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Ata da 480" (quadringentésima octogésima) Dissertacdo de Mestrado do(a) aluno(a) do
Programa de Pés-Graduagdo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos Javanyr
Frederico de Souza Junior, candidato(a) ao Titulo de “Mestre” em Produtos Naturais e
Sintéticos Bioativos na area de concentragéo Farmacologia.

As nove horas (09h00) do dia vinte e oito de agosto do ano de dois mil e vinte e trés
(28/08/2023), no auditério do Instituto de Pesquisa em Farmacos e Medicamentos, da
Universidade Federal da Paraiba, reuniram-se em carater de Solenidade Publica os
membros da Comiss&o designada para examinar o(a) discente Javanyr Frederico de
Souza Junior, candidato(a) ao Titulo de “MESTRE” em Produtos Naturais e Sintéticos
Bioativos na area de concentragdo Farmacologia. Foram componentes da Comisséo
Examinadora os pesquisadores Maria do Socorro de Franga Falcdo, Ph.D em
Farmacologia, Sandra Rodrigues Mascarenhas, Ph.D em Fisiologia, e Isac Almeida de
Medeiros, Ph.D em Farmacologia dos Medicamentos Cardiovasculares. Sendo todos
integrantes do corpo docente da Universidade Federal da Paraiba. Dando inicio aos
trabalhos, o(a) Presidente da Comissao, professor(a) Isac Almeida de Medeiros, apoés
declarar os objetivos da reunido, apresentou o(a) candidato(a) Javanyr Frederico de
Souza Janior, a quem concedeu a palavra para que dissertasse oral e sucintamente
sobre o tema apresentado e intitulado “Efeitos dos extratos hidroalcodlicos liofilizados da
casca do fruto de Spondias mombin Linn e Spondias tuberosa Arruda em modelo de
senesceéncia induzida por D-Galactose em cultura priméaria de células endoteliais isoladas
da artéria aorta de ratos”. Apés discorrer sobre o referido tema durante cerca de quarenta
minutos, o(a) candidato(a) foi arguido(a) pelos examinadores na forma regimental. Em
seguida, passou a comiss&o, em carater secreto, a proceder a avaliagdo e julgamento do
trabalho, concluindo por atribuir-lhe o conceito APROVADO(A). Em face da aprovacgao,
declarou o(a) Presidente achar-se o(a) examinado(a) Javanyr Frederico de Souza
Junior legaimente habilitado(a) a receber o Titulo de “MESTRE” em Produtos Naturais e
Sintéticos Bioativos, na area de concentragdo Farmacologia, cabendo a Universidade
Federal da Paraiba, providéncias, como de direito, a expedi¢do do Diploma que o(a)
mesmo(a) faz jus. a mais havendo a tratar, foi lavrada a presente ata que é abaixo
assinada pelos mgmbros da Comissao e pelo(a) discente.
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JUNIOR, J. F. S. Efeitos dos extratos hidroalcodlicos liofilizados da casca do
fruto de Spondias mombin Linn e Spondias tuberosa Arruda em modelo de
senescéncia induzida por D-Galactose em cultura primaria de células
endoteliais isoladas da artéria aorta de ratos. 2023. Dissertacdo de Mestrado
(Pés-graduacao em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos). PgPNSB/CCS/UFPB.
2023.

RESUMO

O envelhecimento é um processo natural e de causa multifatorial. Com o avacar da idade, as células
entram num estado conhecido como senescéncia e estas aumentam em ndmero no organismo. No
endotélio vascular isso ocorre de igual forma, e um dos reguladores-chave nesse processo é o
estresse oxidativo, que acarreta em disfuncéo endotelial e o surgimento de doengas cardiovasculares
relacionadas a idade. Produtos naturais com atividade antioxidante tém demonstrado acdo benéfica
sobre o sistema cardiovascular. Portanto, a busca por compostos com atividade antioxidante e
antisenescente nesse campo devem ser exploradas. A literatura evidencia que arvores frutiferas
como Spondias mombin Linn (cajazeira) e Spondias tuberosa Arruda (umbuzeiro) possuem boa
quantidade de compostos fendlicos de carater antioxidante. Nenhum estudo foi elaborado para
investigacdo da capacidade antisenescente envolvendo estas plantas. O objetivo do trabalho foi
avaliar os efeitos dos extratos hidroalcoolicos liofilizados da casca dos frutos de Spondias mombin
Linn (EHLSM) e Spondias tuberosa Arruda (EHLST) em modelo de senescéncia induzida por D-
Galactose em cultura primaria de células endoteliais isoladas da artéria aorta de ratos (RAECS).
Foram realizados os ensaios de determinagéo do conteludo fendlicos totais, atividade sequestradora
de radicais DPPH- e identificacdo e quantificagdo de compostos fendlicos por cromatografia liquida
de alta eficiéncia. As RAECs cultivadas foram divididas em dois grupos: Basal (tratado apenas com
os extratos EHLSM ou EHLST nas concentragbes de 0,01; 0,05; 0,1; 0,5 e 1,0 yg/mL) e D-Galactose
(desafiado com D-gal 20 mg/ML e tratadas com os extratos EHLSM ou EHLST nas concentragdes de
0,01; 0,05; 0,1; 0,5 e 1,0 yg/mL) por 48 horas para avaliagdo da viabilidade celular, senescéncia
celular e produgdo de anions superoxido. O EHLSM e EHLST apresentaram um alto contelido de
fendlicos totais, capacidade sequestradora de radicais DPPHe+, sendo encontrados e quantificados
varios compostos fendlicos. No ensaio de viabilidade celular do grupo Basal, o tratamento com
EHLSM (1,0 yg/mL) e com EHLST (0,1, 0,5 e 1,0 yg/mL) reduziram viabilidade quando comparados
ao controle (p<0,05). No grupo D-Galactose, D-gal reduziu viabilidade celular quando comparado ao
controle, o tratamento com EHLSM (0,5ug/mL) e EHLST (0,5 e 1,0pg/mL) reduziram a viabilidade
quando comparados ao D-gal (p<0,05). No ensaio de SA-B-gal do grupo Basal, nenhum dos extratos
foi capaz de alterar a senescéncia. No grupo D-Galactose, D-gal aumentou o percentual de células
senescentes quando comparado ao controle, EHLSM (0,1, 0,5 e 1,0ug/mL) e EHLST (0,05, 0,1, 0,5 e
1,0ug/ML) diminuiram o percentual de células senescentes quando comparados ao D-gal (p<0,05).
No ensaio de producé@o de anions superdxido do grupo Basal, EHLSM (0,5 e 1,0ug/mL) e EHLST
(0,05, 0,1, 0,5 e 1,0ugML) aumentaram a producdo de anions superdxido quando comparados ao
controle (p<0,05). No grupo D-galactose, D-gal aumentou a producé@o de &nions superoxido quando
comparado ao controle, EHLSM (0,1, 0,5 e 1,0 pgtmL) e EHSLT (0,05, 0,1, 0,5 e 1,0 pgMmlL)
diminuiram a producdo de anions superdxido quando comparados ao D-gal (p<0,05). Esses
resultados demonstram que os extratos EHLSM e EHLST possuem atividade antisenescente em
RAECs desafiadas com D-gal, e que esta atividade pode estar relacionada, pelo menos em parte,
com a capacidade antioxidante dos extratos.

Palavras-chave: Senescéncia. Célula endotelial. Estresse oxidativo. D-Galactose. Spondias spp.






JUNIOR, J. F. S. Effects of lyophilized hydroalcoholic extracts of the fruit peel
of Spondias mombin Linn and Spondias tuberosa Arruda in model of
senescence induced by D-Galactose in primary culture of endothelial cells
isolated from the aorta artery of rats. 2023. Dissertacdo de Mestrado (Pos-
graduacdo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos). PgPNSB/CCS/UFPB. 2023.

ABSTRACT

Aging is a natural process with multifactorial causes. As we age, cells to enter a state known as
senescence and it increases in number in the body. This occurs in the same way in the vascular
endothelium, and one of the regulators in this process is oxidative stress, which leads to endothelial
dysfunction and the appearance of age-related cardiovascular diseases. Natural products with
antioxidant activity have demonstrated beneficial effects on the cardiovascular system. Therefore, the
search for compounds with antioxidant and antisenescent activity in this field should be explored. The
literature shows that fruit trees such as Spondias mombin Linn (cajazeira) and Spondias tuberosa
Arruda (umbuzeiro) have a good amount of phenolic compounds with antioxidant character. No study
has been designed to investigate the antisenescent capacity involving these plants.The objective of
this work was to evaluate the effects of lyophilized hydroalcoholic extracts from the fruit peels of
Spondias mombin Linn (EHLSM) and Spondias tuberosa Arruda (EHLST) in a model of senescence
induced by D-Galactose in a primary culture of endothelial cells isolated from the aorta artery of rats
(RAECSs). Tests were carried out to determine the total phenolic content, DPPH- radical scavenging
activity and identification and quantification of phenolic compounds by high performance liquid
chromatography. The cultivated RAECs were divided in two groups: Basal (treated only with EHLSM
or EHLST extracts at concentrations 0.01; 0.05; 0.1; 0.5 to 1.0 ug/mL) and D-Galactose (challenged
with D-gal 20 mg/mL and treated with EHLSM or EHLST extracts at concentrations 0.01; 0.05; 0.1; 0.5
to 1.0 ug/mL) for 48 hours to assess viability cells, cellular senescence and production of superoxide
anions. EHLSM and EHSLT showed a high content of total phenolics, scavenging capacity of DPPHs
radicals, and several phenolic compounds were found and quantified. In the Basal group to cell
viability assay, the treatment with EHLSM (1.0 pg/mL) and EHLST (0.1, 0.5 and 1.0 yg/mL) reduced
viability when compared to the control (p<0.05). In the D-Galactose group, D-gal reduced cell viability
when compared to control, the treatment with EHLSM (0.5ug/mL) and EHLST (0.5 and 1.0pg/mL)
reduced viability when compared to D-gal (p<0.05). In the SA-B-gal assay of Basal group, no one of
the extracts was able to alter senescence. In the D-Galactose group, D-gal increased the percentage
of senescent cells when compared to the control, EHLSM (0.1, 0.5 and 1.0ug/mL) and EHLST (0.05,
0.1, 0.5 and 1.0ug/mL) decreased the percentage of senescent cells when compared to D-gal
(p<0.05). In the Basal group to superoxide anion production assay, EHLSM (0.5 and 1.0pug/mL) and
EHLST (0.05, 0.1, 0.5 and 1.0pg/MmL) increased the production of superoxide anions when compared
to the control (p<0.05). In the D-galactose group, D-gal increased the production of superoxide anions
when compared to the control, EHLSM (0.1, 0.5 and 1.0 pg/mL) and EHSLT (0.05, 0.1, 0, 5 and 1.0
pg/mL) decreased the production of superoxide anions when compared to D-gal (p<0.05). These
results demonstrate that EHLSM and EHLST extracts have antisenescent activity in RAECs
challenged with D-gal, and that this activity may be related, at least in part, to the antioxidant capacity
of the extracts.

Keywords: Senescence. Endothelial cell. Oxidative stress. D-Galactose. Spondias spp.
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1. INTRODUCAO

O envelhecimento é tido como um processo de causa multifatorial, sendo
caracterizado por um declinio das funcdes fisioldégicas a nivel molecular, celular e
tecidual (HODGSON et al.,, 2020). Segundo a Organizacdo Mundial da Saude
(2022), entende-se por idoso o individuo com idade igual ou superior aos 60 anos e
dados desta mesma entidade afirmam que até o ano de 2025 haja mais de 800
milhdes de pessoas ao redor do mundo com mais de 65 anos e que em 2050 o
quantitativo deste grupo de individuos terd ultrapassado o de jovens. Projecdes
feitas pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (2015) apontam que em
2030 o numero de idosos ultrapassara o de criancas e adolescentes e que em 2050
esta faixa da populacao representara cerca de 30% dos cidadaos brasileiros.

E de conhecimento que individuos idosos tém uma predisposicdo natural ao
desenvolvimento de doencas relacionas a idade, como cancer, diabetes,
osteoporose, doenca de Parkinson, doenca de Alzheimer (HODGSON et al., 2020;
JAUL; BARRON, 2017). E um dos sistemas que mais é afetado nesta condicdo € o
cardiovascular, uma vez que as doengas cardiovasculares sdo causa de grande
mortalidade nesta camada da sociedade (CONSTATINO; PANENI; COSENTINO,
2016; PANENI et al.,, 2017). Distarbios como hipertensdo, acidente vascular
cerebral, doenca arterial coronariana, angina de peito, insuficiéncia cardiaca
congestiva, juntamente com as suas comorbidades associadas (diabetes e o proprio
envelhecimento) fazem parte do arsenal de patologias que idosos acabam por
desenvolver (ABDELLATIF et al., 2023; CHILDS; DEURSEN, 2018; DAIBER et al.,
2017).

Na busca de melhor esclarecimento sobre a relacdo entre a fragilidade
observada no organismo de um individuo idoso e o surgimento de processos
fisiopatolégicos instalados nesta condi¢cdo, estudos in vitro foram realizados por
Hayflick e Moorhead (1961) mostrando que as células entram num estado que ficou
conhecido como senescéncia (sendo este o envelhecimento a nivel celular) e que as
células senescentes aumentam em numero com o0 avancar da idade, onde se
observaria que existe uma associacdo entre a senescéncia celular e doencas
relacionadas a idade (CHILDS et al., 2015; GUO et al., 2022).
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Sendo assim, estudos com cultivo de células se fazem presentes no
arcabouco da pesquisa experimental para melhor compreensao das vias que levam
a senescéncia celular e os métodos de uma possivel intervencéo farmacologica nas
mesmas (SHAKERI et al., 2018). Um dos processos celulares envolvidos na
senescéncia e bastante estudado em células isoladas é o do estresse oxidativo,
observado pelo aumento das espécies reativas de oxigénio (EROs) e nitrogénio
(ERNs) (ALMEIDA et al., 2022; DU et al., 2019) A mimetizacdo da senescéncia
celular pode ser alcancada em cultura de células endoteliais através do desafio com
0 aclcar D-Galactose sendo, portanto, considerado um bom modelo de estudo para
a relacdo entre senescéncia e estresse oxidativo (LEE et al., 2020), visto que os
processos de senescéncia vascular tem sua génese em células endoteliais (HAN;
KIM, 2023).

Em se tratando de senescéncia cardiovascular, os processos celulares
envolvidos ainda ndo estdo completamente estabelecidos, sendo necesséarios mais
estudos aprofundados nesta area (HEMANTHAKUMAR et al., 2021; OWENS et al.,
2021). Pesquisas estdo sendo feitas com o intuito de encontrar compostos que
possam ser extraidos de plantas, animais ou até mesmo sintetizados em laboratério,
que demonstrem efetiva acdo bioldgica devidamente comprovada no combate as
desordens fisioldgicas associadas (BORGHESAN et al., 2020 KUMAR; BANO;
EHNINGER, 2020).

Nessa busca de compostos, estudos demonstram que substancias presentes
em alimentos, tais como frutas e leguminosas, beneficiam a salde geral do
organismo humano (CHEN et al., 2022; WOO et al., 2022) e um dos sistemas que
mais é favorecido € o cardiovascular, principalmente pela acdo antioxidante e de
combate ao envelhecimento que esses produtos parecem ter (ARAUNA et al., 2019;
NASIRIAN; MENICHETTI, 2023). A partir do densenvolvimento dessas pesquisas,
fora visto que plantas que apresentam frutos séo ricas em compostos denominados
polifendis (tais como acidos fendlicos, flavonoides e taninos), com agéo
predominantemente antioxidante (HAMINIUK et al., 2012; LIMA et al., 2014).

Dentre essas, arvores frutiferas endémicas da regido Nordeste do Brasil do
género Spondias spp. — em particular a Spondias mombin ou Spondias lutea Linn
(cajazeira) e Spondias tuberosa Arruda (umbuzeiro) — se destacam nesse aspecto

por apresentarem em sua composicdo (principalmente na casca, mas também na
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polpa destes frutos e em suas folhas) carotenoides, flavonoides, taninos e
terpenoides, demonstrando atividades antioxidante, anti-inflamatéria, antimicrobiana,
antidiabética e antifungica (BARBOSA et al., 2018; CABRAL et al., 2016;
GREGORIS et al, 2013; GUEDES et al, 2020). Estudos na linha de
desenvolvimento de extratos dessas espécies estdo sendo explorados para anélise
dos efeitos bioldgicos que os mesmos podem ter (CRISTOFOLI et al., 2018; UCHOA
et al., 2015).

Todavia até o presente momento, nenhum estudo fora desenvolvido com o
intuito de avaliar se extratos das cascas dos frutos dessas espécies seriam capazes
de modular a senescéncia celular por meio da via do estresse oxidativo em cultivo
primario de células endoteliais.

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos
dos extratos hidroalcoolicos liofilizados da casca do fruto de Spondias mombin Linn
(caja) e Spondias tuberosa Arruda (umbu) em modelo de senescéncia induzida por
D-Galactose em cultura de células endoteliais isoladas da artéria aorta de ratos
(RAECS).
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 ASPECTOS GERAIS DO PROCESSO DE SENESCENCIA CELULAR

A senescéncia celular consiste num processo enddégeno de carater indelével
e natural que ocorre em todos os sistemas bioldgicos dos seres vivos (ARRANHO,
2017). Estes desarranjos sao caracterizados por processos intracelulares como:
parada replicativa do ciclo celular, alteracdes metabdlicas, oxidacdo acida, aumento
de EROs com geragdo de estresse oxidativo, formacdo de produtos finais de
glicacdo avancada (AGEs), encurtamento dos teldmeros causando danos ao
material genético (DNA), resisténcia a apoptose e secrecdo de um fendtipo
secretorio associado a senescéncia (SASP). Todos estes processos em conjunto ao
longo da vida celular e de forma gradativa desencadeiam o estado de senescéncia
(GUO et al., 2022; KIRKLAND; TCHKONIA, 2017).

Tais processos devem ser entendidos para uma melhor compreensao das
redes mecanisticas que estdo envolvidas por tras da mudanca de estado de uma
célula saudavel para senescente. A expressao de SASP pelas células senescentes
implica em secre¢do de citocinas e quimiocinas que atraem células do sistema
imunolégico, micro RNAs (miRNAs), padr6es moleculares associados ao dano de
proteinas (DAMPSs), proteases que danificam a matriz extracelular como as
metaloproteinases (MMPs) bem como inducdo de fatores hemostaticos como o
inibidor 1 do ativador do plasminogénio (PAI-1). Isto ocorre devido a resposta a
mutagbes oncogénicas, insultos metabodlicos e sinalizagbes celulares de danos
ocorridos na senescéncia e podem levar a um acumulo tecidual de células
senescentes e auxiliar no processo de doencas relacionadas a idade (HAN et al.,
2016; KIRLAND; TCHKONIA, 2017).

Uma das ocorréncias durante a senescéncia é a capacidade antiploriferativa
celular, pois as mesmas interrompem o ciclo celular na fase G1 através da
expressdo de proteinas de supressdo como a p53/p21 e pl16 levando a ativagéo de
suas vias e regulando o mecanismo da proteina de retinoblastoma (pRb) também
envolvida na inibigcdo da divisao celular. Transcorrida esta sinalizagdo, ndo havera
passagem de fase replicativa; todavia a célula ainda permanece metabolicamente
ativa (DODIG; CEPELAK; PAVIC, 2019; HE; SHARPLESS, 2017).
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Ocorre de igual forma a ativagao das vias para detecgcédo de erros, como por
exemplo, as vias da proteina cinase ativada por mitégeno p38 (p38MAPK) e do fator
nuclear kappa B (NF-kB), levando a sintese de transcritos associados a senescéncia
e estimulacdo de processos pro-inflamatorios. A inducédo da cinase dependente de
ciclina 2A (CDKNZ2A) pelos receptores ativados por proliferador de peroxissoma y
(PPAR-y) pode levar também a uma maior expressdo e aumento da atividade da
enzima lisossdmica [(-galactosidase (HE; SHARPLES, 2017; ZHOU; BORSA;
SIMON, 2021). Essa enzima é mantida ativa constitutivamente nos lisossomos das
células em pH 4,0; todavia, essas enzimas se acumulam e permanecem ativas nos
lisossomos de células senescentes em pH 6,0, culminando no aumento da SA-B-gal
(B-galactosidase associada a senescéncia) responsavel por ser o principal
biomarcador do envelhecimento (DEBACQ-CHAINIAUX et al., 2009; VALIEVA et al.,
2022).

Além destes acontecimentos, ocorre também o que se chama de
encurtamento ou danos aos telébmeros. Estes sdo sequéncias repetitivas de bases
de DNA (5°-TTAGGG-3’) nado codificantes que se localizam nas extremidades dos
cromossomos a fim de proteger o material genético de possiveis injdrias.
(ARRANHO, 2017). Uma enzima chamada telomerase adiciona estas bases para
recompor os teldbmeros. Com o passar das divisdes celulares e com o advento da
senescéncia, estas sequéncias vao se encurtando e a enzima vai perdendo sua
funcao, levando a danos ao reparo do DNA por desestabilizar o complexo protetor
dos teldmeros chamado de shelterina ou telossomo, composto por seis proteinas:
TRF1, TRF2, RAP1, TIN2, TPP1 e POT1 (BIRCH; BARNES; PASSOS, 2018). Este
postulado inclusive foi o primeiro a ser levantado pelos estudos de Hayflick e

Moorhead (1961) formulando o conceito de senescéncia replicativa.

2.2 SENESCENCIA E ESTRESSE OXIDATIVO

A sinalizacdo redox medeia uma série de processos celulares em condigfes
fisiologicas, tais como proliferagcdo, sobrevivéncia, diferenciacdo, inflamacéao,
metabolismo e angiogénese (SIES et al., 2022). Em concentracdes adequadas e sob
certo tempo de exposicdo, EROs e ERNs desempenham papeis que controlam o
destino celular (SHIELDS; TRAA; VAN RAAMSDONK, 2021). A producdo e
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exposi¢do excessiva a estes agentes geram o estresse oxidativo, e o déficit de sua
acdo (através de uma potente atividade antioxidante abundante) e sintese também
se torna prejudicial. Portanto, as espécies radicalares apresentam efeito dual na
homeostase celular (RAY; HUANG; TSUJI, 2012).

A formacdo de EROs e ERNs ocorre de maneira exdgena (radiacao
ultravioleta, tabagismo, poluentes etc) e enddgena (organelas citoplasmaticas como
a mitocondria, peroxissomos e reticulo endoplasmatico (ER), enzimas como a
cicloxigenase (COX), lipoxigenase (LOX), sintase de Oxido nitrico induzivel (iNOS)).
Outra fonte enddgena de formacdo das espécies radicalares € o complexo
enzimatico ligado a membrana da familia das fosfato de dinucle6tido de nicotinamida
e adenina oxidase (NADPH Oxidase) nas isoformas NOX1, NOX2, NOX3, NOX4,
NOX5, DUOX1 e DUOX2 e Xantina Oxidase (XO) que convertem 0 oOxigénio
molecular em espécies radicalares e altamente reativas e instaveis, como
peroxinitrito (ONOO"), anions superoxido (O2), peroxido de hidrogénio (H202) (Figura
1). Estas espécies sdo uma forma que a célula utiliza no combate a patégenos e
cursam também em sinalizacdes celulares especificas sendo essenciais para estas
(ALMEIDA et al.,2022; ARANDA-RIVERA et al., 2022). Numa condicdo de estresse,
EROs e ERNs causam danos celulares e injarias ao DNA presente no ndcleo e na
mitocondria, podendo levar a ativacdo de vias pro-inflamatérias mediadas pela
ativacdo do NF-kB e da proteina ativadora 1 (AP-1) ocasionando em sintese e
liberacdo de interleucinas (ILs) do tipo 1 e 6, proteina C reativa (PCR) e do fator de
necrose tumoral alfa (Tnfa) (LIGUORI et al., 2018; POLE; DIMRI; DIMRI, 2016).

O resultado do estresse oxidativo acarreta a parada do ciclo celular e sua
consecutiva morte, pois as EROs e ERNs tem como alvo a oxidacdo de proteinas e
perda reversivel ou irreversivel de suas fungbBes. Existem proteinas e enzimas
antioxidantes que regulam as atividades dos radicais livres — como a superéxido
dismutase (SOD), catalase (CAT) etc — moduladas por fatores de transcricdo como
os da familia Forkhead box O (FOXO) e o fator nuclear relacionado ao eritroide 2
(Nrf2). Ocorre entdo uma desregulacdo e os agentes antioxidantes endbégenos
parecem nao ser sintetizados em grande escala, prevalecendo o estresse oxidativo
gue culmina em apoptose celular — majoritariamente pela via mitocondrial intrinseca
— por inducdo das espécies radicalares (Figura 1), inibicAo da proteina cinase

ativada por 5’-monofosfato de adenosina (AMPK), dentre outras alteragdes (DAVALI

30



et al., 2016; HAN et al., 2016; PAPACONSTATINOU, 2019). Sabe-se que o estresse
oxidativo esta intimamente ligado ao processo de senescéncia, regulando também
outras vias desta condi¢cao (ALMEIDA et al., 2022).

Figura 1 - Potencial redox como regulador da sintese e degradacdo das espécies
reativas de oxigénio em células de individuos jovens e idosos
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Fonte: ALMEIDA; RIBEIRO; MEDEIROS, 2017.

Esse estresse oxidativo leva a uma metilacdo do DNA mitocondrial e nuclear,
expressao de oncogenes, perda de genes supressores de tumor e inducdo de micro
RNAs (miR-210 e miR-494) acarretando no desregulamento do processo de indugao
e inibicdo da autofagia (PANTELIS et al., 2023)). A autofagia é conceituada como
sendo um processo de degradacdo intracelular lisossomal de metabdlitos
desnecessarios. E regulada pela complexa rede macanistica da proteina alvo da
rapamicina em mamiferos (MTOR), fosfatidilinositol 3-cinase (PI3K), cinases
ativadoras de autofagia 1 (Ulk1) e proteinas da familia das B-cell lymphoma 2 (Bcl2)
(LUO et al.,, 2011). Como a autofagia esta inibida (por uma superexpressao de
MTOR e inibicdo de UIk1, juntamente com outros fatores somados), ha um acumulo

de detritos organicos intracelulares (proteinas oxidadas, produtos de glicacao
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avancada) desfavorecendo a atividade das sirtuinas (SIRTS) que regulam, dentre
outros eventos, a longevidade celular relacionadas diretamente com a senescéncia
(PAN et al., 2022; SINGH et al., 2018).

Dentro dos processos intracelulares ocasionados pelo estresse oxidativo, a
peroxidacgéo lipidica € um mecanismo bem estabelecido de leséo celular em plantas
e animais e é usado como um indicador de estresse oxidativo em células e tecidos.
Os peroxidos lipidicos, derivados de acidos graxos poli-insaturados (PUFAS), séo
instaveis e se decompdem para formar uma série complexa de compostos, que
incluem compostos carbonilicos reativos, como o malonaldeido (MDA), leva a
oxidacdo nas bases nitrogenadas do DNA e danos proteicos permanentes

(LIZARDO et al., 2017; JUAN et al., 2021).

2.3 SENESCENCIA ENDOTELIAL VASCULAR

A senescéncia vascular € tida como uma degeneracdo progressiva
dependente da idade que torna os vasos sanguineos vulneraveis, contribuindo para
o surgimento de disturbios relacionados (OLIVEIRA et al.,, 2022). A senescéncia
compromete o papel essencial que o endotélio desempenha na manutencao da
homeostase vascular, promovendo assim a disfuncdo endotelial e o
desenvolvimento de doencas vasculares relacionadas a idade (JIA et al., 2019). A
relacdo entre senescéncia e disfuncdo endotelial tem sido bastante estudada,
todavia distinguir o que é senescéncia endotelial continua sendo uma barreira a ser
superada para uma abordagem terapéutica eficaz (BLOOM et al., 2022; HAN; KIM,
2023; HWANG et al., 2022).

Esta é caracterizada por todos os desarranjos que acontecem numa célula
em estado de senescéncia, e relacionado a isto caracteristicas mais especificas a
nivel molecular, como o desacoplamento da enzima sintase de O6xido nitrico
endotelial (eNOS) presente nas células endoteliais dos vasos, remodelamento
vascular e angiogénese, sintese citocinas pro-inflamatorias, desbalan¢o do processo
de contracdo e relaxamento vascular em células musculares lisas vasculares
(CMLVs), estrese oxidativo etc (GROOTAERT et al., 2018; RAJ et al., 2021). O dano
vascular causado pela senescéncia no envelhecimento é nitido, pois esse processo

gera disfuncdo endotelial (por diminuicdo da biodisponibilidade de oOxido nitrico na
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camada intima dos vasos, composta de células endoteliais), enrijecimento arterial
com espessamento da tunica média (composta de células musculares lisas
vasculares), perda da elasticidade dos vasos através do aumento de colageno e
diminuicao de elastina na tunica adiventicia, além do processo de inflamacgéo cronica
(também chamado de inflammaging). Compreender estes mecanismos se faz
necessario para se pensar na melhor maneira de atenuar doencas cardiovasculares
relacionadas a idade (ALMEIDA et al., 2020) (Figura 2).

Figura 2 — Alteracdes estruturais e funcionais vasculares durante o envelhecimento
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Fonte: ALMEIDA et al., 2020.

A eNOS é a principal enzima responsavel pela sintese do mediador
vasorrelaxante mais conhecido e mais importante: o 6xido nitrico (NO). Este gas
soliavel é produzido nas células endoteliais presentes no Ilumen dos vasos
sanguineos e age diretamente nas células musculares lisas vasculares (CMLVS)
promovendo dilatacdo (DAIBER et al, 2017). Um evento chamado de
desacoplamento da eNOS é responsavel pela formacdo de EROs e ERNs (como Oz
, H202, ONOO") a partir da rota bioquimica do NO (KATUSIC; D’USCIO; NATH,
2009). Sendo assim, uma maior quantidade de agentes vasoconstritores — como a
angiotensina Il (Angll) e a endotelina 1 (ET1) — agirdo nas CMLVs, desbalanceando
0S processos de contracao e relaxamento dos vasos sanguineos. (KATSUUMI et al.,
2018).
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Partindo deste principio, grupos de pesquisa tem se empenhado em estudar a
senescéncia vascular a partir do cultivo de células endoteliais por varios métodos, na
tentativa de buscar melhor entender as vias de sinalizacdo incorridas neste processo
(CHALA et al.,, 2021; KHAN et al.,, 2017) e como intervir nos mesmos, sendo
considerados estudos-modelo na génese da pesquisa experimental no campo da
farmacologia cardiovascular (HONDA et al., 2021; ZHANG et al., 2014).

2.4 MODELO DE INDUCAO DE SENESCENCIA CELULAR POR D-GALACTOSE

Dentre os mais diversos modelos de inducdo de senescéncia, um destes se
destaca para os estudos in vitro, a partir da D-Galactose. O modelo acelerado de
envelhecimento induzido por D-galactose € amplamente aceito; baseia-se na teoria
metabdlica e apresenta muitos aspectos semelhantes ao processo natural de
envelhecimento (ELZI; SONG; SHIIO, 2016; WU et al., 2017). Tal modelo pode ser
utilizado em estudos com células endoteliais isoladas por induzir senescéncia
prematura e também administrado de forma intraperitoneal em animais para acelerar
o envelhecimento (LEE et al., 2020; MISTRIOTIS; ANDREADIS, 2017; REZENDE et
al., 2021; TRINIDAD et al., 2021).

A literatura corrobora com estudos que mostram que a administracéo crbnica
de D-Galactose ainda pode causar o enfraquecimento do sistema imunolégico,
deficiéncia de hormdnios sexuais, aumento nos niveis de citocinas pré-inflamatorias
e apoptose celular diminuicdo da capacidade antioxidante total, promovendo
estresse oxidativo (XU et al.,, 2020; VARESI et al., 2022). Todos esses efeitos,
principalmente o desequilibrio da producdo de EROs e a diminuicdo da defesa
antioxidante, afetam as estruturas e funcdes de tecidos e 6rgdos que favorecem o
desenvolvimento de doencas (LEE et al., 2020).

Estudos também demonstram que este monossacarideo além de acelerar in
vivo 0s processos de envelhecimento no animal, também induz senescéncia celular
na concentracdao de 20mgMmL por 48 horas em células cultivadas para os mais
diversos estudos (HOU et al.,, 2019; QIAO et al.,, 2020; YE et al.,, 2016). Tais
desordens que levam a esta inducédo ainda néo sao totalmente compreendidas, mas
sabe-se que este modelo de inducdo nas células leva a uma desordem metabdlica

capaz de aumentar a producdo de EROs e ERNSs, levando ao estresse oxidativo
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com consequente diminuicdo da expressdo de enzimas antioxidantes (LEE et al.,
2020; WANG et al., 2022). O estresse oxidativo é, entdo, uma das causas factuais,
um dos pontos-chave capazes de influenciar e regular outros processos celulares
envolvidos na senescéncia (ALMEIDA et al., 2022).

A galactose € um agucar monossacarideo redutor e, embora tenha duas
formas (D- e L-), o corpo pode metabolizar apenas a forma D- da galactose. Existem
muitos alimentos enriquecidos com d -galactose, incluindo leite, chocolate,
amendoim, mel, queijo, iogurte, cereja, kiwi e aipo e esta presente em quantidades
muito pequenas em organismos. Quando as concentracdes de D-galactose atingem
valores superiores aos ideais, ela é oxidada pela galactose oxidase e reduzida pela
aldose redutase. Além disso, a D-galactose reage com as aminas para formar um
composto instavel (ACOSTA; GROSS, 1995; MORAVA, 2014; WU et al., 2017).

Estudos in vitro demonstram que a indugéo de senescéncia prematura com D-
galactose € capaz de aumentar também a atividade lisossomal da SA-B-gal,
expressdo de genes associados a parada do ciclo celular em senescéncia (como a
vida p53621), além de regular positivamente a expressao e sintese de citocinas pro-
inflamatérias (IL-1B, IL-6, Tnf-a) e aumentar os niveis de AGEs, o que contribui ainda
mais para 0 processo de senescéncia celular e o surgimento de doencas
relacionadas a idade (CAO et al.,, 2019; CHEN et al.,, 2019; RAHIMI; ASKARI,
MOUSAVI, 2018; SHEN et al., 2014).

2.5 SENOTERAPEUTICA

Com o intuito de se alcancar éxito nas pesquisas, a comunidade cientifica tem
demonstrado cada vez mais particular interesse em desenvolver técnicas que
possam atenuar estes processos de senescéncia celular promovendo uma melhoria
na qualidade de vida dos idosos, diminuindo, assim, o risco de desenvolvimento de
doencas relacionadas a idade (ANGEL et al., 2022). Ja é possivel, portanto, serem
encontrados na literatura trabalhos descrevendo alguns farmacos que estdo sendo
capazes de agir nestas vias da senescéncia em geral e cardiovascular (sendo eles
sintetizados em laboratorio e ja utilizados na terapéutica com outros propésitos e
produtos isolados de plantas e microrganismos) (AREFIN et al., 2020; KAUR; FARR,
2020).
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Com relacdo aos farmacos advindos de produtos naturais, existem cinco
bons candidatos: a quercertina e o resveratrol (um flavonéide e um polifenol,
respectivamente, encontrado e isolado de frutas e outros alimentos), a berberina e a
piperlongumina (considerados potentes alcaloides isolados de plantas como a
pimenta e a berberis) e a rapamicina (uma lactona macrociclica produzida e isolada
de microrganismos da espécie Streptomyces hygroscopicus) (CHAIB; TCHKONIA;
KIRKLAND, 2022; KAUR; FARR, 2020; LI et al., 2019).

Ja em se tratando de farmacos sintetizados em laboratoério, ha pelo menos
quatro bons candidatos: a metformina (um hipoglicemiante oral da classe das
biguanidas), o desatinibe (farmaco antineoplasico da classe dos inibidores da
tirocina cinase) e STR1720 e SRT2104 (analogos moduladores das SIRTs) (CHAIB,;
TCHKONIA; KIRKLAND, 2022; HEISS; SPYRIDOPOULOS; HAENDELER, 2018;
KANE; SINCLAIR, 2018).

Na obstinada corrida para se encontrar novos farmacos com efeito particular
anti-senescente e antioxidante, estudos elaborados nessa perspectiva comecam a
ganhar cada vez mais forca, sendo considerados pioneiros em suas linhas de
pesquisa e que cada vez mais vem chamado a atencédo da populacédo e da prépria
comunidade cientifica, além de 6rgdos de fomento a pesquisa com investimento
local (LAGOUMTZI; CHONDROGIANNI, 2021; PARK; SHIN, 2022; WANG et al.,
2021).

2.6 Spondias mombin Linn e Spondias tuberosa Arruda

Nessa perspectiva, produtos naturais que demonstrem atividade biologica tém
sido considerados uma verdadeira fonte no campo do descobrimento de novas
drogas, visto que a riqueza de compostos encontrados é praticamente infindavel e
com excelentes resultados descritos nas diversas areas de conhecimento da
farmacologia (ATANASOV et al.,, 2021; VEERESHAM, 2012) e, dentro deste
contexto, o Brasil apresenta a maior biodiversidade do mundo, com mais de 50.000
espécies de plantas superiores. No entanto, poucos produtos inovadores foram
desenvolvidos no Brasil a partir de constituintes ativos derivados da biodiversidade
brasileira. Uma das regides com maior numero de espécies a ser estudada € a

regido Nordeste e, sem duvidas um dos maiores taxons para estudo é o género
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Spondias spp., cujos expoentes sdo a cajazeira e o umbuzeiro (CALIXTO, 2019;
SAMEH et al., 2018).

A cajazeira (Spondias mombin ou Spondias lutea Linn) e o umbuzeiro
(Spondias tuberosa Arruda) pertencem a familia Anacardiaceae e ao género
Spondias spp. que é composto de dez a quinze espécies que ocorrem de forma
espontanea ou subespontdnea no Nordeste do Brasil. S&o arvores frutiferas
endémicas da Caatinga que apresentam diversos beneficios para o ecossistema e
para a populacdo local, servindo tanto como alimento para polinizadores e
dispersores quanto para ruminantes domésticos (SILVA et al., 2012; SIQUEIRA et
al., 2016; REY-BLANES et al., 2020).

Apesar de seus beneficios, estas arvores enfrentam varias ameacas naturais
e antropicas que podem levar a sua extingdo. O fruto da cajazeira € popularmente

denominado “caja” e o do umbuzeiro denominado “umbu” e se tornaram uma

importante fonte de renda para moradores da regido (Figura 3) (MACHADO;
CARVALHO; VAN DEN BERG, 2015; SILVA et al., 2012).

Figura 3 - Cajazeira e umbuzeiro com seus respectivos frutos

Cajazeira e umbuzeiro com seus respectivos frutos. A. Arvore de Spondias mombin Linn (cajazeira).
B. Frutos de Spondias mombin Linn (caja). C. Arvore de Spondias tuberosa Arruda (umbuzeiro).

D. Frutos de Spondias tuberosa Arruda (umbu). Fonte: adaptado de Coradin; Camillo; Pareyn, 2018.
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Estudos demonstram que os extratos obtidos a partir das folhas e da casca do
caule da cajazeira e do umbuzeiro apresentam algumas propriedades
farmacoldgicas, tais como anti-inflamatdéria, antiviral, antidiabética e antimicrobiana,
além de demonstrarem grande potencial antioxidante (BARBOSA et al., 2018;
GOMES et al., 2020; NWORU et al., 2011; SILVA et al., 2011; SILVA et al., 2012;
SILVA et al., 2020; SIQUEIRA et al., 2016; SIQUEIRA et al., 2020). Todavia, ao
passo de que estudos sdo necessarios quanto a toxicidade, outros sdo evocados
para observacdo de possiveis acfes, e estudos com arvores frutiferas como a
cajazeira (Spondias mombin Linn) e o umbuzeiro (Spondias tuberosa Arruda) se
tornam interessantes.

Entretanto, a literatura apresenta uma escassez em dados cientificos no que
concerne ao potencial antioxidante de seus frutos de forma mais completa e
beneficios destas no manejo dos processos de senescéncia celular, aliado aos
dados que mostram que o consumo de frutas e hortalicas tem sido associado a
melhoria na qualidade de vida justamente por serem espécies com alto teor de
compostos antioxidantes (ARIAS; FEIJOO; MOREIRA, 2022; BARBOSA et al., 2018;
CABRAL et al., 2016; KAUR; KAPOOR, 2001).

Apesar de dados na literatura convergirem para diferentes atividades
biolégicas dos extratos obtidos a partir das folhas e da casca do caule da cajazeira e
do umbuzeiro, pouco se estuda sobre a atividade biologica de extratos provenientes
dos frutos dessas espécies, em particular sobre 0s processos de senescéncia em
células endoteliais. Portanto, se faz necesséria a investigacdo da acéo
farmacoldgica desse tipo de extrato no campo da senescéncia celular, agregando
valor ndo sO aos frutos nativos da regido, mas também demonstrando o potencial

farmacéutico que pode ser obtido através desse tipo de extrato.
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3. OBJETIVOS

3.1 GERAL

Avaliar os efeitos dos extratos hidroalcoolicos liofilizados da casca dos frutos
de Spondias mombin Linn (caja) e Spondias tuberosa Arruda (umbu) em modelo de
senescéncia induzida por D-Galactose em cultura priméaria de células endoteliais

isoladas da artéria aorta de ratos (RAECS).

3.2 ESPECIFICOS

e Determinar o contetdo de fendlicos totais dos extratos.
e Avaliar a atividade sequestradora de radicais DPPH- dos extratos.
e Identificar e quantificar os compostos fendlicos dos extratos através da
cromatografia liquida de alta eficiéncia.
e Investigar os efeitos dos extratos em cultura de células endoteliais em modelo
experimental de senescéncia induzida por D-Galactose sobre:
1. Viabilidade celular.
2. Atividade da 3 —galactosidase associada a senescéncia.

3. Producéo de anions superoxido.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 TIPO DE ESTUDO E CONSIDERACOES ETICAS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Farmacologia
Cardiovascular localizado no Instituto de Pesquisa em Farmacos e Medicamentos
(IPeFarM) da Universidade Federal da Paraiba (UFPB), Campus |, Jodo Pessoa-PB.
Tratou-se de um estudo experimental com ensaios farmacolégicos e moleculares
utilizando técnicas in vitro a partir do cultivo priméario de células endoteliais. Para
execucao da referida pesquisa, o projeto foi submetido a analise e aprovado pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPB sob protocolo n°
9236061222 (Anexo |).

4.2 ANIMAIS

Foram utilizados ratos (Rattus norvegicus) da linhagem Wistar com 8
semanas de idade. Os animais foram provenientes do Centro de Bioterismo da
Universidade Estadual da Paraiba e mantidos na Unidade de Producéo Animal
(UPA) do IPeFarM/UFPB. Os animais permaneceram sob condi¢des controladas de
temperatura (21 + 1 °C), em ciclo claro-escuro de 12 horas, e umidade relativa, além

de livre acesso a agua e ragdo (ragéo tipo “pallets” Irradiada, Quintia®).

4.3 SUBSTANCIAS UTILIZADAS

Para a realizacdo de todos os protocolos experimentais foram utilizadas as
seguintes substancias: soro fetal bovino (SFB), HEPES, L-glutamina, estreptomicina,
reagente Folin-Ciocalteu, acido galico, etanol, acetonitrila, tripsina, 5-bromo-4-cloro-
3-indoxil-B-D-galactopiranosideo  (X-Gal), di-hidroetidio (DHE), formaldeido,
glutaraldeido, dimetilsulféxido (DMSO), MTT (brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-
2,5-difenil-2H-tetrazolio), DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), heparina e D-Galactose
obtidos da Sigma-Aldrich Brasil Ltda (Sado Paulo-SP, Brasil). Bicarbonato de sédio
(NaHCOs), acido citrico (CsHsO7), cloreto de sodio (NaCl), cloreto de magnésio

(MgClz), fosfato de sbédio monobéasico (NaH2PO4) e fosfato de sodio bibasico
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(NazHPO4) adquiridos da Dinamica Quimica Contemporanea Ltda (S&o Paulo — SP,
Brasil). O ferrocianeto de potassio (CeNsFeKas) e ferricianeto de potéassio (CeNsFeKs)
adquiridos da Neon Comercial Ltda. Cloridrato de xilazina e cloridrato de cetamina

adquiridos da Syntec, Santana de Parnaiba — SP, Brasil.
4.4 SOLUCOES

As tabelas a seguir mostram as concentracdes da solucdo tampéo fosfato-
salino (PBS) (Tabela 1) e solugao de X-gal (Tabela 2), que foram utilizadas durante
0s protocolos experimentais de limpeza celular e coloracdo de células senescentes,
respectivamente.

Tabela 1 - Composicao da solucdo de PBS

NaCl 161,0
NaH2P0O4.H20 1,8
Na2ZHPO4 15,8

Fonte: FOLDVARI et al., 1998.

Tabela 2 - Composicdo da solucéao de X-gal

Tampéo citrato-fosfato (pH 6,0) 40 mM
NaCl 150 mM

MgClz 2 mM

CsNsFeKa 5mM

CsNsFeks 5 mM
X-gal 1 mg/mL

Fonte: DEBACQ-CHAINIAUX et al., 2009.
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45 OBTENCAO E PREPARACAO DOS EXTRATOS HIDROALCOOLICOS
LIOFILIZADOS DAS CASCAS DOS FRUTOS DE Spondias mombin Linn E

Spondias tuberosa Arruda

Os frutos da cajazeira (Spondias mombin Linn) foram coletados em um sitio
do municipio de Conde—Paraiba, Brasil (7° 16’ 54.977” S 34° 52’ 39.778” O) e os do
umbuzeiro (Spondias tuberosa Arruda) coletados em um sitio do municipio de
Olivedos—Paraiba, Brasil (6° 56’ 081” S 36° 16’ 50.6” O). Foi concedido o atestado
de regularidade de acesso para S. mombin Linn. (n°® A3COA3F) (Anexo Il) e para S.
tuberosa Arruda (n® AOBDO05B) (Anexo Ill) pelo Sistema Nacional de Gestdo do
Patrimonio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen).

Os frutos passaram por um processo de selecdo onde foram descartadas as
que apresentaram danos fisicos, presenca visivel de sujidades e doencas e foram
selecionadas as que se apresentavam no mesmo grau de maturacdo. Apds esta
selecéo foram submetidos a um processo de lavagem e sanitizacdo, de acordo com
a legislacdo (BRASIL, 2004). Em seguida, as cascas das frutas do caja e do umbu
foram removidas e acondicionadas em depésito de vidro, devidamente protegido da
luz, e conservadas em freezer -20°C. As sementes e as polpas foram descartadas e
as cascas processadas. Apds a remocao das cascas, elas foram previamente
congeladas em temperatura -80°C (Freezer Thermo Fisher Scientific, Asheville, LLC,
modelo ULT1386-3-D42) por no minimo 24 horas. Em seguida, foram submetidas ao
processo de secagem por desidratacdo em estufa a uma temperatura de 45°C por
48 horas (MARCHI, 2014; MENESES et al., 2018).

As cascas secas, obtidas apos a desidratacdo, foram trituradas utilizando um
“‘mixer” comercial, seguido de trituragdo em gral de porcelana com posterior
homogeneizacdo das particulas através da tamisacdo com tamis de 45 Mesh
(equivalente a 0,35mm do tamanho da malha). Os pés homogeneizados foram
levados a extragdo, usando como solvente uma mistura de etanol (P.A) e agua
(50:50); a proporcdo dos pos secos em relacdo ao volume de solvente foi de 5%
(m:v), em seguida, as amostras foram levadas a um ultrassom com frequéncia de
42kHz por 16 minutos (SHI et al., 2003; CARRERA et al., 2012). Apds o periodo de

extracdo, as amostras foram filtradas a vacuo (porosidade 3 pm) para retirada do
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material particulado restando os extratos solubilizados (de forma individual) no
solvente extrator.

Para a obtencéo dos extratos secos, as solucdes extrativas foram levadas ao
rotaevaporador para a retirada do etanol a 45°C até que o volume fosse reduzido a
metade do volume inicial da mistura de extragdo. Os extratos livres de etanol foram
levados ao congelamento numa temperatura de -80°C por, no minimo, 24 horas. Em
seguida, foram submetidos ao processo de liofilizagcdo sob pressdo de vacuo de
0,024 mBar (liofilizador Free Zone® Liter Benchtop Freeze Dry Systems,
LABCONCO®) por 48 horas (DE TORRES et al., 2010) obtendo-se dois extratos
secos distintos, denominados extrato hidroalcoolico liofilizado da casca do fruto da
Spondias mombin Linn (EHLSM) e extrato hidroalcdolico liofilizado da casca do fruto
da Spondias tuberosa Arruda (EHLST) conservados em freezer -20°C até a
utilizacdo no dia dos experimentos, sendo solubilizados e diluidos apenas momentos
antes dos ensaios (solubilizacdo em agua destilada ou metanol nos ensaios
quimicos e em PBS seguida de diluicio em meio de cultura nos ensaios

farmacoldgicos).

4.6 ENSAIOS QUIMICOS

4.6.1 Determinacdo do conteudo de compostos fendlicos totais dos extratos
EHLSM e EHLST

O teor de fendlicos totais foi determinado pelo método de Folin-Ciocalteu, que
é um dos testes mais utilizados para este tipo de andlise. E um método simples e se
baseia na interacdo de substancias redutoras (como compostos fendlicos) presentes
em extratos e outras substancias. O reagente de Folin-Ciocalteu € uma mistura de
acido fosfotungstico e acido fosfomolibdico (de cor amarelada) que, ao reagirem
com os compostos fendlicos presentes nas amostras em pH alcalino, adquire uma
coloragdo azulada por reduzirem o complexo do reagente FC e é facilmente
detectavel por técnicas espectrofotométricas (ARYAL et al., 2019; PIRES et al.,
2017).

Para este teste, 0 acido galico foi utilizado como composto padrédo, conforme

descrito por Montreau (1972), com modificagdes. 0,5 mL de reagente FC 10% foi
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adicionado a 120 yL das amostras separadamente (concentragdo dos extratos =
Img/mL, solubilizados em &gua Milli-Q com posterior sonicacdo (Lavadora
Ultrassbnica, Q13/37A, Ultronique) por 10 minutos). A reacdo foi mantida em
repouso por 5 minutos e entdo 400 pL de carbonato de sodio (7,5%) foram
adicionados para neutralizar a mistura. As amostras foram mantidas em temperatura
ambiente ao abrigo da luz por 120 minutos, e entdo foram transferidas para placas
de 96 pocos e a absorbancia foi medida a 765 nm em espectrémetro UV-Visivel
(UV-2550, Shimadzu) (GOMES et al., 2021).

Os experimentos foram feitos em triplicata e o conteudo fendlico foi
determinado por equacao de regressao linear a partir da curva de calibragéao
construida com acido galico (12,5 pg/mL, 25,0 yg/mL, 50,0 ug/mL, 75,0 pg/mL,
100,0 pug/mL, 150 ug/mL em metanol), onde os dados foram adquiridos pelo software
leitor de microplacas multidetector Synergy™ HTX - BioTek. Os resultados foram
expressos em miligramas de equivalente de &cido galico por 100 gramas de extrato
(mgEAG/100g).

4.6.2 Determinagdo da atividade sequestradora de radicais DPPHe dos
extratos EHLSM e EHLST

O método DPPH- (2,2-difenil-2-picrilhidrazilo) ¢ um dos métodos mais
populares e frequentemente empregados entre 0s ensaios antioxidantes. O DPPH- é
um radical livre, instavel que possui uma cor purpura e uma forte absorcdo na
extensdo de 517nm. Os compostos antioxidantes presentes no meio convertem o
radical DPPHe em um produto molecular mais estavel, através da doacdo de um
elétron ou um hidrogénio. A mudanca de cor purpura (radical DPPHe) para amarelo
palido (DPPH reduzido) permite a determinacdo espectrofotométrica da atividade
antioxidante (AKAR; KUCUK; DOGAN, 2017; BALIYAN et al., 2022).

Para realizacdo deste ensaio foi empregado o método de microdiluicdo em
placas de 96 pocos, adaptado de Garcez e colaboradores (2009). A solugéo de
DPPH- foi preparada a 0,3 mM (diluida em 100 mL de metanol (MeOH)). Como
padrao utilizou-se o acido ascorbico em 8 concentra¢des (1,5 pg/mL, 3,0 pg/mL, 4,5
pg/mL, 6,0 pg/mL, 7,5 pg/mL, 9,0 pg/mL, 10,5 pg/mL, 12,0 pg/mL). Os extratos
foram utilizados nas concentragdes de 1,0 yg/mL, 2,0 ug/mL, 4,0 ygL, 8,0 ug/MmL,
16,0 ug/mL, 32,0 yg/mL, 64,0 ug/mL, 128,0 yg/mL, 256,0 pgmL para o EHLSM e 2,0
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pgmL, 4,0 ygmL, 8,0 ygmmL, 16,0 ygMmL, 32,0 ygMmL, 64,0 ygMmL, 128,0 pgmL,
256,0 ygML, 512,0 pyglL para o EHLST, todos diluidos em MeOH. Todas as
concentracfes foram transferidas para a placa. Apos a diluicdo todas as amostras
foram sonicadas (Lavadora Ultrassénica, Q13/37A, Ultronique) por 10 minutos e
filtradas (filtro para seringa membrana PES 30 mm 0,22 pm estéril). Em seguida, foi
feita a transferéncia dos extratos ou acido ascorbico (100 uL), foi adicionado o
DPPH+ (0,3 mM). O metanol foi utilizado como controle negativo e o branco a
amostra diluida em metanol. Todo o procedimento realizou-se em triplicata.

Apo6s a incubacdo do DPPHe, a reacdo foi esperada por 30 minutos em
temperatura ambiente e auséncia de luz. Em seguida realizou-se a leitura da
absorbancia a 517nm em espectrofotobmetro (leitor de microplacas multidetector
Synergy™ HTX - BioTek). Com isso, obteve-se a avaliacdo do decréscimo da
concentracao do radical DPPHs-.

A capacidade de sequestro do radical DPPHe, ou seja, o percentual da
atividade antioxidante (%AA) foi calculado para os extratos EHLSM e EHLST a partir
da equacdo:

[ABS controle negativo — (ABS amostra — ABS branco)] x100

%AA =
o ABS controle negativo

Onde:
AbScontrole negativo = absorbancia do controle negativo (DPPH incubado apenas com
metanol); Absamostra = absorbancia da substancia-teste (extrato EHLSM ou EHLST
incubado com DPPH).

Os resultados obtidos foram expressos atraves da concentragdo efetiva para
sequestrar 50% dos radicais livres (CEso), que foi determinada de acordo com o

meétodo de regressao linear.

4.6.3 Identificagdo e quantificagdo de compostos fendlicos totais dos extratos

EHLSM e EHLST por cromatografia liguida de alta eficiéncia

Para a confirmacéo do perfil de compostos fendlicos recorre-se habitualmente
a metodologias cromatograficas. Dentre estas técnicas, a cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) é uma das mais relevantes, sendo uma técnica de separagao
e quantificagdo mais utilizada para a determinacdo de compostos bioativos. Neste

processo ocorre uma retencao seletiva dos componentes da amostra que resulta em
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migracOes diferenciadas dos compostos de interesse, 0 que permite a identificagao
destes (BIRD, 1989; YUNARTO et al., 2023).

Para a andlise dos compostos fendlicos presentes no EHLSM e no EHLST foi
utiizada a CLAE de fase moével conforme descrito por Prasad et al., 2009. As
andlises cromatograficas foram realizadas em um cromatdgrafo liquido de alta
performance Shimadzu (Kyoto,Japdo), equipado com um injetor automatico
Rheodyne 7125ie um detector UV/VIS. As colunas utilizadas foram uma Coluna
Shimadzu LC-18 (25 cm x 4,6 mm, tamanho de particula de 5 ym deSupelco,
Bellefonte, PA) e uma pré-coluna C-18 ODS Shimadzu.

Para a identificagdo dos compostos fendlicos, as amostras dos extratos
EHLSM e EHLST (5 mg/mL) e os padrdes foram eluidos com um sistema de
gradiente que consiste em solvente A (acido acético a 2%, viv) e solvente B
(acetonitrila/metanol, 2:1, v/v), utilizado como fase movel, com vazdo de 1mL/min.
Os extratos foram diluidos em agua destilada e sonicados (Lavadora Ultrassénica,
Q13/37A, Ultronique) por 10 minutos e a posteriori filtrados (filtro para seringa
membrana PES 30 mm 0,22 um estéril). A temperatura da coluna foi mantida a 25°C
e o0 volume de injegao foi de 20 pL. A corrida cromatografica total durou 50 minutos e
os picos dos compostos fendlicos foram monitorados a 280 nm (MEIRELES et al.,
2021).

Os padrdes utilizados na curva de calibracao para este estudo foram diluidos
em diferentes concentra¢des (0,05 mg/mL, 0,1 mg/mL, 0,25 mg/mL, 0,5 mg/mL e 1,0
mg/mL). Foram pesquisados nos extratos EHLSML e EHLST os seguintes padrbes
disponiveis na biblioteca do ensaio: acido 3,4-dihidroxibenzoico, &cido 4-
hidroxibenzoico, acido p-cumarico, acido, salicilico, &cido sinpico, acido siringico,
acido trans-cinamico, acido vanilico, acido ferulico, acido elagico, acido caféico,
rutina, miricetina, catequina e quercetina.

O software Lab Solutions v5.6 (Shimadzu) foi usado para o registro do
cromatograma e processamento de dados calculados a partir da equagéo obtida da
respectiva curva de calibragdo. As andlises de cada extrato foram realizadas em

duplicata.
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4.7 ENSAIOS FARMACOLOGICOS

4.7.1 Isolamento e cultivo de células endoteliais da artéria aorta de ratos

Inicialmente, os animais foram eutanasiados utilizando o método de
sobredosagem da mistura anestésica de cetamina e xilazina. Apés a eutanasia, 0s
animais foram colocados em decubito dorsal e na regido do térax e abdominal foi
pulverizado uma solucédo de iodopovidona (PVPI) e alcool 70% para a assepsia. O
abdémen foi entdo incisado na linha média para expor a aorta abdominal e a
cavidade toracica para expor o coracao e pulmdes. A aorta abdominal fora incisada
transversalmente para liberar o sangue e o ventriculo esquerdo submetido a uma
injecdo contendo uma solucdo de PBS com 1000 Ul/mL de heparina (Hepamax-s®),
para perfundir a aorta (WANG; CHEN; ZHANG, 2016; ZHU et al., 2019).

Em seguida, a aorta toracica fora exposta rapidamente removida e colocada
em um recipiente de PBS esterilizado gelado, e imediatamente transportado para
uma capela de fluxo de ar laminar. Na capela de fluxo laminar, a aorta foi
suavemente perfundida com PBS gelado para remover o sangue residual e
dissecada para remover tecido adiposo e pequenos vasos laterais. Os tecidos
aorticos foram entdo dissecados em anéis de 2 a 5 mm de comprimento para obter
aproximadamente 5 a 8 aneis por animal. Cada anel adrtico foi aberto usando um
par de tesoura de microdisseccao e imediatamente colocada com o lado do lumen
para baixo em garrafas para cultivo celular contendo meio de cultura DMEM
(Dulbecco’s modified Eagle’s medium) baixa glicose suplementado com 20% de soro
fetal bovino (SFB), 1% de penicilina e estreptomicina, 25 mM de HEPES e 4mM de
L-glutamina, com trés a cinco segmentos aorticos proximos um do outro (WANG;
CHEN; ZHANG, 2016; ZHU et al., 2019).

Esses explantes aorticos foram cultivados nas garrafas em atmosfera
umidificada contendo 5% de CO2 a 37°C, com inspecédo diaria do nivel médio e
adicdo de meio de cultura, se necessario, para manter os segmentos Umidos. Apos
o0 aparecimento de células brotando do segmento aortico e o crescimento celular
atingir 80% de confluéncia, conforme inspecionado sob um microscépio invertido em

luz branca (Advanced inverted fluorescent microscope: NIKON Eclipse Ti-E 200-S,
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NIKON®, Japdo), os segmentos adrticos eram removidos suavemente sem
interrupcdo ou toque nas células endoteliais em crescimento (Figura 4).

Figura 4 - Evolucéo do cultivo celular de RAECs
A B

0

Crescimento de células endoteliais isoladas da artéria aorta de ratos (RAECS) visualizada em difentes
dias de cultivo. A. Dia 0 apés montagem do explante da artéria aorta em garrafa de cultivo celular
(objetiva de 10x). B. Dia 5 apés a montagem do explante da artéria aorta em garrafa de cultivo
celular: observacao da migragdo das primeiras células endoteliais cultivadas (objetiva de 10x). C. Dia
7 apos a montagem do explante da artéria aorta em garrafa de cultivo celular: observagdo da
migracdo de mais células endoteliais cultivadas (objetiva de 10x). D. Dia 10 apés a montagem do
explante da artéria aorta em garrafa de cultivo celular: retirada do explante e observacéo do tapete de
células endoteliais abaixo do explante (objetiva de 10x).

Fonte: Elaboracgédo Propria, 2023.

Em seguida, as células eram submetidas a uma tripsinizacdo (0,05%) por 4
minutos, centrifugadas a 1.500 g por 5 minutos a 4°C e ressuspensas para
passagem e cultivo em novas garrafas. O meio de cultura (suplementado com 10%
de SFB) era trocado a cada 2 dias, e quando as ceélulas chegassem a 80% de
confluéncia, seria realizado um novo repique de células. As passagens P3 a P5
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foram utilizadas para a realizagdo dos protocolos experimentais. Para cada
experimento, as células foram plagueadas na concentracdo de 5x10* células/mL e o
percentual de SFB contido no meio DMEM era reduzido de 10% para 2% durante o

momento da incubacao.

4.7.2 Inducéo da senescéncia em RAECs isoladas com D-Galactose e preparo

dos extratos paraincubacao

Para a indugéo da senescéncia, as RAECs cultivadas foram incubadas com o
acucar indutor da senescéncia (D-Galactose) na concentragdo de 20 mgMmL por 48
horas, pois esta é a concentracdo ideal em tempo adequado para se alcancar tal
inducéo (LEE et al., 2020; QIAO et al., 2020). Os extratos EHLSM e EHLST foram
diluidos e incubados separadamente (nas concentracdes de 0,01 ug/mL, 0,05 ug/MmL,
0,1 uygmL, 0,5 ugmL e 1,0 pgML) por 48 horas em placas de 48 pocos mantidas em
estufa de atmosfera umidificada contendo 5% de CO: a 37°C (todos diluidos em
meio DMEM com 2% de SFB). Apos esse periodo, as células foram lavadas com
solucdo de PBS para inicio dos protocolos experimentais de viabilidade celular, SA-
B-gal e producédo de anions superdéxido.

Para se alcancar as concentracdes finais dos extratos EHLSM e EHLST,
cada solucdo-mae foi solubilizada em PBS e a partir delas foram feitas as diluices

seriadas em meio DMEM com 2% de SFB na auséncia ou presenca de D-Galactose.

4.7.3 Protocolos experimentais do EHLSM e do EHLST em modelo de

senescéncia induzida por D-Galactose in vitro

4.7.3.1 Categorizacéo dos grupos experimentais

Para execucao dos protocolos, foram propostos dois grupos experimentais: o
grupo Basal e o grupo D-Galactose. O grupo Basal consiste de RAECs cultivadas e
tratadas com veiculo (meio DMEM suplementado com 2% de SFB) (Ctl) e os
tratamentos com os extratos EHLSM ou EHLST em diferentes concentrages (0,01
pgMmL, 0,05 pgML, 0,1 uygMmL, 0,5 uygmL e 1,0 uygmL) na auséncia da substancia

indutora da senescéncia por 48 horas. Ja o grupo D-Galactose consiste de RAECs
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cultivadas e tratadas apenas com o veiculo (Ctl), ou desafiadas com D-Galactose 20
mgML (D-gal), ou desafiadas com D-Galactose 20 mgMmL e submetidas ao
tratamento concomitante com os extratos EHLSM ou EHLST em diferentes
concentracfes (0,01 pg/MmL, 0,05 ugMmL, 0,1 ygMmL, 0,5 ugmL e 1,0 uyg/mL) por 48
horas (Figura 5). As RAECs foram utilizadas nas passagens de P3 a P5 para
execucao dos experimentos, pois possibilita o estudo geral de fatores estimulantes e
vias de sinalizagéo que coordenam o desenvolvimento celular (DIGHE et al., 2013).

Alcancadas as passagens celulares adequadas aos experimentos, estas eram
plagueadas e com 24 horas apos este periodo seguia-se a incubacdo dos extratos
EHLSM e EHST na auséncia ou presenca de D-Galactose por 48 horas. Passado
este tempo, iniciavam-se o0s protocolos experimentais. (Figura 5).

Figura 5 - Categorizacdo dos grupos experimentais utilizados para a investigacao
dos efeitos dos extratos EHLSM ou EHLST sobre RAECs na auséncia ou presenga

de D-Galactose
Grupo Basal

Ctl Meio DMEM (SFB 2%)
EHLSM ou . ; - :
Baer 0,01ug/mL; 0,05ug/mL; 0,1ug/mL; 0,5 ug/mL; 1,0ug/mL
Grupo D-Galactose
Ctl Meio DMEM (SFB 2%)
D-gal D-galactose 20 mg/mL em meio DMEM (SFB 2%)
D-gal + EHLSM . B 3
S Ees 0,01pg/mL; 0,05ug/mL 0,1ug/mL; 0,5 uyg/mL; 1,0ugmL
Design Experimental
24h 48h Ensaios

|
{ |

L L
U 1
| Dia0 [ D1 | X
Viabilidade celular

| | SA-B-gal

I L] . - .
Plagueamento Incubago nions superoxido

—— —

(5,0x10%mL) Grupos: Basal

D-Galactose

Fonte: Elaboracédo Propria, 2023
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4.7.3.1.1 Avaliacdo da viabilidade celular

Para deteccdo da viabilidade celular foi utilizado o MTT (brometo de 3-(4,5-
dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazdlio). Este € um método colorimétrico que mede
indiretamente a viabilidade celular. O MTT é um sal tetrazolico de cor amarelada que
€ convertido por células vidveis metabolicamente ativas em um cristal de formazan
de cor puarpura por enzimas mitocondriais e citosdlicas. O produto se acumula dentro
das células como um precipitado insolavel, além de se depositar proximo a
superficie celular. Quando as células se encontram inviaveis, a capacidade de
converter o MTT em formazan é perdida, sendo um marcador conveniente apenas
em células viaveis, tendo sua leitura feita validada pela espectrofotometria (SALLA
et al., 2016; WANG et al., 2020).

As células foram plaqueadas em placas de 96 pocos (5x10% células/mL) e
incubadas na auséncia e presenca de D-galactose e dos extratos EHLSML ou
EHLST nas suas respectivas concentracdes por 48 horas. ApOs este periodo, foi
adicionado em cada poco 10 pL de 5 mgmL do MTT seguido de uma nova
incubagéo das placas a 37°C por 3 horas. Em seguida o MTT foi removido
cuidadosamente e adicionou-se 100uL de dimetilsulfoxido (DMSO) em cada pogo
para solubilizacdo dos cristais de formazan, aguardando por uma hora a reacao
colorimétrica estabilizar ao abrigo da luz. Ap6s este momento a placa foi levada ao
espectrofotdmetro (iMark™ Microplate Absorbance Reader, Heiwajima, Ota-ku, TO,
Japao) para leitura numa absorbancia de 595nm. Os experimentos foram feitos em
triplicata e a viabilidade das células foi calculada de todos o0s grupos por
comparacdo com o grupo Ctl com resultados de quatro experimentos (4n)

independentes.

4.7.3.1.2 Analise da senescéncia através do ensaio de SA-B-gal

A deteccdo da atividade lisossbmica de SA-B-gal requer a incubacdo de
células fixadas com o substrato cromogénico da [-galactosidase (X-gal) em um
tampédo de pH 6,0. Uma cor azulada se desenvolve em células senescentes que
podem ser observadas por campo claro ou microscopia de contraste de fase
(DEBACQ-CHAINIAUX et al., 2009).
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Para deteccdo da senescéncia celular através deste ensaio, as células foram
plaqueadas em placas de 48 pogos (5x10* célulasmL) e incubadas na auséncia ou
presenca de D-galactose e dos extratos EHLSM ou EHLST nas suas respectivas
concentracfes por 48 horas. ApOs este periodo, o meio foi retirado e as células
fixadas com uma solucédo de formaldeido 2% e glutaraldeido 0,2% por 1 minuto,
seguido de lavagem com PBS. Apos isto, as células foram incubadas com solucéo
de X-gal por 18 horas e em seguida embebidas em glicerol 20% para preservacao
das células. A leitura foi realizada pela técnica de microscopia invertida em luz
comum (Advanced inverted fluorescent microscope: NIKON Eclipse Ti-E 200-S,
NIKON®, Japéo) e as imagens adquiridas foram analisadas utilizando o software
ImageJ® versdo 1.53t.

A positividade para o ensaio é confirmada mediante a visualizacdo de
coloracdo azulada das células, na qual o percentual de células senescentes é
calculado pelo numero de células positivas para o ensaio sobre um total de 300
células contadas por poco de cada grupo. Os experimentos foram feitos em triplicata

com resultados de trés experimentos (3n) independentes.

4.7.3.1.3 Avaliacdo da quantificacdo de EROs intracelular por microscopia de

fluorescéncia

A sonda DHE € amplamente utilizada para deteccdo do anion superoxido
presente no citosol devido a sua capacidade de difusdo passiva para o interior das
células e alta reatividade. No interior da célula, o DHE é oxidado pelo anion
superéxido, formando um produto intermediario, o 2-hidroxietidio (2-OHEt*) que
intercala com o DNA, levando a exibicdo de uma fluorescéncia vermelha. O 2-
hidroxietidio é excitado em 500 nm e tem um espectro de emissao a 580 nm
(WANG; ZOU, 2018; WOJTALA et al., 2014).

Para deteccdo das espécies reativas de oxigénio (EROs) intracelular, as
células foram plagueadas em placas de 48 pocos (5x10* células/mL) e incubadas na
auséncia ou presenca de D-galactose e dos extratos EHLSM ou EHLST nas suas
respectivas concentracdes por 48 horas. Apos este periodo, o meio foi retirado e
adicionou-se o composto fluorescente DHE 5uM em cada pog¢o da placa que fora

levada a estufa por 40 minutos a 37°C ao abrigo da luz. Passado este tempo, as
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células foram lavadas com PBS e a leitura foi realizada pela técnica de microscopia
de fluorescéncia (Advanced inverted fluorescent microscope: NIKON Eclipse Ti-E
200-S, NIKON®, Japéo) para andlise.

As imagens adquiridas foram analisadas utilizando o software ImageJ® verséao
1.53t, quantificando a intensidade de fluorescéncia obtida pela emissdo da sonda
DHE. Todos os experimentos foram feitos em triplicata e os dados foram expressos
pela intensidade de fluorescéncia normalizados pelo grupo Ctl com resultados de

trés experimentos (3n) independentes.

4.8 ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados estdo expressos como média + e.p.m. (erro padrdo da média)
ou * d.p. (desvio padrdo). As andlises estatisticas para comparacado entre grupos
foram feitas usando a analise de variancia (ANOVA) “one-way” seguido do pos-teste
de Tukey. Os dados foram considerados estatisticamente significativos quando p <
0,05. Todas as analises realizadas foram calculadas pelo programa estatistico

Graph Pad Prism verséo 8.0°.
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5. RESULTADOS

5.1 ESTUDOS QUIMICOS

5.1.1 Determinacdo do conteudo de fendlicos totais dos extratos EHLSM e
EHLST

A curva de calibracdo obtida com diferentes concentracdes de acido galico
utilizando o reagente de FC apresentou a equacdo y = 0,0068x — 0,0733 com R? =
0,9993. De acordo com o método de FC, o contetdo de fendlicos totais encontrado
nas amostras em estudo foi de 1.485,6 + 0,51 mg de EAG/100 g de extrato para o
EHLSM e 2.810,6 + 0,80 mg de EAG/A00 g de extrato para o EHLST. Os dados

foram expressos como média £ e. p. m. de experimentos realizados em triplicata.

5.1.2 Determinacdo da atividade sequestradora de radicais DPPHe dos
extratos EHLSM e EHLST

A determinagdo da capacidade de sequestro do radical DPPHe
(demonstrada como %AA) ocorreu de maneira dependente da concentracéo. O
EHLSM apresentou uma CEso = 106,39 + 11,13 ug/mL (Figura 6 A) e o EHLST
apresentou uma CEsp = 270,81 + 51,65 pg/mL (Figura 6 B). O composto-padrao
analisado (acido ascorbico) teve sua CEso = 5,87+ 0,249 pg/mL (Figura 6 C).
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Figura 6 - Medida da capacidade sequestradora de radical livre DPPHe+ dos
extratos EHLSM e EHLST

A 100 B 100+
( ]
< g
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Y= 0,3646*X+ 11,21 Y= 0,1526*X+8,673
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[Ac. Ascorbico] pg/mL

Curvas concentracdo-resposta da atividade de sequestro do radical DPPHe (% atividade
antioxidante, %AA) para diferentes compostos. A. Extrato EHLSM (1,0; 2,0; 4,0; 8,0; 16,0; 32,0;
64,0; 128,0 e 256,0 ug/mL). B. Extrato EHLST (2,0; 4,0; 8,0; 16,0; 32,0; 64,0; 128,0; 256,0 e 512,0
ug/MmL). C. Acido ascoérbico (1,5; 3,0; 4,5; 6,0; 7,5; 9,0; 10,5 e 12,0 uygfmL). Os resultados estdo
expressos como CEso + d.p. calculados de acordo com o método de regressao linear.

Fonte: Elaboracgéo Propria, 2023.

5.1.3 Andlise dos extratos por cromatografia liquida de alta eficiéncia

A analise cromatografica identificou e quantificou onze diferentes compostos
fendlicos no EHLSM (Tabela 3) e doze diferentes compostos fendélicos no EHLST
(Tabela 4) de acordo com a biblioteca de compostos padrbes empregadas na
metodologia. Os compostos fendlicos encontrados em maior quantidade no EHLSM
foram a rutina (57,2 mgqQ), o acido salicilico (8,8 mgQ) e a quercetina (8,0 mgQg
EHLSM) (Tabela 3) e no EHLST foram o acido cafeico (4,2 mgQ), o acido salicilico
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(4,2 mgQg), o acido 3,4-dihidroxibenzéico (3,2 mg4g) e a miricetina (3,2 mgQ)
(Tabela 4).

Tabela 3 - Compostos fendlicos encontrados e quantificados no EHLSM por
cromatografia liquida de alta eficiéncia

[mg do composto fendlico/g
de extrato]

Composto fendlico

Rutina 57,2

Acido salicilico 8,8
Quercetina 8,0

Acido p-cumarico 3,8
Miricetina 2,8

Acido 4-hidroxibenzéico 2,6
Acido trans-cinamico 2,4
Acido sinapico 2,2
Acido 3,4-dihidroxibenzoico 2,0
Catequina 1,8

Acido siringico 1,2

Fonte: Elaboracéo Propria, 2023.

Tabela 4 - Compostos fendlicos encontrados e quantificados no EHLST por
cromatografia liquida de alta eficiéncia

Ty B [mg do composto fendlicog de
P extrato]

Acido cafeico 4,2
Acido salicilico 4,2
Acido 3,4-dihidroxibenzoéico 3,2
Miricetina 3,2

Acido vanilico 2,4
Catequina 1,2

Acido 4-hidroxibenzoéico 0,8
Acido elagico 0,8
Acido fertlico 0,6
Acido sinapico 0,6
Acido p-cumarico 0,2
Acido trans-cinamico 0,2

Fonte: Elaboracao Propria, 2023.
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5.2 ESTUDOS FARMACOLOGICOS IN VITRO

5.2.1 Avaliacdo dos efeitos dos extratos EHLSM e EHLST sobre a viabilidade

celular em cultivo priméario de RAECs

As RAECs foram incubadas por 48 horas com diferentes concentragdes dos
extratos EHLSM ou EHLST para determinar seus efeitos sobre a viabilidade
celular. No grupo Basal tratado com EHLSM, apenas a concentragao de 1,0pgMmL
reduziu a viabilidade celular (82,45 + 1,98%; p<0,05) em comparacao ao seu Cil
(99,88 + 2,18%) (n=4) (Figura 7 A). No grupo Basal tratado com EHLST, as
concentragdes de 0,1 yg/mL (82,48 + 1,88 %; p<0,05), 0,5 pgmL (84,01 £ 3,65 %;
p<0,05) e 1,0 pgmL (77,41 + 2,47 %; p<0,05) mostraram reduzir a viabilidade
celular quando comparadas ao Ctl (100,10 * 3,15 %) (n=4) (Figura 7 B).

Figura 7 - Viabilidade celular de RAECs tratadas com os extratos EHLSM ou
EHLST no grupo Basal utilizando o ensaio de MTT
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Viabilidade celular de RAECS tratadas com os extratos EHLSM ou EHLST em diferentes
concentracdes. A. Tratamento com o extrato EHLSM nas concentra¢bes de 0,01; 0,05; 0,1; 0,5 e
1,0 ygmL. B. Tratamento com o extrato EHLST nas concentra¢des de 0,01; 0,05; 0,1; 0,5 e 1,0
pgL. Os ensaios foram realizados em ftriplicata com resultados de quatro experimentos
independentes (n=4) e foram normalizados pelo grupo controle. Os dados estdo expressos como
média = e.p.m. O teste ANOVA “one way” foi utilizado para analise estatistica, seguido do pds-teste
de Tukey. *p<0,05 vs. Ctl.

Fonte: Elaboracao Propria, 2023.

Ja no grupo D-Galactose tratado com EHLSM, o D-gal mostrou reduzir a
viabilidade celular (83,82 + 0,96 %; p<0,05) em comparagdo ao Ctl (100,17 +
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2,84 %) (n=4) (Figura 8 A). Apenas na concentracéo de 0,5 pg/mL (66,49 * 5,48 %;
p<0,05) houve reducao da viabilidade celular quando comparado ao D-gal (83,82 +
0,96 %) (n=4) (Figura 8 A). No grupo D-Galactose tratado com EHLST, o D-gal
também mostrou reduzir a viabilidade celular (83,04 = 1,89 %; p<0,05) em
comparacao ao Ctl (100,09 + 4,29 %) (n=4) (Figura 8 B). Apenas as concentracdes
de 0,5 pgMmL (62,35 + 1,41 %; p<0,05) e 1,0 pg/mL (67,33 £ 3,03 %; p<0,05)
mostraram reducdo na viabilidade celular em comparacdo ao D-gal (83,04 +
1,89 %) (n=4) (Figura 8 B).

Figura 8 - Viabilidade celular de RAECs desafiadas com D-galactose e tratadas
com os extratos EHLSM ou EHLST utilizando o ensaio de MTT
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Viabilidade celular de RAECS desafiadas com D-galactose (20mgML) e tratadas com os extratos
EHLSM ou EHLST em diferentes concentracbes. A. Tratamento com o extrato EHLSM nas
concentracbées de 0,01; 0,05; 0,1; 0,5 e 1,0 ygmL. B. Tratamento com o extrato EHLST nas
concentracdes de 0,01; 0,05; 0,1; 0,5 e 1,0 yg/mL. Os ensaios foram realizados em triplicata com
resultados de quatro experimentos independentes (n=4) e foram normalizados pelo grupo controle.
Os dados estao expressos como média + e.p.m. O teste ANOVA “one way” foi utilizado para analise
estatistica, seguido do pés-teste de Tukey. *p<0,05 vs. Ctl; #p<0,05 vs. D-gal.

Fonte: Elaboracgédo Propria, 2023.

5.2.2 Avaliacédo dos efeitos dos extratos EHLSM e EHLST sobre a senescéncia

celular em cultivo primario de RAECs

As RAECs foram incubadas por 48 horas com diferentes concentracdes dos
extratos EHLSM ou EHLST para determinar seus efeitos sobre a senescéncia

celular. No grupo Basal, nenhum dos extratos foi capaz de alterar o estado
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senescente das células indicado pela atividade lisossomal da SA-B-gal (p>0,05)
(n=3) (Figura 9 A-B) (Figura 10 A-B).

Figura 9 - Senescéncia celular de RAECs tratadas com o extrato EHLSM utilizando
0 ensaio de SA-B3-gal no grupo Basal
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Efeito da incubacdo das diferentes concentragbes do extrato EHLSM (0,01; 0,05; 0,1; 0,5 e 1,0
MgMlL) sobre a atividade da -galactosidase associada a senescéncia (SA-B-gal) em RAECs. A.
Imagens representativas da coloragdo de SA-B-gal em RAECs em fungdo do tratamento com o
extrato EHLSM (objetiva de 20x). B. Percentual de células senescentes em funcdo do tratamento
com o extrato EHLSM. Os ensaios foram realizados em triplicata com resultados de trés
experimentos independentes (n=3). Os dados estdo expressos como média + e.p.m. O teste
ANOVA “one way” foi utilizado para analise estatistica, seguido do pos-teste de Tukey.

Fonte: Elaboragéo Propria, 2023.

62



Figura 10 - Senescéncia celular de RAECs tratadas com o extrato EHLST
utilizando o ensaio de SA-B-gal no grupo Basal
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Efeito da incubagdo das diferentes concentra¢des do extrato EHLST (0,01; 0,05; 0,1; 0,5 e 1,0
pg/MmL) sobre a atividade da -galactosidase associada a senescéncia (SA-B-gal) em RAECs. A.
Imagens representativas da coloracdo de SA-B-gal em RAECs em fung¢do do tratamento com o
extrato EHLST (objetiva de 20x). B. Percentual de células senescentes em fung¢éo do tratamento
com o extrato EHLST. Os ensaios foram realizados em triplicata com resultados de trés
experimentos independentes (n=3). Os dados estdo expressos como média + e.p.m. O teste
ANOVA “one way” foi utilizado para analise estatistica, seguido do pos-teste de Tukey.

Fonte: Elaboracéo Propria, 2023.

Ja no grupo D-Galactose tratado com extrato EHLSM, o D-gal aumentou o
percentual de células senescentes (24,07 = 1,14 %; p<0,05) em comparacéo ao Ctl
(9,83 + 0,31 %) (n=3) (Figura 11 A-B). As concentragbes de 0,1 ugmL (16,39 +
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0,29 %; p<0,05), 0,5 ygMmL (14,52 £ 0,63 %; p<0,05) e 1,0 pgMmL (11,33 £ 1,16 %;
p<0,05) diminuiram o percentual de células senescentes quando comparadas ao
D-gal (24,07 + 1,14) (n=3) (Figura 11 A-B).

Figura 11 - Senescéncia celular de RAECs desafiadas com D-galactose e tratadas
com o extrato EHLSM utilizando o ensaio de SA-B-gal
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Efeito da incubacdo das diferentes concentragbes do extrato EHLSM (0,01; 0,05; 0,1; 0,5 e 1,0
pgmL) sobre a atividade da B-galactosidase associada a senescéncia (SA-B-gal) em RAECs
desafiadas com D-galactose 20 mgMmL. A. Imagens representativas da coloracdo de SA-B-gal em
RAECs em funcao do tratamento com o extrato EHLSM (objetiva de 20x). B. Percentual de células
senescentes em funcdo do tratamento com o extrato EHLSM. Os ensaios foram realizados em
triplicata com resultados de trés experimentos independentes (n=3). Os dados estdo expressos
como média + e.p.m. O teste ANOVA “one way” foi utilizado para analise estatistica, seguido do

pos-teste de Tukey. *p<0,05 vs. Ctl; #p<0,05 vs. D-gal. Fonte: Elaboracdo Prépria, 2023.
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No grupo D-Galactose tratado com o extrato EHLST, o D-gal também
mostrou aumentar o percentual de células senescentes (24,07 + 1,14 %; p<0,05)
em comparacao ao Ctl (9,83 £ 0,31 %) (n=3) (Figura 12 A-B). No entanto, as
concentragdes de 0,05 pgML (18,64 + 0,60 %; p<0,05), 0,1 yg/mL (17,33 + 0,44 %;
p<0,05), 0,5 ygML (14,97 £ 0,34 %; p<0,05) e 1,0 ygML (18,14 £ 0,86 %; p<0,05)
diminuiram o percentual de células senescentes em comparagdo ao D-gal (24,07
1,14 %) (n=3) (Figura 12 A-B).

Figura 12 - Senescéncia celular de RAECs desafiadas com D-galactose e tratadas
com o extrato EHLST utilizando o ensaio de SA-B-gal
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Efeito da incubagéo das diferentes concentragbes do extrato EHLST (0,01; 0,05; 0,1; 0,5 e 1,0
pugmL) sobre a atividade da (B-galactosidase associada a senescéncia (SA-B-gal) em RAECs
desafiadas com D-galactose 20 mgfmL. A. Imagens representativas da coloracdo de SA-B-gal em
RAECs em fungéo do tratamento com o extrato EHLST (objetiva de 20x). B. Percentual de células
senescentes em funcdo do tratamento com o extrato EHLSM. Os ensaios foram realizados em
triplicata com resultados de trés experimentos independentes (n=3). Os dados estdo expressos
como média + e.p.m. O teste ANOVA “one way” foi utilizado para analise estatistica, seguido do
pos-teste de Tukey. *p<0,05 vs. Ctl; #p<0,05 vs. D-gal.
Fonte: Elaboracgao Propria, 2023.
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5.2.3 Avaliacao dos efeitos dos extratos EHLSM e EHLST sobre a producéao
de anions superé6xido em cultivo primario de RAECs

As RAECs foram incubadas por 48 horas com diferentes concentragbes dos
extratos EHLSM ou EHLST para determinar seus efeitos sobre a producdo de
anions superoxido pela deteccdo da fluorescéncia da sonda DHE por microscopia
de fluorescéncia. No grupo Basal tratado com EHLSM, as concentracGes de 0,5
pgmL (104,97 + 0,64 %; p<0,05) e 1,0 pgmL (105,76 + 0,71 %; p<0,05)
aumentaram a producdo de anions superoxido em comparacdo ao Ctl (100,00 +
0,70 %) (n=3) (Figura 13 A-B).

Figura 13 - Producdo de anions superoxido em RAECs tratadas com o extrato
EHLSM no grupo Basal utilizando o ensaio de DHE
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B 1201

[Eny
o O
2

Anions superoéxido
(% controle)
[}
<

T T T T
Ctl 001 005 01 05 10

EHLSM (pg/mL)

Efeito da incubacdo das diferentes concentracbes do extrato EHLSM (0,01; 0,05; 0,1; 0,5 e 1,0
MgmL) sobre a intensidade de fluorescéncia emitida pelo DHE em RAECs. A. Imagens
representativas da fluorescéncia emitida pelo DHE em funcdo do tratamento com o extrato EHLSM
em RAECs (objetiva de 20x). B. Quantificacdo da intensidade de fluorescéncia emitida pelo DHE em
funcéo do tratamento com o extrato EHLSM normalizado pelo controle. Os ensaios foram realizados
em triplicata com resultados de trés experimentos independentes (n=3). Os dados estdo expressos
como média £ e.p.m. O teste ANOVA “one way” foi utilizado para analise estatistica, seguido do

pos-teste de Tukey. *p<0,05 vs. Ctl. Fonte: Elaboracéo Prépria, 2023.
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No grupo Basal tratado com EHLST, as concentragdes de 0,05 pgMmL
(112,16 = 0,51 %; p<0,05), 0,1 ygML (111,96 £ 0,55 %; p<0,05), 0,5 pgMmL (115,10
+ 0,33 %; p<0,05) e 1,0 ugMmL (116,87 + 0,72 %; p<0,05) aumentaram a produgéo
de anions superoxido em comparacao ao Ctl (100,00 £ 0,70 %) (n=3) (Figura 14 A-
B).

Figura 14 - Producdo de anions superoxido em RAECs tratadas com o extrato
EHLST no grupo Basal utilizando o ensaio de DHE
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Efeito da incubacé@o das diferentes concentracbes do extrato EHLST (0,01; 0,05; 0,1; 0,5 e 1,0
pgMmL) sobre a intensidade de fluorescéncia emitida pelo DHE em RAECs. A. Imagens
representativas da fluorescéncia emitida pelo DHE em funcdo do tratamento com o extrato EHLST
em RAECs (objetiva de 20x). B. Quantificacdo da intensidade de fluorescéncia emitida pelo DHE em
funcdo do tratamento com o extrato EHLST normalizado pelo controle. Os ensaios foram realizados
em triplicata com resultados de trés experimentos independentes (n=3). Os dados estao expressos
como média + e.p.m. O teste ANOVA “one way” foi utilizado para analise estatistica, seguido do
pos-teste de Tukey. *p<0,05 vs. Ctl.

Fonte: Elaboragédo Propria, 2023.
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J& no grupo D-Galactose tratado com EHLSM, o D-gal aumentou a producéo
de anions superoxido (119,18 + 0,46 %; p<0,05) em comparacao ao Ctl (100,00 +
0,34 %) (n=3) (Figura 15 A-B). As concentragbes de 0,1 yg/mL(112,20 + 0,87 %;
p<0,05), 0,5 pyg/mL (107,15 + 0,29 %; p<0,05) e 1,0 ugfMmL (98,35 + 0,52 %; p<0,05)
diminuiram a producdo dos niveis de &anions superdoxido nas células quando
comparadas ao D-gal (119,18 + 0,46 %) (n=3) (Figura 15 A-B).

Figura 15 - Producdo de anions superéxido em RAECs desafiadas com D-
galactose e tratadas com o extrato EHLSM utilizando o ensaio de DHE

A Ctl D-gal 20mg/mL D-gal + EHLSM 0,01 pg/mL

D-gal + EHLSM 0,05 pg/mL D-gal + EHLSM 0,1 pg/mL D-gal + EHLSM 0,5 pgimL.  D-gal + EHLSM 1,0 pg/mL
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Efeito da incubacdo das diferentes concentracbes do extrato EHLSM (0,01; 0,05; 0,1; 0,5 e 1,0
MgMmL) sobre a intensidade de fluorescéncia emitida pelo DHE em RAECs desafiadas com D-
galactose 20 mg/ML. A. Imagens representativas da fluorescéncia emitida pelo DHE em fun¢&o do
tratamento com o extrato EHLSM em RAECs (objetiva de 20x). B. Quantificacdo da intensidade de
fluorescéncia emitida pelo DHE em func&o do tratamento com o extrato EHLSM normalizado pelo
controle. Os ensaios foram realizados em triplicata com resultados de trés experimentos
independentes (n=3). Os dados estdo expressos como média + e.p.m. O teste ANOVA “one way” foi
utilizado para andlise estatistica, seguido do pds-teste de Tukey. *p<0,05 vs. Ctl; #p<0,05 vs. D-gal.

Fonte: Elaboragédo Propria, 2023.
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No grupo D-Galactose tratado com EHLST, o D-gal também mostrou
aumentar a producao dos niveis de anions superoxido (119,18 + 0,46 %; p<0,05)
em comparacao ao Ctl (100,00 + 0,34 %) (n=3) (Figura 16 A-B). As concentracfes
de 0,05 ygML (113,77 £ 0,28 %; p<0,05), 0,1 pg/mL (110, 61 + 0,55 %; p<0,05), 0,5
pug/mL (103,02 + 0,48 %; p<0,05) e 1,0 yg/mL (112,69 + 0,23 %; p<0,05) reduziram
a producao dos niveis de anions superéxido em comparacdo ao D-gal (119,18 +
0,46 %) (n=3) (Figura 16 A-B).

Figura 16 - Producdo de anions superéxido em RAECs desafiadas com D-
galactose e tratadas com o extrato EHLST utilizando o ensaio de DHE
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Efeito da incubacdo das diferentes concentracdes do extrato EHLST (0,01; 0,05; 0,1; 0,5 e 1,0
pg/MmL) sobre a intensidade de fluorescéncia emitida pelo DHE em RAECs desafiadas com D-
galactose 20 mg/ML. A. Imagens representativas da fluorescéncia emitida pelo DHE em fun¢&o do
tratamento com o extrato EHLST em RAECs (objetiva de 20x). B. Quantificacdo da intensidade de
fluorescéncia emitida pelo DHE em funcdo do tratamento com o extrato EHLST normalizado pelo
controle. Os ensios foram realizados em triplicata com resultados de trés experimentos
independentes (n=3). Os dados estao expressos como média £ e.p.m. O teste ANOVA “one way” foi
utilizado para andlise estatistica, seguido do pds-teste de Tukey. *p<0,05 vs. Ctl; #p<0,05 vs. D-gal.

Fonte: Elaboragédo Propria, 2023.
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5. DISCUSSAO

Este trabalho foi realizado com a finalidade de avaliar os efeitos dos extratos
hidroalcoéolicos liofilizados da casca dos frutos de Spondias mombin Linn (caja)
(EHLSM) e Spondias tuberosa Arruda (umbu) (EHLST) em modelo de senescéncia
induzida por D-Galactose em cultura primaria de células endoteliais isoladas da
artéria aorta de ratos (RAECs). O desenvolvimento deste estudo revelou que os
extratos demonstram atividade antirradicalar e que o tratamento com 0s mesmos em
RAECs foi capaz de diminuir o estado senescente das células bem como reduzir a
producdo de anions superdxido, com reducdo de viabilidade nas maiores
concentracoes.

A senescéncia € uma condicdo na qual a célula para de se dividir, acumula
danos intracelulares e resiste a apoptose; contudo, estas células ainda permanecem
metabolicamente ativas. Em cultura de células é observavel o aumento do tamanho
do ndcleo, de nucléolos, niumero de células multinucleadas, aparelho de Golgi
proeminentes, numero de vacuolos no reticulo endoplasmatico e citoplasma, nimero
de microfilamentos citoplasmaticos e grande quantidade de lisossomos. Varios sao
os biomarcadores para deteccéo e identificacdo de células senescentes, dentre eles
a atividade da B-galactosidase associada a senescéncia (SA-B-gal) e o estresse
oxidativo, mediante o aumento exacerbado das espécies reativas de oxigénio
(BECK; HORIKAWA; HARRIS, 2020; OGRODNIK, 2021).

A busca por substancias capazes de agir nas vias da senescéncia (em
particular por diminuir o estresse oxidativo) vem se tornando cada vez mais
frequentes, e a utilizacdo de extratos de plantas também se demonstra eficaz e
promissora, pois uma diversidade de moléculas contidas nesses extratos ja possui
atividade antioxidante e reguladora da senescéncia descritas na literatura quando
testadas de forma isolada (MOADDEL et al., 2022; SHEN et al., 2022).

Nesse contexto de investigacao cientifica, o Brasil como sendo um dos paises
de maior biodiversidade do mundo, e a regido Nordeste como tendo um dos biomas
de maior contingente de flora do pais, varios sdo os trabalhos descrevendo o perfil
fitoquimico e atividade biolégica das mais variadas partes das plantas, incluindo
neste rol o género Spondias spp. (BICAS et al., 2011; GREGORIS et al., 2013). Este

género, todavia, ainda carece de estudos relacionados a outras atividades
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biolégicas, principalmente do que concerne ao escopo de investigacdo feito pelo
nosso trabalho.

Sabe-se que compostos fendlicos sdo um conjunto de moléculas
antioxidantes ndo-enzimaticas capazes de combater os radicais livres, que, por sua
vez, em excesso, geram 0 processo denominado de estresse oxidativo. Estéo
largamente presentes em alimentos naturais, tais como frutos e folhas das mais
variadas espécies de plantas (ZEB, 2020). Nos vegetais, estes compostos sao
metabdlitos secundarios provenientes das vias pentoses fosfato, chiquimato e
fenilpropandides, podendo ser encontrados na forma livre ou ligados a aguUcares
(glicosideos) e proteinas (BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006).

Estes constituintes fendlicos fazem parte dos grupos de fitoquimicos de maior
ocorréncia, abrangendo desde moléculas simples até outras de alto grau de
polimerizacdo. Possuem consideravel importancia fisiolégica e morfolégica,
desempenhando um importante papel no crescimento e reproducéo, além de prover
protecdo contra patdégenos e predadores. Nas frutas e legumes, estes compostos
Sao responsaveis por caracteristicas sensoriais como cor, sabor (adstringéncia) e
aroma (BERNAL et al., 2011; SOARES, 2002).

Como parte dos objetivos deste trabalho, foram realizados ensaios quimicos
para os dois extratos a fim de determinarmos o conteddo de fendlicos totais, a
atividade sequestradora de radicais livres e a identificacdo e quantificacdo destes
compostos fendlicos. O conteudo de fendlicos totais para o extrato EHLSM (de
1.485,6 £ 0,51 mg EAG/M00 g) foi alto quando comparado a outros estudos que
utilizaram as folhas de S. mombin Linn. para extracdo por outros métodos, como
extracdo com soxhlet, assistida por ultrasson, fluido supercritico e até mesmo
liofilizacdo, tendo alcoois (etanol, metanol) como co-solventes em diferentes
propor¢cdes (CABRAL et al., 2016; CRISTOFOLI et al., 2019).

Interessantemente um estudo feito por Pereira (2017) quantificou o contetdo
de fendlicos totais no extrato da casca de S mombin Linn. em quantidade
equivalente a 1.900 mg EAGA00 g. Ja o conteudo de fendlicos totais para o extrato
EHLST (de 2.810,6 + 0,80 mg EAG/00 g) também foi alto em comparagao a outros
estudos que utilizaram as folhas de S. tuberosa Arruda para extragcao por outros
métodos (CORDEIRO et al., 2018; UCHOA et al., 2015). Um estudo desenvolvido

por Ribeiro e colaboradores (2019) cita o contetdo de fendlicos totais em valores de
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1.775 mg EAG/100g em extrato obtido da casca deste fruto. Sendo assim, nosSsos
resultados obtidos neste ensaio se equiparam aos encontrados na literatura.

Apés a avaliagdo de conteudo de fendlicos totais, fomos analisar a
capacidade sequestradora de radicais DPPHe para os extratos EHLSM e EHLST,
que apresentaram uma CEso de 106,39 + 11,13 ug/mL e 270,81 + 51,65 pg/mL,
respectivamente, e o acido ascoérbico, composto padrdo-ouro em analises de
atividade antioxidante, teve sua CEsp = 5,87+ 0,249 pg/mL. Os valores descritos na
literatura para os extratos obtidos de S. mombin Linn. e S. tuberosa Arruda séo
bastante variaveis conforme o método de extracdo (aquoso, hidroalcodlico,
hexanico), parte da planta utilizada (folhas, casca, polpa dos frutos) e até mesmo
emprego da metodologia de analise e compostro-padrao utilizado (COELHO, 2015;
CRISTOFOLI et al., 2019; OMENA et al., 2012; PEREIRA, 2017; RIBEIRO et al.,
2019; RUFINO et al., 2010). Todavia nossos resultados demonstram que os extratos
apresentam boa capacidade antirradicalar a partir da metodologia empregada.

Analisados o conteudo de fendlicos totais e a capacidade sequestradora de
radicais DPPHe+ dos extratos EHLSM e EHLST, fomos em busca de identificar e
quantificar os compostos fendlicos presentes nas amostras de acordo com a
literatura que indica a presenca de varios compostos fendlicos em extratos obtidos
de S. mombin Linn. e S. tuberosa Arruda em varias partes das plantas (GUEDES et
al., 2020; REY-BLANES et al., 2020; SIQUEIRA et al., 2016) através da metodologia
de cromatografia liquida de alta eficiéncia. Para o extrato EHLSM, a rutina (57,2
mgQ), o acido salicilico (8,8 mgg) e a quercetina (8,0 mgq) foram os compostos
fendlicos encontrados em maior quantidade. Obtivemos um resultado quantitativo de
compostos fendicos de valor ndo tdo expressivo para o extrato EHLST, sendo os
compostos &cido cafeico (4,2 mgAg), acido salicilico (4,2 mgfg), éacido 3,4-
dihidroxibenzodico (3,2 mg/Q) e miricetina (3,2 mg4g) encontrados e quantificados em
maior quantidade.

Destacamos que devem existir outros compostos fendlicos que nao foram
pesquisados entre os padrdes disponiveis no momento da execucdo dos ensaios.
Os compostos fendlicos encontrados em nosso estudo sdo também descritos em
analises cromatogréaficas de outros trabalhos que fizeram esta pesquisa (GUEDES
et al.,, 2020; REY-BLANES et al.,, 2020; RUFINO et al., 2010; SIQUEIRA et al.,

2016), corroborando com o método aplicado. Além do mais, os compostos fendlicos
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encontrados em nossos extratos estdo descritos na literatura ndo somente pelo
potencial antioxidante que os mesmos apresentam, mas também por demonstrarem
atividade antisenescente em cultura de células e anti-aging em modelo animal em
estudos variados.

Compostos como rutina (LIU et al., 2023; SAAFAN et al., 2023), quercetina
(EL-FAR et al., 2020; LU et al.,, 2006), acido 3,4-dihidroxibenzoico (também
conhecido como &cido protocatecuico) (KRZYSZTOFORSKA et al., 2019), &cido
caféico (KHOSHDEL et al.,, 2022; SAENNO et al., 2022), acido elagico (RAHIMI;
ASKARI; MOUSAVI, 2018, 2019) e acido p-cuméarico (DAROI; DHAGE; JUVEKAR,
2022; HUANG et al.,, 2020) quando testados de forma isolada demonstraram
atividade sobre a senescéncia celular e em animais envelhecidos através da
utilizacdo de D-galactose em diferentes escopos de publicacdo, o que valida ainda
mais esse modelo, bem como a utilizacdo de polifendis para atenuar esses
processos relacionados.

Outros compostos como catequina (LEE et al., 2020; TANIGAWA et al.,
2014), miricetina (CHEN et al., 2023; XIE et al., 2023), acido salicilico (CHEN et al.,
1995; MERINVILLE et al., 2010), acido trans-cinamico (HSEU et al., 2018), acido
sinapico (HUANG et al., 2020), acido siringico (RYU; NA, 2018), acido vanilico
(OSORIO-PAZ et al., 2023) e acido ferulico (HAHN et al., 2016; LI et al.,, 2021)
também demonstraram isoladamente atividade sobre a senescéncia celular por
outros métodos de inducéo (como radiacdo ultravioleta ou incubacdo com H2032) e
em animais envelhecidos para estudos relacionados principalmente com o
fotoenvelhecimento e envelhecimento cutaneo, geroprotetor e ortopédico por causar,
dentre outros eventos, estresse oxidativo.

Outro composto encontrado em nossa analise cromatografica foi o acido 4-
hidroxibenzéico. Estudos ainda seguem em andamento para entender melhor a
atividade biologica deste componente, bem como de seus derivados. Todavia a
literatura ja relata que esse polifenol € capaz de agir como um antioxidante
mitocondrial e como modulador da senescéncia celular em cultivo de fibroblastos,
tendo seus estudos baseados em fotoenvelhecimento e envelhecimento cutdneo
(por inducéo de estresse oxidativo via H202 e senescéncia replicativa), testatos de
forma isolada ou presente em consideravel quantidade em extratos de plantas
(FERNANDES et al., 2022; OLIVEIRA et al., 2018; WOO et al., 2022). Esses dados

74



em conjunto oferecem subsidios para fundamentarmos que essas substancias (que
estdo presentes em nossos extratos) agem em sinergismo, resultado nos dados
obtidos em nossos experimentos com cultivo primario de RAECs sobre viabilidade
celular, SA-B-gal e producéo de anions superoxido.

Uma das possiveis explicagcdes para nossos resultados quimicos obtidos
deve-se aos processos empregados para extragcdo dos constituintes: extracao
hidroalcoolica (etanol:agua) seguida de liofilizacdo. Tais processos sao largamente
empregados em estudos com frutos e cascas de frutos (MARQUES, 2008; SILVA,
2021). A técnica de extracdo hidroalcoodlica € a mais empregada dos processos de
extracao solido:liquido, utilizando-se da 4gua como solvente universal e um &alcool
(podendo ser etanol, metanol etc) sob particbes variadas para se extrair compostos
fenolicos de interesse (NEVES et al., 2020).

A liofilizacado € um processo no qual a 4gua € sublimada pela passagem direta
do estado sélido (gelo) para o vapor, omitindo assim o estado liquido, formando uma
camada seca. E amplamente utilizado para a estabilizacdo de alimentos de alta
qualidade, materiais biolégicos e produtos farmacéuticos, como proteinas, vacinas,
bactérias e células de mamiferos. No processo, a qualidade do produto seco
(propriedades biolégicas, nutricionais e organolépticas) é mantida isso se deve ao
fato de que o congelamento da agua no material antes da liofilizac&o inibe processos
qguimicos, bioquimicos e microbiologicos. Portanto, o sabor, o cheiro e o contetudo de
varios nutrientes ndo mudam (NOWAK; JAKUBCZYK, 2020).

Visto que os extratos EHLSM e EHLST demonstram positividade para
compostos fendlicos e devido ao efeito antirradicalar observado, fomos investigar se
0s mesmos tinham influéncia na viabilidade celular, conseguiriam reduzir o estado
de senescéncia celular em cultivo primario de RAECs (que tiveram a inducédo da
senescéncia através da incubacdo com D-galactose) por reduzirem a exacerbacao
de producéo de EROs.

Evidéncias tém demonstrado que o estresse oxidativo € um regulador chave
da senescéncia celular, consequentemente levando ao envelhecimento (PORSH,;
SIMAS; GRANZOTI, 2019). Um modelo que vem sendo bastante estudado € o da
incubacdo com D-galactose em cultura de células e a concentracéo efetiva estudada

para se alcancar um estado de senescéncia em células endoteliais por aumento dos
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niveis de EROs é de 20 mg/mL por um periodo de 48 horas (LEE et al., 2020; QIAO
et al., 2020; XU et al., 2020).

Nossos ensaios com RAECs isoladas se basearam na divisdo de dois grupos,
onde o grupo Basal era tratado com os extratos EHLSM ou EHLST na auséncia de
D-gal e o grupo D-Galactose, no qual as células eram desafiadas com o acguUcar e
tratamento com os extratos EHLSM ou EHLST em diferentes concentracdes. Dados
corroboram com nossos experimentos, que mostram que a incubacédo de células
com D-gal é capaz de reduzir a viabilidade celular (LEE et al., 2020; WANG et al.,
2022; XU et al., 2020). Xu e colaboradores (2021) mostraram que, ao analisar a
viabilidade celular do extrato da semente de uva em células controle e senescentes
por citometria de fluxo, 90% das células encontrava-se viavel no grupo controle e
19% no grupo das células senescentes tratado com o extrato. Em nossos resultados
observamos que tanto no grupo Basal quanto no grupo D-Galactose, os extratos
EHLSM e EHLST reduziram a viabilidade celular apenas nas maiores concentracdes
estudadas. Todavia nas maiores concentracfes dos extratos também obtivemos
reducdo da senescéncia celular e de producdo de anions superoxido, sobretudo no
grupo D-Galactose.

Fatores intrinsecos ao ensaio do MTT podem também estar relacionados,
como a concentracdo de células no meio, osmolaridade, soro fetal bovino etc (RISS
et al.,, 2016). Além disso, se observa também que uma alta concentracdo de
compostos fendlicos e tempo de exposicdo relativo pode induzir apoptose e isto
pode ser indicativo de citotoxicidade (BARIZAO et al., 2021; MENG et al., 2022).
Estudos mais robustos como os de proliferacao celular (ki-67), e de marcacao dupla
de viabilidade e apoptose (anexina V + iodeto de propidio) por citometria de fluxo ou
o ensaio do MTT em diferentes tempos fazem parte do arcabouco experimental de
estudos complementares nessa area (CHEN; ZHAO; YU, 2016; GHASEMI et al.,
2021; MEI et al., 2019).

A partir da observacgédo dos ensaios de viabilidade celular, fomos analisar se
esses teriam a capacidade de reduzir a senescéncia celular pelo ensaio de SA-B-gal,
considerado o marcador da senescéncia (DEBACQ-CHAINIAUX et al., 2009). O
ensaio da B-galactosidase associada a senescéncia (SA-B-gal) é muito atil para
testar se diferentes condigbes ou compostos podem induzir ou inibir o aparecimento

de células senescentes. Além disso, pode ser usado para estudar o aparecimento de
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células senescentes apods diferentes tipos de estresse e para identificar os potenciais
efeitos protetores antisenescente dos compostos (ITAHANA, K.; ITAHANA, Y.,
DIMRI, 2013).

A observacdo da inducéo de senescéncia celular analisada em nosso estudo
corrobora com a literatura, enfatizando que a D-galactose possui tal capacidade
(HOU et al., 2019; WU et al., 2017). Nossos resultados mostraram que a incubacéo
com os extratos EHLSM e EHLST no grupo Basal ndo demonstraram alterar o
estado senescente das células indicado pela atividade lisossomal da SA-B-gal
inalterada naquela condicdo experimental. No grupo D-Galactose, o tratamento com
0os extratos EHLSM e EHLST foi capaz de reduzir o percentual de senescéncia
celular induzido pelo D-gal, indicando que os mesmos demonstram atividade anti-
senescente. A literatura mostra que estudos com extratos e compostos isolados
reduzem o percentual de células senescentes, aliando-se ao ensaio da SA-B-gal,
marcadores celulares complementares, como a avaliagdo do ciclo celular e das
proteinas envolvidas nessa via, como as proteinas p53, p21, p16 e pRb (DU et al.,
2019; GUO; WU; XU, 2019; WANG et al., 2020).

Seguindo esse método indutivo, e sabendo que os extratos diminuem a
senescéncia celular no grupo D-Galactose e ndo alteram a condicdo basal de
senescéncia, analisamos se esses extratos seriam capazes de reduzir o estresse
oxidativo observado na senescéncia celular gerada neste modelo de inducédo e
também sob condicbes onde ndo haveria exposicdo ao agente indutor da
seneséncia. Para isto recorremos ao ensaio do DHE para quantificarmos a producéo
de anions superoéxido.

Observamos que no grupo Basal, o tratamento com os extratos EHLSM e
EHLST promoveram um aumento da producdo de anions superéxido. No grupo D-
Galactose observamos que os extratos EHLSM e EHLST foram capazes de reduzir a
producdo de anions superoxido aumentadas quando as células foram desafiadas
com D-gal. Sendo assim, nossos resultados demonstram dois efeitos distintos no
tratamento com os dois extratos sob a produgdo de anions superéxido na auséncia
ou presenca do agente indutor da senescéncia em cultivo primario de RAECs. Tais
efeitos necessitam de maior esclarecimento a nivel molecular.

A literatura mostra que produtos naturais (fendlicos ou de outras classes de

metabdlitos secundérios), possuem capacidade de modular a sintese efu
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degradacdo de EROs e ERNSs para sinalizacao celular, seja em estado patolégico ou
saudavel (CHEDEA et al., 2021; RAJASHEKAR, 2023). Em estudos de varias linhas
de pesquisa é demonstrado que os compostos fendlicos podem assumir papel dual
de serem antioxidantes ou pro-oxidantes de acordo com estado de estresse ou
injaria celular, tempo de exposicédo e concentracdo (GOUTZOURELAS et al., 2014;
SPISSU et al.,, 2022). Contudo, vale destacar que na senescéncia o papel dos
compostos fendlicos é de carater antioxidante, debelando a producéo excessiva das
espécies radicalares e promovendo atenuacdo dos danos celulares (DU et al., 2019;
WANG et al., 2020).

Varios extratos tem capacidade antisenescente por reducdo do estresse
oxidativo e que os compostos fendlicos presentes nestes extratos sdo 0s principais
componentes responsaveis por debelarem as EROs. Tal reducéo reflete diretamente
na atenuacdo da senescéncia celular (HUO et al., 2018; MOADDEL et al., 2022;
SONG et al., 2014; SHAKERI et al., 2018; XU et al., 2021). Nossos dados refletem
os primeiros indicios de estudos com extratos obtidos da casca do fruto de arvores
do género Spondias spp., evidenciando ainda mais a relacdo entre estresse
oxidativo e senescéncia e a capacidade antioxidante de substéancias em refrear
estes processos.

Contudo, estudos complementares sao necessarios para maiores
investigacdes acerca da acdo dos extratos EHLSM e EHLST sobre a regulacédo da
expressdo de enzimas antioxidantes (como SOD, CAT e regulacdo via Nrf2),
investigacdo das vias enddgenas de producdo de EROs (como a NOX e
mitocdndria, principalmente), além dos danos lipidicos e no material genético,
investigacdo da via de transcricdo (NFkB) de citocinas pré-inflamatérias (Tnf-a, IL-1
e IL-6) e andlise do ciclo celular através das principais proteinas envolvidas nessa
via (p16, p21, p53 e pRb).

Sendo assim, tendo nossas hipoteses postuladas e testadas, podemos inferir
gue os extratos EHLSM e EHLST demonstraram atividade antisenescente em
RAECs desafiadas com D-galactose, e que esta atividade pode estar relacionada,

dentre outros eventos, com a capacidade antioxidante dos extratos.
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6. CONCLUSOES

Os resultados deste estudo demonstram que os extratos EHLSM e EHLST:

e Sao ricos em compostos antioxidantes com potente atividade
antirradicalar

e Demonstram baixa toxicidade em cultivo primario de células endoteliais
isoladas da artéria aorta de ratos.

e Diminuem o percentual de células senescentes frente ao modelo de
inducdo de senescéncia por D-galactose em células endoteliais isoladas da
artéria aorta de ratos

e Reduzem o estresse oxidativo ocasionado pelo modelo de inducéao de

senescéncia D-galactose em células endoteliais isoladas da artéria aorta de ratos.
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Anexo |

Universidade Universidade Federal da Paraiba

Federalda (3% Comissé&o de Etica no
Paraiba CEUA Uso de Animais

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Avaliacdo dos efeitos dos extratos de Spondias mombin/lutea Linn (caja) e
Spondias tuberosa Arruda (umbu) em modelo de senescéncia induzida por D-Galactose em células endoteliais
isoladas da artéria aorta de ratos (RAECs)", protocolada sob o CEUA n? 9236061222 (b 001923), SOb a responsabilidade
de Isac Almeida de Medeiros e equipe; Islania Giselia Albuquerque Gongalves; Javanyr Frederico de Souza Junior -
que envolve a producdo, manutencao e/ou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata
(exceto 0 homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - estd de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de
outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho
Nacional de Controle da Experimentacéo Animal (CONCEA), e foi APROVADA pela Comisséo de Etica no Uso de
Animais da Universidade Federal da Paraiba (CEUA/UFPB) na reunido de 19/07/2023.

We certify that the proposal "Evaluation of the effects of Spondias mombin/lutea (caja) and Spondias tuberosa Arruda
(umbu) e.x.t.r.a.c.ts in model of senescence induced by D-Galactose in endothelial cells isolated f.r.o.m the aortic
artery of rats (RAECs)", utilizing 21 Heterogenics rats (21 males), protocol number CEUA 9236061222 (0 001923), under
the responsibility of Isac Almeida de Medeiros and team; Islania Giselia Albuquerque Gongalves; Javanyr Frederico
de Souza Junior - which involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum
Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching - is in
accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the
National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was APPROVED by the Ethic Committee on
Animal Use of the Federal University of Paraiba (CEUA/UFPB) in the meeting of 07/19/2023.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)

Vigéncia da Proposta: de 01/2023 a 12/2023  Area: Ciéncias Farmacéuticas

Origem: Unidade de Produgao Animal IPeFarM
Espécie: Ratos heterogénicos sexo: Machos idade: 4 a 8 semanas Quantidade: 21
Linhagem: Rattus Norvegicus - Wistar Peso: 250 a300g

Jodo Pessoa, 19 de julho de 2023

Jowat CAow -1

Prof. Dr. Luiz Henrique César Vasconcelos Profa. Dra. Glaucia Verissimo Faheina Martins
Coordenador da Comissao de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenadora daA(r::i)nTal?ssao de Etica no Uso de
Universidade Federal da Paraiba Universidade Federal da Paraiba

Cidade Universitaria, s/n - Castelo Branco Ill Prédio da Reitoria - Gabinete da Vice-reitoria - CEP 58051-085 - Jodo Pessoa/PB - tel: 55 (83)
3216-7155
Horério de atendimento: 22 a 62 das 14 as 17h : e-mail: ceua@ufpb.br
CEUA N 9236061222
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Ministério do Meio Ambiente ]
CONSELHO DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO

SISTEMA NACIONAL DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL ASSOCIADO

Comprovante de Cadastro de Acesso
Cadastro n2 A3C0A3F

A atividade de acesso ao Patriménio Genético, nos termos abaixo resumida, foi cadastrada no SisGen,
em atendimento ao previsto na Lei n® 13.123/2015 e seus regulamentos.

Numero do cadastro: A3COA3F

Usuério: Universidade Federal da Paraiba
CPF/CNPJ: 24.098.477/0001-10

Objeto do Acesso: Patriménio Genético

Finalidade do Acesso: Pesquisa

Espécie

Spondias mombin Linn

Titulo da Atividade: Estudo do potencial terapéutico da Spondias mombin Linn em ratos
Equipe

Islania Giselia Albugerque Gongalves Universidade Federal da Paraiba

Isac Almeida de Medeiros Universidade Federal da Paraiba

Robson Cavalcante Veras Universidade Federal da Paraiba

Mathania Silva de Almeida Rezende Universidade Federal da Paraiba

Mikelly Andrade da Silva Universidade Federal da Paraiba

Javanyr Frederico de Souza Junior Universidade Federal da Paraiba

Data do Cadastro: 20/08/2023 17:41:17

Situacédo do Cadastro: Concluido

Conselho de Gestao do Patriménio Genético
Situagéo cadastral conforme consulta ao SisGen em 17:41 de 20/08/2023.

YA/ SISTEMA NACIONAL DE GESTAO
DO PATRIMONIO GENETICO
W E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL
IANIAN ASSOCIADO - SISGEN
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SISTEMA NACIONAL DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL ASSOCIADO

Atestado de Regularidade de Acesso
Cadastro n2 AOBD05B

O Conselho de Gestdo do Patriménio Genético, no exercicio da competéncia conferida pelo inciso IV do §
1° do art. 6° da Lei n° 13.123/2015, atesta que o acesso ao Patrimdnio Genético, referente ao cadastro abaixo
identificado e resumido, cumpriu os requisitos da Lei n°® 13.123/2015 e seus regulamentos até a data de emisséo
deste atestado.

Numero do cadastro: AOBDOSB

Usuério: Universidade Federal da Paraiba
CPF/CNPJ: 24.098.477/0001-10

Objeto do Acesso: Patriménio Genético

Finalidade do Acesso: Pesquisa

Espécie

Spondias tuberosa

Titulo da Atividade: Estudo do potencial terapéutico da Spondias tuberosa Arruda em ratos
Equipe

Islania Giselia Albugerque Gongalves Universidade Federal da Paraiba

Mikelly Andrade da Silva Universidade Federal da Paraiba

Mariana Freire Caetano de Figueiredo Universidade Federal da Paraiba

Javanyr Frederico de Souza Junior Universidade Federal da Paraiba

Robson Cavalcante Veras Universidade Federal da Paraiba

Isac Almeida de Medeiros Universidade Federal da Paraiba

Karina Carla de Paula Medeiros Universidade Federal do Rio Grande do Norte
Data do Cadastro: 01/08/2023 18:29:30

Situagéo do Cadastro: Concluido

Conselho de Gestao do Patriménio Genético
Situagéo cadastral conforme consulta ao SisGen em 18:33 de 01/08/2023.
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