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BIOPROSPECCAO DE COMPOSTOS NATURAIS DA CAATINGA CAPAZES DE
AUMENTAR A LONGEVIDADE E A RESISTENCIA AO ESTRESSE EM Tenebrio

molitor

RESUMO

Em condicgdes fisioldgicas normais ha um equilibrio entre as espécies reativas de oxigénio
(EROS) e os antioxidantes. As EROS sdo agentes estressores que causam sérios danos
celulares, com isso podem antecipar ou intensificar o envelhecimento das células. Assim, é
importante a busca de novas fontes de moléculas antioxidantes. Buchenavia tetraphylla
(Combretaceae) é uma espécie neotropical, sendo uma planta etnomedicinal utilizada por
comunidades tradicionais da regido Nordeste do Brasil. O objetivo deste estudo foi avaliar a
atividade antioxidante in vitro e in vivo de extratos organicos de folhas de B. tetraphylla. Para
a obtencdo dos extratos foram utilizados diferentes solvente organicos em série eluotropica,
gerando os extratos hexanico (CHX), cloroférmico (CLO), de acetato de etila (ACE) e
metanolico (MeOH). A atividade antioxidante in vitro dos extratos foi investigada utilizando
metodologias como o0s ensaios ABTS e DPPH. Os conteudos de compostos fenolicos e
flavondides também foram determinados. Foi também analisado a acdo hemolitica. Em todos
0s ensaios citados acima, o extrato metanolico apresentou o melhor resultado. Diante desse
resultado foi realizado o fracionamento deste extrato (utilizando coluna de sephadex), onde
foram obtidas 09 fracdes denominadas de A a I. Foram realizados nestas fracfes 0s mesmos
ensaios citados acima onde observamos que os melhores resultados foram obtidos com as
fragdes D e C. Posteriormente, foi analisado a capacidade protetora do extrato/fragdes in vivo
contra o estresse oxidativo induzido por Escherichia coli em larvas de Tenebrio molitor.
Neste ensaio, os melhores resultados foram observados para a fragdo D e o extrato, 0s quais
foram capazes de aumentar significantemente a sobrevivéncia das larvas. Portanto, estes
resultados estimulam novas pesquisas sobre aspectos farmacoldgicos e citotoxicos dos
extratos e fracOes de B. tetraphylla a fim de apoiar a sua aplicacdo como agente antioxidante.

Palavra-chave: Caatinga. Produtos naturais. Combretaceae. atividades antioxidante. EROS.



BIOPROSPECTION OF CAATING NATURAL COMPOUNDS ABLE TO INCREASE
LONGEVITY AND RESISTANCE TO STRESS IN Tenebrio molitor

ABSTRACT

Under normal physiological conditions there is a balance between reactive oxygen species
(ROS) and antioxidants. ROS are stress agents that cause serious cellular damage, so they can
anticipate or intensify the aging of cells. Thus, it is important the search for new sources of
antioxidant molecules. Buchenavia tetraphylla (Combretaceae) is a neotropical species, which
is an ethnomedicinal plant used by traditional communities of the Northeast region of Brazil.
This study aimed to evaluate the in vitro and in vivo antioxidant activities of organic extracts
of leaves of B. tetraphylla. In order to obtain the extracts, it was employed different organic
solvents in an eluotropic series, generating the hexane extract (CHX), chloroform extract
(CLO), ethyl acetate extract (ACE) and methanol extract (MeOH). The in vitro antioxidant
activity of each extract was investigated using ABTS and DPPH assays. The phenolic
compounds and flavonoids contents were also determined. Hemolytic activity was also
analyzed. In all the tests mentioned above, the methanolic extract presented the best result.
Thus, we performed the fractionation of this extract (using a sephadex column), where we
obtained 9 fractions denominated A to I. The same tests mentioned above were performed in
these fractions, where we observed that the best results were obtained with the fractions D and
C. Afterwards, we analyzed the in vivo protective capacity of the methanolic extract and
fractions D and C against the oxidative stress induced by Escherichia coli in Tenebrio molitor
larvae. The extracts and fraction D had the best activities as they significantly increased the
insect survival. Thus, these results stimulate new research on pharmacological and cytotoxic
aspects of extracts and fractions of B. tetraphylla in order to support their application as an

antioxidant agent.

Keyword: Caatinga. Natural products. Combretaceae. antioxidant activities. EROS.
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1 INTRODUCAO

O envelhecimento e suas desordens associadas sdo um dos maiores desafios a saude
humana. E reconhecido que a idade é o principal fator de risco para as doencas cronicas e,
devido ao aumento da idade da populagdo mundial, é necessario o desenvolvimento de novas
solugdes para reduzir os efeitos deletérios do envelhecimento e, portanto prolongar o tempo
de vida saudavel (JOHNSON, 2013).

De acordo com o Instituto de Pesquisa Econdmica Aplicada (Ipea) em parceria
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) a populacéo brasileira atingird seu apice
em 2030 com cerca de 206,8 milhGes de habitantes. Essa populacdo serd formada
predominantemente por idosos de 60 anos ou mais. Outra projecdo do IBGE indica que em
2055 a populacdo de idosos sera maior que a de criangas e jovens com até 29 anos (IBGE,
2014; Ipea, 2010).

Diversos agentes estressores sdo reconhecidos por antecipar ou intensificar o
envelhecimento, como por exemplo, as espécies reativas de oxigénio (EROS). Esses
compostos sdo produzidos fisiologicamente pela célula e desempenham funcées cruciais para
a manuteng@o da homeostase. Contudo, quando em excesso, seja por aumento na producédo ou
por falha nos mecanismos de remoc¢do, as EROS causam sérios danos celulares que podem
desencadear diversas doencgas, como o envelhecimento precoce e o cancer, e por fim provocar
a morte (VALKO, et al 2007). Retardar ou reduzir o aparecimento de varias doencas de fim
de vida poderia ter um beneficio muito maior do que tratamentos direcionados a cada doenca
especifica (MILLER, 2002).

A caatinga € um bioma exclusivo brasileiro localizado majoritariamente na regido do
semiarido nordestino, ocupando uma area de mais de 900 mil km2 com variada constituicdo
de fauna, flora e microbiota (NASCIMENTO, et al 2013). Nosso grupo tém demonstrado o
potencial biotecnoldgico de plantas provenientes da Caatinga, com especial foco nas acoes
antimicrobiana (DA SILVA, et al 2013; ARANDA-SOUZA, et al 2012 ) e antioxidante (DA
SILVA, et al 2011).

Diversos modelos experimentais tém sido utilizados para avaliar a acdo antioxidante
de novos compostos, dentre eles estdo aqueles que usam insetos como Tenebrio molitor
(cascidunho amarelo). Estes animais tém sistemas fisioldgicos conservados como 0sS

mecanismos relacionados a imunidade inata (producdo de espécies reativas e peptideos
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antimicrobianos, fagocitose, etc.). No entanto, T. molitor, como outros organismos, &
susceptivel aos danos oxidativos gerados pelo excesso de EROS, como ocorre na inflamagé&o.
Quando em excesso, as EROS podem interagir comprometendo fungdes diversas em tecidos e

orgdos com isso danificando carboidratos, proteinas, lipideos e acidos nucléicos.

No Brasil, larvas de T. molitor sdo amplamente utilizadas e comercializadas como
racao animal (aves e répteis) devido a sua facilidade de manuseio e curto ciclo de vida (HAN,
et al 2016). Estas caracteristicas tém favorecido o uso deste inseto como modelo alternativo
para estudos in vivo de patogenicidade e de toxicidade (McGONIGLE, et al 2016). Neste
trabalho foi avaliado o potencial antioxidante dos extratos brutos e fragdes do extrato bruto
metanolico da Buchenavia tetraphylla.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a capacidade de extratos de plantas endémicas da caatinga de incrementar a

longevidade e a resisténcia aos estresses oxidativo em Tenebrio molitor.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obter e avaliar o potencial dos extratos organicos de Buchenavia tetraphylla;
e Fracionar o extrato metandlico da B. tetraphylla;
e Analisar a atividade antioxidante dos extratos e fracdes de B. tetraphylla;

e Analisar a protecdo do extrato metandlico e fragdes contra o estresse oxidativo

causado por Escherichia coli inativada em larvas de Tenebrio molitor.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 PLANTAS MEDICINAIS

Ha milhares de anos vem se descobrindo que as plantas medicinais tém desempenhado
um papel fundamental na salde da populacdo em diversas culturas. O uso de plantas
medicinais tem alcangado seus objetivos pela medicina tradicional usada mundialmente e tem
apresentado sua importancia principalmente nos paises em desenvolvimento até os dias de
hoje. Da biodiversidade podemos extrair e/ou produzir alimentos, cosméticos e novos
materiais. Desde os tempos da civilizagdo humana dependemos diretamente de plantas
medicinais com suas propriedades terapéuticas que incluem produtos minerais, animais e
vegetais como fonte de nutrientes, no tratamento de doencas, na construcdo de moradias e na
confeccdo de vestimentas (SCHIAVON, 2015; FILHO, 2014; SILVA, et al 2012; AGRA, et
al 2008).

No Brasil, 0 uso de plantas medicinais tem sido utilizado como recurso terapéutico
muito importante para o tratamento de patologias. A Organizacdo Mundial de Saide (OMS)
avalia que muitas pessoas da populacdo no mundo fazem uso de plantas medicinais como
recurso natural para a salde. Esse uso frequente é principalmente em comunidades que tém
dificuldade de acesso ao medicamento alopatico, favorecendo o habito do uso de plantas
medicinais (LEITAO, et al 2013; BITU, et al 2015; COSTA, et al 2012; AMENI, et al
2015). Diante disso o uso de plantas para fins terapéuticos é tradicdo na medicina popular nas
regides brasileiras, por estd razdo o consumo € significativo quando se fala de medicamentos
fitoterapicos. Desta forma, o uso de planta para fins de pesquisa tem despertado interesse pelo
conhecimento de seus metabdlitos secundérios. Eles sdo de extrema importancia para o
desenvolvimento de um medicamento (SCHIAVON, 2015; MININEL, 2015).

As plantas possuem compostos bioativos importantes para o desenvolvimento de um
farmaco, que sdo chamados de compostos bioativos. Os compostos bioativos séo resultados
de influéncia fisica, quimica e bioldgica encontrados na natureza, esses compostos Sao
responsaveis pelos efeitos medicinais ou toxicos das plantas. Possuem também uma elevada
diversidade molecular devido aos processos de sintese quimica (FILHO, 2014; ALVES, et al
2008; SHER, 2009).

3.2 CAATINGA
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As florestas tropicais e subtropicais ocupam 40% do globo terrestre, entre as quais 42%
corresponde pelas florestas secas, onde esta inclusa a caatinga. O dominio da caatinga que se
localiza no Nordeste do Brasil, € conhecida por ser um local seco ocasionado pela ma
distribuicdo de chuvas na regido (MOREIRA, et al 2006; ALBUQUERQUIE, et al 2005).

E um dominio brasileiro que ocupa 11% do territério do Brasil e 60% da regido
nordestina, chegando a medir aproximadamente 900 mil km2 de dimensdo territorial, que
abrange os estados de Minas Gerais, Bahia, Sergipe, Alagoas, Pernambuco, Paraiba, Rio
Grande do Norte, Ceara e Piaui (Figura 1). Possui uma vasta diversificagdo em sua vegetacéo
e é uma flora pouco pesquisada e que possui varias espécies de arvores e arbustos. Estima-se
que esse dominio possui cerca de 159 familias, 1.141 géneros e 4.547 espécies vegetais.
Dessas, 318 espécies sdo consideradas endémicas (MOREIRA, et al 2006; FILHO, 2014).

Figura 1: Mapa do Brasil com a localizacdo do dominio Caatinga

Oceano
Atlantico

EXECUGAO:

Semiérido

Fonte:http://www.agencia.cnptia.embrapa.br/Repositorio/figura2biomacaatinga 000ge18
nkOh02wx50k0ylax2Imiwl2jd.jpg.

3.3 FAMILIA COMBRETACEAE


http://www.agencia.cnptia.embrapa.br/Repositorio/figura2biomacaatinga_000ge18nk0h02wx5ok0ylax2lmiwl2jd.jpg
http://www.agencia.cnptia.embrapa.br/Repositorio/figura2biomacaatinga_000ge18nk0h02wx5ok0ylax2lmiwl2jd.jpg

17

A familia botanica denominada de Combretaceae esta inserida na classe das Myrtales,
que consiste em 20 géneros e aproximadamente 400 espécies de arvores, arbustos ou lianas,
as vezes com troncos eretos e monopodiais sustentando uma séria de ramos horizontais e
simpodiais. Predominantemente ocorrem em areas tropicais e subtropicais e estdo largamente
nas regides da Asia, Africa ocidental e regido nordeste do Brasil (SOUSA, 2010; GLORIA,
2014; LINSINGEN, et al 2009).

SILVA, etal (2005), descreve essa familia da seguinte forma:

Arvores, arbustos ou subarbustos geralmente escandentes. Folhas opostas ou
alternas, simples, inteiras, pecioladas, sem estipulas, com indumento de tricomas
combretaceo-compartimentados,  escamiformes ou  glandulas  pedunculadas.
Inflorescéncias em espigas, paniculas de espigas, racemos ou paniculas, terminais ou
axilares, as vezes capitadas. Bracteas muitas vezes presentes. Flores actinomorfas ou
zigomorfas, frequentemente hermafroditas, raramente diclinas, tetrdmeras ou
pentdmeras; hipanto dividido em duas partes, a inferior envolvendo o ovério e a superior
em tubo curto ou alongado, terminando nos lobos do calices. Lobos do célice 4 ou 5, as
vezes pouco desenvolvidos. Pétalas 4,5 ou ausentes pequenas ou conspicuas, inseridas
entre os lobos do célice. Estames geralmente 8 ou 10, inseridos em 2 verticilos,
exsertos, as vezes com filetes curtos, anteras versateis ou adnatas aos filetes, rimosas.
Disco nectarifero bem desenvolvido ou nulo. Ovério infero ou semi-infero
(Strephnonema), unilocular, 2-6 6vulos péndulos. Fruto indeiscente, seco ou carnoso,

as vezes 2-5 alado. Sementes sem endosperma, cotilédones convolutos ou plicados.

Dos 20 géneros da familia Combretaceae, cinco géneros sdo nativos do Brasil:
Buchenavia, Combretum, Conocarpus, Terminalia e Thiloa. Muitas espécies pertencentes a
estes géneros sdo utilizadas tradicionalmente para tratar dores abdominais, conjuntivite,
Ulceras gastricas, hemorragias, doencas de pele, cancer, infeccdes bacterianas, febre, dores de
cabeca e doencas venérias. Diante disso, ha interesse em realizar estudos cientificos para
comprovar que extratos e compostos isolados desta familia apresentam fortes atividades
bioldgicas, tais como: antimicrobiana, anti-inflamatoria, ansiolitica, antioxidante, citotdxica e
antiprofilerativa (MININEL, 2015; SOUSA, 2010; BESSONG, et al 2005; GLORIA, 2014).

Pesquisas desenvolvidas com a espécies do género Buchenavia vém aumentando e ja se
descobriu, por meio de isolamento e identificacdo de compostos, que possuem propriedades
bioldgicas conhecidas, tais como taninos, terpenos, flavonoides, carboidratos, triterpenos,
entre outros. Estes compostos sdo 0s responsaveis por apresentarem propriedades bioldgicas

comprovadas por essas pesquisas. Estudos recentes envolvendo espécies do género
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Buchenavia tém evidenciado propriedades antimicrobianas e antioxidantes referentes aos
extratos e também aos compostos isolados (OLIVEIRA, et al 2012; FILHO, 2014).

3.4 BUCHENAVIA TETRAPHYLLA

Buchenavia tetraphylla é conhecida popularmente no Brasil como “Tanimbuca”,
utilizada por grupos indigenas e tradicionais comunidades da regido Nordeste do Brasil e esta
relacionada como uma planta etnomedicinal. Essa espécie apresenta ramos dispersos e
totalmente horizontais, é uma grande arvore de tronco reto e folhagem esparsa, com folhas
pequenas verdes e amarelas possuindo galhos pequenos e eretos (Figura 2). Em pesquisas
realizadas com extrato das folhas desta planta foi comprovada um potencial antimicrobiano
em leveduras (OLIVEIRA, et al 2012; Weaver, 1991; FILHO, 2014).

Figura 2. Folha e fruto da Buchenavia tetraphylla.

Fonte:http://biogeodb.stri.si.edu/bioinformatics/dfmfiles/files/c/19239/19239.JPG

3.5 COMPOSTOS ANTIOXIDANTES

Os antioxidantes sdo substancias que interagem com os radicais livres, bloqueando o
processo oxidativo e desta forma retarda ou inibi as EROS e contudo, o equilibrio entre os
radicais livres e o sistema de defesa antioxidante sdo essenciais para a contribuicdo de uma

maior longevidade. O organismo desenvolveu mecanismos de defesa para evitar os danos
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caudados pelos processos oxidativos. Esses classificados em dois mecanismos de defesa que
podem bloquear ou retardar danos causados pelos radicais livres: enzimaticos e néo-
enzimaticos. Os enzimaticos sdo aqueles presentes em nosso organismo e sdo ativados por
estimulos e os ndo-enzimaticos sdo adquiridos pela dieta (FILHO, 2014; VARGAS, et al
2008; RENZ, 2003).

A acdo dos antioxidantes pode ser acompanhado por variados mecanismos, desde a
remocao de oxigénio, sequestro dos metais catalisadores da formacdo de radicais livres,
aumento de producdo de antioxidante enddgenos ou mesmo a interacdo de mais de um
mecanismo (RENZ, 2003).

Os compostos fendlicos possuem caracteristicas antioxidantes por terem fungdo quimica
e apresentar propriedades redutoras. Essas substancias pertencem a uma classe de compostos
que inclui uma grande diversidade de estruturas, simples e complexas, que possuem pelos
menos um anel aromético no qual, a0 menos, um hidrogénio é substituido por um grupamento
hidroxila (Tabela 1). Esta classe abrange as xantonas, flavondides, lignanas, antraquinonas,

taninos, cumarinas, dentre outras (SIMOES, et al 2001).

TABELA 1. Classificacdo dos compostos fenolicos.

ESQUELETO BASICO CLASSE DE COMPOSTOS FENOLICOS
C6-C1-C6 Xantonas
C6-C3-C6 Flavonoides
(C6-C3)2 Lignanas
C6-C2-C6 Antraquinonas
(C6-Cl)n Taninos
C6-C3 Cumarinas

Os flavondides representam um dos metabolitos secundarios mais importantes entre
compostos fendlicos de plantas medicinais (Figura 3). Encontram-se flavonoéides em diversas
formas estruturais e funcdes como, protecdo contra os raios ultravioleta, antioxidantes,
antimicrobiana. As agles antioxidantes que os flavonoides contribuem séo de reduzir os
niveis de radicais livres e protecdo das células contra os fendmenos da peroxidacdo das
membranas lipidicas neutralizando o estresse oxidativo (SIMOES, 2001; RODRIGUES,
2016).
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Figura 3. Estrutura basica dos flavonoides.

Fonte: https://openi.nlm.nih.gov/imgs/512/324/3203913/PMC3203913 1TX-4-114-9g001.png

3.6 ESTRESSE OXIDATIVO

O estresse oxidativo € um desequilibrio metabolico entre os sistemas pré e antioxidante
do organismo, que é causado pelas EROS — espécies reativas de oxigénio. As EROS sdo
moléculas altamente reativas por terem um par de elétrons ndo pareados na Ultima camada,
com isso tornam-se potentes agentes oxidantes. As EROS, como o radical hidroxila (OHe),
peroxido de hidrogénio (H202) e anion superoxido (O2e-), sdo resultantes do metabolismo
celular normal e tem um papel importante no funcionamento e sinalizagdo celular
(OLIVEIRA, 2012; PEDROSA, 2013; MACHIELA, et al 2016).

No entanto, devido a sua reatividade, em altas concentracBes podem comprometer
funcBes diversas de tecidos e 6rgaos danificando carboidratos, proteinas, lipideos e acidos
nucléicos, isso contribui para o desenvolvimento de vérias patologias, como cancer,
envelhecimento, diabetes, doencas cardiovasculares e outras doengas degenerativas em
humanos (MACHIELA, et al 2016; RUIZ, et al 2016).

Normalmente ocorre a produgédo de EROS em nosso organismo como uma forma de
preservacdo de varias fungdes fisioldgicas. 1sso acontece para manter seu funcionamento
normal, com isso 0 nosso organismo utiliza reagdes de Oxido-reducdo em alguma ou varias
etapas do seu processo (Figura 4). Por outro lado, 0 nosso organismo produz enzimas e
moléculas que neutralizam essas EROS produzidas em excesso, mantendo a homeostase

redox, chamada de regulacdo redox. Em condi¢fes normais, o sistema antioxidante dos
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organismos aerobios é capaz de inibir os efeitos nocivos das EROS (MACHIELA, et al 2016;
OLIVEIRA, 2012).

Figura 4. Fontes Endogenas e Exdgenas produtoras de espécies reativas.

Fontes Endogenas de ER
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3.6.1 Formacdo de Espécies Reativas de Oxigénio - EROS

De acordo com sua configuracdo eletrdnica, o0 oxigénio recebe um elétron de cada vez
tornando-o compostos reativos. Os radicais superoxido (O2¢-) sdo 0s primeiros a se formarem
reduzindo o oxigénio até a agua e formando também uma hidroxila (HOe), sendo
transformado a parti dele outros EROS. A hidroxila é uma dos oxidantes mais potentes, pode
passar pela membrana e reagir com moléculas como lipideos insaturados e DNA (RENZ,
2003).

- - - - - + - +
O, e Oy e+2H HO, e+H OHe e +H H,O
A,0
Outras transformacgdes de EROS podem ser formadas na mitocondria, como a oxidacgdo da
semiquinona a partir da ubiquinona. Pode observar na equagéo abaixo:
O, +UgH* —— O; +Uq+H"

Reacdes de formagdes EROS no reticulo endoplasmaético a partir da citocromo Pgso € a

partir da flavoproteina NADPH-Citocromo Pyso redutase:

O, +Fe?" — > O, +Fe®

Reac0es de formacdo de EROS no citosol pela enzima xantina oxidase (RENZ, 2003):
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O, + xantina —» Oy +acido urico

3.6.2. Mecanismos de defesa antioxidante enzimaticos e ndo enzimaticos

O sistema antioxidante classifica-se em enzimatico e ndo enzimético. O enzimético sao
substancias que neutralizam os radicais livres, reduzindo-os pela adigdo de um elétron do ion
hidrogénio, como superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase
(GPX) (MICHIELA, et al 2016).

A superoxido dismutase (SOD) transforma dois anions radicais superoxido em um
peroxido de hidrogénio. Ndo penetra nas células e possui uma meia vida curta e sua agdo esta
na destruicdo do O,". Dependendo do metal associado @ SOD pode ocorrer de trés formas: Fe
em bactérias, Cu e Zn no citoplasma de eucariontes e Mn na matriz mitocondrial (RENZ,
2003; BEZERRA, et al 2015; NAHAR, et al 2016).

SOD -Cu?" + 0Oy —$OD-Cu* +0,
SOD-Cu? +0O, +2H" —S®D-Cu** + H,0,

A catalase € outro antioxidante enzimatico, que tem a capacidade de transformar o
perdxido de hidrogénio em agua e oxigénio. Esta localizado nos peroxissomas e possui acdo
de dismutacdo de H,O,. Em alguns érgdos como: coragdo, pulmao e o cérebro, onde possuem
pouco peroxissomas, tem uma acdo diminuida da catalase. Quando os radicais livres atingem
a circulagdo sanguinea ocorre a agdo antioxidante desta enzima, atraves da catalase
eritrocitaria (RENZ, 2003; BEZERRA, et al 2015; MICHELLI, et al 2016).

2 H202 Catalase 02+ 2H20

A glutation peroxidase (GPx) est4 localizada no citosol e na matriz mitocondrial.
Igualmente a catalase € doador de elétrons. Sua ac¢do ocorre na dismutagdo de H,O, (RENZ,
2003; BEZERRA, et al 2015).

O sistema ndo enzimatico é formado por muitas substancias, entre elas a GSH, principal
composto antioxidante endogeno e intracelular, além das vitaminas tocoferois, f-caroteno e
ascorbato. A vitamina C (ascorbato), por ser hidrossoltvel, possui acdo maior no plasma
sanguineo, ja a vitamina E (tocoferol) tem maior acdo na membrana celular, por ser
lipossolivel. Os carotenodides, [P-caroteno precursores da vitamina A, agem como

sequestrantes de lipoperoxidos na circulacdo junto com as lipoproteinas absorvidas na
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superficie intestinal (RENZ, 2003; BEZERRA, et al 2015; MACHIELA, et al 2016;
DUARTE, et al 2016).

Reac0es do acido ascorbico através do ascorbato (RENZ, 2003):
AH +-OH —H0 + AY
AH + 0O+ H' o0, + A

Reac0es da vitamina E (tocoferol) (RENZ, 2003):
a-TOH + RO —— 0-TO*+ ROH

O é&cido Urico e proteinas de transporte de metais de transi¢do, como a transferrina
(responsavel pelo transporte do ferro) e ceruloplasmina (transporte do cobre e oxidacdo do
ferro para ser captado pela transferrina), tem acdo antioxidante por possui capacidade de
sequestrar radicais livres dos uratos (RENZ, 2003; MACHIELA, et al 2016; RUIZ, et al
2016).

3.7 TENEBRIO MOLITOR E DESENVOLVIMENTO DE NOVAS DROGAS

O estudo com insetos teve um grande desenvolvimento no inicio do século XX por ser o
grupo que contém mais de 70% das espécies. O Tenebrio molitor pertence a familia
denominada de Tenebrionidae, sdo geralmente encontrados em regides desertas e em lugares
secos, se alimentam de graos de cereais e farinhas. Aproximadamente 15.000 familias e 2.900
espécies descritas. (LIMA, 1955; BETON, 2009).

Segundo LIMA, 1955 as larvas e o inseto sdo descritos da seguinte forma:

Larvas: Alongadas, subcilindricas ou algo deprimidas, via de regra de tegumento
fortemente esclerosado, glabras e brilhantes, providas de pernas curtas. Distinguem-se,
porém, dos verdadeiros “vermes arame” pela estrutura do segmento anal, em geral

simples.

Inseto: Besouros de aspecto, cOr e tamanho variaveis, porém, via de regra, de cor
uniforme, negra, parda ou cinérea; exosqueleto relaticamente espesso e duro, fosco ou
brilhante, diversamente esculturado, porém, quasi sempre desprovido de pilosidade.
Podem ter de alguns milimetros a alguns centrimentros de comprimento. Cabeca
relativamente pequena, quase sempre mais estreita que o protorax, provida de antenas
geralmente mais curtas ou pouco mais longas que a cabeca e o torax reunidos, de 11 ou,

mais raramente, 10 segmentos, filiformes ou moniliformes, raramente serradas, com os
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segmentos distais gradualmente dilatado-se até o apice sem serem, todavia, de tipo
claviforme, exceto em alguns géneros. Pernas geralmente de tipo ambulatério; em
algumas espécies distintamente fossoriais; tarsos simples.

As fémeas colocam em média 500 a 100 ovos durante a primeira postura. Da fase
embrionaria a fase larval (estagio de eclosdo), ocorre surgimento da larva com periodo de 10
a 15 dias. Da fase larval a fase de pupa (estagio larval) efetuam 5 a 7 mudancas de pele, este
periodo dura em torno de 60 dias. A fase de pupa até a fase adulta (estadgio de metamorfose)
dura aproximadamente 3 semanas ou 21 dias para completar o seu desenvolvimento. Os ovos
medem cerca de 1,8mm, as larvas de 2 a 30mm, a pupa uns 16mm e o adulto macho véria de

10 — 15 mm e a fémea de 10 a 18 mm (Figura 5).

Figura 5. Fases do desenvolvimento morfologico do Tenebrio molitor;

A: Fase larval, B: Fase de pupa e C: Besouro

Fonte: httpwww.agrolink.com.bragromidiasproblemasgTenebrio_molitor7.jpg

T. molitor tém sido utilizado como modelo experimental para avaliar diversas atividades
como: antimicrobiana (MOREY, et al 2016), citotoxicidade (VAN DER VALK; MEIJDEN,
2014), atividade inseticida (WANG, et al 2015). Pesquisas analisaram o funcionamento do
intestino do inseto, atuando em duas linhas principais de estudo: (i) pesquisa por inibidores,
direcionado nas enzimas digestivas; (ii) superficie intestinal, na busca de alguma substancia
que afetem, em sentido geral, o sistema absortivo (BETON, 2009; HAN et al 2016).
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Estudos relacionados com a atividade antimicrobiana avaliam a sobrevivéncia das larvas
infectadas apds a inoculagdo do composto a ser estudado. Também podem ser avaliados 0s
mecanismos relacionados a imunidade inata do inseto (producdo de espécies reativas e
peptideos antimicrobianos, fagocitose, etc) (DE SOUZA, et al 2015). T. molitor é susceptivel
a patdégenos como Escherichia coli (SEO, et al 2016) e Staphylococcus aureus
(MCGONIGLE, et al 2016), que sédo capazes de persistir dentro do inseto infectado, e
provocar alteracdes em tecidos, hemolinfa, e fagocitos. O sistema imune deste inseto ja possui
algumas vias de sinaliza¢do conhecidas, como a via Toll, a cascata profenoloxidase e a via de
autofagia (SEO, et al 2016). Estas caracteristicas tém favorecido o uso deste inseto como
modelo alternativo de infeccdo para estudos de patogenicidade, e de atividade antimicrobiana
e antiviruléncia in vivo (HAN, et al 2016; McGONIGLE, et al 2016).

Como outros organismos, T. molitor também possui um sistema de defesa
antioxidante, responséavel pela neutralizacdo de espécies reativas em excesso. Este sistema é
compostos por diversas enzimas antioxidantes e desintoxicantes como superoxide dismutases
(SODs), peroxidases (PODs), catalases (CATs), bem como tirosinase (TYR),
acetilcolinesterase (AChE), carboxilesterase (CarE), and glutatione S-transferase (GSTs) (LI,
et al 2016) Estudos prévios demonstraram um aumento da producdo de espécies reativas em
resposta a infeccdo de larvas de T. molitor (ZHU, et al 2014; LI, et al 2016). Como discutido
anteriormente, a producdo exarcebada de espécie reativas é deletéria para 0s organismos,
levando a danos moleculares que culminam na inducdo de vias de morte celular. A capacidade
de T. molitor de produzir espécies reativas em resposta a infeccao faz deste inseto um modelo
potencial para o estudo de substancias com carater antioxidante. Neste caso, um agente com
potencial atividade antioxidante in vitro deve ser inoculado na larva submetida ao estresse
oxidativo (induzida por um patégeno ou algum componente microbiano). A acao protetora do
agente é evidenciada pelo aumento da sobrevivéncia das larvas tratadas em comparacdo a
larvas ndo tratadas. Esta abordagem utilizando larvas poderia trazer mais informacdes que
aquelas tradicionalmente utilizadas para a prospeccdo antioxidante, baseadas na interacédo
guimica de compostos e sem relevancia biolégica (DA SILVA, et al 2016). Por se tratar de
um organismo multicelular, esta plataforma também apresenta vantagens em relacdo aquelas
que utilizam ceélulas. Em adicgéo, esta plataforma também avaliaria a toxicidade do agente
antioxidante. Estudos antioxidantes utilizando organismos séo bem estabelecidos para outros
invertebrados, como o Caenorhabitis elegans (ZHANG, et al 2016; WANG, et al 2016), no

entanto, a0 nosso conhecimento, estes estudos ainda ndo foram realizados utilizando T.
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molitor. O uso deste inseto oferece algumas vantagens, em relacdo ao C. elegans, como
facilidade de manuseio e a possibilidade da inoculacgdo direta do agente antioxidante na larva.
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RESUMO: O objetivo deste estudo foi avaliar as atividades antioxidante, hemolitica de
extrato orgénico e 9 fracBes do extrato metandlico de folhas de Buchenavia tetraphylla. A
atividade antioxidante, foi determinada pelos métodos de sequestros de radicais livres (DPPH
e ABTS), dosagem de compostos fendlicos e flavonoides.O extrato metandlicoapresentouos
melhores resultados em todas as metodologias. Foram obtidos os seguintes resultados: 123,03
Hug EAG /ug e 108,90 pg EQ/ug. J& nos sequestros dos radicais livres em DPPH e ABTS
obtivemos 83,73% e 98,80%, respectivamente. Nas fracdes, os melhores resultados foram
para os compostos fendlicos a fracdo D com 168,99 ug EAG /ug e para flavondides foi a
fracdo C 68,26 pug EQ/ug.A fracdo que demonstrou o melhor resultado foi a D, 13,55 % &
83,54%, no ABTS teve um sequestro de 75,31% em 6 minutos. Em relacdo a atividade
hemolitica, o extrato metandlicotestado apresentou 0,16% até 0,48% de hemolise. Na fracéo
C, obteve-se um resultado entre 0,03% até 0,36% de hemolise. Posteriormente foi analisado o
extrato e as fragbes D e C metandlica em Tenebrio molitor para avaliar a atividade
antioxidante causada por infecgdo de Eschechiria coli.Observou-se que a fragdo D teve um

resultado satisfatorio, em 60 horas houve uma sobrevivéncia de 80%, ja no controle (sO
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bactéria) em 60 horas houve uma sobrevivéncia de 10% do Tenebrio molitor. Assim, estes
resultados estimulam novas pesquisas sobre aspectos farmacoldgicos e citotoxicos dos

extratos e fracOes de B. tetraphylla a fim de apoiar a sua aplicacdo como agente antioxidante.

Palavras-chave: Recursos naturais, Caatinga, Combracetaceae, atividade antioxidante,

Tenebrio molitor.

ABSTRACT: The objective of this study was to evaluate the antioxidant, hemolytic activities
of organic extract and 9 fractions of the methanolic extract of leaves of Buchenavia
tetraphylla. The antioxidant activity was determined by the methods of free radical
sequestration (DPPH and ABTS), dosage of phenolic compounds and flavonoids. The crude
extract, where we obtained the best result in all the methodologies was with the methanolic
extract. Where we obtained the following results: 123,03 ug EAG / ug and 108,90 ug EQ / pg.
In the fractions, for phenolic compounds was D with 168.99 ng EAG / pug and for flavonoids
was C 68.26 ng EQ / ng. In the abductions of free radicals in DPPH and ABTS we obtained
83.73% and 98.80%, respectively. The fraction that showed the best result was D, 13.55% to
83.54%, in ABTS it had a seizure of 75.31% in 6 minutes. In relation to the hemolytic activity
of the same extract and fractions tested above, it was observed in the extract 0.16% up to
0.48% hemolysis. The fraction C, we obtained a result between 0.03% and 0.36%. Later, we
analyzed the extract and the methanolic D and C fractions in Tenebrio molitor to evaluate the
antioxidant activity caused by Eschechiria coli infection, where we observed that the D
fraction had a satisfactory result. In 60 hours, there was a survival of 80%, in the control
(bacterial only) in 60 hours there was a survival of 10% of the Tenebrio molitor. Thus, these
results stimulate new research on the pharmacological and cytotoxic aspects of extracts and

fractions of B. tetraphylla In order to support its application as an antioxidant agent.

Keywords: Natural resources, Caatinga, Combracetaceae, antioxidant activity, Tenebrio

molitor.

INTRODUCAO
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Nos ultimos anos, uma quantidade substancial de evidéncia tem indicado o papel chave
dos radicais livres e outros antioxidantes como grandes responsaveis pelo envelhecimento e
pelas doencas degenerativas associadas ao envelhecimento, como cancer, doencas
cardiovasculares, catarata, declinio do sistema imune e disfuncdes cerebrais [1]. Assim, torna-
se essencial o equilibrio entre os radicais livres e o sistema de defesa antioxidante. O
organismo possui duas formas de defesa contra os danos causados pelos radicais livres [2].
Uma delas € a utilizacdo de compostos antioxidantes obtidos na dieta e a outra, um sistema de
enzimas celulares como a superoxido dismutase e catalase que protegem 0 organismo contra
os efeitos deletérios dos radicais livres. Devido aos efeitos colaterais dos antioxidantes
sintéticos, vem aumentando significativamente o interesse em encontrar antioxidantes naturais

para utilizacdo em medicamentos e alimentos [3].

As plantas medicinais vém sendo utilizadas ha muito tempo com finalidade terapéutica,
em suas diferentes formas farmacéuticas (chés, infusdes, in natura), no tratamento e
prevencdo de doengas [4,5,6]. Nosso grupo tem demonstrado o potencial biotecnoldgico de
diversas espécies da Caatinga (bioma exclusivo do Brasil) [7,8,9]. Uma delas é a Buchenavia
tetraphylla (Aubl.) R. A. Howard (Combretaceae: Combretoideae), que possui um amplo
espectro de atividade antimicrobiana [10]. Esta planta é uma espécie neotropical que se
encontra distribuida desde a ilha de Cuba (América Central) ao estado do Rio de Janeiro, no
sudeste brasileiro (América do Sul) [11]. No Brasil, esta planta ¢ popularmente conhecida
como “tanimbuca” e estd relacionada como uma planta etnomedicinal utilizada por
comunidades tradicionais na regido do Nordeste brasileiro [12,13]. Agra et al. [14] relatam
que as plantas da familia Combretaceae tém sido cada vez mais utilizadas em tratamentos
medicinais de doencas relacionadas como o estresse oxidativo, como enterite aguda, colite,
inflamacGes em geral, malaria, tuberculose e cancer, entre outros. Neste contexto, o objetivo
deste estudo foi avaliar a atividade antioxidante de produtos derivados de B. tetraphylla
utilizando modelos in vitro (quimicos e baseado em células) e in vivo (utilizando larvas de

Tenebrio molitor).

MATERIAIS E METODOS

Coleta e Armazenamento da planta
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Folhas de B. tetraphylla foram coletadas em novembro de 2013, no Parque Nacional do
Catimbau (Pernambuco, Brasil). As amostras foram processadas conforme as técnicas
taxonémicas, identificadas pelo Dr. Alexandre G. Silva (Instituto Nacional do Semiéarido,
Campina Grande, Brasil) e depositadas no Herbario IPA, do Instituto Agrondémico de
Pernambuco. As folhas de B. tetraphylla foram submetidas & secagem em temperatura
ambiente e em seguida, moidas para padronizacdo do tamanho de particulas do pé da planta
através de moinho de facas Macsalab mil (Model 200 LAB). Este material foi armazenado em

um recipiente fechado e escuro até ser utilizado.

Obtencao do extrato

O material (25¢g da folha triturada) foi transferido para um Erlenrmeyer (250 mL) ao
qual foram adicionados 100 mL do primeiro solvente (ciclohexano; CHX), sendo deixado em
agitacdo por 72 horas numa mesa agitadora sob rotacdo de 125 rpm a 25 °C. Apds 72 horas, a
amostra foi filtrada e o liquido extraido foi rotaevaporado sob rotacdo (45 rpm) a 50 °C. O
residuo de folhas restante foi submetido a nova extracdo com 100 mL de cloroférmio (CLO) e
0 processo acima foi inteiramente repetido. Em seguida o residuo de folha foi submetido a
extragcdo com acetato de etila (ACT), e finalmente com metanol (MET).

Fracionamento do extrato metanélico

O extrato metandlico (2g) foi fracionado em coluna de Sephadex LH-20 como fase
estaciondria, utilizando-se metanol puro e uma mistura de metanol e cloroférmio (1:1 v/v)
como eluentes.As fracBes obtidas (=120, volume de 7 mL cada) foram analisadas por
Cromatografia em camada delgada (CCD) através de visualizagdo em luz ultravioleta, e
aquelas que apresentaram perfis fitoquimicos semelhantes foram reunidas, resultando em 9

fragdes diferentes, denominadas de A a I.

Dosagem de Compostos Fendlicos
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A dosagem de compostos fendlicos presente nos extratos brutos e fracbes de B.
tetraphylla foi realizada utilizando o reagente Folin-Ciocalteu [15]com algumas
modificagcdes). Amostras (200 uL — concentracdo de 1000 pg/mL) foram introduzidas em
tubos de ensaio e 1,0 mL de reagente de Folin-Ciocalteu (1: 1 v/v), apés 3 minutos foram
adicionados 800 pL de carbonato de sédio (20%). A mistura foi incubada & temperatura
ambiente, ao abrigo da luz e em repouso durante 2 horas. A absorbéancia da mistura foi
medida a 765 nm (GeneQuant 1300, GE Healthcare). A quantidade de fenois totais foi
calculada em pg/mL de Equivalentes de &cido galico (EAG), utilizando uma curva de

calibracéo obtida com a solugéo padréo de 4cido gélico (y = 0,0043X + 0,0153; R? = 0,9932).

Dosagem de Flavonoides

A dosagem de flavonoides presente nas amostras de B. tetraphylla foi realizada pela
metodologia com algumas modificagdes [16]. Foi utilizado 100uL das amostras
(concentracdo de 1000 pg/mL) que foram misturadas com 100 pL da solucdo reagente (29 de
Cloreto de Aluminio diluido em solucédo de etanol a 2%). A mistura foi incubada durante 60
min a temperatura ambiente e ao abrigo de luz. A absorbancia foi medida a 420 nm. A
quantidade de flavonoides foi calculada em pg/mL de Equivalente de quercetina (EQ),
utilizando uma curva de calibragdo construida com solucéo padrao de quercetina (y = 0,004X
+0,0121;R? = 0,993).

Ensaios antioxidantes in vitro

Ensaio DPPH

A atividade sequestradora de radicais livres dos extratos/fragdes foi analisada usando o
radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo; Sigma-Aldrich) [17]. Uma aliquota de 250 pL de
solucdo de DPPH (1 mM) foi adicionado a 40 pL de diferentes concentracdes da amostra
(31,25 — 1000 pg/mL) e homogeinizado. Ap6s 30 minutos, a absorbancia foi medida a 517
nm. O trolox foi utilizado como o composto controle. A atividade sequestradora de radicais

livres foi calculada usando a seguinte formula:
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[DPPH] (%) = (Ac - As) / Ac x 100

Onde: Ac = controle de absorcéo; As = Absorbancia da Amostra

Ensaio ABTS

A atividade sequestradora de radical livre da amostra foi analisada usando o radical
ABTS (2,2’-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) [18]. Foi utilizado 20 pL da
amostra e 2 mL da solucdo do reagente ABTS (30 mg do ABTS, 379,4 mg de persulfato de
Potéassio e 0,137 mL de solucédo de persulfato). E realizado leitura por espectrofotémetro (734
nm) apds 6, 15, 30, 45, 60 e 120 minutos.

Inibicdo (%) = (Ac - Aa)/ Ac x 100

Onde, Ac (absorbancia do controle) e Aa (absorbancia da amostra).

Ensaios com sangue humano

O sangue (5-10 mL) foi obtido a partir de voluntarios saudaveis, ndo-fumantes, por
puncdo venosa, apds consentimento informado por escrito. Eritrocitos humanos partir de
sangue citratado foram imediatamente isolados por centrifugagdo a 1500 rpm por 10 min.
Ap0s a remogdo do plasma, os eritrocitos foram lavados trés vezes com tampao fosfato-salina
(PBS; pH 7,4) e depois uma suspensdo de eritrécitos a 1% foi preparada como mesmo

tampao.

Atividade Hemolitica

A atividade hemolitica foi realizada seguindo a metodologia de Oliveira et al (2012)
[19].Uma aliquota de 1,1 mL de suspenséo de eritrocitos foi homogeneizada a 0,4 mL das
amostras em varias concentragdes (125 — 1000 pg/mL). O controle negativo e controle
positivo receberam 0,4 mL de tampdo fosfato-salina e de Triton X-100, respectivamente.

Apo6s 60 minutos de incubagdo & temperatura ambiente, as células foram centrifugadas e o
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sobrenadante foi usado para medir a absorbancia da hemoglobina liberada a 540 nm. O valor
médio foi calculado a partir dos ensaios em quadruplicata. A atividade hemolitica foi expressa

em relacdo a acéo do Triton X-100 e calculada pela seguinte férmula:
Atividade hemolitica (%) = [(Aa- Ap).100]/(Ac-Ap)

Sendo, A, - absorbancia da amostra, A, - absorbancia do controle negativo (fosfato-
salina) e A. - absorbancia do controle positivo (Triton X-100).

Avaliacdo antioxidante in vivo

Larvas de T. molitor com aproximadamente 100 mg foram randomizadas em grupos de
no minimo 10 individuos. Foram injetados com uma Seringa de Hamilton 10 pL de extrato
metanolico ou das fracBes C e D nas concentrac@es (100 pg/mL e 200 pg/mL). Paralelamente,
foi preparada uma suspensdo de Escherichia coli OP50 com densidade 6tica a 600 nm de 0,7.
Esta suspensdo foi inativada a 100 °C por 10 minutos e posterior diluida em série na
proporcéo de 1:2 (v/v). Apos 1 hora da inoculacdo de cada extrato/fracdo, foram adicionados

10 L da suspensao microbiana.

A viabilidade das larvas foi avaliada ap6s 15, 30, 45 e 60 horas pela auséncia de
movimento. Larvas inoculadas com o microrganismo e tratadas com PBS foram utilizadas

com controle negativo, enquanto larvas ndo infectadas foram o controle positivo.

RESULTADOS

Dosagem de Compostos Fenolicos e Flavonoides

Inicialmente, foram comparados os teores de compostos fendlicos e flavonoides nos
diferentes extratos de B. tetraphylla. O extrato metanolico apresentou maiores concentraces
de ambas as classes de compostos 123,03 ug EAG / ug e 108,90 ug EQ/ pug, para compostos
fenolicos e flavonoides, respectivamente (Figura 1A e 1B). Os demais extratos apresentaram,
hexanico 9,45 ug EAG / ug e 10,03 pg EQ/ ug, extrato cloroférmio 14,28 ug EAG / ug e
108,90 ug EQ/ ug e extrato de acetato de etila 116,65 pg EAG / g e 24,92 ug EQ/ ug.
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Os altos teores de compostos fenodlicos e flavonoides no extrato metandlico (aliado com
a maior atividade antimicrobiana, como mostrado a seguir) encorajaram a realizar o
fracionamento deste extrato utilizando coluna de Sephadex LH-20. Foram obtidas 9 fracdes
(A a I), das quais os contetdos de compostos fenolicos e flavonoides também foram
determinados. Dentre as fragGes, 0 maior contedo fendlico foi detectado na fracdo D (168,99
png EAG/ pg), seguida das fragdes: (A) 49,45; (B) 107,20; (C) 156,02; (E) 49,83; (F) 72,88;
(G)127,62; (H) 55,62; (1) 110,15 pug EAG/ ug.

Em relacdo ao contetdo de flavonoides, a fracdo C apresentou os valores mais elevados
(68,26 ng EQ/ pg), seguida das fracGes: (A) 16,80; (B) 12,65; (D) 56,01; (E) 14,01; (F) 4,29;
(G)45,27; (H) 0,86; (1) 39,29 pg EQ/ ng (Figura 1C e 1D).

Extratos e fracdes de folha de Buchenavia tetraphylla possuem atividade antioxidante in

vitro

Em seguida, foi avaliado o potencial antioxidante dos extratos e fracfes utilizando os
métodos de sequestro de radicais livres DPPH e ABTS. No ensaio com DPPH (Figuras 2 e 3)
foram testadas diferentes concentracOes de cada extrato/fracdo. Em relacdo aos extratos, a
maior atividade antioxidante in vitro foi para o extrato metandlico, mais de 50% do radical
DPPH foi inibido na concentragdo de 62,5 pug/mL, seguida do extrato de acetato de etila.
Ambos 0s extratos apresentaram inibicdo dose-dependente (Figuras 2C e 2D). Os extratos
CLO e CHX ndo apresentaram acdo dose-dependente, e ndo inibiram mais de 30% do radical
(Figuras 2A e 2B). Em relacdo as fragbes do extrato metandélico (Figura 3), a fracdo C inibiu
mais de 50% do radical DPPH a partir da concentracdo de 62,5 pg/mL (Figura 3C), enquanto
que as fracbes D e | s6 apresentaram este resultado nas concentragdes de 125,5 pg/mL

(Figura 3D) e 250 pg/mL (Figura 3l), respectivamente.

A acdo antioxidante dos extratos também foi avaliada in vitro pelo método de sequestro
do radical ABTS. Neste ensaio foram testadas todas as amostras na concentracdo de 1000
pg/mL e apds 6 minutos de tratamento a inibi¢do do radical foi medida. Dentre os extratos,
foi observada uma maior inibicdo do extrato metanolico, aproximadamente 100% de inibicdo
(p<0,05), seguido do extrato de acetato de etila (aproximadamente 50% de inibi¢do) (Figura
4A). Por outro lado, as fracbes do extrato metanolico B, C, D, F e 1 inibiram
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aproximadamente 80% do radical, ndo sendo observadas diferencas estatisticas entre elas
(Figura 4B).

Extratos e fracdes de folhas de Buchenavia tetraphylla ndo possuem acao hemolitica

Com intuito de confirmar a atividade antioxidante dos extratos e fragcOes foi empregado
um modelo baseado na hemdlise de eritrocitos humanos. Inicialmente, determinamos se 0s
extratos/fracbes por si ndo induziriam efeitos toxicos nos eritrocitos. Como mostrado nas
figuras 5D e 6, o extrato metandlico e as fraches apresentaram atividade hemolitica

significativa, mesmo nas concentragdes mais elevadas.

Extratos e fracdes de folhas de Buchenavia tetraphylla protegem larvas de Tenebrio molitor

contra o estresse induzido por Escherichia coli

Diante dos resultados apresentados nas atividades acima, decidimos avaliar a acdo do
extrato metandlico e de suas fracfes mais ativas (C e D) em um modelo de estresse in vivo
utilizando larvas de T. molitor. Neste ensaio o estresse foi induzido utilizando a linha de E.
coli OP50 inativada por calor. O tratamento térmico foi empregado para garantir que a morte
das larvas ndo fosse induzida pelo crescimento da bactéria nas larvas e sim por um estresse
causado pelos componentes presentes na bactéria. Neste caso, ndo avaliamos a acdo
antimicrobiana do extrato/fracdes e sim a capacidade destes de inibir as vias de estresses
induzidas pela presenga da bactéria. Em adigdo, utilizamos a linhagem E. coli OP50
conhecida por ser uma linhagem pouco patogénica. Neste sentido, 0 estresse seria causada
principalmente por componentes bacterianos, como o lipopolissacarideo (LPS). A inoculacédo
da bactéria nas larvas foi capaz de induzir a morte de 50% das larvas ap6s 15 horas e de 90%
apos 30 horas (figura 7). As larvas apresentaram pontos de mielinizacdo tipicos da inducdo de
estresse neste organismo (figura 8). O tratamento com o extrato metanolico a 100 pg/mL
capaz de inibir a morte das larvas, sendo observadas taxas de sobrevivéncia de 100%
(15horas) 70% (30horas) e 50% (45horas e 60horas), enquanto que a concentracédo de 200

pg/mL ndo apresentou acdo protetora significativa (Figura 8).
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Os resultados obtidos com a fragdo D foram ainda mais significativos (Figura 9). Na
concentracdo de 200 pg/mL as taxas de viabilidade foram 90% ap0ds 45 horas e 80% apds 60
horas (Figura 9). Resultados similares foram obtidos com a concentracdo de 100 pg/mL da
fracdo D, onde a viabilidade se manteve em 80% apds 45 horas e 70% ap0os 60 horas. Em
relacdo a fracdo C, a melhor acgdo protetora foi observada para a dose de 100 pg/mL (Figura
9). Neste caso, os indices de sobrevivéncia se mantiveram em 70% até a 45horas, e depois foi
de 60% (60 horas). No caso da dose de 200 pg/mL, 80% das larvas permaneceram viaveis
apos 15horas de tratamento, este indice decresceu para 50% e 40% chegando a 30% apds
60horas.

DISCUSSAO

Em estudos foi demostrado que em extratos aquosos e hidroalcoolico de sementes e
folhas de Abelmoschus moschatus o teor de compostos fendlicos variaram em 3,74 a 13,84
mg EAG / g e os flavonoides entre de 0,10 a 6,00 mg de EQ / g de extrato. Diante disso, para
a dosagem de compostos fenolicos e flavonoides foi demostrado uma inferioridade em relacéo
ao extrato bruto metandlico e fracbes da Buchenavia tetraphylla. Estudos relacionam que
extratos que apresentam compostos fenolicos e flavonoides provavelmente teram atividade
antioxidante, desta forma tem sua importancia a efeitos biélogicos e com isso a um interesse

no campo medicianl em pesquisar sobre esse tipo de compostos [20].

Para avaliar atividade antioxidante pode ser realizado ensaio como DPPH e ABTS, que
vao avaliar os sequestros de radicais livres presentes nestes reagentes. Alguns autores
confirmar que o método ABTS é mais confidavel que o método DPPH, por ter reacGes rapidas
a agentes lipofilos e possuir facil solubilidade a solventes aquosos e organicos em comparagado
com DPPH. Sdo baseados na mesma capacidade de sequestros de radicais livres. A Unica
diferenca, entre as metodologias, é devido a sua solubilidade em compostos antioxidantes
diferentes. O mecanismo envolvido para avaliar a atividade antioxidante de plantas do DPPH
e ABTS sdo semelhantes, pois agem na transferéncia de atomo de hidrogénio e de elétron
[21,22,23].

Em um estudo da mesma familia da B. tetraphylla, familia Combretaceae, foi
apresentado os mesmos resultados utilizando o método de DPPH para avaliar a atividade

antioxidante com plantas. O extrato metandlico de B. tetraphylla apresentou melhor resultado
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de 83,73%, aproximado com o resultado do trolox de 98,93% em 1000 pg/mL. Ja na fragéo
do extrato metandlico a que apresentou melhor resultado foi a D (83,54%) de sequestros de
radicais livres [24]. Em outro estudo avaliando o sequestro de radicais livres no reagente
ABTS,tambem foi utilizando plantas da mesma familia Combretaceae, demonstrou o0s
seguintes resultados: T. chebula (4.52), T. belerica (1.01) e E. officinalis (4.10) expressos em
percentagem de inibigdo [25].

A presenca de flavonoides e taninos em Eugenia uniflora como um potencial atividade
antioxidante [26]. Desta forma, podemos relacionar a atividade antioxidante no extrato
metanolico de B. tetraphylla. Como descrito na literatura em estudo de outras familias com os
mesmos metabolitos secundarios [27,28,29].

A atividade hemolitica pode ser avaliada por diversas técnicas, consistindo na
dissolucdo de eritrocitos, membranas celulares, aumento da permeabilidade de membranas e
lise celular. Estes métodos avaliam a ruptura de membrana e a morte celular, ou seja,
consistem na verificacdo de possiveis danos de substancias presentes nos extratos sobre as
células do sistema hematopoiético em especial os eritrocitos que quando lisados liberam

hemoglobina ao meio [30].

Foi relacionado presenca de flavonodides nos extratos estudados com uma baixa
citotoxidade. Desta forma pode se criar pardmetro importantes que podem respaldar uma
avaliacdo de toxicidade em determinadas espécie vegetal, com isso garantindo a seguranga de
seu uso [31,19,32].

Em pesquisa mostrou a presenca do flavondide nos extratos das plantas investigadas,
apresentando uma baixa citotdxica [33]. Assim, esta atividade pode ser considerada um
parametro de citotoxidade importante que somado a outros critérios de toxicidade podem
respaldar a avaliacdo de seguranca do uso de determinada espécie vegetal [19,34]. Sabe-se
gue muitas plantas medicinais utilizadas pela populacdo na forma de chéas e infusdes ndo sédo
suficientemente estudadas quanto a presenca de substancias citotoxicas que podem causar

efeitos adversos e consequentemente danos a saude [35].

Estudos relacionados com a atividade antimicrobiana avaliam a sobrevivéncia das larvas
infectadas apds a inoculagdo do composto a ser estudado. Também podem ser avaliados 0s
mecanismos relacionados a imunidade inata do inseto (producdo de espécies reativas e
peptideos antimicrobianos, fagocitose, etc) [35]. T. molitor é susceptivel a patdgenos como

Escherichia coli [36] e Staphylococcus aureus [37], que sdo capazes de persistir dentro do
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inseto infectado, e provocar alteragdes em tecidos, hemolinfa, e fagdcitos. O sistema imune
deste inseto ja possui algumas vias de sinalizacdo conhecidas, como a via Toll, a cascata
profenoloxidase e a via de autofagia [36]. Estas caracteristicas tém favorecido o uso deste
inseto como modelo alternativo de infeccdo para estudos de patogenicidade, e de atividade

antimicrobiana e antiviruléncia in vivo [37,38].

Como outros organismos, T. molitor também possui um sistema de defesa
antioxidante, responsavel pela neutralizacdo de espécies reativas em excesso. Este sistema é
compostos por diversas enzimas antioxidantes e desintoxicantes como superoxide dismutases
(SODs), peroxidases (PODs), catalases (CATs), bem como tirosinase (TYR),
acetilcolinesterase (AChE), carboxilesterase (CarE), and glutatione S-transferase (GSTs) [34]
Estudos prévios demonstraram um aumento da producdo de espécies reativas em resposta a
infeccdo de larvas de T. molitor [34,39]. Como discutido anteriormente, a producéo
exarcebada de espécie reativas é deletéria para os organismos, levando a danos moleculares
que culminam na inducdo de vias de morte celular. A capacidade de T. molitor de produzir
espécies reativas em resposta a infeccdo faz deste inseto um modelo potencial para o estudo
de substancias com carater antioxidante. Neste caso, um agente com potencial atividade
antioxidante in vitro deve ser inoculado na larva submetida ao estresse oxidativo (induzida
por um patdgeno ou algum componente microbiano). A acdo protetora do agente é
evidenciada pelo aumento da sobrevivéncia das larvas tratadas em comparacdo a larvas ndo
tratadas. Esta abordagem utilizando larvas poderia trazer mais informacGes que aquelas
tradicionalmente utilizadas para a prospeccdo antioxidante, baseadas na interacdo quimica de
compostos e sem relevancia biolégica [40]. Por se tratar de um organismo multicelular, esta
plataforma também apresenta vantagens em relacdo aquelas que utilizam células. Em adicéo,
esta plataforma também avaliaria a toxicidade do agente antioxidante. Estudos antioxidantes
utilizando organismos sdo bem estabelecidos para outros invertebrados, como o
Caenorhabitis elegans [41,42], no entanto, a0 nosso conhecimento, este é o primeiro estudo
utilizando T. molitor. O uso deste inseto oferece algumas vantagens, em relacdo ao C.
elegans, como facilidade de manuseio e a possibilidade da inoculagdo direta do agente

antioxidante na larva.

5 CONCLUSAO
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Em concluséo, este trabalho mostrou que B. tetraphylla é uma grande fonte de agentes
antioxidantes. Demonstrando também que o extrato e suas fragcBes, ndo apresentaram
toxicidade contra eritrocitos humanos. Esse estudo também contribui para pesquisas

posteriores de plantas medicinais.
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FIGURA 1. Contetdo de compostos fenodlicos (concentracdo de 1000 pg/mL) e
flavondides dos extratos bruto e fracdes do extrato metandlico obtidos de folhas
Buchenavia tetraphylla. (A e C) Dosagem de compostos fendlicos dos extratos e fracdes A
al; (B e D) Dosagem de flavondides dos extratos e fracdes A a |I. CHX: extrato
ciclohexanico; CLO: extrato cloroférmico; ACT = extrato de acetato de etila; MET:
extrato metanolico. Nas figuras 1B e 1D, as fracGes do extrato metandlico foram

denominadas de A a I.
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CHX: extrato ciclohexanico; CLO: extrato cloroférmico; ACT: extrato de acetato de

dos extratos bruto da Buchenavia tetraphylla e Trolox. (A) Extrato Hexanico; (B)
Extrato Cloroformico; (C) Extrato Acetato de Etila; (D) Extrato Metandlico; (E) Trolox.

FIGURA 2. Atividade antioxidante pelo método de sequestro de radicais livres do DPPH

etila; MET: extrato metanélico.
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FIGURA 3. Atividade antioxidante pelo método de sequestro de radicais livres do DPPH

das fracOes do extrato metanolico (A a I) da Buchenavia tetraphylla. (A) Fragdo A; (B)
Fracdo B; (C) Fragdo C; (D) Fracao D; (E) Fracéo E; (F) Fragéo F; (G) Fracédo G; (H)
Fracgdo H; (1) Fracéo I; (J) Trolox.
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FIGURA 4. Atividade antioxidante pelo método de sequestro de radicais livres do ABTS
(em 6 minutos) dos extratos bruto e fracdes do extrato metanolico (concentracdo de 1000
pg/mL) da Buchenavia tetraphylla. (A) Extratos brutos; (B) Fragdes do extrato
metanolico. CHX: extrato ciclohexanico; CLO: extrato cloroformico; ACT = extrato de
acetato de etila; MET: extrato metandlico. Na figura 4B, as fracdes do extrato

metanolico foram denominadas de A a l.
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FIGURA 5. Atividade hemolitica dos extratos bruto da Buchenavia tetraphylla. (A)
Extrato Hexanico; (B) Extrato Cloroférmico; (C) Extrato Acetato de Etila; (D) Extrato

Metanolico.



59

(%) eanjowsH apepiAny

T
8 3 <
e

(%) eanjowsH apeplAny

L oy

e (%) BOBIIOWRH 2PEPIARY

(F)

(%) eonjowsay apepiany (%) eanyjoway spepiany

(E)

(%) eonjowsay apepiany (%) esmjoway apepiany

H; (1) Fracgéo I.

ao

(D)

(%) ean1j0WoH apepiAny (%) eatyjowey apepiAny

FIGURA 6. Atividade hemolitica das fragdes metandlico da Buchenavia tetraphylla. (A)
Fragdo A; (B) Fracdo B; (C) Fracédo C; (D) Fracédo D; (E) Fracdo E; (F) Fracédo F; (G)

Fragdo G; (H) Frac
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Figura 7. Avaliacdo de sobrevida do Tenebrio molitor com o extrato bruto metandlico

pelo estresse causado pela Escherichia coli inativa.
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Figura 8. Avaliacéo da infeccdo por Escherichia coli inativa em T. molito tratados com
extrato metandlico da folha de B. tetraphylla. 1) Selecdo das larvas de cor clara e
apresentando a mesma morfologia, sem marcas acinzentadas, amarronzada ou escura;
2) Foi inoculada injetando no 4° segmento anelar, no sentido da calda a cabeca, na
porc¢ao ventral; 3) Em 15, 30, 45 e 60 horas foi observado os vivos e 0s mortos, retirando
sempre os mortos; 4) A melanizagdo escura, manchas escuras, apresentam um estresse

ocorrido.
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Figura 9. Avaliacdo de sobrevida do Tenebrio molitor com as fracdes C e D extrato bruto

metandlico pelo estresse causado pela Escherichia coli inativa.
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Figura 10. Avaliacdo da infeccéo por Escherichia coli inativa em T. molito tratados com
fracGes C e D do extrato metandlico da folha de B. tetraphylla. 1) Selecdo das larvas de
cor clara e apresentando a mesma morfologia, sem marcas acinzentadas, amarronzada
ou escura; 2) Foi inoculada injetando no 4° segmento anelar, no sentido da calda a
cabeca, na porcao ventral; 3) Em 15, 30, 45 e 60 horas foi observado os vivos e 0s
mortos, retirando sempre os mortos; 4) A melanizacdo escura, manchas escuras,
apresentam um estresse ocorrido.
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Biological activities of methanolic extract of Buchenavia tetraphylla

J.R.N. Cavalcanti Filno™?, K.P.M. Silva®>, L.M. Cruz!, T.F. Silva!, B.S. Santos®, F.V.F.
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The aim of this study was to evaluate the antimicrobial and antivirulence activities of the
methanolic extract from leaves of Buchenavia tetraphylla against Candida albicans. The

antimicrobial activity was assayed through determination of minimum inhibitory and
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microbicide concentrations (MIC and MMC) by broth microdilution method (using 10 strains
of C. albicans). The antivirulence properties were evaluated by traditional antibiofilm and
anti-hyphae assays. The MIC values ranged from 0.078125 mg/mL to 1.25mg/mL; and CMM
of 0.15625 mg/mL to 2.5 mg/mL. At sub-inhibitory concentrations (MIC/2 and MIC/4), a
strong reduction in the biofilm formation was observed. Finally, the extract was able to totally
inhibit the hyphae formation of two strains (UFPEDA1007 and FO08). Thus, these results
provide new insights into the biotechnological potential of B. tetraphylla, encouraging future
researches regarding the identification of active (s) compound (s), and determinations of
action mechanisms and pharmacological aspects. All these actions will support the use of B.

tetraphylla derived compounds as antimicrobial agents.

Keywords: Combretaceae; Caatinga; antimicrobial; antivirulence
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New insights into anti-S. aureus action of Buchenavia tetraphylla and Libidibia ferrea:

inhibition of DNA replication
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Further Information

DNA replication is an essential process carried out by protein machinery with B-clamp
(DnaN) playing a crucial role, which make it an attractive target for potential new antibiotics
with high therapeutic index [1]. This work evaluated the ability of 30 extracts from 22 plants
to prevent the dimerization of B-sliding clamp (DnaN) of S. aureus. The antimicrobial activity
was evaluated against strain S. aureus 8325 — 4. DnaN-DnaN interaction was performed using
a Bacterial two-hybrid system (BTH) and confirmed using S. aureus 8325 — 4 derivative

strain overexpressing DnaN and flow cytometry [1]. The effects of SOS response was
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evaluated using a S. aureus strain with integrated recA:lacZ reporter [1]. The combinatory
effects with drugs (ciprofloxacin, ampicilin and chloramphenicol) and the mutagenic potential
were also determined. The initial antimicrobial screening revealed that eight extracts were
able to inhibit S. aureus, but only three extracts inhibited the in vivo interaction of DnaN-
DnaN: methanolic (BTME) and ethyl acetate (BTEE)extracts from Buchenavia
tetraphylla leaves, and aqueous extract from Libidibia ferrea fruits (LFAE). The antimicrobial
activity of these two plants has been reported by our group [2,3]. Overexpression of DnaN
in S. aureus resulted in resistance towards all these plant extracts. The active extracts induced
an increase in cell mass without increase their DNA content, as expected for DNA replication
inhibitors. LFAE and BTME showed synergistic and additive effects with chlorampenicol,
respectively; and noninteractive effects with the other drugs. BTEE showed additive effects
with all tested drugs. The extracts had mutagenic frequencies smaller than ciprofloxacin. This
work provides more details about the anti-S. aureusactions of B. tetraphylla and L.
ferrea which have DNA replication as potential target. The purification and structural

characterization of active compounds from all these plants are the next step of our research.
Acknowledgements: Program Science without borders CAPES/Brazil.

Keywords: DnaN, Caatinga, natural products.
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Avaliacao por pares

A Taylor & Francis estd comprometida com a integridade da revisdo por pares e com 0s mais
altos padrdes de revisdo. Uma vez que o seu papel foi avaliado para a adequacéo pelo editor,
sera entdo duplo-cego peer-reviewed por independentes, anénimos peritos arbitros. Saiba
mais sobre o que esperar durante a revisao pelos pares e leia nossa orientacao sobre ética

editorial.

Preparando seu trabalho

Todos os autores que se submetam a medicina, a biomedicina, as ciéncias da saude, revistas
de saude aliadas e de saude publica devem estar em conformidade com os Requisitos
Uniformes para Manuscritos Submetidos a Revistas Biomeédicas , preparado pelo Comité

Internacional de Editores de Revistas Médicas (ICMJE).

Estrutura

Seu trabalho deve ser compilado na seguinte ordem: pagina de rosto; abstrato; palavras-
chave; Texto principal; Reconhecimentos; Declaragéo de declaragéo de
juros; referéncias; Tabela (s) com legenda (S) (em péaginas individuais); Figuras; Figura
legendas (como uma lista).

Revisdes: O corpo de um artigo de revisdo deve ser uma revisdo abrangente, baseada em
evidéncias eruditas da literatura, acompanhada de analise critica e levando a conclusdes
razoaveis. Sempre que adequado, devem ser fornecidos pormenores da metodologia de
pesquisa bibliografica, ou seja, as bases de dados pesquisadas, 0s termos de pesquisa e as
datas de inclusdo, bem como quaisquer critérios de selectividade impostos. Sempre que
possivel, use recursos primarios, evitando "Dados em Arquivo”, "Cartaz" ou outras

referéncias ndo publicadas.
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Contagem de palavras

Inclua uma contagem de palavras para o seu trabalho. Ndo existem limites de palavras para

esta revista.

Diretrizes de estilo

Consulte estas diretrizes de estilo ao preparar seu artigo, em vez de artigos publicados ou uma

copia de amostra.
Por favor, use ortografia americana consistentemente em todo 0 seu manuscrito.

Por favor, use aspas duplas, exceto onde "uma cotacdo €" dentro de "uma citacdo". Observe
que as citacdes longas devem ser recuadas sem aspas.

Formatacdo e modelos

Os artigos podem ser submetidos em qualquer formato padréo, incluindo Word e LaTeX. As
figuras devem ser guardadas separadamente do texto. Para ajuda-lo na preparacdo do seu

trabalho, fornecemos modelos de formatacao.

Os modelos do Word estdo disponiveis para este diario. Guarde o modelo no disco rigido,

pronto para uso.

Um modelo LaTeX esté disponivel para esta revista. Guarde o modelo no disco rigido, pronto

para uso.

Se ndo conseguir utilizar os modelos através dos links (ou se tiver outras consultas

de modelo), contacte authortemplate@tandf.co.uk

Referéncias

Use este guia de referéncia ao preparar o seu trabalho. Um estilo de saida EndNote também

esta disponivel para ajuda-lo.


http://authorservices.taylorandfrancis.com/tf_quick_guide/
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Lista de verificacdo: o que incluir

Detalhes do autor. Certifique-se de que todos os requisitos do ICIME (Comité
Internacional de Editores de Revistas Médicas) sejam incluidos como autores do seu
trabalho. Inclua os nomes completos dos autores, afiliacdes, enderecos postais, numeros de
telefone e enderecos de e-mail na pagina de rosto. Onde estiver disponivel, inclua
também ORCIDs e identificadores de midia social (Facebook, Twitter ou LinkedIn). Um
autor terd de ser identificado como o autor correspondente, com o seu endereco de e-mail
normalmente exibido no artigo PDF (dependendo da revista) e do artigo on-line. As afiliacbes
dos autores sdo as afiliagdes onde a pesquisa foi conduzida. Se qualquer um dos co-autores
nomeados mover a filiagdo durante o processo de revisdo pelos pares, a nova afiliacdo pode
ser dada como uma nota de rodapé. Por favor, note que nenhuma alteracdo a afiliacdo pode

ser feita apds o seu papel ser aceito. Leia mais sobre autoria.

Um resumo ndo estruturado de ndo mais de 250 palavras, resumindo o nucleo central
de conhecimento que é o foco do artigo. Ele deve ser escrito em um estilo informativo
permitindo o seu uso, sem revisdo, por servicos de abstracdo, dar detalhes essenciais dos

resultados da pesquisa sem mais referéncia a Leia dicas sobre como escrever o Seu resumo.

Resumo gréafico . Esta é uma imagem para dar aos leitores uma idéia clara do
conteido de seu artigo. Deve ter uma largura maxima de 525 pixels. Se a imagem for mais
estreita que 525 pixels, coloque-a sobre um fundo branco de 525 pixels de largura para
garantir que as dimensdes sejam mantidas. Salve o resumo grafico como .jpg, .png ou .gif. Por
favor, ndo incorpora-lo no arquivo manuscrito, mas salva-lo como um arquivo separado,

denominado Gaphical Abstractl.

Vocé pode optar por incluir um resumo de video com seu artigo. Descubra como
estes podem ajudar o seu trabalho a atingir um publico mais amplo, eo que pensar quando

filmar.

Cinco palavras-chave . As palavras-chave ajudardo indexadores na indexagédo
cruzada de seu artigo. Leia tornando seu artigo mais descoberto , incluindo informagdes sobre

como escolher um titulo e otimizacdo de mecanismo de busca.

Detalhes de financiamento . Forneca todos os detalhes exigidos pelos seus érgdos
de financiamento e concessao de subvencdes , como se segue:
Para subvencdes de agéncia unica : Este trabalho foi apoiado pela [agéncia de financiamento]

sob Grant [numero XXXX].


http://www.icmje.org/recommendations/browse/roles-and-responsibilities/defining-the-role-of-authors-and-contributors.html
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Para subvencBes mudltiplas agéncia: Este trabalho foi apoiado pela [agéncia de
financiamento] sob concessdo [nimero xxxx]; [Agéncia de financiamento] em Grant [nimero

xxxx]; E [agéncia de financiamento] sob concessao [nimero xxxx].

Declaracdo de divulgacéo . Isto é para reconhecer qualquer interesse financeiro ou
beneficio que surgiu a partir das aplicacdes diretas de sua pesquisa. Orientacdo adicional

sobre o que é um conflito de interesses e como divulgé-lo.

InformacbGes de geolocalizacdo. Submeter uma secdo de informacbes de
geolocalizacdo, como um paragrafo separado antes de seus agradecimentos, significa que
podemos indexar a area de estudo do seu papel com precisdo no banco de dados da literatura
geogréfica do JournalMap e tornar seu artigo mais acessivel a outras pessoas. Mais

informacdes.

Material on-line suplementar. Material suplementar pode ser um video, conjunto de
dados, conjunto de arquivos, arquivo de som ou qualquer coisa que suporte (e é pertinente)
para o seu papel. N6s publicamos o material suplementar em linha atraves de Figshare. Saiba

mais sobre material suplementar e como envia-lo com seu artigo.

Figuras. As figuras devem ser de alta qualidade (1200 dpi para arte de linha, 600 dpi
para tons de cinza e 300 dpi para cores). As figuras devem ser salvas como arquivos TIFF,
PostScript ou EPS.

Tabelas. As tabelas devem apresentar novas informagdes em vez de duplicar o que
estd no texto. Os leitores devem ser capazes de interpretar a tabela sem referéncia ao

texto. Forneca arquivos editaveis.

Equacdes . Se vocé estiver enviando seu manuscrito como um documento do Word,
verifique se as equacOes sdo editiveis. Mais informagBes sobre simbolos matematicos e

equacoes.

Unidades. Utilize unidades Sl (ndo italico).

Usando material de terceiros em seu trabalho

Vocé deve obter a permissdo necessaria para reutilizar material de terceiros em seu artigo. O
uso de curtos extratos de texto e alguns outros tipos de material é geralmente permitido, de
forma limitada, para fins de critica e revisdo sem obter permissdo formal. Se vocé deseja

incluir qualquer material em seu papel para o qual vocé ndo possui direitos autorais e que ndo
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estd coberto por este acordo informal, vocé precisara obter permissdo por escrito do
proprietario dos direitos autorais antes da submissdo. Mais informag6es sobre como solicitar

permissao para reproduzir trabalhos sob copyright.

Declaracao de divulgagdo

Inclua uma declaracdo de divulgacao de juros, usando o subtitulo "Divulgacdo de juros". Se
vocé ndo tem nenhum interesse para declarar, por favor, indique isso (sugestéo de redacgéo: Os
autores relatam nenhum conflito de interesse ). Para todos os documentos financiados pelo
NIH / Wellcome, o (s) nimero (s) de concessdo deve (m) ser incluido (s) na divulgacdo da

declaracéo de juros. Leia mais sobre declarar conflitos de interesse.

Registro de Ensaios Clinicos

Para serem publicados numa revista Taylor & Francis, todos os ensaios clinicos devem ter
sido registados num repositorio publico no inicio do processo de investigacdo (antes da
inscricdo do doente). Os nimeros de registo de ensaio devem ser incluidos no resumo, com
detalhes completos na seccdo de métodos. O registro deve ser acessivel ao publico (sem custo
adicional), aberto a todos os potenciais inscritos e gerido por uma organizagdo sem fins
lucrativos. Para obter uma lista de registos que satisfazem estes requisitos, visite a Plataforma
Internacional de Registos de Ensaios Clinicos da OMS (ICTRP). O registro de todos os
ensaios clinicos facilita o compartilhamento de informacg6es entre clinicos, pesquisadores e
pacientes, aumenta a confianca do publico na pesquisa e estd de acordo com
as diretrizes do ICMJE.

Cumprimento da ética da experimentacao

Certifique-se de que todas as pesquisas relatadas nos trabalhos apresentados foram conduzidas
de maneira ética e responsavel e estdo em total conformidade com todos os codigos relevantes
de experimentacdo e legislacdo. Todos os artigos que relatam experiéncias in vivo ou ensaios
clinicos em seres humanos ou animais devem incluir uma declaragdo escrita na secao
Métodos. Isso deve explicar que todo o trabalho foi conduzido com a aprovacdo formal do
comité humano local ou de comités de cuidado animal (institucional e nacional) e que 0s

ensaios clinicos foram registrados conforme a legislacéo exige. Os autores que ndo possuam
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comités de avaliacdo ética formal devem incluir uma declaracdo de que seu estudo segue 0s

principios da Declaracdo de Helsinque.

Consentimento

Todos os autores devem seguir os requisitos do ICMJE sobre privacidade e consentimento
informado de pacientes e participantes do estudo. Confirme que qualquer paciente, usuério do
servico ou participante (ou o pai ou o tutor legal dessa pessoa) em qualquer pesquisa,
experimento ou ensaio clinico descrito no seu trabalho deu consentimento por escrito a
inclusdo de material pertencente a si, que reconhece que N&o podem ser identificados através
do papel; E que vocé os anonimizou completamente. Quando alguém esté falecido, por favor,
certifique-se de ter consentimento por escrito da familia ou propriedade. Os autores podem
usar este Formulario de Consentimento do Paciente , que deve ser preenchido, salvo e enviado

ao periddico se solicitado.

Saude e seguranca

Confirme que todos os procedimentos obrigatdrios de salde e seguranca do laboratorio foram
cumpridos no decurso da realizacdo de qualquer trabalho experimental relatado no seu
trabalho. Certifique-se de que seu papel contém todos os avisos apropriados sobre quaisquer
perigos que possam estar envolvidos na realizagcdo dos experimentos ou procedimentos que

vocé descreveu ou gue possam estar envolvidos em instrugdes, materiais ou formulas.

Inclua todas as precaucgdes de seguranca relevantes; E cite qualquer padrdo aceito ou codigo
de pratica. Autores que trabalham em ciéncias animais podem achar
util consultar a Associacdo Internacional de Conselheiros Veterindrios Consenso Autor
OrientacBes sobre Etica Animal e Bem-estar e Diretrizes para o Tratamento de Animais em
Pesquisa Comportamental e Ensino . Quando um produto ainda ndo foi aprovado por um
orgdo regulador apropriado para o uso descrito em seu trabalho, especifique isto, ou que o
produto ainda esta em investigagéao.

Enviando seu artigo

Este periddico usa Esta revista usa 0 ScholarOne para gerenciar 0 processo de revisao por

pares. Se vocé ndo enviou um artigo para esta revista antes, vOcé precisara criar uma conta no
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centro de submissdo. Por favor, leia as orientagcOes acima e, em seguida, envie seu trabalho no

Author Center, onde vocé vai encontrar guias de usuario e um helpdesk.

Se vocé esta enviando em LaTeX, por favor, converta os arquivos para PDF de antemao (vocé

também precisara carregar seus arquivos fonte LaTeX com o PDF).

Por favor, note que a Free Radical Research usa Crossref ™ para exibir documentos para
material ndo original. Ao enviar seu artigo para aFree Radical Research, vocé esta
concordando com verificacdes de originalidade durante os processos de revisao e producao de

pares.

Apb6s a aceitagdo, recomendamos que vocé mantenha uma cdpia do seu Manuscrito

Aceito. Saiba mais sobre como compartilhar seu trabalho.

Taxas de publicacéo
N&o existem taxas de envio ou encargos de pagina para esta revista.

As figuras de cores serdo reproduzidas em cores no seu artigo on-line gratuitamente. Se for
necessario que as figuras sejam reproduzidas em cores na versao impressa, sera aplicada uma

taxa.

As taxas para 0s numeros de cor impressos sao £ 250 por figura (US $ 395 ddlares, US $ 385
dolares australianos, € 315). Para mais de 4 cores, 0s himeros 5 e acima serdo cobrados em £
50 por figura (US $ 80 dolares americanos, US $ 75 dolares australianos, € 63). Dependendo

da sua localizacdo, estas taxas podem estar sujeitas a impostos locais.

Opcoes de direitos autorais

O Copyright permite que vocé proteja seu material original e impede que outros usem seu
trabalho sem sua permissdo. Taylor & Francis oferece uma série de diferentes opcles de
licenca e reutilizacéo, incluindo licencas Creative Commons ao publicar o acesso aberto. Leia

mais sobre acordos de publicacao.

Cumprimento das agéncias de financiamento

Depositaremos todos os documentos do National Institutes of Health ou Wellcome Trust em

PubMedCentral em nome dos autores, atendendo aos requisitos de suas politicas de acesso
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aberto (OA). Se isso se aplica a vocé, informe nossa equipe de producéo quando receber suas
provas de artigos, para que possamos fazer isso por vocé. Verifique aqui os mandatos das

politicas de OA dos financiadores. Saiba mais sobre como compartilhar seu trabalho.

Acesso livre

Esta revista d& aos autores a op¢do de publicar o acesso aberto através do nosso programa de
publicacdo Open Select, tornando-o gratuito para acessar on-line imediatamente na
publicacdo. Muitos financiadores mandam publicar seu acesso aberto a pesquisa; Vocé

pode verificar politicas e mandatos do financiador de acesso aberto aqui.

Taylor & Francis Open Select da a vocé, sua instituicdo ou financiador a opcéo de pagar uma
taxa de publicacdo de artigos (APC) para tornar um artigo de acesso aberto. Entre em contato
com openaccess@tandf.co.uk se vocé quiser saber mais ou va ao nosso site de Servicos de
Autor.

Para obter mais informacdes sobre opcGes de licenga, periodos de embargo e APCs para esta

revista, va aqui.

Manuscritos Aceitos Online (AMO)

Esta revista publica manuscritos on-line 0 mais rapido possivel, como um PDF do documento
final, aceito (mas ndo editado e ndo corrigido). Isso é claramente identificado como um
manuscrito ndo editado e é referido como o Manuscrito Aceito Online (AMO). Nenhuma
alteracdo seré feita no conteudo do artigo original para a versdo AMO, mas, apds a edicao de
copia, composicdo e revisdo da prova resultante, sera publicada a verséo final corrigida (a
Versdo do Registro [VOoRY]), Substituindo a verséo AMO.

O VOR ¢ a versdo do artigo que aparecera em um nimero da revista. Ambos a versao AMO e
VoR podem ser citados usando o mesmo DOI (identificador de objeto digital). Para garantir
uma publicacéo rapida, pedimos que vocé devolva seu contrato de publicacdo assinado o mais

rapido possivel e retorne as corre¢des dentro de 48 horas ap0s receber suas provas.
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Minhas obras autorizadas

Na publicacdo, vocé poderd visualizar, baixar e verificar as métricas de seu artigo
(downloads, citacdes e dados Altmetric) por meio de Meus trabalhos criados no Taylor &
Francis Online. Este é o lugar onde vocé pode acessar todos 0s artigos que vocé publicou
conosco, bem como o seu link eprints livre , para que vocé possa rapidamente e facilmente

compartilhar seu trabalho com amigos e colegas.

Estamos empenhados em promover e aumentar a visibilidade do seu artigo. Aqui estdo

algumas dicas e idéias sobre como vocé pode trabalhar conosco para promover sua pesquisa.

Artigo reimpressoes

Para obter informac6es sobre reimpress@es, entre em contato com a equipe Taylor & Francis
Author Services em reprints@tandf.co.uk . Para solicitar uma copia do problema que contém
0 seu artigo, entre em contato com nossa equipe

de Atendimento ao Cliente em Adhoc@tandf.co.uk.

Consultas

Se vocé tiver alguma duvida, por favor visite nosso site de servicos de autor ou entre em

contato conosco em authorqueries@tandf.co.uk.
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