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RESUMO

Araucarea angustifolia (Bert.) O. Kuntze é uma espécie dioica, isto &, flores masculinas e
femininas originam-se em arvores separadas. As flores femininas apresentam-se como
estrébilo, mais conhecido como pinha. A pinha € constituida por sementes (pinhdes) e
bracteas (sementes ndo desenvolvidas), as quais apresentam elevada concentragdo de
compostos fendlicos. Esses compostos sdo conhecidos por reduzir danos oxidativos a lipidos,
proteinas e acidos nucleicos, contribuindo para minimizar a incidéncia de doencas
relacionadas com o estresse oxidativo, tais como doengas cardiovasculares, neuroldgicas e
cancer. O objetivo deste estudo foi caracterizar quimicamente, avaliar a atividade antioxidante
e antigenotoxica do extrato aquoso de bracteas de A. angustifolia. Neste trabalho, os
polifendis totais do extrato de A. angustifolia foram determinados pelo método de Folin-
Ciocalteu e sua composicdo quimica foi confirmada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE). O potencial do extrato para neutralizar espécies reativas foi avaliado
através do ensaio com 2,2-difenil 1-picrilhidrazil (DPPH®) e pelas atividades like das enzimas
antioxidantes superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT). Em linhagem celular de
fibroblasto de pulmédo humano (MRC5), avaliou-se o efeito protetor do extrato na viabilidade
celular através da reducdo de 3-(4,5-dimetiltiazol 2-il)-2,5difenil brometo de tetrazolina
(MTT), na atividade das enzimas SOD e CAT, nos danos oxidativos a lipidos, proteinas e
acido desoxirribonucléico (DNA) (ensaio cometa alcalino e enzimatico) induzidos pelo
perdéxido de hidrogénio (H20,). O teor de fendlicos totais do extrato de A. angustifolia foi de
670,93 + 17,79 mg catequina /100 g de bracteas, sendo a catequina, epicatequina, quercetina e
apigenina os principais polifenois encontrados. O extrato de A. angustifolia foi capaz de
reduzir o radical DPPH?® e apresentou atividade SOD e CAT-like. Além disso, o extrato de A.
angustifolia nas concentracdes estudadas (25 e 50 pg/mL) reduziu a mortalidade celular,
danos oxidativos a lipidios, proteinas e DNA, e diminuiu a deplecdo das enzimas
antioxidantes SOD e CAT induzida pelo H20, em células MRC5. Apesar de néo ter sido
observado correlacdo entre os polifenois e marcadores de danos oxidativos, verificou-se uma
correlacdo negativa entre danos a lipidos, proteinas e acidos nucleicos e a atividade das
enzimas SOD e CAT, sugerindo que essas enzimas desempenham um importante papel na
prevencdo de danos &s biomoléculas. Esses resultados mostram que a A. angustifolia
apresenta potencial como fonte de compostos fitoquimicos com atividade bioldgica

relevante.

Palavras-chaves: Araucaria angustifolia, antioxidante, antigenotoxico, polifendis.
VIl



ABSTRACT
Araucaria angustifolia (Bert.) O. Kuntze is a dioecious species, with male and female flowers
found on separate trees. The A. angustifolia female cone consists of fully developed edible
seeds and non-developed seeds called bracts. These bracts have high concentration of
phenolic compounds, which have the potential to prevent oxidative damage to lipids, proteins
and nucleic acids, and decreasing the incidence of diseases related to oxidative stress, such as
cardiovascular and neurological diseases, and cancer. The aim of the present study was to
evaluate the chemical characterization and antioxidant and antigenotoxic activities of the
extract of A. angustifolia bracts. In this work the polyphenols total of A. angustifolia extract
was determinate by Folin-Ciocalteu reagent and its chemical composition was confirmed by
high performance liquid chromatography (HPLC). The extract potential to neutralize reactive
species was evaluated by 2,2- diphenyl 1-picrylhydrazyl (DPPH®) method and by the ability
to mimic the activities of superoxide antioxidants like dismutase (SOD) and catalase (CAT).
In human cell line of lung fibroblast (MRC5), we evaluated the protective effect of the extract
on cell viability by reduction of 3 - (4,5 dimethylthiazol - 2 - yl ) -2,5 diphenyl tetrazolina
bromide (MTT), in the activity of SOD and CAT enzymes in oxidative damage to lipids,
proteins and the deoxyribonucleic acid (DNA) (enzymatic and alkaline comet assay) induced
by hydrogen peroxide (H20,). The total phenolic content of the A. angustifolia extract was
670.93 + 17.79 mg catechin / 100 g bracts, and catechin, epicatechin, quercetin and apigenin
the main polyphenol found. The A. angustifolia extract was able to reduce DPPH® and
presented like activity of SOD and CAT enzymes. Furthermore, the A. angustifolia extract at
the concentrations studied (25 and 50 mg/mL) reduced cell death , oxidative damage to lipids,
proteins and DNA, and decreased depletion of antioxidant enzymes SOD and CAT induced
by H,O, in MRCS5 cells . Although, no correlation between polyphenols and bookmarks of
oxidative injury have been observed. There was a negative correlation between damage to
lipids, proteins and DNA with enzymes SOD and CAT, suggesting that these enzymes play a
role in the regulation of cellular redox metabolism. These results showed that the A.

angustifolia has potential as a source of phytochemical compounds with relevant bioactivities.

Keywords: Araucaria angustifolia, antioxidant, antigenotoxic, polyphenols.



1. INTRODUCAO

A espécie A. angustifolia (Bert.) O. Kuntze, pertencente a familia das Araucariaceae,
conhecida popularmente como pinheiro-do-parana ou pinheiro-brasileiro; € uma conifera
nativa do sul do Brasil (Freitas et al., 2009). A. angustifolia é uma espécie dioica, isto &,
flores masculinas e femininas originam-se em Aarvores separadas. As flores femininas
apresentam-se como estrobilo, mais conhecido como pinha (Retiz et al., 1983). A pinha é
formada pelas sementes (pinhdes), eixo central e brécteas (sementes ndo desenvolvidas).
Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2013), foram
produzidos no Rio Grande do Sul, no ano de 2011, aproximadamente 806 toneladas de
pinh&o. Tendo em vista que uma pinha de Araucéria apresenta em torno de 80% de brécteas
(Michelon et al., 2012), estima-se que foram geradas mais de 4.000 toneladas de bracteas
naquele ano. Estas bracteas ndo tém utilidade definida e sdo, normalmente, descartadas no
meio ambiente.

As bracteas de Araucaria apresentam significativo teor de compostos fenodlicos
(Michelon et al., 2012). Estes compostos sdo conhecidos pela sua atividade antioxidante,
protegendo lipidos, proteinas e acidos nucleicos (DNA) dos danos oxidativos e minimizando
0 risco da ocorréncia de inimeras doencas associadas ao estresse oxidativo, tais como
doencas cardiovasculares, neuroldgicas e cancer (Halliwell & Gutteridge, 2007).

Popularmente, diversas partes de A. angustifolia como as folhas, o n6-de-pinho e a
casca do caule tém sido utilizadas na medicina popular como antisseptico e para o tratamento
de diversas doencas, como infeccOes respiratorias, reumatismo, controle da pirose e no
tratamento da anemia (Marquesini, 1995; Franco, 1997). Nos poucos estudos cientificos
realizados com A. angustifolia, demostrou-se que a casca da arvore apresenta alta
concentragdo de flavonoides e atividade antioxidante em microssomos e fibroblastos de ratos

(Seccon et al., 2010). Além disso, as folhas dessa arvore contém proantocianidinas e
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biflavonoides e apresentaram atividade anti-herpes (Freitas et al.,2009). As folhas da A.
angustifolia foram capazes de reduzir danos oxidativos a lipidios e DNA em diferentes
sistemas in vitro (Yamaguchi et al.,2005; 2009).

Diante da potencialidade dessa planta, este trabalho teve como objetivo caracterizar,
qguimicamente e avaliar a atividade antioxidante e antigenotdxica de extrato de bracteas de A.

angustifolia.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Espécies reativas, estresse oxidativo e antioxidantes

O termo espécies reativas (ER) € um termo coletivo, frequentemente utilizado para
incluir ndo apenas radicais livres (RL), mas também alguns compostos ndo radicalares
capazes de gerar RL, como por exemplo, o perdxido de hidrogénio (Halliwell & Gutteridge,
2007). Entre as principais ER, destacam-se o radical anion superéxido (O27), o peroxido de
hidrogénio (H,0,) e o radical hidroxila (HO®). O O,* é o mais comum e abundante na célula,
podendo reagir com centros ferro-enxofre de enzimas, danificando-as e diminuindo sua
funcdo. Além disso, é capaz de reagir rapidamente com o 0xido nitrico, produzindo o anion
peroxinitrito (ONOQO") que, apesar de sua meia-vida curta, pode atravessar membranas e
reagir com biomoléculas, danificando-as (Denicola & Radi, 2005).

O H,0, é formado, principalmente, na matriz mitocondrial durante o processo de
reducéo do oxigénio, ou pela dismutacdo do O,°* pela enzima superéxido dismutase (SOD)
(Fridovich, 1998). O H,0, tem tempo de meia vida longo e pode atravessar facilmente
membranas reagindo com proteinas ligadas ao ferro. Além disso, se esta ER ndo for
decomposta por sistemas enzimaticos de defesa, podera produzir o radical HO® que, embora
possua meia vida curta, é altamente reativo as proteinas, aos lipidios e ao DNA (Halliwell &
Gutteridge, 2007). O radical HO® é formado a partir do H,O; através das reagdes de Fenton e

Haber-Weiss, que requerem ferro ou cobre (Figura 1).

Fe**ouCu™ + 0> —»Fe* + O, (Haber-Weiss)
Fe*" ou Cu* + H,0, — Fe** ou Cu* + HO® + HO™ (Fenton)

0" + H,0, — 0O, + HO® + OH (Haber-Weiss - Fenton)

Figura 1. ReacOes de Haber-Weiss e Fenton e producdo de radical hidroxila por essas

reacOes. (Adaptado de Valko et al., 2005).
12



As ER podem ser produzidas por fontes exdgenas ou endogenas. A exposicao a
radiacdo, fumo, estresse, a administracdo de alguns medicamentos e compostos xenobioticos
sdo alguns exemplos de fontes exdgenas. Por outro lado, as fontes enddgenas incluem a
cadeia transportadora de elétrons mitocondrial, a enzima NADPH oxidase nos fagocitos e a
atividade combinada da xantina oxidase e xantina desidrogenase, as quais produzem 02" e

H.0,, respectivamente (Halliwell & Gutteridge, 2007).

Em condicGes fisioldgicas, as ER se formam em proporcbes que sdo facilmente
controladas pelos mecanismos de defesas das células. Por outro lado, em situacGes
patoldgicas, essa producdo pode aumentar exacerbadamente e causar danos as células. Assim,
a producdo elevada de ER e/ou a deficiéncia nos sistemas de defesa antioxidantes resultam em
uma condicdo conhecida como estresse oxidativo, caracterizado por danos a lipidios,
proteinas e a acidos nucleicos. Quantidades aumentadas desses danos tém sido detectadas em
pacientes com varias doengas, tais como Parkinson, mal de Alzheimer, esclerose multipla,
cancer, diabetes mellitus, aterosclerose e cirrose (Halliwell & Gutteridge, 2007; Carocho &
Ferreira, 2013).

Os efeitos biolégicos das ER sdo minimizados in vivo pelos sistemas antioxidantes
(Tomé et al., 2010). Antioxidantes sdo compostos que reduzem a concentracdo de ER, e
reparam danos oxidativos, minimizando os efeitos bioldgicos nocivos as células, podendo ser
classificados como enzimaticos ou ndo enzimaticos (Halliwell & Gutteridge, 2007).

O sistema de defesa antioxidante enzimatico é representado, principalmente, pelas
enzimas superdxido dismutase (SOD) e catalase (CAT), as quais constituem uma importante
linha de protecdo contra danos oxidativos, exercendo papel crucial na manutencdo do
equilibrio redox celular. A SOD dismuta 0 O;", formando H,0, (Reacdo 1), 0 qual é menos
reativo e pode ser degradado por outras enzimas, tais como a catalase ou a glutationa

peroxidase (GPx) (Fridovich, 1998).
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Sod
(Reagdo 1) 202" + 2H'—» H20:+ 0;

Em células eucariotas, ha vérias isoformas do tipo SOD, geralmente responsaveis por
compartimentos celulares distintos. A SOD1 ou SODCuZn se encontra quase que
exclusivamente no espago citoplasmatico intracelular. A SOD2 ou SODMn pode ser
encontrada na mitocondria da maioria dos animais, enquanto que a SOD3 ou ECSOD possui
um peptideo sinalizador que a direciona exclusivamente para 0 espaco extracelular
(Fridovich, 1998; Zelko et al., 2002).

A enzima catalase, codificada por um gene presente no cromossomo 11, é uma
ferrilhemoenzima cuja funcdo principal é dismutar o H,O,, formando agua e oxigénio
molecular (Reacdo 2) (Ursini et al., 1997) e apresenta uma das maiores taxas de rotatividade
conhecida pelo homem, permitindo que uma molécula de catalase converta 6.10*° moléculas

de peroxido de hidrogénio (Rahman, 2007).

Cat
(Reacdo 2) 2H202 —»2H20 + O;

A CAT é um tetramero formado por unidades idénticas, sendo que cada mondémero
contém um grupo prostético heme no centro catalitico. Em animais, a catalase esta presente,
praticamente, em todos os 6rgdos do corpo (Inoue, 1994). Esta € uma enzima altamente
especifica porque possui atividade apenas sobre o H,O,, hidroperdxidos de metila e etila
(Halliwell & Gutteridge, 2007). A dosagem experimental da atividade da CAT baseia-se na
medida da velocidade de consumo do H,O, na amostra estudada. Esta determinacdo é
diretamente proporcional a atividade enzimatica e obedece a uma cinética que mede a

velocidade de decomposigéo de H,0, em diferentes intervalos de tempo (Aebi, 1984).

14



O sistema de defesa ndo enzimatico é formado pelas vitaminas (em especial as
vitaminas A, C e E), os carotenoides e os compostos fendlicos, entre outros (Halliwell &
Gutteridge, 2007; Singh et al., 2008; Tsao, 2010).

Os compostos fendlicos sdo amplamente distribuidos no reino vegetal e podem ser
classificados em flavonoides e ndo flavonoides. Os flavonoides apresentam estrutura
hidrocarbonada do tipo C6-C3-C6 (difenilpropano), derivada do acido chiquimico e de trés
residuos de acetato (Trueba & Sanchéz, 2001; Aron & Kennedy, 2008; Tsao, 2010); eles
podem ser divididos em diversas subclasses (flavan-3-ol, flavona, flavonol, flavanona,
flavononol, antocianidina, chalcona, aurona), de acordo com o grau de oxidagdo do oxigénio
heterociclico (Figura 2) (Trueba & Sanchéz, 2001).

Os flavonoides tém sido descritos como importantes varredores de ER e quelantes de
ions metalicos, principalmente ferro e cobre, os quais sdo os de maior relevancia para as
reacOes iniciais de formacdo ER (Halliwell & Gutteridge, 2007). Além disso, os flavonoides
podem inibir as enzimas NADPH oxidase, xantina oxidase e xantina desidrogenase
envolvidas na geragdo de ER protegendo, dessa forma, as células contra os danos oxidativos
(Schaffer & Halliwell, 2012). Os compostos ndo-flavonoides sdo derivados de estruturas
quimicas especificas, como derivados do &cido benzoico (C6-C1), (Ex.: acidos galico e
vanilico) e os derivados do &cido cinamico (C6-C3), (Ex.: &cidos cafeico e p-cumarico)
(Trueba & Sanchez, 2001).

O conteudo polifendlico total de um extrato/produto pode ser avaliado através de
diferentes metodologias. Uma das mais utilizadas é a técnica espectrofotométrica de Folin
Ciocalteau (Singleton et al., 1999). Além da metodologia para quantificacdo de polifendis
totais, a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) é outra ferramenta bastante util
para acessar o perfil fitoquimico de amostras, permitindo a identificacdo de cada composto

isoladamente. Nesta técnica utiliza-se, como fase mével, um liquido e, como fase estacionaria,
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particulas sélidas empacotadas em uma coluna. A separacdo dos compostos resulta das

diferentes velocidades dos componentes arrastados pela fase movel devido as distintas

interacdes com a fase estacionaria. Os compostos podem ser identificados através do tempo

de retencdo na fase estacionaria, comparados com os padrdes (Falkenberg et al., 2001).

Niicleo Fundamental dos Flavonoides

Diferentes classes dos flavonoides

Flavona Flavonol

| =
o M
(L1
P ~on
Flavan-3-ol Flavononol
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oS > \“‘/’ O
| T | OH

& " oH 0

Chalcona Aurona

OH

/b\:»h -
[
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Antocianina

=
@ /O;\f(\)
—,//L/ “OH

Figura 2. Nucleo fundamental e classificagdo dos flavonoides (Adaptado de Aron &

Kennedy, 2008).
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2.2 Metodologias para avaliacédo da atividade antioxidante e antigenotoxica

A determinacdo da atividade antioxidante in vitro de um composto pode ser realizada
de diversas maneiras, entre elas, destaca-se a capacidade de varredura do radical livre 2,2-
difenil 1-picrilhidrazil (DPPH®). Esse ensaio é amplamente utilizado por ser um método
rapido que determina a habilidade de um composto antioxidante transferir um atomo de
hidrogénio para o radical DPPH® (Rice-Evans et al.,1995; Cheng et al.,2006). Destaca-se,
ainda, a determinacdo da atividade SOD-like, que determina a presenca ou a auséncia na
amostra de substancias que mimetizem a acdo da enzima superoxido dismutase. A atividade
CAT-like, por sua vez, verifica a presenca ou ndo de compostos que atuem de maneira
semelhante a acdo da enzima catalase (Dani et al., 2007; Spada et al., 2008).

Considerando que a atividade antioxidante de um composto é influenciada pelo
modelo de estudo, costuma-se empregar mais de um tipo de teste (Halliwell & Gutteridge,
2007). O cultivo de células de mamiferos se caracteriza por apresentar um valor significativo
nesses estudos, facilitando a analise de propriedades e processos que ndo seriam facilmente
realizados em nivel de organismo intacto. Devido a essa praticidade e efetividade de ensaios,
diversos trabalhos utilizam esses sistemas experimentais (Zucco et al., 2004; Doyle &
Griffiths, 1999).

As células de fibroblastos de pulmdo humano (MRC5) sdo uma linhagem de féacil
cultivo e manutencdo, pois apresentam um rapido crescimento em um curto periodo de
adaptacdo. As células MRC5 tém sido amplamente empregadas em estudos de diversas areas,
como estresse oxidativo (Maziere et al., 2000; Kong et al., 2012), mutagénese e reparacao de
DNA (Bourton et al., 2012; Capella et al., 2012).

Para determinar a proliferacdo celular e citotoxicidade de compostos, um metodo
colorimétrico rapido utilizado € a reducéo do 3-(4,5-dimetiltiazol 2-il)-2,5difenil brometo de

tetrazolina (MTT). O MTT, quando incubado com células metabolicamente ativas, € reduzido
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por enzimas mitocondriais, transformando-se de um composto amarelo em um composto azul
escuro (formazan). A producédo dos cristais de formazan reflete o estado funcional da cadeia
respiratoria (Denizot et al., 1986).

Os principais alvos das ER sdo proteinas, lipidios, acido desoxirribonucléico (DNA) e
acido ribonucléico (RNA) (Lu et al., 2010; Craft et al, 2012). O dano aos lipidios ocorre
através de reacdes em cadeia, iniciando com ataque de uma ER, provocando um aumento da
permeabilidade da membrana celular para substancias que normalmente ndo cruzam a
bicamada lipidica (calcio, por exemplo), levando a inumeros eventos intracelulares. Entre os
produtos finais da peroxidacdo lipidica estdo os compostos de baixo peso molecular, como
hidrocarbonetos (etano e pentano) e aldeidos, principalmente o malondialdeido (MDA). A
determinacdo desses compostos de baixo peso molecular pelo método que mensura 0s
produtos capazes de reagir com o acido tiobarbiturico (TBA) é um importante indicativo dos
niveis de dano oxidativo nos lipidios (Halliwell & Gutteridge, 2007).

A quantificacdo de proteinas carboniladas também pode ser considerada um
importante e sensivel marcador de estresse oxidativo. As proteinas oxidadas podem afetar a
funcdo de receptores, enzimas, anticorpos e proteinas de transporte. O processo de
carbonilacdo proteica pode ocorrer através da oxidacdo direta dos aminoacidos, pela interacao
das proteinas com produtos finais da peroxidacao lipidica como 4-hidroxinonenal e 0 MDA e,
também, atraves de reagdes de glicacdo (Chakravarti & Chakravarti, 2007). A técnica que tem
como principio a reacdo dos grupos carbonilicos com 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH)
formando 2,4-dinitrofenilhidrazona tem sido bastante utilizada como método de avaliacdo do
conteudo de proteinas carboniladas (Levine et al., 1990).

O sistema de defesa antioxidante enzimatico é representado, principalmente, pelas
enzimas SOD e CAT, as quais constituem uma importante linha de protecdo contra danos

oxidativos, exercendo papel crucial na manutengédo do equilibrio redox celular. A atividade da
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enzima SOD pode ser determinada espectrofotometricamente, atraves da formacdo de
adrenocromo, resultante da auto-oxidagdo da adrenalina. Quanto mais adrenocromo, maior
sera a absorbancia e, consequentemente, menor serd a atividade enzimatica (Bannister &
Calabrese, 1987). A dosagem experimental da atividade da CAT baseia-se na medida da
velocidade de consumo do H,O, na amostra estudada. Essa determinacdo € diretamente
proporcional a atividade enzimatica e obedece a uma cinética que mede a velocidade de
decomposicéo de H,O, em diferentes intervalos de tempo (Aebi, 1984).

Além disso, as ER produzem uma ampla variedade de danos ao DNA. As lesdes
genotoxicas sdo caracterizadas por uma alteracdo quimica e/ou fisica em um acido nucleico
que leva ao prejuizo de funcdes, como a replicacdo e a transcri¢do, processos que necessitam
gue o DNA esteja intacto. As lesdes genotdxicas podem ser quebras simples, quebras duplas
na cadeia do DNA, reparo por excisdo incompleta, pontes intercadeia de DNA (crosslinks) e
danos alcalildbeis (Singh et al. 1988; Collins et al 2008), danos oxidativos das bases
nitrogenadas entre outras (Collins et al. 2008).

A determinacdo das lesdes ao DNA pode ser medida pelo ensaio cometa ou Single
Cell Gel Electrophoresis. Por necessitar de um pequeno nimero de células, sem que elas
estejam necessariamente em divisdo, essa técnica se torna vantajosa diante de outras
metodologias bioguimicas e citogenéticas (Hartmann & Speit, 1994). As células em gel e
dispostas sobre laminas sdo submetidas a uma corrente elétrica que propicia a migracdo dos
fragmentos de DNA para fora do nucleo na presenca de dano. Apos a eletroforese, as células
que apresentam um nucleo redondo séo identificadas como normais, sem dano perceptivel ao
DNA. As células que apresentam qualquer tipo de les@o sdo identificadas visualmente por
uma espécie de cauda formada pelos fragmentos de DNA, similar a de um cometa. A
identificacdo do dano no DNA pode ser feita de diferentes maneiras como, por exemplo, pela

medicdo do comprimento do DNA migrante com a ajuda de uma ocular de medidas, ou,
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ainda, mediante uma classificacao visual realizada ap6s a coloragdo com nitrato de prata ou
microscopio de fluorescéncia, efetivada apds coloracdo com brometo de etidio, laranja de
acridina ou iodeto de propidio. As células sdo classificadas de acordo com o tamanho da
cauda formada. Assim, tem-se que a classe O corresponde a uma célula sem cauda, ou seja,
sem dano; na classe 1, a cauda € menor que o didmetro do nucleo; na classe 2, a cauda se
apresenta com comprimento entre uma a duas vezes o diametro do nicleo; na classe 3, a
cauda é longa, apresentando comprimento superior a duas vezes o diametro do nucleo; e, na

classe 4, a cauda ¢ longa e bastante espalhada (Olive & Banath, 2006) (Figura 3).

Sem dano Dano 1

Dano 2 Dano 3 Dano 4

Figura 3. Imagens das classes 0-4 de danos no DNA analisados visualmente pelo ensaio

cometa (Adaptado de Heuser et al., 2007).
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O ensaio cometa é utilizado amplamente na genética médica, na genética toxicologica,
ecotoxicoldgica, em diagnéstico e em tratamentos medicos, na medicina ambiental, na
ocupacional, no biomonitoramento ambiental, além de outras aplicacbes (Azqueta et al.,

2009).

Existem dois protocolos principais para a realizacdo desse teste, de acordo com o pH
do tampéo a ser utilizado: a versdo neutra (pH 7-8), conforme o método original de Ostling e
Johanson (1984), que utiliza a eletroforese em tamp&o com pH neutro, que possibilita detectar
quebras duplas nas moléculas de DNA. A verséo alcalina (pH >13), desenvolvida por Singh et
al. (1988) a partir do método original, que realiza a eletroforese em tampéo alcalino
produzindo, assim, desnaturacdo do DNA, detectando quebras de fita simples e dupla na
cadeia do DNA, reparo por excisdo, pontes intercadeia de DNA (crosslinks) e danos
alcalilébeis.

O ensaio cometa permite 0 reconhecimento de lesdes que se manifestam somente
como quebras de cadeia, tornando-se um pouco limitado, uma vez que ndo detecta danos
oxidativos gerados pelas oxidacOes das bases nitrogenadas. Uma alternativa para essa
limitacdo é o emprego de endonucleases de reparacdo do DNA antes da eletroforese. As
endonucleases sdo capazes de reconhecer sitios de lesfes especificos gerando uma quebra de
cadeia de DNA que pode, entédo, ser detectada pelo ensaio cometa. Assim, a diferenca entre o
indice de dano de uma amostra tratada com a enzima de reparacdo de DNA para um dano
especifico e a mesma amostra ndo tratada fornece a quantificagdo da lesdo em analise. Essa
adaptacdo torna o ensaio cometa uma Otima ferramenta para a elucidacdo dos mecanismos
genotoxicos (Azqueta et al., 2009). As enzimas mais empregadas, e que estdo envolvidas na
remocdo de danos oxidativos sdo endonuclease Il (ENDO) e a formamidopiridina DNA

glicosilase (FPG), as quais sdo capazes de detectar pirimidinas e purinas oxidadas,

respectivamente (Collins et al., 2008).
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2.3. Araucaria angustifolia

2.3.1 Aspectos etnoboténicos da Araucaria angustifolia
A espécie A. angustifolia (Bert.) O. Kuntze (Figura 4), pertencente a familia das

Araucariaceae, € uma conifera nativa do sul do Brasil, conhecida popularmente como

pinheiro-do-parana ou pinheiro-brasileiro (Freitas et al., 2009).

Figura 4. Araucaria angustifolia (http://teresasilvestri.blogspot.com)

A araucaria é a Unica espécie de seu género com ocorréncia natural no Brasil.
Originalmente, as florestas de araucéria cobriam uma éarea estimada de 200 mil km2,
distribuidas nos estados do Parana (40%), Santa Catarina (31%), Rio Grande do Sul (25%) e

sul de S&o Paulo (3%), internando-se até o sul de Minas Gerais e Rio de Janeiro, em areas de
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altitude elevada (1%) (Mattos, 1994). No entanto, o intenso processo de exploracao predatoria
da Araucaria no inicio do século XX fez com que as reservas naturais dessa espécie estejam
limitadas a valores estimados entre 2% e 4% da area original (Simdes & Lino, 2002), sendo
essa a estimativa mais recente realizada.

A A. angustifolia se destaca dentre as demais espécies arbdreas por apresentar sua
copa em um formato peculiar, grande porte, podendo atingir de 20 a 25 metros de altura,
tronco geralmente cilindrico reto, raras vezes ramificado, casca grossa e resinosa. As arvores
adultas apresentam seus ramos dispostos em 8 a 15 verticilos, onde cada verticilo possui de 6
a 10 ramos. O afastamento dos verticilos se reduz gradativamente até o apice, restando, nas
arvores velhas, uma umbela terminal, também chamada de candelabro. As arvores jovens
possuem copa conica com 0s ramos primarios cilindricos, curvados para cima, € 0S ramos
secundarios, também conhecidos por grimpas, alternos, agrupados no apice dos ramos
primarios. As folhas possuem de trés a seis centimetros de comprimento, sdo simples,
agudissimo-pungentes de coloracdo verde-escuro (Reitz et al, 1979; Lorenzi, 1992; Carvalho,
1994). A idade da Araucaria é calculada com base nos anéis de crescimento que sdo formados
no tronco, podendo viver entre 200 e 300 anos (Carvalho, 1994).

As arvores dessa espécie sdo dioicas. Os cones masculinos (flores masculinas) sdo
cilindricos e alongados, medindo de 10 a 22 cm de comprimento, por 2 a 5 cm de diametro,
sendo compostos por escamas. As escamas arranjam-se na inflorescéncia masculina, em
espiral. As escamas da base se abrem primeiro, deixando o pélen livre e a disposi¢do do vento
para ser transportado ao estrébilo feminino (Reitz & Klein, 1966).

As flores femininas em estrébilo, chamado de pinha, ficam protegidas no apice de um
ramo por numerosas folhas (Reitz & Klein, 1966), com vérias bracteas escamiformes,
inseridas sobre um eixo central e conico. Uma pinha, quando fecundada, pode apresentar

entre 10 e 25 cm e, € composta por pinhdes (sementes), eixo central conico e bracteas
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(sementes ndo desenvolvidas), podendo pesar entre 0,61 a 4,7 kg (Mattos, 1994; Michelon et

al., 2012) (Figura 5).

Figura 5. Pinha (A), sementes (B), bracteas (C) e eixo central (D) de Araucaria angustifolia

(Adaptado de Michelon et al.,2012).

De acordo com Mattos (1994), a polinizagdo, que ocorre nos meses de outubro a
dezembro, é realizada predominantemente pelo vento, sendo que dois anos apds esse evento,
as pinhas amadurecem, desenvolvem somente o 6vulo fecundado (o pinhdo) e comprimem as
bracteas (sementes que ndo se desenvolveram) conforme o pinhdo vai se desenvolvendo
(Retiz et al., 1983). Os pinhdes possuem forma codnica-arredondada, sdo carnosos e bastante
apreciados na culinaria do sul do Pais (Cordenunsi et al., 2004).

Nas populacdes naturais, a producdo de sementes (pinhdo) normalmente ocorre apés
15 a 20 anos de idade e, quando plantadas, as arvores isoladas iniciam a producdo de
sementes entre 10 e 15 anos (Sanquetta & Netto, 2000). Uma arvore feminina produz,
anualmente, uma média de 80 pinhas (Thomé, 1995).

Os pinhdes sdo encontrados em maior quantidade nos meses de abril a junho, porém o
maior volume de comercializacdo ocorre nos meses de junho e julho. Embora sua
comercializacdo seja disciplinada pela Portaria Normativa DC n° 20, grande parte da venda
ainda é clandestina (sem emisséo de notas fiscais), o que dificulta a mensuragdo da magnitude
deste mercado (BRDE, 2005). Segundo dados do IBGE, a quantidade de pinh&o produzido no

Rio Grande do Sul, em 2011, foi de 806 toneladas, sendo a regido dos campos de cima da
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Serra, principalmente as cidades S&o Francisco de Paula e Cambara do Sul, as maiores
produtoras.

O pinh&o apresenta grande importancia como alimento, podendo ser consumido cru,
cozido em &gua ou diretamente no fogo, e também é usado como farinha para pratos regionais
(Cordenunsi et al., 2004; Leite et al., 2008), sendo uma 6tima fonte de amido (Cordenunsi et

al., 2004) e fibras dietéticas (Cordenunsi et al., 2004; Capella et al., 2009).

2.3.2 Atividade bioldgica e principais compostos de Araucaria angustifolia

Popularmente, diferentes partes da arvore de A. angustifolia tém sido empregadas na
medicina popular brasileira. Infusdes de cascas sdo usadas para tratar as tensdes musculares e
varizes, e 0 xarope produzido com a resina é utilizado para o tratamento de infec¢des do trato
respiratorio. A infusdo de folhas é usada para tratar escrofulose, fadiga e anemia (Marquesini,
1995; Franco, 1997).

Apesar do uso tradicional, existem poucos estudos cientificos acerca do efeito
farmacol6gico e compostos majoritarios de A. angustifolia (Quadro 1). Extratos obtidos a
partir da casca da arvore foram capazes de varrer o radical livie DPPH®, prevenir a
citoxicidade induzida por H,O, em células de fibroblasto de ratos e inibir a lipoperoxidagéo
induzida por radicais ascorbil e radiacdo UV em lipossomos de fosfatidilcolina de soja e
microssomos de rato (Seccon et al., 2010). As folhas de A. angustifolia mostraram atividade
anti-herpes em celulas de macaco africano (Freitas et al., 2009) e evitaram danos oxidativos a
lipidios de membranas lipossomicas (Yamaguchi et al., 2005) e ao DNA de células de timo de
bezerro (Yamaguchi et al., 2009).

Diferentes classes de compostos quimicos foram descritos em A. angustifolia. A resina
apresenta acidos fendlicos, hidroguinona e ferruginol (Yamamoto et al., 2004). O extrato

hidroalcodlico da casca da arvore exibe uma alta concentragdo de flavonoides, como acido
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benzoico, p-acido hidroxibenzoico, é&cido protocateico, quercetina, epiafzelequina
protocatetuato e epiafzelequina p-hidroxibenzoato. Em estudos realizados a partir de extratos
etanolicos das folhas de A. angustifolia foram identificadas proantocianidinas e o0s
biflavanoides bilobetina, 11-7-O-metil-robustaflavona e cupressuflavona (Freitas et al., 2009).
Extratos metanolicos da folha contém os biflavonoides amantoflavona, mono, di, tri e tetra-O-
metilamentoflavona e ginkgetina (Yamaguchi et al., 2005). Em extratos metanolicos obtidos a
partir da semente (pinhdo) da araucaria, identificou-se catequina e epicatequina (Cordenunsi
et al.,2004). Catequina, epicatequina e rutina também foram identificados em extrato aquoso
de bréacteas de A. angustifolia (Michelon et al., 2012).

Com o objetivo de elucidar melhor a atividade bioldgica do extrato de bracteas de A.
angustifolia, este trabalho utilizou células de fibroblasto de pulmao humano como sistema de
estudo. Para a avaliacdo da atividade antioxidante e antigenotoxica as células foram pré-
tratadas com o extrato e submetidas a estresse gerado por H,O,. Paralelamente, estudou-se a

atividade antioxidante in vitro e o perfil fendlico do extrato.
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Quadro 1. Compostos majoritarios e efeito bioldgico de extratos de diferentes partes de Araucaria angustifolia

Parte da planta Solvente Composigédo quimica Efeito bioldgico Sistema utilizado Referéncia
Antioxidante Varredura do radical DPPH*
Bréactea i ) ) ) _ _
Agua Catequina, epicatequina e rutina Antimutagénica Leveduras Saccharomyces cerevisiae Michelon et al., 2012
Proantocianidinas e biflavanoides
i bilobetina, 11-7-O-metil-
Etanol: Agua robustaflavona e cupressuflavona Anti-herpes Células de rim de macaco africano Freitas et al., 2009
(VERO)
Folha Biflavonoides amantoflavona, mono, Antigenotdxico Plasmideo de Escherichia coli
di, tri e tetra-O-metilamentoflavona e
Metanol ginkgetina Antioxidante Lipossomos de fosfatidilcolina Yamaguchi et al., 2005
Antigenotdxico DNA de timo de bezerro Yamaguchi et al., 2009
Quercetina, catequina, epicatequina
acido benzoico, p-acido Antioxidante Ensaio DPPH*
§ hidroxibenzoico, acido
Casca Etanol: Agua protocateico,epiafzelechina Citoprotetor Células de fibroblastode ratos
’ protocatetuato e epiafzelechina p-
B hidroxibenzoato Antioxidante Lipossomos de fosfatidilcolina de Seran talh 20
soja e microssomos de rato
Semente Metanol Catequina e quercitina NE - Cordenunsi et al.,2004
Diclorometano: | Lignanas, &cido 4-hidroxibenzaldeido,
hidroquinona e acido p-cumarico
Resina Metanol eferruginol NE - Yamamoto et al., 2004

Nota: NE: Néo estudado, DPPH®: capacidade de varedura do radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

v/ Estudar o perfil fendlico, a atividade antioxidante e antigenotéxica do extrato

aquoso de bracteas de A. angustifolia.

3.2 Objetivos especificos

v" Quantificar o teor de polifendis totais e os compostos fendlicos majoritarios do
extrato de A. angustifolia;

v/ Avaliar a atividade antioxidante in vitro do extrato de A. angustifolia através da
capacidade de varredura do radical DPPH® e da atividade-like das enzimas
superdxido dismutase e catalase;

v Avaliar o possivel efeito protetor do extrato de A. angustifolia sobre a mortalidade
celular (MTT), danos a lipideos (TBARS) e proteinas (proteinas carboniladas)
induzidos por peréxido de hidrogénio em células MRC5;

v"Avaliar a atividade das enzimas SOD e CAT em células MRC5 tratadas com
extrato de A. angustifolia em presenca e auséncia de peréxido de hidrogénio;

v/ Avaliar a atividade antigenotoxica (ensaio Cometa) do extrato de A. angustifolia
em células MRC5 tratadas com perdxido de hidrogénio;

v Correlacionar estatisticamente os efeitos biolégicos observados com os compostos

detectados no extrato de A. angustifolia.

28



4. RESULTADOS

Os resultados desta dissertacdo estdo apresentados na forma de um artigo cientifico,

intitulado Antioxidant and Antigenotoxic Activities of the Brazilian Pine Araucaria

angustifolia (Bert.) O. Kuntze.
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Abstract: Polyphenols are natural products with recognized potential in drug discovery and
development. We aimed to evaluate the polyphenolic profile of Araucaria angustifolia bracts,
and their ability to scavenge reactive species. The antioxidant and antigenotoxic effects of A.
angustifolia polyphenols in MRC5 human lung fibroblast cells were also explored. The total
polyphenol extract of A. angustifolia was determined by the Folin—Ciocalteu reagent and the
chemical composition was confirmed by HPLC. Reactive oxygen species’ scavenging ability
was investigated by the 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) method and superoxide
dismutase- and catalase-like activities. The protective effect of the extract in MRC5 cells was
carried out by the 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide method and
the determination of oxidative lipids, protein, and DNA (alkaline and enzymatic comet assay)
damage. Total phenolic content of the A. angustifolia extract was 1586 + 14.53 mg gallic acid
equivalents/100 g of bracts. Catechin, epicatechin, quercetin, and apigenin were the major
polyphenols. The extract was able to scavenge DPPH radicals and exhibited potent superoxide
dismutase and catalase-like activities. Moreover, A. angustifolia extract significantly
protected MRC5 cells against H,O»-induced mortality and oxidative damage to lipids,
proteins, and DNA. Therefore, A. angustifolia has potential as a source of bioactive chemical
compounds.
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1. Introduction

Plant secondary metabolites have contributed to the development of new active molecules
used in therapeutics. The diversity of the plant kingdom represents an immense reservoir of
structures with potential pharmacological value. Araucaria angustifolia (Bert.) O. Kuntze
(Araucariaceae) is a native conifer of Southern Brazil, which is popularly known as “pinheiro-
do-parana” or “pinheiro-brasileiro”. It is a dioecious species, which means it features male
and female specimens that have their own distinct strobilus. The female strobilus consists of
seeds (the edible part of A. angustifolia) and bracts, which are undeveloped seeds commonly
discarded into the environment.

Different parts of A. angustifolia are used in Brazilian folk medicine. Infusions of bark
are used to treat muscle strains and varices and the syrup produced from resin is used to treat
respiratory tract infections. Moreover, infusions of leaves (needles) are used to treat scrofula,
fatigue, and anemia [1,2].

Despite its traditional uses, few phytochemical and pharmacological studies have been
performed from A. angustifolia. The dead bark of the tree has a high concentration of
anthocyanins and proanthocyniadins, and presents antioxidant effects on liposomes and rat
microsomes[3]. A. angustifolia needles contain proanthocyanidins and biflavonoids such as
amentoflavone, mono-O-methylamentoflavone, di-O-methylamentoflavone, ginkgetin, tri-O-
methylamentoflavone and tetra-O-methylamentoflavone [4,5]. It was shown that biflavonoids
exhibit minor antiherpes activity and the proanthocyanidins seem to be mainly responsible for
the antiviral activity of A. angustifolia needles [6]. The needles can also reduce
lipoperoxidation and DNA damage in liposomal membranes [4] and in calf thymus cells [5].
The resin from A. angustifolia is rich in lignans and phenolic compounds, such as 4-
hydroxybenzaldehyde, hydroquinone and p-coumaric acid [7]. The seed of this tree, named
pinhao, is rich in lectins with anti-inflammatory and antibacterial activities [8].

In our previous study [9], we found that the aqueous extract of bracts from A. angustifolia
presents antimutagenic activity and high levels of polyphenols. These bioactive compounds
can act as reducing and/or scavengers agents, minimizing the generation of reactive species

(RS) [10] implicated in protein, lipid, and nucleic acid damage [9]. Therefore, polyphenols
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could reduce the occurrence of several diseases associated with oxidative stress, such as
cancer and cardiovascular and neurological diseases [11].

The present study aimed to evaluate the polyphenolic profile of A. angustifolia bracts and
the ability of this extract to scavenge reactive species. In addition, the effects of A.

angustifolia in human lung fibroblast cells (MRC5) were also studied.

2. Experimental Section
2.1. Chemicals

Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM), fetal bovine serum (FBS), trypsin-EDTA
and penicillin-streptomycin were purchased from Gibco BRL (Grand Island, NY, USA).
Thiobarbituric acid (TBA), trichloroacetic acid (TCA), dinitrophenylhydrazine (DNPH), 2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), hydrolyzed 1,1,3,3-tetramethoxypropane (TMP), catechin,
epicatechin,  quercetin, apigenin,  3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide (MTT), radio-immunoprecipitation assay (RIPA) buffer, and hydrogen peroxide
(H20,) were obtained from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Low-melting point agarose
and normal agarose were purchased from Invitrogen (Carlsbad, CA, USA).
Formamidopyrimidine DNA glycosylase (FPG, 8.000 U/mL) and endonuclease (Endo) Il
(10.000 U/mL) were purchased from New England BioLabs (Ipswich, MA, USA). HPLC
solvents were from Mallinckrodt Baker Inc. (Phillipsburg, NJ, USA).

2.2. Plant Material and Preparation of the Extract

Pines of A. angustifolia were collected in Caxias do Sul, Rio Grande do Sul (latitude
—29°10'05", longitude —51°10'46"), Brazil, in 2011. Voucher specimens were identified by the
herbarium of the University of Caxias do Sul, Rio Grande do Sul, Brazil (HUCS36536).
Bracts were manually separated and mixed to obtain a pool, which was used to prepare the
extract. Bracts were dried in incubator air oven at 37 °C, milled (Tecnal model Willye TE-
650) and mixed with distilled water (5%, w/v). Extraction was done under reflux (100 °C) for
15 min, as described by Michelon et al. [9]. After cooling to 25 °C, the A. angustifolia extract
(AAE) was filtered in Millipore equipment (pore size, 0.45 um; catalog number SFGS 047LS,
Millipore Corp., Sdo Paulo, Brazil), lyophilized (LIOBRAS model L-101), and stored in the
dark. Before each assay, the lyophilized powder was resuspended in water.
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2.3. Determination of Total Phenolic Content and Major Compounds

Total phenolic content of the extract was measured by using the Folin—Ciocalteu
colorimetric method, according to Singleton and Rossi [12], with modifications. Briefly, the
lyophilized extract (5%, w/v) was mixed with 400 pL of sodium carbonate (7.5%, w/v) and
500 uL of Folin—Ciocalteu reagent. After 30 min in the dark, the absorbance was measured at
765 nm in a spectrophotometer (UV-1700 spectrophotometer, Shimadzu, Kyoto, Japan).
Phenolic content of the extract was expressed as mg of gallic acid equivalents (GAE) per 100
g of bracts.

Identification and quantification of the major compounds in AAE was performed by
HPLC analysis, using an HP 1100 system equipped with a UV/VIS detector (Santa Clara, CA,
USA). Compound separation was performed with a 5 um Li-Chrospher RP18 column (250
mm x 4 mm) at a flow rate of 1 mL/min. The extract was filtered on a Millipore membrane
(0.45 um) and 20 pL injected into the device. Analysis of flavonoids was performed using a
binary solvent system consisting of methanol (solvent A) and a water/acetic acid mixture
(100/2) (solvent B) as the mobile phase unit. Gradient conditions were: 15% solvent A and
85% B (0-30 min), 40% solvent A and 60% B (30-40 min), 75% solvent A and 25% B (40—
45 min), and 85% solvent A and 15% B (45-50 min). Flavonoids were monitored by UV
absorbance at 350 nm. All chromatographic procedures were performed at 25 °C. To quantify
the main tannins, the extract was eluted at 1 mL/min (20 pL injection volume) using an
isocratic mobile phase 90% acidic water (5% acetic acid) and 10% acidic methanol (5% acetic
acid). The tannins were monitored by UV absorbance at 280 nm at 45 min. The
concentrations of flavonoids (quercetin and apigenin) and tannins (catechin and epicatechin)
were estimated from standard curves obtained by the analysis of various doses of standard

compounds (all from Sigma-Aldrich). Results are expressed in mg/100 g bracts.
2.4. Radical Scavenging Activity, Superoxide Dismutase-, and Catalase-Like Activities

Antioxidant activity of the AAE was measured through the ability of the extract to donate
electrons to the stable radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) [13]. Briefly, the
lyophilized powder was diluted to different concentrations (0.05, 0.1, 0.15, 0.2, 0.25 and 0.3
mg/mL) and added to a Tris-HCI buffer (100 mM, pH 7.0) and 250 uM DPPH dissolved in
ethanol. The tubes were kept in the dark for 20 min, and absorbance was measured at 517 nm
(UV-1700 spectrophotometer, Shimadzu, Kyoto, Japan). The results are represented as 1Csg

(amount of extract necessary to scavenge 50% of the DPPH radical). To evaluate the
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antioxidant enzyme-like activities, the lyophilized powder was diluted at a concentration of
5% (w/v). The superoxide dismutase (SOD)-like assay was conducted by measuring the
inhibition of the rate of self-catalytic adrenochrome formation at 480 nm, in a reaction
medium containing 1 mmol/L adrenaline (pH 2.0) and 50 mmol/L glycine (pH 10.2). This
reaction was performed at 30 °C for 3 min [14]. Results are expressed as ICsp (UL from AAE
needed to reduce the adrenochrome formation by 50%). The catalase (CAT)-like assay was
performed by determining the decomposition rate of hydrogen peroxide at 240 nm [15].
Results are expressed as mmol H,O, decomposed/minute. Catechin (0.1%, w/v) was used as a

standard.
2.5. MRC5 Cell Culture and Treatments

MRC5 cells were cultivated under standard conditions in DMEM, supplemented with
10% heat-inactivated FBS and 1% penicillin-streptomycin. Cells were maintained in
humidified atmosphere at 37 °C with 5% CO,. Studies were conducted when the cells reached
70%-80% confluence. AAE was added to FBS-free medium to reach the non-cytotoxic
concentrations of 25 and 50 pg/mL, and incubated at 37 °C for 1 h. After this, the oxidative
challenge with H,O, (900 or 150 uM) was performed for 1 h, in the dark, in FBS-free
medium. For the comet assay (alkaline and enzymatic), the treatments were performed with
H,0; at 150 uM, because 900 uM was very toxic to the DNA.

2.6. Cellular Viability Assay

Cell viability was measured using the MTT assay, which is based on the conversion of
MTT to formazan crystals by mitochondrial dehydrogenases [16]. Cells were seeded into 96-
well plates at a density of 1.0 x 10° cells/mL in DMEM complete medium. After 24 h, cells
were treated with AAE and H,0, (900 uM) and then incubated at 37 °C with 5% CO, for 1 h.
The medium was removed and 1 mg/mL MTT dye in serum-free medium was added to the
wells. Plates were incubated at 37 °C for 3 h. Subsequently, the MTT solution was removed
and the obtained formazan violet product was dissolved in 100 pL dimethylsulfoxide
(DMSO), stirred for 15 min and the absorbance was measured using a microplate reader
(Victor-X3, multilabel counter, Perkin Elmer, Finland) at 570 nm. The absorbance of control
cells was set as 100% viability and the valued of treated cells were calculated as percentage of

control.
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2.7. Determination of Oxidative Damage to Lipids and Proteins

Oxidative damage to lipids and proteins was assessed in the cells after incubation with
RIPA lysis buffer for 30 min, and centrifugation at 1500x g at 4 °C for 5 min. The supernatant
was used in both assays. Lipid damage was monitored by the formation of TBA reactive
species (TBARS) during an acid-heating reaction, which has been widely adapted as a
sensitive method for evaluating lipid peroxidation. Assays were performed according to Salgo
and Pryor [17] with minor modifications. Briefly, 400 pL of supernatant was combined with
600 pL of 15% TCA and 0.67% TBA. The mixture was heated at 100 °C for 20 min. After
cooling to room temperature, the samples were centrifuged at 1300x g for 10 min. The
supernatant was isolated, and its absorbance was measured at 532 nm. TMP was used as a
standard, and the results are expressed as nmol of TMP/mg of protein. Oxidative damage in
proteins was measured by determining the carbonyl group based on the reaction with DNPH
[18]. Two hundred uL of DNPH (10 mM) or 200 pL of HCI (2 M) for control were added to
50 uL of supernatants. The reaction mixture was incubated in the dark for 30 min, and
vortexed every 10 min. After, 250 pL of 20% TCA were added and centrifuged at 1500x g for
8 min. The supernatant was discarded and the pellet was washed 3 times with ethanol-ethyl
acetate (1:1) to remove free reagent. Samples were centrifuged and pellets were redissolved in
1000 pL of urea solution (8 M) at 37 °C for 15 min. Absorbance was read at 365 nm, and
results are expressed as nmol DNPH/mg protein.

2.8. Antioxidant Activity of Superoxide Dismutase and Catalase Enzymes

After treatments, cells were incubated with lysis buffer (Tris-HCI 50 mM, pH 7.5, EDTA
5 mM, dithiothreitol (DTT) 1 mM) for 30 min, then scraped and centrifuged at 5000% g at 4
°C for 15 min. The supernatant was used in both assays. SOD activity was found by
measuring the inhibition of self-catalytic adrenochrome formation rate at 480 nm, in a
reaction medium containing 1 mmol/L adrenaline (pH 2.0) and 50 mmol/L glycine (pH 10.2).
This reaction was performed at 30 °C for 3 min [14]. Results are expressed as USOD (units of
enzyme activity)/mg protein. One unit is defined as the amount of enzyme that inhibits the
rate of adrenochrome formation in 50%. CAT activity was measured according to the
methods described by Aebi [15]. The assay determines the rate of H,O, decomposition at 240
nm. The reaction was conducted at 30 °C for 1 min. Results are expressed as mmol

H.O,/min/mg protein. All absorbances were measured in spectrophotometer model UV-1700.
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2.9. Protein Content Determination

Cell protein concentration was determined by the Lowry method using bovine serum

albumi