxidante, inibindo a expressdo génica de subunidades da NADPH oxidase (gp91""™
e p47"™) e da enzima Oxido Nitrico Sintase Induzida (iNOS) em um modelo de
inflamacéo induzido por APAP, o que poderia justificar a reducéo na producéo de ERO
e Oxido nitrico nos neutr6filos desses animais (PADUA et al., 2013). Oliveira et al.
(2014) investigaram pela primeira vez a eficcia do extrato bruto de diclorometano e a
fragdo aquosa de Baccharis trimera em larvas juvenis e adultas de Shistosoma mansoni,
e observaram que Baccharis trimera causou a mortalidade do Shistosoma através de
alteracdes tegumentares e morfoldgicas, bem como a oviposi¢cdo quando as fémeas eram

expostas aos ensaios in vitro.

Garcia et al., também em 2014 avaliaram o efeito de dois diterpenos do extrato
aquoso de Baccharis trimera sobre o bloqueio de célcio na veia portal de ratos. Foi
observado que os dois diterpenos estudados reduziram as contracdes induzidas por

cloreto de célcio na veia portal dos animais.

Vieira et al. (2014) avaliaram fungos bioativos presentes em Baccharis trimera e
observaram que ha uma grande quantidade de fungos nessa planta e que a sua atividade
antimicrobiana pode estar relacionada com os fungos presentes nela, pois sdo capazes

de produzir metabdlitos bioativos antimicrobianos.

Em nosso laboratério, Padua et al. (2014) confirmaram o efeito hepatoprotetor
de Baccharis trimera em um modelo de inflamacédo induzido por APAP. Foi observado
um aumento na atividade das enzimas antioxidantes e uma diminuicdo nos
biomarcadores de dano oxidativo, como TBARS e proteina carbonilada, no figado

desses animais.

O trabalho de Menezes et al. (2015), investigou o perfil fitoquimico, a
capacidade antioxidante, genotoxicidade e o potencial mutagénico do extrato aquoso de
Baccharis trimera retirada de duas regides distintas de mineragdo de carvdo. Foi
observado genotoxicidade e efeito mutagénico do extrato em células V79 (fibroblastos
de hamsters) quando expostas a altas concentra¢des dos extratos. Nenhuma diferenca foi
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observada em relacdo aos compostos fendlicos e flavonoides presentes nos extratos,

assim como nenhuma diferenca no perfil antioxidante entre os dois extratos avaliados.

Paiva et al. (2015) utilizaram Caenorhabditis elegans como um modelo para
examinar os efeitos antioxidantes do extrato hidroalcoolico de B. trimera na resisténcia
ao estresse e longevidade bem como o efeito deste extrato em um modelo para a doenga
de Alzheimer. Os resultados deste grupo demonstraram que o tratamento com o extrato
hidroalcoolico melhorou a resisténcia ao estresse oxidativo, aumentando a taxa de
sobrevivéncia e reduzindo os niveis de ERO, e que este efeito independe de vias de
sinalizacdo, como p38, JNK e ERK. O extrato de carqueja ainda exibiu efeito protetor
contra a paralisia induzido pelo peptideo B-amiléide em C. elegans.

Minteguiaga et al. (2015) caracterizaram os extratos volateis de quatro espécies
de Baccharis, dentre elas Baccharis trimera e observaram picos de 180 componentes. E
0 Ultimo estudo publicado sobre Baccharis trimera indexado no PubMed, até o
momento (28 de outubro de 2015), foi o0 de Boechat et al. (2015), que apresentou como
objetivo determinar as concentracdes de metais pesados na biomassa de plantas que
crescem em local contaminado com diversos metais, para assim identificar
acumuladores de metal e fornecer informagdes para utilizagdo de plantas nativas para
remediar os locais contaminados por esses metais. Baccharis trimera foi efetiva em

acumular os metais cobre e zinco.

Como observado em alguns estudos citados acima, 0s constituintes mais
conhecidos do género Baccharis apresentam propriedades antioxidantes,
antimicrobianas e anti-inflamatérias, sendo que nos Ultimos anos tém sido
desenvolvidos estudos que avaliam estes efeitos tanto em cultura de células quanto em

modelos animais.

De modo geral, os compostos que mais se destacam sdo os flavonoides,
clerodanos e labdanos, embora também se tenha observado com certa freqliéncia a
presenca de outros compostos, como por exemplo, os tricotecenos. Os flavonoides
relatados até agora na espécie Baccharis trimera sdo apigenina, 7,4'-di-O-metil-
apigenina, cirsimaritina, eupatorina, genkwanina, hispidulina, isoquercetina, luteolina,
nepetina, quercetina, 3-O-metilquercetina, 5,6 -di-hidroxi-7, 3 ', 4'-trimethoxyflavona e
rutina (SOICKE E LENG-PESCHLOW, 1987; GENE et al., 1996).
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Sendo assim, analisando os resultados obtidos por estudos cientificos onde sdo
identificados vérios flavonoides nos extratos de Baccharis trimera e, sabendo-se que
estes compostos possuem diferentes atividades biolégicas em organismos vivos, torna-
se relevante avaliar a influéncia desses extratos em vias de sinalizacdo, uma vez que
estas podem ser potentes alvos terapéuticos em doengas associadas ao estresse

oxidativo.

2.3. Flavonoides: aspecto geral

Os flavonoides sdo compostos fendlicos que participam de importantes funcdes
no crescimento, desenvolvimento e na defesa dos vegetais contra o ataque de patdgenos
(DIXON E HARISSON, 1990) e estdo presentes na maioria das plantas (FELDMANN,
2001). Os compostos fenolicos podem ser consumidos através de chas, frutas, verduras,
legumes e vinho. Sua biodisponibilidade ainda esta em discussdo, e depende de fatores
relacionados com o processamento dos alimentos, do perfil do individuo que esta
consumindo (idade, sexo, composi¢do da flora intestinal), bem como das interagdes
entre estes polifendis e outras moléculas (proteinas salivares e enzimas digestivas)
(LEWANDOWSKA et al, 2013; HALBWIRTH, 2010; CHEYNIER, 2005;
D’ARCHIVIO et al., 2010). No figado, os compostos fendlicos sdo submetidos a
reacOes catalisadas por enzimas de fase I, como por exemplo, reacbes de oxidacgéo,
reducdo, hidrélise e hidratacdo, e podem ser parcialmente hidroxilados pelo citocromo
P450 (HODEK et al., 2002).

Lopez-Revuelta et al. (2006) demonstraram que flavonoides possuem uma
atividade antioxidante e uma fungdo protetora no tratamento de doengas degenerativas
mediadas pelo estresse oxidativo, entretanto sdo pouco utilizados terapeuticamente na
medicina ocidental (MIDDLETON et al., 2000). Os compostos fenélicos constituem um
amplo grupo de substancias e mais de 8000 ja foram identificados (PIETTA, 2000). Sua
estrutura consiste em um nucleo fundamental de 15 atomos de carbono arranjados em 3
anéis, sendo dois anéis fenolicos substituidos (A e B) e um pirano acoplado a um dos
anéis fendlicos (C) (Figura 3). Esta estrutura quimica os permite doar hidrogénio ou

elétrons aos radicais livres, atribuindo-lhes a caracteristica antioxidante.

15



Revisao Bibliogréfica

ARAUJO, G. R.

Figura 3: Estrutura geral dos flavonoides. Fonte: Cook & Samman, 1996.

As atividades bioquimicas destes compostos fendlicos dependem principalmente
da sua estrutura quimica, e € a partir dela que os flavonoides também séo classificados.
Podem ser subdivididos em: flavonas, flavonois, chauconas, auronas, flavanonas,
flavanas, antocianidinas, leucoantocianidinas, proantocianidinas, isoflavonas e
isoflavonoides (BRAVO, 1998).

Flavonas e flavonois sdo de origem biossintética muito proximas. Os flavonois
sdo flavonas substituidas na posicdo C3 por hidroxila. Os flavonois mais encontrados
em vegetais sdo camferol, quercetina e miricetina, observados, por exemplo, no cha
preto (Camelia sinensis) (FENNEMA, 1992). Pietta (2000) demonstrou gque a presenca
de uma hidroxila em C3 no anel heterociclico e um catecol no anel B favorece a
atividade antioxidante. O efeito de eliminar as espécies reativas exercido pelos
flavonoides se deve a capacidade destes compostos em neutralizar as espécies reativas
(anion superoxido, radicais hidroxila e peroxila) ou quelar ions metalicos (cobre e
ferro). Os flavonoides apresentam grupos hidroxilas em sua estrutura, portanto eles
podem inibir as reacdes de oxidacdo das espécies reativas de oxigénio, por doarem
atomos de hidrogénio as espécies, estabilizando-as. Ao quelar ions metalicos ocorre a
inibicdo da Reacdo de Fenton, uma forma enddgena de produzir espécies reativas
(ENIO, 2003; HARBORNE & WILLIANS, 2000; TIAN & MCLAUGHLIN, 2000).
Em adicdo a estes efeitos sobre as espéecies reativas, evidéncias mostram que
flavonoides regulam a atividade de enzimas antioxidantes, modulam receptores
nucleares, atuam sobre a expressdo génica e vias de sinalizacdo celular (SEERAM &
HEBER, 2006).
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As propriedades antioxidantes de compostos vegetais dependem nédo s6 do teor
de polifendis, mas também do seu tipo. Por exemplo, quercetina e a-tocoferol
demonstraram maiores propriedades antioxidantes in vitro, comparados a apigenina e
canferol, dentre outros (CZECZOT e PODSIAD, 2005; DUTHIE e MORRICE, 2012).

Os flavonoides tem o potencial de ligarem-se ao local de ligacdo do ATP em um
grande nimero de proteinas, incluindo ATPases mitocondriais e plasmaticas, como
revisto por Willians et al. (2004). Estudos prospectivos tém demonstrado que ha uma
relacdo inversa entre o consumo de flavonoides na dieta e o risco de doencas
coronarianas e infarto (HERTOG et al., 1993a; WANG et al., 2014)

Os flavonoides apresentam multiplos efeitos de defesa para o corpo humano.
Entretanto, os mecanismos subjacentes ainda ndo sdo totalmente compreendidos. De
acordo com o atual conhecimento, uma dieta que inclui flavonoides deve ser
incentivada (KOZLOWSKA e SZOSTAK-WEGIEREK, 2014). No entanto, deve ser
enfatizado que a toxicidade de flavonoides consumidos em grandes doses permanece
desconhecida. Por esta razdo, a utilizacdo dos suplementos dietéticos deve ser
considerada com cautela.

Dentre os flavonoides mais estudados atualmente e com efeitos antioxidantes
reconhecidos estdo a quercetina e a rutina, que sdo abundantemente consumidas em
alimentos e que também j& foram descritas por estarem presentes em extratos de

Baccharis trimera.

2.3.1. Quercetina

O consumo médio didrio na dieta ocidental de flavonéis mais flavonas é
estimada em 23 mg, com a quercetina contribuindo com 60 a 75% do total (HERTOG et
al., 1993b; SAMPSON et al., 2002).

A quercetina é a principal representante da subclasse flavonol da familia dos
flavonoides, sendo a mais abundante (CERMAK, et al. 1998). Este composto é
amplamente encontrado em frutos, folhas de vegetais, chas, vinho tinto, dentre outros.
Na dieta, a quercetina é frequentemente encontrada como B-glicosideo, ou seja, com um
acucar ligado na posicdo 3 do anel C (FORMICA e REGELSON, 1995; YAMAMOTO
et al., 1999) (Figura 4). No entanto, a quercetina pode ser encontrada sem a molécula de
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acucar ligada, e neste caso é referida como aglicona. A natureza da glicosilacdo €
conhecida por influenciar a eficiéncia de sua absor¢do (CRESPY et al., 1999). Sabe-se
ainda que os compostos fenolicos, como a quercetina, podem interagir com proteinas
salivares ricas em prolina na cavidade oral, entretanto as formacGes destes agregados
pouco influenciam sua disponibilidade (CAl e BENNICK, 2006).

Figura 4: Quercetina (3,3’,4”,5,7-pentahidroxi flavona). Fonte: Pecivova et al., 2012.

Sob o ponto de vista farmacoldgico, € atribuida uma série de agdes bioldgicas a
quercetina, tais como anti-inflamatéria (GUARDIA et al., 2001; HARBORNE e
WILLIAMS, 2000; MORIKAWA et al., 2003; ROTELLI et al., 2003), antimicrobiana
para alguns tipos de bactérias gram positivas e gram negativas (LIMA et al., 1990),
antiviral (OHNISHI et al., 1993; SIMOES, 1992), antioxidante (AQUINO et al., 2002;
PADUA et al., 2010), entre outras. Recentemente, Xu et al. (2014) demonstraram que a
quercetina tem efeito protetor nos danos causados pela endometriose em ratas gravidas.
As acbes em questdo sdo produzidas pela substancia isolada, mas também quando
presente em extratos vegetais. Neste caso, dependendo dos parametros de transformacao
ou do produto obtido, h& variagdo na intensidade do efeito (DE SOUZA, 2002).

A quercetina possui efeito antioxidante, propriedade esta bastante difundida na
literatura (KESSLER et al., 2003; SAK, 2014; JIMENEZ et al., 2015; ALMAGHRABI,
2015).

Colaborando com os resultados ja descritos, Boadi, lyere e Adunyah (2003)
compararam o efeito antiperoxidativo da quercetina e o flavonoide genisteina em um
estudo in vitro. Os autores concluiram que a quercetina foi mais efetiva que a genisteina
ao diminuir os niveis de peroxido, atribuindo a esse resultado, modifica¢fes estruturais

em ambos os flavonoides.
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Entretanto existem outras vertentes para o estudo da quercetina, em que €
demonstrado que a mesma interfere no metabolismo de ERO e leva a apoptose celular.
Em certas situacdes, a quercetina é capaz de gerar quantidade de ERO suficiente para
causar apoptose através das vias de sinalizacdo como ERO/AMPKal/p38 e a cinase
reguladora de sinal de apoptose ¢ AMPal/Ciclo oxigenase 2 (LEE et al., 2010).
Consequentemente, a geracdo de ERO ativa AMPKal, que ativa p38, levando ao
recrutamento de caspases (HATTORI et al., 2009; MATSUZAWA E ICHIJO, 2008). A
quercetina também é capaz de influenciar a via PI3K/Akt induzindo a apoptose em
células HelLa, podendo ser utilizada como potente agente antitumoral (XIANG et al.,
2014).

Outros estudos sugerem que a quercetina pode atuar em outras vias de
sinalizacdo subjacentes, como a via da PKC, observado por Pignatelli et al. (2006), que
também demonstraram a acdo da quercetina sobre a enzima NADPH oxidase. Jimenéz
et al. (2015) também demonstraram o efeito da quercetina sobre o complexo enzimatico
da NADPH oxidase, reduzindo sua ativacdo e, consequentemente diminuindo a
producdo de ERO.

Estudos tém demonstrado a influéncia da quercetina na modulacdo do estresse
oxidativo através da via de sinalizacdo da PKC e NADPH oxidase €, por isto, em nosso
estudo, a quercetina foi utilizada como um padrdo de referéncia (controle positivo) para
os efeitos que seriam encontrados para os extratos hidroetanélico e aquoso de B. trimera
nesta via (PIGNATELLI et al., 2006; KIM et al., 2013; JIMENEZ et al., 2015).

2.3.2. Rutina

A rutina (Figura 5) estd abundantemente presente em muitos alimentos, como
cebola, mag4, chés e vinho tinto (HERTOG et al., 1993b). E descrito que a rutina exibe
varias propriedades farmacoldgicas, como antitumoral, antibacteriano, antitlcera,
antidiarréico, antimutagénico, imunomodulador e atividades hepatoprotetoras.
(JANBAZ et al., 2003). Ha descrito ainda que a rutina pode exercer efeitos em doencas
crbnicas como diabetes, cancer, hipertensdo e hipercolesterolemia (SHARMA et al.,
2013). Kamalakkanan et al. (2006) demonstraram uma diminui¢do da glicemia e um

aumento na insulinemia em animais diabéticos tratados com a rutina (100mg kg™), além
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deste efeito antidiabético, este mesmo estudo demonstrou os efeitos na diminuic¢do da
peroxidacdo lipidica, mostrando o possivel potencial antioxidante desta substancia.

OH
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Figura 5: Rutina (5,7,3°,4’-OH, 3-rutinose). Fonte: Khan et al., 2012.

Estudos descrevem que a rutina é capaz de reduzir a atividade da enzima xantina
oxidase (COTELLE, 2001) e estimular enzimas antioxidantes, como a superoxido
dismutase e catalase no figado, rins e cérebro (KAMALAKKANNAN e STANELY,
2006). Recentemente, foi demonstrado que a rutina suprimiu a inducéo da 6xido nitrico
sintase (iNOS) em rins de ratos com isquemia (KORKMAZ E KOLANKAYA, 2013),
também em hepatécitos intoxicados com CCl, (DOMITROVIC, 2012). O pré-
tratamento com rutina foi capaz de preservar a funcdo de ATPases (Na‘/K*, Mg®* e
Ca’*-ATPases) no miocardio de ratos infartados (STANELY MAINZEN e
KARTHICK, 2007).

Song et al. (2014) demonstraram que a rutina foi capaz de aumentar a atividade
das enzimas antioxidantes catalase e superoxido dismutase em células HT22 (células
neuronais do hipocampo). Este mesmo estudo evidenciou que a rutina, com posterior
tratamento com etanol foi capaz de aumentar a expressdo de fatores neurotropicos, que
podem ser considerados como alvos para o tratamento de doengas neurodegenerativas.
Entretanto o tratamento apenas com a rutina, sem a inducdo por etanol, ndo alterou os

niveis desses fatores neurotrdpicos.

Estudos tém sido realizados a fim de investigar os efeitos antioxidantes da
rutina. Nakamura et al. (2000) observaram uma propriedade antioxidante da rutina em
ratos tratados com este flavonoide em uma alta concentracdo (1g kg™*) durante 22 dias.
Pu et al. (2007) demonstraram que a rutina atua como um eficiente inibidor da formacao

de radicais. Viskupicova et al. (2015) demonstraram um efeito protetor da rutina nos

20



Revisao Bibliogréfica

ARAUJO, G. R.

danos causados por peroxinitrito nas ATPases-Ca’* presentes no reticulo
endoplasmatico.

A rutina tem sido amplamente estudada devido aos efeitos que a ela séo
atribuidos, principalmente no que diz respeito aos seus efeitos antioxidantes. Sendo

assim, a rutina foi escolhida como um outro padréo de referéncia antioxidante.

2.4. Sinalizacéo redox

Alteracbes na sinalizacdo redox estdo associadas ao processo de envelhecimento
e a morte celular, podendo afetar a maioria dos sistemas bioldgicos (KRAUSE, 2007),
sendo que as espécies reativas desempenham importante papel em muitas doencas
como, a doenca de Alzheimer (QIN et al., 2006), doenca de Parkinson (ZHANG et al.,
2000) e praticamente todas as doengas cardiovasculares (DHALLA et al., 2000).

Espécies reativas sdo fundamentais para a sinalizacdo de moléculas, reacdes de
biossintese, defesas quimicas e reacdes de desintoxicacdo (JONES, 2006). Quando
produzidas em condicBes fisiologicas desempenham importantes papéis em funcdes

regulatdrias e em processos celulares, como na defesa contra agentes infecciosos.

Embora os oxidantes possam ter como fonte varios compartimentos
citoplasmaticos, as mitocéndrias figuram como a principal fonte intracelular de ERO na
maioria dos tecidos (TURRENS, 2003), devido ao vazamento de elétrons da cadeia
respiratoria (WEI E LEE, 2002), caracterizando, de certa forma, uma ‘“geragdo
acidental” (HALLIWELL & CROSS, 1994). Sabe-se que 0 oxigénio é um aceptor final
de elétrons ideal, pois possui uma alta afinidade por elétrons. A transferéncia de quatro
elétrons leva a formacdo de produtos seguros (duas moléculas de agua), mas a reducgéo
parcial gera compostos perigosos. Em particular, a transferéncia de um Unico elétron ao
O, forma o anion superoxido (O,"), enquanto a transferéncia de dois elétrons origina o
perdxido de hidrogénio (H,O,) (BUONOCORE, et al., 2010).

Trés intermediarios sdo formados na reducdo parcial do oxigénio: anion
superéxido (O,), peréxido de hidrogénio (H.0,) e radical hidroxila (OH). Os radicais

de oxigénio representam a classe mais importante de radicais gerados no organismo.
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Além das mitocbndrias, quatro importantes fontes enddgenas de oxidantes sdo
conhecidas: a B-oxidacdo peroxissomal de &cidos graxos, onde ha liberacdo de H,0,
como um subproduto, que é degradado por acdo da enzima catalase. Evidéncias
sugerem que, sob certas condicdes, peroxidos escapam dessa degradacgéo resultando em
sua liberagcdo em outros compartimentos celulares (BECKMAN E AMES, 1998). Uma
segunda fonte € a eliminacdo de subprodutos do metabolismo das enzimas do sistema
citocromo P450. Estas enzimas previnem efeitos toxicos agudos causados por
substancias exogenas, mas também resultam em subprodutos oxidantes (AMES et al.,
1993). Uma terceira fonte é a reacdo de Fenton, que é uma das formas mais simples de
gerar o radical hidroxila a partir da decomposicdo do H,O, catalisada pelo ferro (Fe*?)
presente em um meio acido (VILLA E NOGUEIRA, 2005). Uma quarta fonte de

geracdo de espécies reativas € o complexo enzimatico da NADPH oxidase.

2.4.1 NADPH oxidase e a via de sinaliza¢do da PKC

A NADPH oxidase foi originalmente descoberta em neutrofilos, onde produz
grandes quantidades de O,” durante a fagocitose e em defesas ndo especificas.
Entretanto nos Gltimos anos tornou-se evidente que células ndo-fagociticas, como
fibroblastos, células endoteliais, vasculares lisas, entre outras, também possuem uma
enzima analoga a NADPH oxidase, produtora de O,” (GRIENDLING et al., 2000a;
ZALBA et al., 2001 YANG et al., 2001; SHIOSE et al., 2001; RADEKE et al., 1991).
A NADPH oxidase é formada por subunidades de membrana, como gp91P"®, p22°P"*
formando o citocromo b558 e subunidades citosélicas, como p47°"™, p67°"™ p40P"* e
GTPases Racl ou Rac2 (FORMAN et al., 2001) — (Figura 6). A ativacdo desta enzima
na célula conduz o transporte de GTPase Rac, p47"™ e p67°"* para a membrana
plasmética, onde p67°"* interage através de seu dominio de ativacio com as
subunidades ligadas a membrana. Esta interacdo é requerida para a ativagdo da oxidase
e facilita a transferéncia de elétrons do NADPH para o oxigénio (BRANDES et al.,
2005). Duas proteinas adicionais tém sido demonstradas interagir com o citocromo
b558: rapla e p40°" estando envolvidas no recrutamento de p47 "™ e p67°"™ para a
membrana (BRANDES et al., 2005).
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Figura 6: Estrutura da enzima NADPH Oxidase ndo fagocitica. NOX1, NADPH oxidase;
NOXO1, NADPH oxidase organizador; NOXA1, ativador de NADPH oxidase. (Adaptado de
Paik e Brenner, 2011)

Uma das particularidades atribuida 8 NADPH oxidase ndo-fagocitica é que ela
ndo € somente constitutivamente ativa, mas responde também a ac6es de hormdnios,
citocinas, fatores de crescimento e a estresse mecanico (GRIENDLING et al., 2000a;
GRIENDILING e USHIO-FUKAI, 2000b; BERRY et al., 2000; LI et al., 2002;
INOGUCHI et al., 2000). Os mecanismos envolvidos na ativacdo da NADPH oxidase
sdo complexos e variados; no entanto, a inibicdo da translocacdo das subunidades
citosélicas para a membrana pode conduzir a inibicdo desta enzima. Quando as células
sdo ativadas por estimulos, como por exemplo, ésteres de forbol (PMA), alguns dos
componentes citosélicos sao fosforilados e migram para a membrana, onde sdo capazes
de ativar o complexo da NADPH oxidase (BABIOR, 1999; EL BENNA et al., 1994).
Uma das protefnas alvo é a p47°"*, que pode ser forforilada em diversos residuos de
serina por diferentes cinases (EL BENNA et al., 1994; EL BENNA et al., 1996). A
resposta mais rapida da enzima é dependente da proteina cina C (PKC), que fosforila a
subunidade p47°"®, que é transportada para a membrana, ativando as subunidades
cataliticas da NADPH oxidase (SESHIAH et al., 2002). A atividade da NADPH oxidase
pode também ser inibida através da inibicdo da fosforilagdo da subunidade p47°"™
através de inibidores da PKC (MARALDI et al., 2013).
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O termo “PKC” representa uma familia relacionada diretamente ao grupo de
proteinas serina/treonina cinases e regulam uma grande variedade de eventos celulares.
As isoformas de PKC podem ser ativadas por uma variedade de estimulos, dentre os
quais se destacam os membros dos receptores acoplados a proteina G, os receptores de
tirosinas cinases ou ndo receptores de tirosinas cinases. Todas as PKCs consistem em
um dominio catalitico C-terminal e um dominio regulatério N-terminal. A subunidade
regulatéria apresenta os dominios C1, responsavel pela ligagdo com o diacilglicerol
(DAG) e com o éster de forbol (PMA), e o C2, responsavel pela ligacdo com o calcio
(Ca?"). A subunidade catalitica, altamente conservada dentre as diferentes isoformas,
apresenta os dominios C3 e C4 responsaveis pela ligacdo do ATP e do substrato,
respectivamente (MICHIE & NAKAGAWA, 2005) (Figura 7).

Regido Regulatoria Regido Catalitica

PKCs convencionais N—| C1 l C1 |—| C2 H C3 H C4 —C
PKCs novas N—| C2 '—{ e | E=r H C3 H C4 —C
Vi

V2 V3 V4

Figura 7: Esquema da estrutura das isoformas da PKC mostrando os dominios catalitico e
regulatorio; apresentando os dominios de ligagdo para o PMA/DAG (C1), de ligacéo ao célcio
(C2), de ligacéo ao ATP (C3) e de ligacdo ao substrato (C4). (Adaptado de Mochly-Rosen et al.,
2012)

A familia das PKCs é dividida em trés classes, dependendo da sua estrutura e

dos requisitos necessarios para a sua ativagao.

A classe de PKCs convencionais, representada pelas isoenzimas PKCa, PKCpI,
PKCPII ¢ PKCy, dependem de Ca?* e diacilglicerol (DAG) para ativacéo. A classe de
PKCs novas, PKC3, PKCg, PKCn e PKC6O, dependem DAG, mas ndo de Ca®*. Ea
classe de PKCs atipicas, representada pelas isozimas PKCt/A e PKC(, que nédo
dependem de DAG ou Ca** (OHNO e NISHIZUKA, 2002).

A ativacdo das isoformas de PKC se da por uma variedade de horménios, como
adrenalina e angiotensina; fatores de crescimento, incluindo fator de crescimento
epidérmico; e neurotransmissores, como a dopamina e endorfina. Estes estimulos,

quando ligados aos seus respectivos receptores ativam membros da familia da
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fosfolipase C (PLC), gerando assim diacilglicerol (Figura 8). A classe das PKCs novas
(PKC3, PKCe, PKC6 ¢ PKCn) ¢ ativada por diacilglicerol sozinho, enquanto que as
quatro isoezimas PKC convencionais (PKCa, PKCBI, PKCBII PKCy) requerem além do
diacilglicerol, Ca®* para a sua ativacdo. Os niveis celulares de Ca®* sdo elevados
juntamente com os niveis de diacilglicerol, uma vez que o diacilglicerol é coproduzido
com inositol-1,4,5-trifosfato (Ins (1,4,5) P3), a partir da hidrolise de inositol-4,5-
bisfosfato (Ins (4,5) P,), o que provoca a liberagdo de Ca®* das reservas internas para o
citosol (Figura 8) (MOCHLY-ROSEN et al., 2012).

wns(‘iﬁ)f)go Receptor
O

oo ° o
o

Calcium
Regulatory channel
region o O
Catalytic (®)
region o o

Inactive

ER

© Ce QDAG ) Ins(1,4,5P,

Figura 8: Processos que conduzem a ativagdo da enzima PKC. Todas as isozimas de
proteina-cinase C (PKC) requerem a ligacdo de diacilglicerol (DAG) no dominio C1, a regido
reguladora para a ativagdo. PKCs convencionais também requerem a ligacdo do célcio no
dominio C2 da regido reguladora. Esses segundos mensageiros sdo gerados apés a ligagdo de
determinados horménios, neurotransmissores ou fatores de crescimento em seus receptores
correspondentes. A subsequente ativacdo de fosfolipase C (PLC) resulta na hidrélise de
fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PtdIns (4,5) P,), um fosfolipideo de membrana, em DAG e
inositol trifosfato -1,4,5- (Ins (1,4,5) P3). Ins (1,4,5) Ps, por sua vez, provoca a liberacdo de
calcio do reticulo endoplasmatico (RE), provocando um aumento na concentracdo de célcio
citosolico. O aumento nos niveis de DAG e de célcio leva a ativacdo de PKC e a sua
translocacdo do citosol para a membrana plasmatica, bem como para outras localizacdes
subcelulares, em que cada isoenzima interage com a sua proteina de ancoragem, receptor de
cinase-C ativada (RACK). PKC ¢ ativada e fosforila varios substratos nas proximidades,
levando a diversas respostas celulares. (Adaptado de Mochly-Rosen et al., 2012)
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A ativagdo da PKC pode ocorrer ainda na auséncia dos mensageiros citados.
Elevados niveis de célcio citosolico pode ativar diretamente a fosfolipase C, conduzindo
assim a ativacdo da PKC sem ativacdo do receptor. Véarias modificacbes na PKC ja
foram relatadas, levando a ativacdo de suas isoformas tanto em situacdes fisiologicas
como em doengas. A fosforilagdo de varios sitios da enzima é necesséria para a
maturacdo das enzimas recém-sintetizadas, assim como para a ativacdo das enzimas
maduras. Outras modificacdes, como oxidacgdo, acetilacdo e nitracdo tém sido descritas
como necessarias para ativacdo da PKC (STEINBERG, 2008). Uma caracteristica da
ativacdo da PKC, descrita pela primeira vez em 1982, € que ela est4 sempre associada a
translocacdo da enzima a partir da fracdo citosolica (soltvel) para a outras fracdes
celulares, incluindo a membrana plasmatica e outras organelas celulares (MOCHLY-
ROSEN, 1995).

Alteraces do ambiente celular induzidas por lesdes ou exposicdo a oxidantes
podem induzir a ativacdo da PKC levando a doengas como cancer e diabetes (CARTER
e KANE, 2004). A PKC contém multiplos residuos de cisteina que podem ser oxidados
e ativados por ERO. Entretanto a ativacdo da PKC é necessaria para a formacéo de ERO
em Vvarios sistemas biolégicos, incluindo, por exemplo, as alteragdes induzidas pelo
diabetes, sugerindo entdo que ERO pode tanto ser produzido pela ativagdo de PKC

como sustentar a atividade da mesma (Figura 9) (WU et al., 2006a).

TPA

PKC

NADPH oxidase

ERO

Figura 9: Sustentacdo da ativacdo da PKC por ERO. TPA (éster de forbol- ativador de
PKC) (Adaptado de Wu, 2006b).
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Neste contexto, entende-se por estresse oxidativo a condi¢do na qual as defesas
celulares antioxidantes ndo sdo suficientes para inativar completamente as espécies
reativas. Este desequilibrio é gerado devido a producdo excessiva de ERO, pela perda
de defesas antioxidantes, ou ambos, e pode causar danos a lipidios, proteinas e ao DNA
(DALLE-DONE et al., 2006). Alteracbes no estado redox podem afetar as vias de
sinalizacdo e o0s processos biologicos, levando a danos nas fungbes celulares
(TOBWALA et al., 2014). Entretanto, os mecanismos do estresse oxidativo ndo se
limitam apenas aos danos macromoleculares causados por estas espécies, havendo
também efeitos sobre a sinalizacdo redox. Desta forma, o estresse oxidativo pode ser
contemporaneamente definido como uma disfungdo da sinalizacdo redox e dos
mecanismos de controle (JONES, 2006).

Sendo assim, um dos nossos objetivos foi verificar se os efeitos antioxidantes
atribuidos a Baccharis trimera poderiam estar relacionados a sua atuacdo em vias de
sinalizac&o celulares importantes para a modulagéo do estresse oxidativo, como a via da
PKC e NADPH oxidase.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar o efeito dos extratos hidroetandlico e aquoso de Baccharis trimera, quercetina e
rutina na modulacdo de ERO em células de hepatocarcinoma (SK Hep-1) e o
envolvimento da via de sinalizagéo da PKC e da enzima NADPH oxidase.

3.2. Objetivos especificos

- Determinar os espectros cromatograficos dos extratos hidroetandlico e aquoso de
Baccharis trimera;

- Avaliar a quantidade de compostos fendlicos totais presentes nos extratos de
Baccharis trimera;

- Avaliar a capacidade de neutralizacdo do radical DPPH dos extratos de Baccharis
trimera e dos compostos quercetina e rutina;

- Avaliar a viabilidade da linhagem celular SK Hep-1 expostas a diferentes
concentracdes dos extratos de Baccharis trimera, quercetina e rutina;

- Investigar a influéncia da enzima NADPH oxidase na producdo de ERO na linhagem
SK Hep-1;

- Avaliar a producdo basal de ERO em células expostas aos extratos de Baccharis
trimera, quercetina e rutina;

- Investigar a influéncia da via de sinaliza¢do da PKC e da enzima NADPH oxidase na
producdo de ERO na linhagem celular SK Hep-1 tratada com os extratos de Baccharis
trimera, quercetina e rutina;

- Investigar a influéncia do extrato hidroetandlico de Baccharis trimera e quercetina na
modulacdo da via de sinalizagdo da PKC em células da linhagem SK Hep-1;

- Investigar a influéncia do extrato hidroetandlico de Baccharis trimera e quercetina na

modulacdo da enzima NADPH oxidase em células da linhagem SK Hep-1.
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4. METODOLOGIA

4.1. Reagentes
Quercetina e Rutina; dimetilsulfoxido (DMSO); Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

(DMEM); Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide (MTT), Forbol 12-miristate 13-acetato
(PMA), lonomicina, Calfostim C, Difenileneiodonium cloride (DPI); anticorpo
monoclonal Anti-Protein Kinase C, anticorpo anti- p47 PHOX C-terminal e anticorpo
policlonal anti-phospho-p47 (pSer®) foram obtidos da Sigma Aldrich (St Louis, MO).
Solugcdo de Luminol Enhancer e o Hiperfilme-ECL obtidos da GE Healthcare,
Buckinghamshire, United Kingdom e Carboxy-H,DCFDA obtido da Life Technologies.
A linhagem celular SK Hep-1 foi gentilmente cedida pela professora Miriam Martins

Shultz da Universidade Federal de Minas Gerais.

4.2. Material Botanico
As partes aéreas da B. trimera foram coletadas em Agosto de 2011 na cidade de

Ouro Preto, Minas Gerais. A espécime, de exsicata numero OUPR 22127, foi
identificada pela Professora Doutora Viviane R. Scalon e em seguida depositada no
Herbario José Badini da UFOP.

4.3. Prepracao dos extratos e solugoes

EXTRATO HIDROETANOLICO E AQUOSO

Na obtencdo do extrato hidroetanodlico, a planta triturada (100g) foi submetida a
extracdo com agua destilada e alcool etilico a 70% na proporcdo de 1:1 (500mL)
durante 24 horas. Para o extrato aquoso, a planta (100g) foi submetida a extracdo
somente em agua destilada (500mL) também por 24 horas. Em seguida foi realizada a
filtracdo a vacuo e os extratos obtidos tiveram a &gua e o solvente evaporados em
rotavapor. Obtivemos 8,15 gramas do extrato hidroetandlico e 5,59 gramas do extrato
aquoso, apresentando rendimento de 8,18% e 5,5%, respectivamente. Todos 0s
processos foram feitos sob abrigo de luz. O preparo do extrato hidroetandlico foi
baseado no método descrito por Grance et al.. (2008). Os extratos concentrados obtidos,

de coloragdo verde escura e cheiro adocicado, forma armazenados a 4°C por 6 meses e
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para cada andlise foram diluidos em solucdo salina tamponada (PBS) (NOGUEIRA et
al., 2011; PADUA, et al., 2010).

PREPARO DAS SOLUCOES DE QUERCETINA E RUTINA

As solugdes utilizadas para os ensaios dos compostos quercetina e rutina foram
preparadas no dia das andlises. Foram diluidas em DMSO a 0,6%, e posteriormente
diluidas em PBS para obtencédo das concentragdes de 0,5; 1; 2,5; 5; 10; 25; 50 e 100uM.
(KIM, 2011; LEE et al., 2012).

4.4. Preparacao das amostras para a analise cromatografica e espectral
O extrato hidroetandlico e o extrato aquoso de Baccharis trimera foram

submetidos a tratamento em cartuchos de extracdo em fase solida (EFS C-18) antes de
serem analisados em cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detector de
arranjos diodo e espectrometria de massas (CLAE-DAD-EM). O cartucho de EFS (3,0
mL), empacotado com silica C-18, foi ambientado por duas vezes com MeOH/H,0
(9:1). Ap0ds esse procedimento, foram aplicados 20 mg da amostra e eluidas com 4,0 mL
de MeOH/H,0 (9:1). O eluato foi seco e ressuspendido em metanol para, em seguida,
ser filtrado em filtros de seringa Chromafil® PDVF (dilfuoreto de polivinilideno) com
volume suficiente para obter concentracdo de 2 mg/mL da amostra. Para a analise em
CLAE-DAD-EM foram injetados 20,0 pL da amostra. As andlises foram realizadas em
equipamento Waters Acquity com detectores de DAD e EM utilizando coluna 1,7 mm X
50 mm x 3 mm d.i. (CHS130 100 RP-18). A fase movel utilizada foi agua (A) e
acetonitrila (B) ambos com 0,1% de &acido formico. As amostras foram eluidas com
gradiente linear de 5 a 95% de B em 11 minutos. Os parametros de EM foram
otimizados para obtencdo de melhores resultados de ionizacdo e ficaram definidos como
temperatura capilar 320°C; voltagem do capilar 3,5 kV; tensdo no capilar de 3 e -47 V
(para modos positivo e negativo, respectivamente); como gas de nebulizacdo foi
utilizado nitrogénio. A faixa de massa analisada foi de 100 a 1500 m/z para 0 modo

positivo e negativo.

4.5. Avaliacdo de compostos fendlicos dos extratos hidroetanodlico e aquoso
A quantificacdo desses compostos foi realizada segundo o método proposto por

George et al. (2005). Neste método o reagente Folin-Ciocalteu se reduz ao oxidar os
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compostos fendlicos, produzindo éxidos de tungsténio (WgO23) € molibideno (MogO23)
de cor azul que absorvem no comprimento de onda de 760nm. Em suma, 500 pL de
amostra, acido galico (nas concentracfes para a curva padrdo) e agua (branco) foram
colocadas em tubos e foi adicionado a amostra 2,5mL do reagente de Folin-Ciocalteu,
diluido em &gua destilada (1:10). Foi deixado em repouso durante 2 minutos em
temperatura ambiente. Ap6s 2 minutos, 2mL de carbonato de sdédio a 7,5% foi
adicionado a essa solugcdo e misturado vigorosamente. Em seguida, as amostras foram
incubadas a 50°C em banho maria por 15 minutos e posteriormente alocadas em um
banho de gelo. A absorbancia foi quantificada a 760nm. Agua destilada foi utilizada
como branco. Todas as analises foram realizadas em triplicata. Os resultados foram

expressos em mg de equivalentes de acido galico/grama da amostra em base seca.

4.6. Analise da capacidade antioxidante in vitro por DPPHe
O método DPPHe (2,2-difenil-1- picril-hidrazil) baseia-se na transferéncia de

elétrons de um composto antioxidante para o radical DPPHe em solugdo de metanol. A
partir dos resultados obtidos determina-se a porcentagem de atividade antioxidante ou

sequestradora de radicais livres e/ou a porcentagem de DPPHe remanescente no meio

reacional (BRAND-WILLIAMS et al., 1995).

A capacidade dos extratos hidroetandlico e aquoso de Baccharis trimera e 0s
compostos quercetina e rutina em sequestrar o radical DPPHe foi medida de acordo com
0 procedimento descrito por BRAND-WILLIAMS et al. (1995), com as devidas

adequacdes. Todas as analises foram realizadas em triplicata.

Os extratos hidroetanélico e aquoso foram diluidos em metanol 80% para
obtermos as concentracdes de 500, 250, 100, 50 e 25 pg mL™. Os compostos quercetina
e rutina foram diluidos também em metanol 80% nas concentra¢des 500, 250, 100, 50 e
25 M. Em seguida 100uL das dilui¢cbes de cada extrato e compostos foram colocados
em tubos de ensaio e adicionados aos tubos 3,9 mL da solugdo do radical DPPH a 60

uM dissolvido em metanol a 80%.

A curva padrao foi realizada com o antioxidante de referéncia Trolox (6-hidroxi-
2,5,7,8-tetrameticromo-2-acido carboxilico). Primeiramente foi preparada uma solugéo
estoque de Trolox a 1000uM em metanol a 80%. Foram realizadas sucessivas dilui¢cdes

a partir dessa solucdo, obtendo solucdes com as seguintes concentracdes: 100 umol L™,
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200 pmol L™, 300 pmol L, 400 pmol L™, 500 pmol L™, 600 umol L™, 700 pmol L™ e
800 umol L™ Em tubos de ensaio foram colocados 100uL de cada solucdo (nas
diferentes concentracdes) e 3,9 mL da solucdo de DPPH a 60 uM. A amostra controle
foi preparada com 100uL de &gua destilada e 3,9 mL de solucdo de DPPH a 60 uM. Os
tubos (amostras, controle e padrbes) foram homogeneizados e armazenados no escuro
por 30 minutos & temperatura ambiente. Ap6s esse tempo de incubacdo, a leitura das
absorbancias foi realizada no espectrofotdmetro a 515 nm, calibrado com metanol 80%
(“branco”). A atividade de sequestro do radical DPPHe foi avaliada pela diminui¢do da
absorbancia do DPPHe e a porcentagem de inibicdo foi calculada usando a seguinte
equacéo:

% Atividade Antioxidante = A controle (515nm) - A amostra (515nm) x 100

A Controle (515nm)

Onde A controle (515nm) é a absorbéancia da solucdo da amostra controle e A
amostra (515 nm) é a absorbancia final da mistura reacional com a amostra ou

antioxidante de referéncia.

4.7. Cultivo celular
A linhagem celular SK Hep-1 é uma linhagem celular humana permanente

derivado do fluido ascitico de um paciente com uma histéria de adenocarcinoma do
figado. Esta linhagem celular foi criada em 1971 e relatada como de origem de
carcinoma hepatocelular, mas com caracteristicas epiteliais. Para o cultivo, as células
SK Hep-1 foram colocadas em frascos estéreis de crescimento de 75cm? contendo o
meio de cultura DMEM e 10% (v/v) de soro fetal bovino. As garrafas foram incubadas
em estufa a 37°C umidificadas com 5% de dioxido de carbono (CO,). O meio foi
substituido a cada dois ou trés dias, de acordo com a confluéncia da monocamada
celular, que era diariamente observada em microscépio invertido. Os subcultivos eram
realizados quando as células apresentavam 100% de confluéncia para a manutencao da
linhagem. As células eram utilizadas para os ensaios quando a confluéncia atingia em
torno de 80%, assim o0 meio era aspirado e a monocamada lavada com solugéo salina
tamponada (PBS). Apos a lavagem para o descolamento da monocamada utilizou-se 4
mL de solucdo de Tripsina e EDTA (0,20% e 0,02% respectivamente). Posteriormente,

as celulas foram retiradas do frasco, colocadas em tubos Falcon estéreis, completando-
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se 0 volume para 10mL com meio DMEM. O tubo contendo as células foram
centrifigados e ap6s a centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e o pellet de células
foi ressuspenso em 1mL de meio DMEM. Em seguida, foi realizada a contagem das
células com Azul de Trypan 0,3% em Céamara de Neubauer.

Para manter as células em estoque, periodicamente foi realizado um
congelamento. As células (1,0 x 10° células/mL) foram armazenadas em criotubos de 2
mL contendo 950 uL de Soro Fetal Bovino e 50 uL. de DMSO. Estes criotubos foram
identificados e armazenados no freezer a -80 °C por 24 horas. Apés as 24 horas 0s
criotubos foram transferidos para nitrogénio liquido. Para o descongelamento, retirou-se
o0 criotubo do nitrogénio liquido e transferiu-se todo o conteudo do criotubo para uma
garrafa de 75 cm?, contendo meio de cultura suplementado com 10% de Soro Fetal

Bovino.

4.8. Ensaio de viabilidade celular (MTT)

O teste MTT (3-(4,5 dimetiazol-2yi)-2,5 difeniltetrazolio bromide) constitui-se
em um modelo para avaliar a viabilidade celular, de forma réapida e objetiva, com base
em uma reacao colorimétrica (MOSMANN, 1983).

A mitocondria é a maior fonte de ERO através da cadeia transportadora de
elétrons. O MTT reage com as enzimas mitocondriais indicando a atividade da cadeia
transportadora de elétrons e, consequentemente, a viabilidade das células. O MTT
quando incubado com células vivas, tem o seu substrato clivado por enzimas
mitocondriais como a succinato-desidrogenase, transformando um composto amarelo
em um composto violeta (Formazan). A quantidade de cristais de Formazan formados é
diretamente proporcional ao numero de células vidveis. Assim, quanto mais escura a
coloracdo, ao final da reacdo, maior a viabilidade celular e a atividade da cadeia
respiratoria. Para a realizacdo do procedimento experimental, as células foram
colocadas em placas de cultura celular de 96 pocos na concentragdo de 5x10° células em
cada poco em presenca de meio DMEM e 10% de soro fetal bovino, perfazendo um
volume final de 200uL. As placas foram entdo incubadas em estufa umidificada a 37°C
e 5% de CO, por 24 horas para a aderéncia das células e formagdo da monocamada
celular. Decorrido este tempo, o sobrenadante foi retirado, e adicionaram-se 180uL de

meio DMEM, e 20uL das solugdes preparadas dos extratos hidroetandlico e aquoso de
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Baccharis trimera nas concentra¢bes 0,5; 1,0; 2,5; 5; 10; 25; 50; 100ug/mL, ¢ as
solugdes de quercetina e rutina nas concentracfes 0,5; 1,0; 2,5; 5; 10; 25; 50; 100uM.
As placas foram entdo incubadas novamente em estufa umidificada a 37°C e 5% de CO,
por 12, 24 e 48 horas. Decorrido o tempo de incubacéo, o sobrenadante foi retirado e 0s
pogos lavados com PBS. Foi adicionado 200 pl/poco de uma solugdo contendo 5,0
mg/mL de MTT em DMEM e incubadas por 4 h a 37 °C. A solucdo de MTT foi entdo
removida e 100 uL de DMSO foram adicionados a cada poco. A absorbancia foi lida a
570 nm. O célculo utilizado para avaliar a porcentagem de viabilidade celular foi:

absorbancia das células tratadas/ absorbancia do controle x 100.

Para cada tempo avaliado foi realizado um controle somente com 0s extratos,
hidroetanolico e aquoso, para verficar se estes influenciariam na analise do MTT. Foi
realizado um controle com DMSO para cada tempo analisado para avaliar a viabilidade
das células expostas somente a este composto e ndo foi observada nenhuma diferenca

significativa (resultados ndo mostrados).

Para cada tempo de incubacédo foi realizado um controle (células ndo tratadas).
Ao controle atribuiu-se 100% de viabilidade (0% de citotoxicidade). De acordo com a
ISO2009 - 10993-5, um extrato é considerado citotoxico quando a viabilidade celular é
menor ou igual a 70%. Sendo assim, os resultados obtidos no teste de MTT foram

comparados de acordo com a ISO.

0,
citotoxico nao-citotoxico

@ I 9
0% 100%

Viabilidade celular

4.9. Tratamentos

Apos a confirmacdo de que os extratos hidroetandlico e aquoso de Baccharis
trimera, quercetina e rutina nas concentragGes avaliadas ndo foram citotdxicos para
células SK Hep-1 em 12 horas de incubacao, foram realizados os tratamentos para as
analises subsequentes. As células SK Hep-1 foram pré-incubadas a 37°C 5% CO,

durante dois tempos distintos (30 minutos ou 6 horas), utilizando trés concentragdes
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diferentes de Baccharis trimera (10, 25 e 50 pug ml™), rutina ou quercetina (10, 25 e 50
UM ). Apos a pré-incubagdo, as células ndo estimuladas foram lavadas e utilizadas para
0s ensaios. Para a analise da influéncia da PKC na modulacédo de ERO, ap0s a lavagem,
as células foram incubadas durantes 30 minutos com PMA (50 nM), um analogo de
diacilglicerol e potente ativador da PKC, e ionomicina (100 nM), que é responsavel pelo
aumento da liberacdo de calcio. Subsequentemente, as células foram lavadas em solugéo

de Hanks e usadas nos ensaios.

4.10. Andlise da producéo de Espécies Reativas de Oxigénio por citometria
de fluxo

Para avaliacdo da producéo de ERO em celulas da linhagem hepatica SK Hep-1
foi utilizado o Kit Image-iT™ LIVE Green Reactive Oxygen Species (Invitrogen®) que
permite a deteccdo de ERO intracelular por citometria de fluxo. A técnica utiliza um
marcador fluorogénico n&o fluorescente (5-ou-6)-carboxy-2',7" diclorodihidro
fluoresceina diacetate (carboxy-H,DCFDA), que quando quebrado por esterases
intracelulares ndo especificas, gera a molécula carboxy-DCFH que reage com as ERO
tornando-se fluorescente. Os ensaios foram feitos apos o descolamento das células nas
garrafas com solucgéo de tripsina/EDTA.

O delineamento experimental foi realizado conforme ilustrado na figura 10. Para
tal, as células (5 x 10°/ensaio) foram ressuspensas em meio DMEM e tratadas com os
extratos ou compostos como descrito no item 4.8. Cloreto de difenileneiodonio (DPI)
(20 pM), um inibidor da NADPH oxidase, foi utilizado como um controle negativo,
durante a primeira incubacdo (30 min ou 6 horas). De acordo com o tratamento das
amostras, estas foram estimuladas ou ndo com PMA e ionomicina, e todas foram
incubadas com o marcador carboxi-H,DCFDA (10 pM) para avaliar a producdo de
ERO. Estas amostras foram incubadas a 37°C, 5% CO, durante 30 minutos, sob o
abrigo de luz. Apoés a incubacdo, as células foram lavadas duas vezes em solucdo de
Hanks (pH 7.4). Na lavagem final, o sobrenadante foi descartado e as células foram
ressuspensas em 200 pl de solugdo de fixagcdo. A aquisicdo de dados foi realizada
utilizando citdmetro de fluxo BD FACSCaliburTM e software CellQuestTM. Para as
analises foi utilizado o software FlowJow versao7.6.5.
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As imagens de fluorescéncia foram obtidas para ilustrar a producdo de ERO em
células da linhagem SK Hep-1. Para tal, as células foram tratadas como descrito acima,
fixadas com paraformaldeido e analisadas utilizando microscopia de fluorescéncia

(Axio Observer, carl Zeiss. Objetiva EC Plan-Neofluar 63x/1,25 imersdo a 0leo).
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Figura 10: Delineamento experimental dos diferentes tratamentos. (A) Tratamento sem
estimulo para avaliacdo basal de ERO. (B) Tratamento com estimulo (PMA/ionomicina) para
avaliagdo da via da PKC na modulagdo de ERO. DPI: inibidor da NADPH oxidase, He: extrato
hidroetandlico de B. trimera, AQ: extrato aquoso de B. trimera, Que: quercetina, Rut: rutina,

PMA: ester de forbol.
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4.11. Western Blotting
4.11.1. Preparacdo do Homogenato celular

O ensaio de western blotting foi realizado para analisar a expressdo proteica da
PKC, a expressdo da subunidade p47°"™ da NADPH oxidase bem como o nivel de

fosforilagdo desta subunidade.

O efeito do extrato hidroetanolico de Baccharis trimera (50 pg mL™) e
quercetina (50 pM) foram analisados. Um total de 5x10° células foi incubado com o
extrato hidroetanolico de Baccharis trimera e quercetina durante 6 horas, conforme
descrito anteriormente. Calfostim C (100 nM), um inibidor da proteina cinase C, foi
usado como um controle negativo do ensaio de expressao proteica da PKC. Ja o DPI
(20uM), um inibidor da NADPH oxidase foi usado como controle negativo do ensaio de
expressdo da subunidade p47°"*. Apés a pré-incubacéo, as células foram estimuladas
com PMA e ionomicina durante 30 minutos. As células foram lisadas em 500 pL de
tampdo de lise contendo 1,0 mM de Tris-HCI; EDTA 0,5 M; 5,0 M NaCl; DTT;
Nonidet P40; e coquetel inibidor de protease (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA -
Sigma®). As amostras foram sonicadas, e posteriormente centrifugadas a 15.6 xg por 3
horas. O sobrenadante foi removido e utilizado para a dosagem de proteinas e

preparacdo para do gel de eletroforese.

4.11.2. Dosagem de proteinas
A dosagem de proteina foi realizada segundo método de Lowry através do KIT

BCA (QUANTIPRO- SIGMA). Para isso, primeiramente foi realizada a diluicdo das
amostras que foram diluidas 400X. Uma curva padrdo, utilizando albumina sérica
bovina (BSA) foi realizada nas concentracdes de 0 a 30 pg mL™. Foi preparado um mix
de BCA, fornecido pelo kit que foi adicionado as amostra e a curva padrdo. As amostras
foram incubadas a temperatura ambiente overnight e posteriormente verificou-se a
absorbancia a 562 nm no espectrofotometro (Espectrofotdmetro cuvette digital —
Biosystems). A concentracédo proteica da amostra foi quantificada fazendo-se a equagao

da curva padréo e utilizada no gel de eletroforese.

4.11.3. Eletroforese, transferéncia e revelagédo
Foram utilizadas 50 pg de proteinas por canaleta do gel e esta foi separada por

eletroforese usando um gel de poliacrilamida a 10 % para a analise da PKC e a 12%
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para a anélise da subunidade p47°"™. Em seguida, foi feita transferéncia das proteinas
para uma membrana de Nitrocelulose 0,45 um (BioRad, Hercules, CA) durante 2 horas
e 30 minutos em sistema semi seco (BioRad, Hercules, CA) sob voltagem de 20 Volts e
corrente de 200 mA (SAMBROOK et al., 1989). Entdo, a membrana foi bloqueada
usando-se TBST (Tris HCI pH 7,6 (1 mM), NaCl (5 M) e (Tween 20) contendo 7.5% de
leite desnatado para analise da PKC e 7.5% de BSA para analise da subunidade p47°"*
por 2 horas. O western blotting para PKC foi realizado, utilizando-se o anticorpo
primario anti-PKC com especificidade para humanos, produzido em camundongo
(Monoclonal Anti-Protein Kinase C antibody - Sigma) em um fator de diluicdo de
1:1000. Para a subunidade p47°™* total, utilizamos o anticorpo primario anti- p47°"™
com especificidade para humanos, produzido em coelho (Anti- p47 PHOX C-terminal
antibody produced in rabbit - Sigma), na concentracdo de 1:1000. Para o western
blotting da subunidade p47°"* fosforilada utilizamos o anticorpo primario policlonal

anti-phospho-p47 (pSer®®

359

) com especificidade para humanos (Anti-phospho-p47 phox
(pSer>®) antibody produced in rabbit - Sigma) em um fator de diluicdo de 1:1000. A
incubagdo com o anticorpo primario foi feita overnight a 5 °C. Apos trés lavagens com
TBST, a membrana foi incubada com os anticorpos secundarios. Para a analise da PKC
foi utilizado anti-mouse conjugado com peroxidase (Anti-mouse 1gG — Peroxidase
antibody produced in rabbit - Sigma) (1:2000) por 1 hora a temperatura ambiente sob
agitacdo. Para anélise da subunidade p47°"™ e p47P"* fosforilada utilizamos o anticorpo
anti-rabbit conjugado a peroxidase (Anti-Rabbit 1gG Peroxidase antibody produced in
goat - Sigma) (1:2000) por 1 hora sob agitacdo. Para visualizar as bandas, a membrana
foi exposta a solucdo de Luminol Enhancer (GE Healthcare, Buckinghamshire, United
Kingdom) por 1 minuto seguido pela exposicdo de 30 segundos em hiperfilme-ECL
(GE Healthcare). A intensidade das bandas foi quantificada utilizando Quantity One

Software (Bio-Rad).

4.11.4 Método de coloracdo utilizando Azul de Comassie
Para a coloracdo do gel utilizamos 0 método de coloracdo por Azul de Comassie.

Apos a migracdo do gel, este foi embebido durante 2 horas a temperatura ambiente em
solucdo corante (azul de comassie, etanol P.A., &cido acético P.A.). Em seguida, essa

solucdo foi descartada e uma solugdo descolorante (metanol: acido acético 9:1) foi
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adicionada por 40 minutos. Decorrido este tempo, a solucdo foi descartada e lavou-se o
gel com &gua destilada e as bandas foram observadas para verificar a integridade

proteica.

4.12. Atividade da PKC
A atividade da PKC foi analisada utilizando o kit de atividade da proteina cinase

C- PKC (Enzo Life Sciences-Adi-EKS 420A). As células foram tratadas como descrito
anteriormente e, apés a centrifugacdo, o tampéo de lise (Tris-HCI 1,0 mM; EDTA 0,5
M; NaCl 5,0 M; DTT; Nonidet P40; cocktail inibidor de protease; Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, EUA - Sigma®) foi adicionado a cada amostra, seguido por sonicacdo . As
amostras foram centrifugadas durante 3 horas a 15.6 xg. O sobrenadante foi removido e
as proteinas foram quantificadas utilizando o método de BCA, como descrito
anteriormente. As amostras (30 pL) foram adicionadas a cada poco de uma placa de
microtitulacdo de substrato da PKC, e a reacdo foi iniciada apds a adicdo de 10 uL de
ATP diluido em cada poco. A placa foi incubada durante 90 minutos a 30° C. O
anticorpo fosfoespecifico foi adicionado aos pogos, e a placa foi incubada novamente
durante 60 minutos a temperatura ambiente. Ap6s a incubacao, os pocos foram lavados
4 vezes com 100 pL de tampdo de lavagem, e o0 anticorpo anti-IgG de coelho, anticorpo
secundario, foi adicionado a cada poco, seguido de incubacdo a temperatura ambiente
durante 30 minutos. A placa foi lavada quatro vezes, e foi adicionado substrato
tetrametilbenzidina (TMB), seguido de incubacdo durante 30 minutos. Cerca de 20 pL
de solugdo acida de parada foi adicionado, e a absorbancia foi medida a 450 nm
utilizando um leitor de microplacas (Biotek EL 808).

4.13. Andlise Estatistica
Os resultados foram expressos em média + erro padrdo.Todos os dados foram

analisados pelo teste de normalidade Kolmogorov—Smirnov. Para o0 ensaio de compostos
fenolicos os dados foram analisados pelo teste-t de Student. Para os demais ensaios foi
utilizada a analise de variancia univariada (ANOVA one-way) seguida pelo teste de
Dunnett, quando as amostras apresentavam distribuicdo normal, e o teste de Dunns
quando ndo seguiam a distribuicdo normal. Diferencas foram consideradas significantes
para p < 0,05. Todas as analises foram realizadas utilizado o software GraphPad Prism

versao 5.0 para Windows (San Diego, California, USA).
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5. RESULTADOS

5.1. Analise cromatografica e espectral dos extratos hidroetandlico e aquoso

de Baccharis trimera

No extrato hidroetandlico de Baccharis trimera foram identificados nove acidos

fenolicos e cinco flavonoides, como mostrado na Tabela 1 e Figuras 11 e 12. Os

espectros de massas obtidos foram comparados com os resultados descritos na

literatura. As buscas foram realizadas nas bases de dados disponiveis pela razéo

massa/carga (m/z) obtida nos espectros.

Tabela 1: Compostos identificados no extrato hidroetanélico de B. trimera

Pico Compostos RT UV (nm) LC-MS [M - H] (m/z)
(min) (Fragmentacdo m/m)
1 Acido 1.39 315 337.51
Cumaroilquinico (191.3; 173.1; 163.3; 118.9)
2 Acido 1.41 316 337.82
Cumaroilquinico (191.2; 173.2; 136.8; 118.9)
3 5-O-Acido 1.95 322 367.37
feruloilquinico (192.9; 173.4; 149.3; 133.9; 117.1)
4 3-O-Acido 2.03 323 367.42
Isoferuloilquinico (193.1; 173.1; 136.8; 133.9)
5 Acido 2.04 314 337.56
Cumaroilquinico (191.1; 173.2; 163.1; 118.9)
6 5-O-Acido 2.43 321 367.52
Isoferuloilquinco (191.3; 176.5; 155.4; 133.5; 127.2)
7 6(8)-C-furanosil- 2.60 274; 331 563.37
8(6)-C-hexosil- (545.0; 503.0; 472.9; 453.9; 383.2; 359.9; 323.3;
flavona 295.9)
8 6(8)-C-hexosil-8(6)- 2.74 273; 326 563.31
C-furanosil-flavona (473.1; 442.7, 383.2; 353.1; 325.0; 282.0)
9  3,4-di-O-Acido 2.81 324 515.26
cafeoilquinico (353.2;191.1; 178.9; 172.8; 161.1; 154.8; 136.0)
10  3,5-di-O-Acido 2.93 323 515.0
cafeoilquinico (323.2;190.7; 178.6; 172.8; 161.1; 154.7; 135.0)
11 4,5-di-O-Acido 3.20 325 515.07
cafeoilquinico (352.9; 191.1; 178.8; 173.1; 135.1)
12 Quercetina 3.82 255; 369 301.23
(283.0; 255.3; 227.3; 191.4; 183.3; 181.1; 174.2;
150.7143.0; 120.8)
13 3,5-dihidroxi-4’,7- 5.32 282; 329 313.09
dimetoxiflavona (298.0; 282.7; 270.6; 254.7; 183.0; 129.1; 99.2)
14 3’,5-dihidroxi- 5.50 275; 340 343.31
4°,6,7- (328.1; 313.2; 297.9; 285.0; 269.8; 255.0)

trimetoxyflavona

TR (min): tempo de retencdo em minutos, UV (hm): ultra violeta em nanémetros, LC-MS [M-
H](m/z): cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em modo negativo, razio
massa/carga.
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Figura 11: Perfil do extrato hidroetandlico de B. trimera. Condigdes: CHS130 100 RP-18 de
coluna (1,7 mm, 50 x 3 mm) id. A eluicéo foi realizada com um gradiente linear de agua 0,1%
de &cido formico (A) e acetonitrilo 0,1% de acido férmico (B) (a partir de 5% a 95% de B, em
11 min) e as impressdes digitais UPLC foram registradas em um aparelho Waters Acquity com
um detector UV-DAD (Waters 2996). Pardmetros de funcionamento do espectrdmetro de massa
foram: temperatura capilar 3200C; voltagem da agulha de spray fixada em 3.50kV; ES tenséo
capilar 3 e - 47V para polaridade positiva e negativa, respectivamente; e lente do tubo
deslocamento 0 e -25V para polaridade positiva e negativa, respectivamente. Usou-se nitrogénio
como gas de bainha com um fluxo de 50 unidades arbitrarias. Analise de massa foi realizada no
modo de varrimento total 100-1,500 amu, tanto no modo positivo e negativo.
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R,=R;=H; Ry= R;=R~=CH,0; R;=0H; 3’,5-dihidroxi-4’,6,7-trimetoxiflavona

R,=R;=H; R)=R,=R;=R=0H; quercetina
R,= Fur; Ry=Hex; 6-C-furanosil-8-C-hexosil-flavona
R,= Hex; R;= Fur; 6-C-hexosil-8-C-furanosil-flavona

R,= Coum; R,= R;= H; 3-0-4cido coumaroilquinico
R=R;=H; R,= Coum; 4-0-acido coumaroilquinico
R=R,=H; R;= Coum; 5-0O-acido coumaroilquinico
R,=R,=H; R;=Fer; 5-0-acido feruloilquinco
R,=Isofer; R,= R;=H: 3-O- acido isoferuloilquinco
R,= R,=H; R;=Isofer; 5-0- acido isoferuloilquinco
R,=R; = Caf; R,= H; 3,5-di-O-acido cafeoilquinico
R,=R,= Caf; R;=H; 3.4-di-O-acido cafeoilquinico
R,= H; R,= R;= Caf; 4,5-di-O-acido cafeoilquinico

Figura 12: Estruturas quimicas dos compostos encontrados na composi¢do do

hidroetandlico de B. trimera

extrato
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No extrato aquoso foram identificados 12 &cidos fendlicos e trés flavonoides, por
CLAE-EM (Tabela 2 — Figuras 13 e 14).

Tabela 2: Compostos identificados no extrato aquoso de B. trimera

RT LC-MS [M - H] (m/2)

iz Clinoesies (min) Y () (Fragmentacdo m/m)
1 3-0-Acido feruloilquinico 1.73 321.1 (193.0: 155?.2?.1228.9; 134.0)
2 4-0-Acido cafeoilquinico 1.74 320.1 (191.0;315738?9% 135.1)
3 5-0-Acido cafeoilquinico 1.75 323.1 (191.2;315735’3 135.1)
4 3-0O-Acido cafeoilquinico 1.86 323.1 (190.8;315739.?08; 137.0)
5 4-0-Acido feruloilquinico 1.88 323.1 , 367'36 _
(193.2; 172.8; 149.1; 134.0)
6  5-O-Acido feruloilquinico 1.96 320.1 (1927 1723_6;?'5"?9.2; 1342)
[ Igb;fjlc%epnllrg?]-()%sj-l?-c- 212 Al G210 (547.1; 50:?.%?;1722.9; 431.1)
8 3-0-Acido Isoferuloilquinico 2.25 318.1 (193.1: 1723_%?1539.1; 133.8)
9 5-0-Acido Isoferuloilquinico 2.47 323.1 (191.2: 1723_%?1119.1; 134.1)
W g((??()()_scll_—fltll;?/rtl)orlsf;l_gg(e)-c_ 2589 BiAG S (515.1; 47:?.?.?2123.0; 383.1)
U S 250 27133332 (515, 729 4428, 383.2)
12 3,4-di-O-Acido cafeoilquinico 2.81  282.1;3205 (190.0;511652.29(); 134.7)
13 3,5-di-O-Acido cafeoilquinico 293  283.1;321.2 (191.0;51165?;.107; 135.0)
515.40

14 4,5-di-0-Acido cafeoilquinico 2.95 286.1; 320.3 (190.7; 163.0; 143.2; 127.0)

367.22

15 4-0O-Acido Isoferuloilquinico 3.46 3221 (190.6: 163.0; 148.0)

TR (min): tempo de retencdo em minutos, UV (hm): ultra violeta em nanémetros, LC-MS [M-
H]'(m/z): cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em modo negativo, razao
massa/carga.
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Figura 13: Perfil do extrato aquoso de B. trimera. Condi¢fes: CHS130 100 RP-18 de coluna
(1,7 mm, 50 x 3 mm) id. A eluig&o foi realizada com um gradiente linear de agua 0,1% de &cido
formico (A) e acetonitrilo 0,1% de acido férmico (B) (a partir de 5% a 95% de B, em 11 min) e
as impressdes digitais UPLC foram registradas em um aparelho Waters Acquity com um
detector UV-DAD (Waters 2996). Parametros de funcionamento do espectrdmetro de massa
foram: temperatura capilar 3200C; voltagem da agulha de spray fixada em 3.50kV; ES tensdo
capilar 3 e - 47V para polaridade positiva e negativa, respectivamente; e lente do tubo
deslocamento O e -25V para polaridade positiva e negativa, respectivamente. Usou-se nitrogénio
como gas de bainha com um fluxo de 50 unidades arbitrarias. Analise de massa foi realizada no
modo de varrimento total 100-1,500 amu, tanto no modo positivo e negativo.
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OH
R4
Ho o R,= R,= Glu: Apigenina-6,8-di-C-glicopiranosil-flavona
R,= Fur; R,=Hex; Apigenina 6-C-furanosil-8-C-hexosil-
flavona
R,= Hex; R,= Fur; Apigenina-6-C-hexosil-8-C-furanosil-
flavona
Rz
OH o

R,= Caf: R,= Ry= H; 3-0-acido cafeoilquinico
R,= R;=H: R,= Caf: 4-O-acido cafeoilquinico
OH 0R1 R,= R,=H; R;= Caf; 5-0O-acido cafeoilquinico
R,= Fer: R,= R;= H; 3-0-écido feruloilquinco
R,= R;=H; R,= Fer; 4-0-acido feruloilquinco
R;=R,=H; R;= Fer; 5-0-acido feruloilquinco
0 o] Rz R,= Isofer; R,= R; = H; 3-0- 4cido isoferuloilquinco
R;= R;=H: R,= Isofer; 4-0- acido isoferuloilquinco
R;=R,=H; R;=Isofer; 5-0- 4cido isoferuloilquinco
OH OR; R,= R, = Caf; R,= H; 3.5-di-O-icido cafeoilquinico
R,= R,= Caf; R;=H; 3.4-di-O-acido cafeoilquinico
R,=H; R,= R,= Caf:

.5-di-O-acido cafeoilquinico

Figura 14: Estruturas quimicas dos compostos encontrados na composicao do extrato aquoso de
B. Trimera.
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5.2. Analise dos compostos fendlicos totais

Na figura 15 observamos que o extrato hidroetandlico de B. trimera possui
quantidades significativamente maiores de compostos fendlicos em relacdo ao extrato
aquoso, sugerindo diferenca entre os compostos que sdo extraidos durante a obtencéo
dos extratos.
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Extrato de Baccharis trimera

Figura 15: Avaliacdo de compostos fenolicos totais. Os dados estdo expressos como média +
erro padrdo, p< 0.0010 comparando os dois grupos entre si. O total de compostos fendlicos é
expresso como equivalente de acido galico (mg) por 100 g dos extratos de B. trimera.

5.3. Avaliacdo do poder antioxidante in vitro por DPPH

Em nosso estudo determinamos a atividade antioxidante in vitro de cinco
concentragfes dos extratos hidroetandlico e aquoso de Baccharis trimera, bem como
dos compostos quercetina e rutina, pelo método de DPPH. A capacidade de uma
amostra em reduzir a absorbancia do DPPH indica a capacidade da mesma em
neutralizar radicais livres. Observamos que o extrato hidroetandlico tem o poder de
inibir o radical DPPH em até 90% na concentracdo de 500pg mL™, semelhante a maior
concentracdo do padrdo utilizado Trolox (800 puM — 95,9%). Todas as outras
concentracdes (250 a 25 pg mL™) também apresentaram poder em neutralizar o radical
DPPH, embora em menores porcentagens. O extrato aquoso de Baccharis trimera
também apresentou capacidade antioxidante in vitro, entretanto a capacidade em
neutralizar o radical DPPH na maior concentracdo do extrato (500 pg mL™) foi de
68,1%. Os compostos quercetina e rutina (500 uM) apresentaram capacidade em

neutralizar o radical DPPH em 86 e 83%, respectivamente. Observamos assim que 0s
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extratos de Baccharis trimera e 0s compostos quercetina e rutina apresentaram

diferentes porcentagens de inibi¢do de acordo com a concentragdo avaliada, porém em

concentracdes mais elevadas observamos que a capacidade de neutralizacdo de radicais

foi semelhante ao antioxidante de referéncia Trolox, utilizado nas concentragdes de 100

a 800 UM.

Tabela 3: Atividade antioxidante dos extratos hidroetandlico e aquoso de Baccharis trimera e
dos compostos quercetina e rutina por DPPH.

Atividade antioxidante por DPPH % Inibicdo
Trolox (UM)
800 95,9+0,19
700 83,3+3,05
600 72,0£2,82
500 60,4+4,79
400 47,3£1,24
300 32,9+1,53
200 22,0+0,77
100 10,5+1,06
Extrato Hidroetandlico (ug mL™) % Inibicdo Extrato Aquoso (ug mL™) % Inibicao
500 90,4+0,22 500 68,1+11,1
250 57,6+4,03 250 30,5+1,38
100 14,9+£3,51 100 8,10+0,90
50 4,53+0,98 50 3,30+0,88
25 2,53+0,83 25 0,59+0,27
Quercetina (UM) % Inibicdo Rutina (LM) % Inibicdo
500 86,1+0,11 500 83,5+0,86
250 68,7+8,65 250 40,5£2,03
100 20,1+1,27 100 29,0+4,47
50 2,93+0,61 50 8,14+0,67
25 1,07+0,71 25 0,44+0,12

DPPH (2,2-difenil-1- picril-hidrazil); Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8 — tetrametilcromo — 2 &cido
carboxilico). Os resultados sdo expressos como médiaxerro padrdo. Os ensaios foram realizados

em triplicata num tempo de incubagéo de 30 minutos.
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5.4. Avaliacdo da Viabilidade Celular através do teste de MTT

Extrato hidroetanodlico de Baccharis trimera

Na figura 16 — painel A podemos observar que células da linhagem SK Hep-1
incubadas durante 12 horas com o extrato hidroetanolico de B. trimera apresentaram
diminuicdo significativa na viabilidade celular nas concentracGes de 5; 10; 25; 50 e 100
ug mL™, quando comparados com as células controle (C). No tempo de 24 horas (painel
B), observamos uma reducdo significativa na viabilidade dessas células nas
concentracdes de 0.5, 2.5, 5, 10, 25, 50 e 100 ug mL™, e quando incubadas por 48 horas
(painel C) observamos também reducéo significativa da viabilidade nas concentracGes
acima de 1 pg mL™. Como mencionado anteriormente, segundo a 1SO2009-10993-5,
um composto é considerado citotoxico quando a viabilidade celular atinge valores
menores que 70%. Assim podemos inferir que, apesar de ter sido observado uma
diminuigdo significativa da viabilidade em 12 horas de incubagdo a partir da
concentracdo de 5 pg mL™, sugere-se que o extrato hidroetanélico n&o foi citotéxico
neste tempo, pois em todas as concentracfes avaliadas a viabilidade foi mantida acima
de 70%. Entretanto em 24 horas de exposicdo houve uma reducdo na viabilidade em
todas as concentragdes avaliadas, e nas concentragcdes mais elevadas (25, 50 e 100 pg
mL™) a viabilidade foi menor que 70% (63%, 45%, 25% respectivamente). Em 48 horas
de exposicdo também houve reducdo da viabilidade na concentragdo de 100 pg mL™
(45%). Esses resultados, portanto, sugerem que o extrato hidroetandlico de B. trimera €
citotoxico para a linhagem SK Hep-1 em altas concentracdes e tempos elevados de

exposicao.
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Figura 16: Viabilidade na linhagem celular SK Hep-1 incubada com o extrato hidroetanélico de
Baccharis trimera. Células foram incubadas por 12 (painel A), 24 (painel B) e 48 horas (painel
C) com 8 concentracdes do extrato hidroetandlico de Baccharis trimera (0,5; 1; 2,5; 5; 10; 25;
50 e 100pg/mL). Os ensaios foram realizados em sextuplicata, sendo que para cada tempo de
incubacdo foi realizado um controle -C- (células ndo tratadas) e para este consideramos 100%
de viabilidade celular. Foi realizado teste ANOVA-one way, seguido do pds-teste de Dunnet.
(*) p<0.05; (***) p<0.0001.

Extrato Aquoso de Baccharis trimera.

A figura 17 representa o teste de viabilidade realizado com o extrato aquoso de
Baccharis trimera. Nossos resultados mostram que células SK Hep-1 apresentaram uma
diminuig&o significativa na viabilidade celular nas concentragdes de 0.5, 2.5; 5; 10; 25;
50 e 100 ug mL™, no periodo de 12 horas de incubagdo (painel A) quando comparados
com as células controle (C). Em 24 horas (painel B), observamos uma diminuicéo
significativa na viabilidade dessas células nas concentragdes de 2.5, 5, 10 e 100 pgmL™.
Quando incubadas por 48 horas (painel C) observamos reducéo da viabilidade apenas na
concentracdode 1 pg mL™. Assim como o ocorrido no extrato hidroetanélico, apesar da
diminuigdo significativa da porcentagem de células viaveis nos tempos estudados, o

extrato aquoso ndo foi citotoxico em nenhum dos tempos e concentragdes avaliadas,
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pois a viabilidade celular foi acima de 70% em todas as anélises, sendo estes resultados
de acordo com o padréo definido pela 1ISO2009-10993-5.
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Figura 17: Viabilidade na linhagem celular SK Hep-1 incubada com o extrato aquoso de
Baccharis trimera. Células foram incubadas por 12 (painel A), 24 (painel B) e 48 horas (painel
C) com 8 concentragfes do extrato (0,5; 1; 2,5; 5; 10; 25; 50 e 100ug/mL). Os ensaios foram
realizados em sextuplicata, sendo que para cada tempo de incubacéo foi realizado um controle -
C- (células ndo tratadas) e para este consideramos100% de viabilidade celular. Foi realizado
teste ANOVA-oneway, seguido pelo poés-teste de Dunnet. (*) p<0.05; (**) p<0.001; (***)
p<0.0002.

Quercetina

Na figura 18 (painel A) podemos observar que células incubadas durante 12
horas com quercetina ndo apresentaram diferenca significativa na viabilidade celular em
nenhuma das concentragcdes avaliadas quando comparados as celulas controle (C).
Entretanto, no tempo de 24 horas (painel B), observamos uma diminuigéo significativa
na viabilidade dessas celulas nas concentragdes de 5, 50 e 100 uM. Quando incubadas

por 48 horas (painel C) também observamos uma reduc¢do na viabilidade celular nas
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concentragdes 25, 50 e 100 uM. Analisando estes resultados em conjunto podemos
observar gque a quercetina ndo apresentou citotoxicidade nos tempos de 12 e 24 horas de
incubacdo, pois a viabilidade das células foi acima de 75% em todas as analises,
conforme o padrdo definido pela 1SO2009-10993-5. Entretanto no tempo de 48 horas
observamos que a porcentagem de células viaveis nas concentragdoes 50 ¢ 100uM foi
menor que 70%, indicando citotoxicidade da quercetina nestas concentragdes no
tratamento por 48 horas.
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Figura 18: Viabilidade na linhagem celular SK Hep-1 incubadas com quercetina utilizando o
teste de MTT. Células foram incubadas por 12 (painel A), 24 (painel B) e 48 horas (painel C)
com 8 concentragdes do composto (0.5; 1; 2.5; 5; 10; 25; 50 e 100uM). Os ensaios foram
realizados em sextuplicata, sendo que para cada tempo de incubacéo foi realizado um controle -
C- (células ndo tratadas) e para este consideramos100% de viabilidade celular. Foi realizado

teste  ANOVA-oneway, seguido do pds-teste de Dunnet. (*) p<0.05; (**) p<0.001,
(***)p<0.0001.
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Rutina

Os resultados da figura 19 mostram que as células SK Hep-1 incubadas por 12
horas (painel A) com rutina ndo apresentaram alteracdo significativa na viabilidade
celular em nenhuma das concentracfes utilizadas. Entretanto, no tempo de 24 horas
(painel B), observamos uma diminuicdo na viabilidade dessas células na concentracdo
de 100 uM. Quando as células foram incubadas por 48 horas (painel C) com rutina
também observamos uma reducdo significativa da viabilidade celular, porém em todas
as concentragdes estudadas (0.5, 1, 2.5, 5, 10, 25, 50 e 100 uM). Vale ressaltar que a
rutina ndo apresentou citotoxicidade nos tempos de 12 e 24 horas de incubacdo, pois a
porcentagem de células viaveis foi maior que 70% em todas as analises. Entretanto no
tempo de 48 horas observamos que a porcentagem de células viaveis nas concentracdes
50 e 100uM foi menor que 70%, e na concentracdo 25uM foi de 70%, indicando uma

citotoxicidade da rutina nestas concentragdes no tratamento por 48 horas.
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Figura 19: Viabilidade na linhagem celular SK Hep-1 incubadas com rutina utilizando MTT.
Células foram incubadas por 12, 24 e 48 horas com 8 concentragdes do composto (0.5; 1; 2.5; 5;
10; 25; 50 e 100uM). Os ensaios foram realizados em sextuplicata, sendo que para cada tempo
de incubacdo foi realizado um controle -C- (células néo tratadas) e para este consideramos100%
de viabilidade celular. Foi realizado teste ANOVA-oneway, seguido pelo pos-teste de Dunnet.
(*) p<0.05; (**) p<0.001, (***) p<0.0001.
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5.5. Analise quantitativa da producéo de ERO por citometria de fluxo

5.5.1. Influéncia da via de sinalizagéo de PKC e da NADPH oxidase na produgéo
de ERO em células SK Hep-1

Para avaliarmos a influéncia da via da PKC na producdo de ERO em células da
linhagem SK Hep-1, as mesmas foram incubadas durante 30 minutos (Figura 20, painel
A) ou 6 horas (Figura 20, painel B) com os ativadores da PKC, PMA (50nM) e
ionomicina (100nM). Os resultados ilustrados na figura mostram que células incubadas
com PMA e ionomicina apresentaram um aumento significativo na producdo de ERO
quando comparadas as células controle (células ndo estimuladas) (Figura 20). Para
avaliar a influéncia da enzima NADPH oxidase na producdo de ERO, as células foram
pré-incubadas com DPI (20puM), um inibidor da NADPH oxidase, durante 30 minutos
(Painel A) ou 6 horas (Painel B). Os resultados mostram uma reducéo significativa na
producdo de ERO nas células quando comparadas com as células estimuladas (PMA +
iono), sugerindo a importancia da NADPH oxidase na producdo de ERO através da via

de sinalizacdo da PKC em células desta linhagem.
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Figura 20: Producdo de ERO em células SK Hep-1 e a influéncia da via PKC/NADPH oxidase.
Painel A:30 minutos de incubacdo; Painel B: 6 horas de incubacdo. Carboxy - H,DCFDA foi
utilizada para quantificar a produgdo de ERO. C: Células controle incubadas somente com
Carboxy - H,DCFDA. PMA+lono: células estimuladas com os ativadores de PKC (PMA
+iono). DPI: células pré-tratadas com o inibidor da NADPH oxidase (30 minutos-Painel A ou 6
horas- Painel B) e posteriormente estimuladas com PMA+iono. Os resultados sdo expressos
como médiaterro padrdo. Para a analise estatistica foi realizado o teste ANOVA one-way,
seguido do pos-teste de Dunns. Este experimento foi realizado em duplicata em trés
experimentos independentes. *p<0.05 comparando-se Controle versus PMA+iono. *p<0.05
comparando-se PMA+iono versus DPI.
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5.5.2. Avaliagdo da produgdo de ERO em células incubadas com os extratos
hidroetandlico ou aquoso de B. trimera, quercetina e rutina

Avaliamos a producdo de ERO nas células de linhagem SK Hep-1 atraves do
marcador carboxy-H,DCFDA por citometria de fluxo. As células foram incubadas com
0s extratos hidroetanolico ou aquoso de B. trimera, quercetina ou rutina em dois tempos
distintos (30 minutos — painel A e 6 horas — painel B). Os resultados da Figura 21 —
Paineis A e B demonstram que ndo ha diferenca na producdo de ERO em células
incubadas com 10 pg mL™ dos extratos hidroetanélico (He) ou aquoso (Aq) de B.
trimera. O mesmo perfil foi observado para a quercetina (Que) e rutina (Rut) na
concentracdo de 10uM. Para avaliar o efeito dos extratos de B. trimera na modulacédo da
producdo de ERO através da via da PKC, as células foram pré-incubadas com os
extratos hidroetandlico ou aquoso de B. trimera (10 pg mL™), quercetina ou rutina
(controles positivos; 10uM), seguidos de uma incubacdo com PMA-+ionomicina.
Observamos também que nestas concentracdes, 0s extratos de B. trimera, quercetina e
rutina ndo foram capazes de alterar a producdo de ERO em nenhum dos tempos

avaliados.
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Figura 21: Producdo de ERO em células SK Hep-1 expostas aos extratos hidroetanolico e
aquoso (10 pg mL™) de B. trimera e aos compostos quercetina e rutina (10 pM). Painel A: As
células foram expostas aos tratamentos com 10 pg mL™ dos extratos hidroetandlico (He) ou
aquoso (Aq) de Baccharis trimera, 10 UM de quercetina ou rutina, ou 20 uM de DPI por 30
minutos, e 0s grupos estimulados foram posteriormente incubados com PMA+lono. Painel B:
As células foram tratadas com as mesmas concentracbes dos extratos de B. trimera ou 0s
compostos quercetina, rutina ou DPI por 6 horas, e os grupos estimulados tratados
posteriormente por 30 minutos com PMA+iono. Os resultados sao expressos como médiaterro
padrdo. Para a andlise estatistica foi realizado o teste ANOVA one-way, seguido do pds-teste de
Dunns. Este experimento foi realizado em duplicata em trés experimentos independentes.
*p<0.05, para valores significativamente diferentes do grupo controle. *p<0.0001 para valores
significativamente diferentes do grupo controle estimulado.
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A Figura 22 mostra os resultados obtidos com as células expostas as
concentracdes de 25 pg mL™ dos extratos hidroetandlico (He) ou aquoso (Aq) de B.
trimera e 25uM dos compostos quercetina e rutina durante 30 minutos (painel A) ou 6
horas (painel B), seguidas ou ndo pela incubacdo com os ativadores da PKC. Podemos
observar que na concentracdo de 25 pg mL™, os extratos hidroetanélico e aquoso foram
capazes de modular a producdo de ERO em células ndo estimuladas (basal) no tempo de
exposicdo de 30 minutos (Painel A). Assim como os extratos de B. trimera, a quercetina
na concentracdo de 25uM também foi capaz de reduzir significativamente a producao
de ERO nas células SK Hep-1, entretanto ndo foi observado nenhum efeito da rutina.
Observamos ainda que nas células previamente expostas aos extratos de B. trimera,
quercetina e rutina, durante 30 minutos e posteriormente estimuladas (PMA+iono), néo
observamos nenhuma diferenca em relacdo a producdo de ERO quando comparadas as
células estimuladas (PMA+iono) (Painel A). No Painel B observamos que apenas o
extrato hidroetanolico de B. trimera foi capaz de diminuir a producédo de ERO quando
comparado com as células controles (ndo estimuladas). Ja nas células expostas com 0s
extratos hidroetandlico e aquoso, quercetina ou rutina por 6 horas, observamos uma
reducdo significativa na producdo de ERO apenas em células pré-incubadas com 25uM

de quercetina e posteriormente estimuladas com PMA+iono.
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Figura 22: Producdo de ERO em células SK Hep-1 expostas aos extratos hidroetanolico e
aquoso (25 pug mL™) de B. trimera e aos compostos quercetina e rutina (25 pM). Painel A: As
células foram expostas aos tratamentos com 25 pg mL™ dos extratos hidroetanélico (He) ou
aquoso (Aq) de Baccharis trimera, 25 UM de quercetina ou rutina, ou 20 uM de DPI por 30
minutos, e 0s grupos estimulados foram posteriormente incubados com PMA+lono. Painel B:
As células foram tratadas com as mesmas concentragdes dos extratos de B. trimera ou os
compostos quercetina, rutina ou DPI por 6 horas, e o0s grupos estimulados tratados
posteriormente por 30 minutos com PMA+iono. Carboxy - H,DCFDA foi utilizada para marcar
a producdo de ERO, e para a analise foi utilizado citbmetro de fluxo FACSCalibur. Os
resultados sdo expressos como médiaterro padrdo. Para a analise estatistica foi realizado o teste
ANOVA one-way, seguido do pds-teste de Dunns. Este experimento foi realizado em duplicata
em trés experimentos independentes. *p<0.05, **p<0.001, ***p<0.0001 para valores
significativamente diferentes do grupo controle (células controle, sem estimulo). *p<0.001,
"¥p<0.0001 para valores significativamente diferentes do grupo controle estimulado
(C/PMA+iono).

Na Figura 23 — Painéis A e B podemos observar o efeito da incubacdo das
células SK Hep-1 com os extratos hidroetandlico ou aquoso de B. trimera na
concentracdo de 50 pg mL™ e com os compostos quercetina ou rutina na concentragdo
de 50 uM. Em 30 minutos de incubacdo (painel A) podemos observar que os extratos
hidroetandlico e aquoso de B. trimera, quercetina e rutina foram capazes de diminuir
significativamente a producdo de ERO em relagdo as células ndo estimuladas (basal).
No painel A também podemos observar que a pré-incubagéo das células com os extratos
de B. trimera, quercetina ou rutina durante 30 minutos e posteriormente estimuladas
com PMA-+iono ndo foi capaz de alterar a producdo de ERO. No Painel B, observamos
que os extratos hidroetanolico e aquoso, assim como a quercetina foram capazes de
reduzir a producdo de ERO em células SK Hep-1 comparadas as células sem estimulo.

Ainda no Painel B, observamos que houve uma diminui¢cdo na producdo de ERO em

57




Resultados

ARAUJO, G. R.

células pré-tratadas com extrato hidroetandlico e quercetina e posteriormente
estimuladas com PMA+Iono.
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Figura 23: Producdo de ERO em células SK Hep-1 expostas aos extratos hidroetanodlico e
aquoso (50 pg mL™) de B. trimera e aos compostos quercetina e rutina (50 pM). Painel A: As
células foram expostas aos tratamentos com 50 pg mL™ dos extratos hidroetanélico (He) ou
aquoso (Aq) de Baccharis trimera, 50 UM de quercetina ou rutina, ou 20 uM de DPI por 30
minutos, e 0s grupos estimulados foram posteriormente incubados com PMA+lono por mais 30
minutos. Painel B: As células foram tratadas com as mesmas concentragfes dos extratos de B.
trimera ou 0s compostos quercetina, rutina ou DPI por 6 horas, e 0s grupos estimulados tratados
posteriormente por 30 minutos com PMA+iono. Carboxy - H,DCFDA foi utilizada para marcar
a producdo de ERO, e para a anélise foi utilizado citdmetro de fluxo FACSCalibur. Os
resultados sdo expressos como médiazerro padrdo. Para a analise estatistica foi realizado o teste
ANOVA one-way, seguido do pds-teste de Dunns. Este experimento foi realizado em duplicata
em trés experimentos independentes. *p<0.05, **p<0.001, ***p<0.0001 para valores
significativamente diferentes do grupo controle (células controle, sem estimulo). *p<0.001,
"%0<0.0001 para valores significativamente diferentes do grupo controle estimulado
(C/PMA+iono).

Ao final de todos os experimentos realizados avaliamos porcentagem de células viaveis
pelo método de exclusdo com azul de trypan (resultado ndo mostrado). A viabilidade
das células em todos os experimentos foi maior que 85%. A figura 24 € a representagéo
das imagens obtidas por citometria de fluxo, coluna 1 representa o tamanho por
granulosidade da célula, coluna 2- representa o canal que identifica a fluorescéncia,
coluna 3- representa o histograma que quantifica a quatidade de ERO formada e

marcada nas células.
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Figura 24: Gréaficos representativos da analise de ERO por citometria de fluxo. 1-representa o
tamanho da célula por sua granulosidade. 2-representa o canal que identifica a fluorescéncia no
citbmetro por granulosidade. 3- representa o histograma da quantidade de ERO observada.
Painel A: células SK Hep-1 sem o marcador Carboxy - H,DCFDA. Painel B: Células SK Hep-
1 com o marcador Carboxy - H,DCFDA. Painel C: células estimuladas com PMA/iono e
incubadas com marcador Carboxy - H,DCFDA. Painel D: Células pré-tratadas com o extrato
hidroetandlico (50pug mL™)de B. trimera e posteriormente incubadas com o marcador Carboxy -
H,DCFDA. Painel E: Células pré-tratadas com quercetina (50uM) e posteriormente incubadas
com o marcador Carboxy - H,DCFDA.
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5.5.3. Representacdo qualitativa da producdo de ERO por microscopia de
fluorescéncia.

A Figura 25 mostra a representacdo por microscopia de fluorescéncia do efeito
do extrato hidroetandlico de B. trimera na diminui¢do da produgdo de ERO em células
SK Hep-1. Podemos observar que houve um aumento na fluorescéncia em células
estimuladas com PMA+ionomicina em relacdo as céelulas controle (ndo estimuladas).
Quando as células foram pré-incubadas com DPI observamos uma diminui¢do da
fluorescéncia comparada ao grupo estimulado. O mesmo efeito foi observado em

relacdo ao extrato hidroetanélico (50 pg mL™) de B. trimera e ao composto quercetina

(50uM), confirmando assim o efeito destes compostos na modulacéo de ERO via PKC.

ERO

C PMA/Iono DPI He 50 Que50

Figura 25: Representacdo qualitativa da producdo de ERO: As amostras foram marcadas com
Carboxy- H,DCFDA e visualizadas através de microscopia de fluorescéncia. Células: SK Hep-1
sem fluorescéncia. ERO — células com marcador Carboxy- H,DCFDA analisadas por
fluorescéncia. C: Células controle; PMA/Iono: células controle estimuladas com
PMA+ionomicina; DPI: Células pré-tratadas com DPI e estimuladas com PMA/lono; He50:
Células pré-tratadas com 50 ug mL™ de extrato hidroetanélico de B. trimera e posteriormente
estimuladas com PMA/lono; Que50: Células pré-tratadas com quercetina 50 UM e estimuladas
com PMA/iono.
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Como demonstrado pelas andlises por citometria de fluxo, o extrato
hidroetanélico de B. trimera (50 pg mL™) e a quercetina (25 e 50 uM) podem inibir a
producdo de ERO através da via de PKC em células SK Hep-1 expostas a estes
compostos por 6 horas. Para comprovar essa hipdtese mais quatro experimentos foram
realizados, a expressdo proteica e a atividade da PKC bem como a expressdao da
subunidade p47°" na forma fosforilada e ndo fosforilada da NADPH oxidase.

5.6. Analise da expressao proteica da PKC através de Western Blotting

A PKC é responsavel pela fosforilacdo da p47°™ e consequentemente ativac&o
da NADPH oxidase, gerando assim um aumento na producdo de ERO. Na figura 26,
demonstramos que células SK Hep-1 incubadas com PMA+iono (ativadores
convencionais de PKC) mostraram um aumento na expressédo proteica da PKC, embora
ndo estatisticamente significativo, ja as células incubadas com calfostim C (inibidor da
PKC) mostrou uma diminuicdo significativa na expressdo proteica desta cinase.
Podemos observar ainda que a incubacdo de células SK Hep-1 com o extrato
hidroetanélico de B. trimera (50 pg mL™) e quercetina (50 pM) por 6 horas foi
responsavel pela diminuicdo significativa da expressdo proteica da PKC aos niveis

similares dagueles observados no controle negativo (calfostim C).
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Figura 26: Avaliacdo da expressdo proteica da PKC em células SK Hep-1 incubadas com o
extrato hidroetanolico de Baccharis trimera e quercetina. Painel A: Imagem representativa das
bandas da PKC ¢ B-actina em filme de raio X. Painel B: Analise quantitativa por densitometria
dos niveis proteicos da PKC em células SK Hep-1. Os resultados do ensaio de Western Blot
mostraram um aumento na expressdo proteica da PKC através do estimulo com
PMA-+lonomicina em células SK Hep-1 e o efeito do extrato hidroetandlico de B. trimera e da
quercetina nesta proteina. B-actina foi utilizada como padrdo de expressdo proteica endogena.
*p<0.05 para valores significativamente diferentes do grupo controle estimulado (C+
PMA/lono). As analises foram realizadas utilizando o software Quantity one (Bio Rad). Os
resultados sdo expressos como mediax erro padrdo. Diferengas estatisticas significativas foram
determinadas utilizando ANOVA one-way, seguido do pos-teste de Dunnet. Esta analise foi
realizada em triplicata.

5.7. Atividade da PKC

Como podemos observar na Figura 27, a atividade da PKC no grupo controle
estimulado (PMA-+iono) foi significativamente maior que no grupo controle sem
estimulo (somente células). Observamos ainda que quando as células foram incubadas
com calfostim C houve uma reducdo significativa na atividade desta proteina cinase em
relacdo ao grupo estimulado (PMA+iono). O extrato hidroetanélico de B. trimera na
concentracdo de 50 pg mL™ e a quercetina na concentracdo de 50 pM também foram
capazes de reduzir significativamente a atividade da PKC nas células SK Hep-1
expostas a esses compostos durante 6 horas e posteriormente estimuladas com
PMA+lono. O controle positivo (PKC) foi fornecido pelo kit para verificar a acuracia
do mesmo. Podemos observar que a atividade da enzima purificada é 250 vezes maior

do que a atividade da PKC em células controles.
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Figura 27: Avaliagdo da atividade de PKC em células SK Hep-1 incubadas com o extrato
hidroetandlico de B. trimera e da quercetina. A atividade de PKC nas células expostas ao
extrato de B. trimera e quercetina seguido do estimulo com PMA+ionomicina foi avaliada
utilizando um kit comercial da Enzo Life Sciences. Como controle positivo, a PKC purificada
foi fornecida pelo kit. # p<0.0001 para valores significativamente diferentes do grupo C (células
controles sem estimulo); **p<0.001 and *** p<0.0001 para valores significativamente
diferentes do grupo controle estimulado (C+PMA/lono). Os resultados sdo expressos como
média + erro padrdo. Diferencas significativas foram determinadas através do teste ANOVA
one-way, seguido do pos-teste de Dunns. Esta analise foi realizada em triplicata em dois
experimentos independentes (n=6).

5.8. Analise da expressdo da subunidade p47°"* e p47°"™ fosforilada

Como mencionado anteriormente, a expressio de p47°"™ é um evento necessario
para a formagdo do complexo da NADPH oxidase, uma das maiores fontes de ERO nas
células. Na Figura 28 avaliamos o nivel de expressdo proteica da subunidade p47°" em
células tratadas com o extrato hidroetanélico de B. trimera e quercetina. No painel A
temos a foto representativa dos filmes do western blotting, mostrando a subunidade
p47P"* e a B-actina, que foi utilizada como normalizador endégeno. No painel B
avaliamos quantitativamente a expressdo proteica da subunidade p47°™* e nenhuma

diferenca significativa foi observada quando comparamos 0s grupos experimentais.
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Figura 28: Avaliacio da expressdo proteica de p47"™™ em células SK Hep-1 incubadas com o
extrato hidroetandlico de Baccharis trimera e quercetina. . Painel A: Imagem representativa das
bandas de p47°" e B-actina em filme de raio X. Painel B: Analise quantitativa por
densitometria dos niveis proteicos da subunidade p47phox em células SK Hep-1. Os resultados
do ensaio de Western Blot ndo mostraram diferenca na expressdo proteica da subunidade em
nenhum dos grupos avaliados. As anélises foram realizadas utilizando o software Quantity one
(Bio Rad). Os resultados sdo expressos como médiat erro padrdo. Diferencas estatisticas
significativas foram determinadas utilizando ANOVA one-way, seguido do pos-teste de
Dunnet. Esta anéalise foi realizada em triplicata.

Uma vez que ndo observamos diferencas no nivel de expressdo proteica da subunidade
p47P"* nosso préximo passo foi verificar se o tratamento com B. trimera e quercetina
poderiam alterar o nivel de fosforilacdo desta subunidade, visto que a fosforilacdo € um
evento responsavel pela ativacdo da enzima NADPH oxidase (Figura 29). Observamos
que nas células expostas ao PMA e ionomicina houve um aumento na expressao
proteica de p47°"™* fosforilada, e que o tratamento com DPI (inibidor da NADPH
oxidase) reduziu a expressdo desta subunidade em sua forma fosforilada, embora os
resultados ndo tenham sido significativos. Observamos ainda que nas celulas tratadas
por 6 horas com o extrato hidroetanélico de B. trimera (50 pg mL™) ou quercetina (50
ng mL™) houve reducdo nos niveis proteicos de p47P"* fosforilada. Ao analisarmos os
resultados das figuras 28 e 29 em conjunto podemos sugerir que 0 extrato
hidroetandlico de B. trimera e quercetina podem modular os niveis de fosforilacdo da
proteina, sem alterar sua expressdo constitutiva, evidenciando a acdo destes compostos

em mecanismos de modificacdo covalente.

64



Resultados

ARAUJO, G. R.
A B
C C C He50 Que50 ’
PMA/iono - + + + + -
DPI - - + - -
fosforilada
PMAJiono - + + + +

Figura 29: Avaliacdo da expressdo proteica da subunidade p47°"* fosforilada em células SK
Hep-1 incubadas com o extrato hidroetandlico de Baccharis trimera e quercetina. Painel A:
Imagem representativa das bandas de p47IOhOX fosforilada ¢ B-actina em filme de raio X. Painel
B: Anélise quantitativa por densitometria dos niveis proteicos da subunidade p47ph°X
fosforilada em células SK Hep-1. Os resultados do ensaio de Western Blotting mostraram uma
reducdo na expressio proteica de p47°"™ em células SK Hep-1 tratadas com extrato
hidroetandlico de B. trimera e da quercetina. *p<0.05 para valores significativamente diferentes
do grupo controle estimulado (C+ PMA/lono). As andlises foram realizadas utilizando o
software Quantity one (Bio Rad). Os resultados sdo expressos como médiat erro padréo.
Diferencas estatisticas significativas foram determinadas utilizando ANOVA one-way, seguido
do pos-teste de Dunnet. Esta analise foi realizada em triplicata.
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O quadro sumariza os resultados encontrados neste trabalho no que diz respeito aos

efeitos observados dos extratos hidroetandlico e aquoso de B. trimera.

Quadro 1: Anélise comparativa dos extratos hidroetandlico e aquoso de B. trimera.

Extrato hidroetanélico B. trimera

Extrato aquoso B. trimera

Caracterizagdo

09 &cidos fenolicos

12 4cidos fenodlicos

fitoquimica 05 flavonoides 03 flavonoides
Capacidade > <
antioxidante in vitro

Compostos > <
fenolicos

Tempo de incubacgéo

Tempo de incubacéao

12 horas 24 horas 48 horas 12 horas 24 horas 48 horas
Porcentagem de
células viaveis > 70% < 70% < 70% > 70% > 70% > 70%
(1502009 - 10993-5) (a partir de 25 | (100pg/mL™)
Hg/mL™)
Dosagem de ERO Concentracédo do extrato Concentracdo do extrato
(tempo de incubagéo) 1 1 1 1 1 1
10 pg/mL 25 pg/mL™ | 50 pg/mL"™ | 10 pg/mL™ | 25 pg/mL™ | 50 pg/mL
30 minutos (-) basal (V) basal (V) basal (-) basal () basal (V) basal
(-) estimulo | (-) estimulo | (-) estimulo | (-) estimulo | (-) estimulo | (-) estimulo
6 horas (-) basal () basal (V) basal (-) basal (-) basal () basal
(-) estimulo | (-) estimulo | ({)estimulo | (-) estimulo | (-) estimulo | (-) estimulo
Expressdo PKC \:
Atividade da PKC 2
Expressdo p47°" -
Fosforilacdo p47 " I

(<) menor do que no extrato hidroetanolico de B. trimera, (>) maior do que no extrato aquoso
de B. trimera, comparagéo feita entre os extratos. (1) representa aumento do pardmetro avaliado;
(}) representa diminuicdo do parametro avaliado; (-) representa ndo alteragdo do pardmetro

avaliado.
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6. DISCUSSAO

Muitos individuos utilizam plantas medicinais como alternativa terapéutica para
diversas doencas, pois acreditam que por serem utilizadas ha centenas de anos sao mais
eficazes e seguras, uma visdo incentivada nos depoimentos e feedbacks positivos
presentes na Internet. Infelizmente, muitos dos usuérios das plantas medicinais séo

relutantes em informar aos médicos o uso de alguma delas (SEEFF et al., 2015).

Desde os tempos mais remotos até os nossos dias, as plantas tém sido
empregadas por diferentes civilizacbes para aliviar os males da humanidade. A
utilizacdo de plantas com fins medicinais teve influéncia da cultura indigena, oriental,
africana e europeia, constituindo a base da medicina popular que vem sendo retomada
nos dias atuais. Fatores econdmicos e sociais também tém contribuido para o uso de
chas de ervas, popularmente conhecidas por seus efeitos curativos (ERAS et al., 1998).
Diversos estudos tém buscado identificar compostos naturais como 0s presentes em
alimentos e plantas medicinais. Segundo o formulério de fitoterapicos da Farmacopeia
Brasileira (ANVISA, 2010), plantas medicinais sdo espécies vegetais utilizadas com
finalidade terapéutica. A ampliacdo das opcdes terapéuticas ofertadas aos individuos
com garantia de acesso a plantas medicinais, fitoterapicos e servigos relacionados a
fitoterapia, com seguranca, eficacia e qualidade, na perspectiva da integralidade da
atencdo a salde, é uma importante estrategia com vistas a melhoria da atencdo a saude

da populacéo e a inclusao social.

As potencialidades de uso das plantas medicinais encontram-se longe de estarem
esgotadas, afirmacdo endossada pelos novos paradigmas de desenvolvimento social e
econdémico baseados nos recursos renovaveis. Novos conhecimentos e necessidades
certamente encontrardo no reino vegetal solugdes, por meio da descoberta e do
desenvolvimento de novas moléculas com atividade terapéutica ou com aplicagdes tanto
na tecnologia farmacéutica quanto no desenvolvimento de fitoterapicos com maior
eficiéncia de acdo (SCHENKEL et al.,2004).

Os compostos fendlicos sdo fitoquimicos presentes em alimentos de origem

vegetal, com varias atividades bioldgicas, incluindo propriedades antioxidantes. Eles
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exercem tais propriedades através da eliminacdo de radicais livres, inibindo a geragdo
de espécies reativas (GULCIN, 2006; ZHANG et al., 2008). Os compostos fendlicos
sdo um grupo de metabolitos secundarios que € bastante difundido na natureza com
varias propriedades terapéuticas (GILIOLI et al., 2007; GULCIN, 2006). Sua atividade
antioxidante é principalmente devido as suas propriedades redox, que Ihes permitem
agir como agentes redutores, doadores de hidrogénio, neutralizadores de radicais livres,
e quelantes de metais (GILIOLI et al., 2007).

Em nosso trabalho foi realizada a identificagdo dos compostos fendlicos
presentes nos extratos hidroetandlico e aquoso de B. trimera através de cromatografia
liguida de alta eficiéncia acoplada a detectores de ultravioleta e espectrometria de
massa, assim diferentes flavonoides foram encontrados para cada extrato. No extrato
hidroetandlico foram identificados 5 flavonoides (6(8)-C-furanosil-8(6)-C-hexosil-
flavona; 6(8)-C-hexosil-8(6)-C-furanosil-flavona; Quercetina; 3’,5-dihidroxi-4’,7-
dimetoxiflavona; 3’,5-dihidroxi-4’,6,7-trimetoxyflavona), a maioria deles como
agliconas de flavonoides, ou seja, sem a presenca de agUcares na molécula. J& para o
extrato aquoso foram identificados 3 flavonoides (Apigenina-6,8-di-C-glucopiranosidio;
6(8)-C-furanosil-8(6)-C-hexosil-flavona; 6(8)-C-hexosyl-8(6)-C-furanosil-flavona),
ligados a moléculas de agucares, ou seja, heterosideos flavonicos, o que lhes conferem
maior polaridade. A diferenga dos compostos encontrados em cada extrato poderia
explicar os diferentes efeitos bioldgicos encontrados neste estudo. Noroozi et al. (1998)
demonstraram que agliconas de flavonoides, como os encontrados em nosso estudo no
extrato hidroetandlico, podem ter um efeito antioxidante maior que seus heterosideos,
como 0s encontrados em nosso extrato aquoso de B. trimera. Simdes-Pires et al. (2005),
analisaram o perfil fitoquimico de trés espécies de Baccharis, dentre elas o extrato
aquoso de B. trimera e identificaram &cido quinico e quercetina neste extrato
paralelamente ao poder antioxidante in vitro dos extratos; observou-se ainda que tanto o
acido quinico quanto a quercetina possuiam atividade antioxidante semelhante,
portanto, o &cido quinico também poderia ser considerado um dos reponsaveis pela

atividade antioxidante encontrada nos extratos das espécies de Baccharis.

Na literatura cientifica encontra-se descrito que Baccharis trimera € uma espécie
vegetal rica em compostos fendlicos, como a quercetina e rutina (SOICKE e LENG-

PESCHLOW, 1987). Em nosso estudo quantificamos os compostos fenolicos totais
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presente nos dois extratos utilizados nos ensaios biologicos, e foi observado que a
concentracdo de compostos fendlicos totais no extrato hidroetandlico foi
significativamente maior do que a quantidade encontrada no extrato aquoso. Ou seja, a
agua ndo foi capaz de extrair compostos fendlicos como o etanol foi capaz. Ainda
observamos que a capacidade em neutralizar o radical DPPH do extrato hidroetanolico
foi maior do que a encontrada no extrato aquoso, sugerindo entdo que a quantidade de
compostos fendlicos encontrada no extrato hidroetandlico, a qual foi significativamente
maior do que o encontrado no extrato aquoso, pode ter influenciado na sua capacidade
antioxidante in vitro. Predes et al. (2011), observaram que a quantidade de compostos
fendlicos no extrato hidroetandlico de Arctium lappa foi significativamente maior do
que a quantidade extraida no extrato aquoso, e a capacidade antioxidante do extrato
hidroetandlico também foi consideravelmente maior em relacdo ao extrato agquoso.
Padua et al. (2013) também observaram que o extrato hidroetandlico de Baccharis
trimera tem capacidade de neutralizar o radical DPPH de maneira dose dependente.
Guimardes et al. (2012) também observaram que o extrato de Baccharis dracunculifolia

também foi capaz de neutralizar o radical DPPH.

Atualmente, apesar da crescente importancia dos medicamentos fitoterapicos,
relativamente poucos estudos foram realizados a fim de comprovar sua eficécia e
seguranca, sendo que muitas plantas ainda sdo utilizadas com base somente no seu uso
popular bem estabelecido. O uso tradicional de diversas plantas medicinais baseado em
conhecimentos populares, aliado a crenca de que, por ser natural ndo causa reacoes
adversas, fez com que poucas plantas medicinais fossem avaliadas a fim de comprovar
sua eficacia e seguranca (NEGRI et al., 2005). Além disto, sabe-se que muitas plantas
medicinais apresentam substancias que podem desencadear reacdes adversas, seja por
seus préprios componentes, seja pela presenca de contaminantes ou adulterantes
presentes nas preparacOes fitoterapicas, exigindo um rigoroso controle de qualidade
desde o cultivo, coleta da planta, extracdo de seus constituintes, até a elaboracdo do
medicamento final (TUROLLA et al., 2006)

Segundo Cesar Paulo Simionatto, que atua com fitoterapia na Unidade de Saude
do Rio Tavares e é responsavel pelo Horto de Plantas Medicinais da Universidade
Federal de Santa Catarina “a avaliacdo da toxicidade deve ser a prioridade dos estudos

fitoterapicos”. O conhecimento das plantas, geralmente transmitido pela cultura oral,
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corre 0 risco de se perder caso ndo for sistematizado em estudos académicos. A
importancia desses estudos justificaria uma maior dedicacdo académica, e ndo uma
exposicao que afaste as pessoas do uso de fitoterapicos. Ha sim, risco pelo uso incorreto

de plantas, assim como ha também com o uso de remédios sintéticos.

Baseado nestas informacdes nosso préximo passo foi avaliar se Baccharis
trimera possuia algum efeito citotoxico em células da linhagem SK Hep-1. Para tal,
avaliamos a viabilidade destas células expostas por 12, 24 e 48 horas a oito
concentracdes dos extratos aquoso e hidroetandlico. Nossos resultados demonstraram
que o extrato hidroetandlico em altas concentraces (100 pg mL™) no tempo de 12
horas de incubacéo foi capaz de reduzir a viabilidade celular, entretanto a porcentagem
de células vidveis se manteve acima de 80%. Observamos ainda que o extrato
hidroetandlico quando exposto as células por 24 horas em altas concentracdes (acima de
25 ng mL™) foi capaz de reduzir a viabilidade das células SK Hep-1 para valores abaixo
de 65%, e em 48 horas de exposi¢do ao extrato hidroetandlico foi observado reducgéo da
viabilidade nas concentragdes acima de 1 ug mL™, entretanto somente na concentracio
de 100 pg mL™ a viabilidade foi abaixo de 70%. O extrato aquoso também foi capaz de
reduzir a viabilidade celular nos tempos de 12 e 24 horas, entretanto a viabilidade
permaneceu acima de 70%, o que ndo indica citotoxicidade, pois para um extrato ser
considerado citotoxico a porcentagem de células viaveis deve ser menor que 70%.
Nogueira et al. (2011) também ndo observaram efeito citotoxico em hepatdcitos de
ratos, incubados de 24 a 96 horas com até 100 pg mL™ do extrato hidroetanélico de B.
trimera. Entretanto foi observado uma reducdo da viabilidade em células epiteliais
renais expostas a 100 pg mL™ do extrato hidroetanélico de B. trimera, indicando que a
toxicidade do extrato pode ser tecido-especifica. O extrato aquoso, neste mesmo estudo,
demonstrou ser citotéxico em altas concentragdes (500 pug mL™) nas duas linhagens
celulares avaliadas. Padua et al. (2014) também nédo observaram reducdo da viabilidade
em celulas HepG2 incubadas por 24 horas com o extrato hidroetandlico de B. trimera.
Cariddi et al. (2012) demonstraram um efeito mutagénico do extrato aquoso de
Baccharis articulata em células de medula 6ssea de ratos. Este mesmo grupo em 2010
demonstrou um aumento em eritrocitos micronucleados e que este aumento esta
diretamente ligado ao tempo de exposicdo das celulas ao extrato (CARIDDI et al.,
2010). Rodrigues et al. (2009a) demonstraram que 0 extrato aquoso de B. trimera néo
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foi citotoxico para células da medula 6ssea, mesmo em altas concentragdes (até 2000 pg
mL™). Assim, como encontrado em nosso estudo, altas concentracdes dos extratos

avaliados demonstraram que sao capazes de reduzir a quantidade de células viaveis.

Outros estudos demonstram efeitos citotoxicos de extratos de Baccharis. Grance
et al. (2008) encontraram baixo efeito citotoxico do extrato hidroetandlico de B. trimera
em células renais e hepéticas de animais tratados com 8.4 mg kg™ do extrato. Monks et
al. (2002) também econtraram uma baixa citotoxicidade do extrato de B. trimera (100
ng mL™?) em células HT29 — adenocarcinoma de Gtero. As diferencas encontradas em
muitos estudos relacionadas a citotoxicidade de extratos de plantas se devem em grande
parte a diferenca na preparacdo dos extratos, a regido em que a planta foi coletada, o
tipo de solo, agua, temperatura e condi¢cdes em que a planta se encontra. As diferencgas
ainda podem ser devido ao tipo celular estudado e as condi¢BGes experimentais, como

tempo de incubacdo e concentracdes avaliadas.

Assim como observado para os extratos de B. trimera, observamos que em
células SK Hep-1 expostas aos compostos quercetina e rutina por 12 horas, a
viabilidade se manteve maior que 80% em todas as concentracdes avaliadas. Entretanto,
foi observado que quando estas células foram incubadas por um maior periodo de tempo
(24 e 48 horas), observamos uma reducdo da viabilidade das células quando expostas a
altas concentragfes destes compostos. Yang et al. (2014) também observaram uma
reducdo da viabilidade em células endoteliais de cérebro de ratos expostos a altas
concentragdes de quercetina (500 M) e rutina (750 uM) no tempo de 48 horas. Células
de glioma, SHG44 e U251, também apresentaram viabilidade reduzida quando expostas
por 48 e 72 horas a quercetina (50, 100 e 200uM), e este efeito foi dose dependente
(PAN et al., 2015). Heeba e Mahmoud (2014) demonstraram que células PC3, HELA,
MCF7 e HepG2 apresentaram viabilidade diminuida em aproximadamente 20% ao
serem tratadas com quercetina nas concentragdes de 5 a 50uM. Xiang et al. (2014)
também observaram que o tratamento com o composto quercetina a 200uM diminuiu a
viabilidade de células HeL A tratadas por 24, 48 e 72h.

Estudos de Alinejad et al. (2013) demonstraram que células PC12
(feocromocintoma da medula adrenal de ratos) pré-tratadas com rutina (50 a 400uM) e
posteriormente submetidas a concentracdes elevadas de etanol apresentaram uma menor

citotoxicidade comparadas as células somente tratadas com etanol. Marcarani et al.
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(2011) ndo observaram nenhum efeito citotdxico em células hepéaticas HTC expostas a
diferentes concentragdes de rutina por 24 e 48 horas, entretanto no tempo de 72 horas e
na concentracdo de 810uM foi observado uma reducéo da viabilidade celular. Lee et al.
(2004), assim como em nosso estudo, observou que a rutina, na concentracdo de 50 UM
em 24 horas, mostrou um efeito citotoxico em células NCI-H889 (células de cancer de

pulm&o humano).

A viabilidade dos extratos de B. trimera e dos flavonoides quercetina e rutina
pelo ensaio de MTT foi realizada para melhor determinar a concentracdo ideal destes
compostos para a utilizacdo nos ensaios subsequentes. Sendo assim, podemos observar
que os extratos hidroetandlico e aquoso bem como 0s compostos quercetina e rutina
apresentaram uma viabilidade celular acima de 70% em todas as concentragdes
avaliadas durante 12 horas de incubacdo. Baseado nesta informacéo, decidimos utilizar
0 tempo méaximo de incubagdo de 6 horas e as concentracdes méaximas de 50 pg mL™
para os extratos hidroetanolico e aquoso de B. trimera, e 50 UM dos compostos

quercetina e rutina para a realizacdo dos ensaios posteriores.

Espécies reativas sdo continuamente produzidas como um subproduto do
metabolismo, que exerce um papel importante na sinalizacdo celular e na homeostase
(KIM et al., 2013). No entanto, em excesso, a producdo de ERO pode apresentar efeitos
nocivos sobre as células através de interacfes diretas com o DNA, RNA, proteinas e
lipidios, e este dano esta associado com a etiologia de diversas doencas (LEE e KANG,
2013; RAHMAN et al., 2012).

Tem sido demonstrado que alguns flavonoides apresentam uma proeminente
capacidade antioxidante, mas que em doses elevadas podem ser pré-oxidantes
(DECKER, 1997; PAN et al., 2015; LOPEZ-REVUELTA et al., 2006). Em nosso
estudo avaliamos o efeito da Baccharis trimera na modulacdo da producdo de espécies
reativas de oxigénio. O extrato hidroetanolico de Baccharis trimera foi capaz de reduzir
a producdo de ERO em células SK Hep-1 expostas por 30 minutos e 6 horas nas
concentracdes de 25 e 50 pg mL™. J4 0 extrato aquoso reduziu a producdo de ERO na
concentracéo de 25 pg mL™ somente quando as células foram expostas por 30 minutos,
entretanto na concentragdo de 50 pg mL™, o extrato aquoso reduziu a producéo de ERO
nos dois tempos avaliados (30 minutos e 6 horas).
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Os compostos utilizados como controles positivos, quercetina e rutina, também
foram capazes de reduzir a producdo de ERO. A exposicao das células a quercetina (25
e 50 uM) por 30 minutos reduziu a producdo de ERO nas células SK Hep-1. Ja a
exposicdo por 6 horas somente a concentragdo de 50 UM foi efetiva na reducdo da
producdo de ERO. O mesmo foi observado para a rutina, que sé foi capaz de reduzir a
producdo de ERO nas células, na concentracdo de 50 uM por um periodo de 30

minutos.

Os extratos de Baccharis trimera exibiram um maior potencial na modulacao de
espeécies reativas de oxigénio comparado com 0s compostos quercetina e rutina. Estes
resultados sugerem que este efeito inibitdrio na producdo de ERO pode estar associado
com o efeito sinérgico dos compostos presentes nos extratos. Algumas atividades
antioxidantes das plantas tém sido atribuidas a outros compostos ndo identificados ou a
efeitos sinérgicos entre os componentes dos extratos das plantas (KOMOLAFE et al.,
2014). Além disso, a modulagcdo da producdo de ERO em células ndo estimuladas
poderia refletir mecanismos de neutralizagdo direta. De fato, os flavondides sdo
conhecidos pela sua capacidade de doar um hidrogénio aos radicais livres,
neutralizando-os, impedindo a producdo do radical hidroxila (JOVANOVIC et al. ,
1998; BURDA e OLESZEK, 2001).

Muitos estudos demonstram a atividade antioxidante do género Baccharis, tanto
em animais como em culturas celulares. Estudos prévios do nosso laboratorio
demonstraram que o0 extrato hidroetandlico de B. trimera foi capaz de reduzir a
producdo de ERO em neutréfilos de ratos (PADUA et al., 2010) e ainda capaz de
aumentar a atividade de enzimas antioxidantes, como SOD e catalase (PADUA et al.,
2014). Os resultados obtidos por Vieira, et al. (2011) mostraram que 0s extratos (aquoso
e hidroetanolico) de B.trimera tem uma atividade antioxidante, como o potencial
sequestrador de ERO, protegendo a oxidacdo de biomoléculas. Oliveira, et al. (2012)
observou que o extrato fendlico de B. trimera apresentou efeito antioxidante e anti-

inflamatorio.

Em relacdo aos compostos quercetina e rutina, muitos estudos tém resultados
semelhantes aos encontrados em nosso estudo. Chen et al. (2006) observaram que a
quercetina (25 e 50 uM) foi capaz de reduzir a producdo de ERO em células tratadas

com o composto por 1 hora e posteriormente estimuladas com H,0,. Entretanto nédo
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observaram nenhum efeito do composto rutina (25 e 50 uM) nessas mesmas condigdes.
Jeong et al. (2005) também reportaram que quercetina e rutina inibem a peroxidacao
lipidica induzida por cobre em HUVEC’s (células endoteliais de corddo umbilical
humano). Em células SH-SY5Y (neuroblastoma humano) que foram tratadas com altas
concentragOes de rutina houve redugdo significativa na produgédo de ERO de maneira
dose dependente: 0.8mM e 8mM diminuiram a producdo de ERO em 70 e 90%,
respectivamente (WANG et al., 2012). Ja Chow et al. (2005) sugeriram que a rutina ndo
seria capaz de reduzir a producdo de ERO em células RAW?264.7, diferentemente do
efeito encontrado nas células tratadas com quercetina. Este fato corrobora os dados
encontrados em nosso estudo, onde a quercetina tem um maior poder de reduzir ERO

guando comparado a rutina.

Além disso, observamos que o0 extrato hidroetandlico é mais efetivo no combate
a producao de ERO, pois em menores concentracbes também apresentou este efeito. Ja
0 extrato aquoso foi eficaz em concentracbes mais elevadas e tempos menores de
exposicdo. Provavelmente a maior quantidade de compostos fendlicos totais que foram
extraidos no extrato hidroetandlico poderia justificar a diferenca encontrada na
avaliacdo da producdo de ERO. Em todos os ensaios para avaliacdo da producédo de
ERO foi realizada a analise de viabilidade celular pelo teste de exclusdo com azul de
trypan, para confirmar a viabilidade das células expostas aos extratos. Ndo houve
reducdo significativa da viabilidade nos ensaios realizados: 30 minutos — viabilidade

acima de 90% e 6 horas — viabilidade acima de 87% (resultados ndo mostrados).

Demonstrado entdo que Baccharis trimera € capaz de reduzir a producdo de
ERO em células SK Hep-1, o objetivo central deste estudo foi elucidar se o extrato de
B. trimera poderia modular a producdo de ERO através da via de sinalizacdo da PKC e
NADPH oxidase.

Muitos estudos indicam que a elimina¢do de ERO por vitaminas e compostos
naturais ndo é efetiva e pode ser perigosa, pois as altas doses necessarias para esta
eliminacdo direta podem ser toxicas ao organismo. Assim a prevencao da formacéo de
ERO atraveés de suas fontes especificas pode revelar um grande beneficio na prevencao
de diversas doengas cronicas. Varias fontes sdo responsaveis pela producdo de espécies
reativas, como a Oxido nitrico sintase, xantina oxidase, citocromo P450 redutase,

oxidases mitocondriais (JIMENEZ et al., 2015). Entretanto, para todos estes sistemas a
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producdo de ERO ocorre como um subproduto da principal agdo catalitica da
enzima/sistema ou a partir de uma disfungé@o deste sistema. Em contraste, o complexo
da enzima NADPH oxidase € o Unico sistema cuja funcdo principal é gerar ERO em
células (COSO et al., 2012). Particularmente, em condi¢des patologicas, esta enzima é
responsavel pelo aumento na produgdo de ERO (INOGUCHI e NAWATA, 2005;
CHIASSON et al., 2003).

A enzima NADPH oxidase pode ter muitos ativadores, sendo um dos mais
importantes, a proteina cinase C (PKC), um membro da familia serina / treonina cinase,
que é responsavel pela fosforilacdo da subunidade p47°"™ desta enzima (INOGUCHI e
NAWATA, 2005). A familia da PKC pode ser dividida em trés classes (convencional,
novas e atipicas). As PKCs convencionais exigem diacilglicerol (DAG) e Ca®" para a
sua ativacdo. A atividade da PKC pode ser modulada utilizando componentes
farmacoldgicos exdgenos (ABRIAL, et al., 2011). Esteres de forbol, como 0 PMA, s&o
miméticos ao diacilglicerol e ativadores da PKC (MACRAE et al., 2013); ionomicina €
um ionéforo de Ca** (DANG et al., 2011) e, em conjunto com o PMA, este composto
atua como um ativador da PKC convencional, consequentemente ativando a NADPH
oxidase. De maneira oposta, calfostim C atua seletivamente sobre o dominio de
regulagdo da PKC, inibindo assim a atividade desta enzima (HOFMANN, 1997).

Com base nessas informacdes, os resultados do presente estudo sugerem que
celulas SK Hep-1 incubadas com PMA / iono (ativadores da PKC) apresentaram maior
producdo de ERO através da via de sinalizacdo da PKC, que uma vez ativada, poderia
promover a ativacdo da NADPH oxidase. Para confirmar a hip6tese de que a maior
parte da producdo de ERO em células SK Hep-1 é dependente da NADPH oxidase, as
celulas foram incubadas com DPI, um inibidor desta enzima. Os resultados mostraram
uma diminuicéo significativa na produgédo de ERO, e estes valores sdo semelhantes aos
observados em células ndo estimuladas (basal), sugerindo a importancia do complexo

enzimético da NADPH oxidase na geracdo de ERO em células da linhagem SK Hep-1.

O pré-tratamento com o extrato hidroetanélico de B. trimera (50 pug mL™) e
quercetina (25 e 50 uM) por 6 horas foi eficaz para modular a producdo de ERO em
células tratadas com PMA/iono. O extrato aquoso, bem como a rutina ndo foram
capazes de alterar a producdo de ERO em células estimuladas em nenhuma das

concentragfes e tempos avaliados. Este resultado sugere a influéncia do extrato

75



Discusséao

ARAUJO, G. R.

hidroetandlico de B. trimera e quercetina na via de sinalizagdo da PKC e NADPH
oxidase. Assim, nosso proximo passo foi elucidar os efeitos do extrato hidroetanélico e
da quercetina sobre a expressdo proteica e atividade da PKC, bem como na expresséo da

subunidade p47°" nao-fosforilada e fosforilada.

Resultados de alguns experimentos mostraram que os flavonoides influenciam
na expresséo e atividade de enzimas de fase I, Il e 11l do sistema de detoxificagdo, no
metabolismo xenobidtico (MORRIS e ZHANG, 2006; ZHANG e GORDON, 2004). No
citoplasma, compostos fenolicos podem causar a dissociacdo do fator nuclear Nrf2 do
seu inibidor Keap-1. Assim Nrf2 é transferido para o ndcleo onde interage com o DNA
na regido conhecida como elemento de resposta antioxidante (ARE)
(LEWANDOWSKA et al., 2013). Outros estudos tém mostrado que os polifendis
possuem efeito antioxidante, incluindo a inibicdo da ativacdo da NADPH oxidase (AL-
AWWADI et al., 2005; XU et al., 2005; MIURA et al., 2003), que € 0 mais importante
produtor celular de O,” (PIGNATELLI et al., 2004). De acordo com Pignatelli et al.
(2003), a ativacdo da PKC desempenha um papel crucial na indugdo da ativacdo da
NADPH oxidase mediada pelo acido araquidénico, sendo que a adicdo de quercetina e
catequina, a amostras de plaquetas, inibiu a formacdo de O,, 0 que sugere que
polifendis reduzem a ativacdo da NADPH oxidase. Jimenez et al. (2015) também
observaram uma inibicdo da enzima NADPH oxidase em células musculares lisas
vasculares (VSMCs) tratadas com baixas concentracfes de quercetina (4puM). Steffen et
al. (2008) demonstraram que a quercetina pode inibir a atividade de algumas enzimas,

como cicloxigenase e lipoxigenases.

Neste contexto, e para melhor avaliarmos a influéncia da via de sinalizacdo da
PKC na reducéo da producdo de ERO nas células tratadas com o extrato hidroetandlico
de B. trimera e quercetina, avaliamos a expressdo proteica desta enzima. Observamos
gue houve um aumento na expressdo proteica da PKC nas células estimuladas com
PMA/ionomicina em relacdo as células controle. Ester de forbol (PMA) é um analogo
de DAG e, por conseguinte, pode ativar duas classes de isoformas da PKC, as
convencionais e as novas PKCs (HOROWITZ et al.,, 1996). Além disso, o pré-
tratamento com calfostim C inibiu a expressdao da PKC nas células. Calfostim C é
amplamente utilizado como inibidor desta cinase e ainda em estudos que avaliam a

fosforilacdo de p47°"™ a subunidade que é fosforilada pela PKC, tornando a enzima
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NADPH oxidase inativa (BEY et al., 2004). Nosso estudo demonstrou que a pré-
exposicao das células SK Hep-1 ao extrato hidroetanélico de B. trimera (50 pg mL™) ou
a quercetina (50 pM), também reduziram os niveis proteicos de PKC em relacdo ao
grupo estimulado (PMA/iono). Na literatura ha diversos trabalhos demonstrando que a
quercetina € um potente inibidor tanto da expressdo quanto da atividade de PKCs.
Maurya e Vinayak (2015a) demonstraram que a quercetina foi capaz de reduzir ERO
em células do fluido ascético de camundongos com linfoma de Dalton e que essa
reducdo foi devido a reducdo na atividade e expressao da PKC. Esse mesmo grupo
observou que a quercetina foi capaz de reduzir a expressao proteica de PKCa em células
HepG2 e que este efeito foi dose-dependente (MAURYA E VINAYAK, 2015b).
Baseado nas informac6es disponiveis na literatura no que diz respeito a sinalizacdo da
quercetina, em nosso estudo, este composto foi utilizado como uma referéncia de

mecanismo de sinalizacdo induzido por flavonoide.

Na superficie celular, a ligagdo de hormonios, fatores de crescimento e
neurotransmissores a tirosina cinase ou receptores acoplados a proteina G levam a
producdo de DAG e Ca’*, os segundos mensageiros necessarios para ativacio das PKCs
convencionais. Em nosso estudo observamos que em células SK Hep-1 incubadas com
PMA e ionomicina, ativador da PKC e ionéforo de calcio respectivamente, a atividade
de PKC aumentou em relacdo ao grupo controle (somente células) e que Calfostim C
(inibidor da PKC) foi capaz de reduzir a atividade da enzima, assim como 0 extrato
hidroetandlico de B. trimera e a quercetina. Estudos demonstraram que a quercetina
diminuiu a ativacdo da PKC em células de linhagem de mastdcitos-RBL-2H3 (KIM et
al., 2014). Outro estudo de Pignatelli et al. (2006) sugeriram que polifendis (quercetina
e catequina) exercem um efeito inibitério sobre a ativacdo de PKC e consequentemente
a ativacdo da NADPH oxidase, reduzindo a producdo de ERO. Maurya e Vinayak
(2015b) também avaliaram a atividade da PKC em células HepG2 tratadas com
quercetina e observaram reducdo na atividade enzimatica nas celulas tratadas com este
flavonoide nas concentra¢Bes de 20, 40 e 80 uM, com consequente reducdo de ERO.
Por outro lado, Kim et al. (2013), demonstraram que o0 tratamento com quercetina em
células RAW?264.7 estimuladas com zimozan diminuiu os niveis de p47°"™, sem alterar
a atividade da PKC, o que sugere que a atividade antioxidante da quercetina esta
relacionada a regulacdo da NADPH oxidase.
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Como podemos observar 0s nossos resultados mostraram que 0 extrato
hidroetandlico de B. trimera bem como a quercetina influenciaram a via de sinalizacdo
da PKC, pois a expressao e a atividade desta proteina foram reduzidas apos o tratamento
com estes compostos, corroborando os estudos que demonstram que compostos
fendlicos, como a quercetina, sdo capazes de modular essa via de sinalizacdo e,
consequentemente reduzir a producdo de ERO em diferentes modelos experimentais.
Vale ressaltar que este € o primeiro estudo que evidencia um mecanismo de sinalizacao
associado a um extrato de planta medicinal, assim, analisando os resultados obtidos até
0 momento, podemos inferir que o extrato hidroetandlico de B. trimera foi capaz de
inibir a geracdo de ERO através da inibicdo da expressao e atividade da PKC e, isto por
si sO, ja seria um evento essencial para a inibicdo da NADPH oxidase, o que

consequentemente explicaria a reducdo de ERO observada em nosso estudo.

Sabe-se que a ativacdo da NADPH oxidase pode ser diminuida atraves do
blogueio do transporte das subunidades citosélicas para a membrana, e ainda através do
blogueio da fosforilagdo de p47™™ com inibidores de PKC e sua ligacdo a outras
subunidades (MARALDI, 2013). Assim, 0 nosso proximo passo foi verificar se o
extrato hidroetandlico de B. trimera seria capaz de alterar a expressdo e o nivel de
fosforilagdo da subunidade p47°" da enzima NADPH oxidase. Como descrito
anteriormente ndo houve diferenca nos niveis proteicos da subunidade ndo fosforilada,
entretanto, em relacdo a proteina fosforilada observamos uma reducdo na expressdo de
p47°" fosforilada em células pré-tratadas com extrato hidroetandlico de B. trimera (50
ng mL?Y) e quercetina (50 pg mL™') e posteriormente estimuladas com
PMA/ionomicina. A influéncia da quercetina na via de sinalizagdo da NADPH oxidase,
inibindo a fosforilacdo de p47°"™ ou mesmo inibindo o transporte de p47°"** para a
membrana ja € bem estabelecido na literatura. O estudo de Jiang et al. (2008) também
ndo observaram alteracdo nos niveis proteicos de p47°"™* na fracdo membranar de
células HL-60 estimuladas com PMA. Sanchéz et al. (2006) avaliaram 0s niveis
proteicos de p47°"™ em aortas de ratos hipertensos tratados com quercetina e
observaram uma reducdo na expressdo dessa proteina, reduzindo assim a atividade da
NADPH oxidase. Wang et al. (2014b) avaliaram o efeito da quercetina na aorta de
animais aneurisma-induzidos e observaram que este composto foi capaz de reduzir a

phox

producdo de ERO através da diminuicdo dos niveis proteicos de p47~"". Como
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observado no presente estudo, os niveis proteicos de p47°"™ n&o foram alterados com os
tratamentos de B. trimera e quercetina, entretanto o nivel de proteina fosforilada foi
alterado (reduzido nos tratamentos e aumentado no controle estimulado — PMA/iono).

De fato, a PKC é responsavel pela fosforilacdo de p47°"™

, sugerindo que o extrato e a
quercetina atuam nesta proteina cinase, inibindo-a e consequentemente reduzindo a
fosforilacéo de p47°"*, o que justificaria a reducdo de ERO observada em nosso estudo.
Em conjunto, podemos também inferir que o extrato de B. trimera e a quercetina podem

atuar diretamente impedindo a fosforilagdo da subunidade p47°"™ da NADPH oxidase.

Como discutido anteriormente foi observado a presenca de 5 flavonoides no
extrato hidroetandlico de Baccharis trimera, dentre eles a quercetina, sugerindo assim
que este composto foi um importante controle positivo utilizado, apresentando efeitos
semelhantes ao extrato, como a reducdo na producdo de ERO, na expressdo e atividade

da PKC e ainda diminuindo o nivel de fosforilacio da subunidade p47°",

Assim, os resultados do presente estudo fornecem a primeira evidéncia de que o
extrato hidroetandlico de B. trimera diminui a expressdo proteica e a atividade
enzimatica da PKC bem como inibe a fosforilacdo da subunidade p47°" como um
mecanismo potencial para a inibicdo da atividade da NADPH oxidase e,
consequentemente, a inibicdo de ERO. Estudos anteriores mostraram o efeito
antioxidante de B. trimera, no entanto, o presente estudo € o primeiro a sugerir um
potencial mecanismo de Baccharis trimera para a modulagdo de ERO associado a
inibicdo da via da PKC e NADPH oxidase, sugerindo um efeito modulatério deste

extrato em vias de sinalizacdo relacionadas ao  estresse  oxidativo.

79



Conclusao

ARAUJO, G. R.

7. CONCLUSAO

Observamos neste estudo que o extrato hidroetandlico tem maior poder
antioxidante que o extrato aquoso, provavelmente devido a extracdo de compostos
fendlicos ser maior no extrato hidoetandlico em comparacdo ao extrato aquoso. Este
estudo ainda fornece a primeira evidéncia de um mecanismo de sinalizagdo
desencadeado por B. trimera para modular a producédo de ERO. O efeito inibitério de B.
trimera em ERO pode ser explicado por trés mecanismos distintos, que podem ou nao
gerar efeitos sinérgicos. O primeiro mecanismo proposto envolve a inibicdo da
expressdao da proteina PKC, o segundo mecanismo esta associada com a inibicdo da
atividade enzimatica desta cinase e o terceiro mecanismo seria através da inibicdo da

fosforilagdo de p47°", inibindo a enzima NADPH oxidase (Figura 30).

A B
PLC IP3
J
EXG +  Ca*
|
PKC
|
NADPH oxidase
|
ERO

Figura 30: Proposta de mecanismos para o efeito antioxidante do extrato hidroetanélico de B.
trimera. O painel A representa a producdo de ERO, através da via de sinalizacdo da PKC. O
painel B representa a hipdtese mecanistica para a reducdo de ERO mediada por B. trimera: (1)
representa a inibicdo da expressdo da proteina PKC; (2) representa a inibicdo da atividade da
enzima; e (3) a inibicdo da fosforilacdo da subunidade p47™™ . PLC: fosfolipase C; IP3:
inositol-1,4,5-trifosfato; DAG: diacilglicerol; PKC: proteina cinase C; Bt: Baccharis trimera,;
Que: quercetina; iono: ionomicina; PMA: éster de forbol. Setas vermelhas pontilhadas indicam
inibicdo da via.
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