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RESUMO 

Araucarea angustifolia (Bert.) O. Kuntze é uma espécie dioica, isto é, flores masculinas e 

femininas originam-se em árvores separadas. As flores femininas apresentam-se como 

estróbilo, mais conhecido como pinha.  A pinha é constituída por sementes (pinhões) e 

brácteas (sementes não desenvolvidas), as quais apresentam elevada concentração de 

compostos fenólicos. Esses compostos são conhecidos por reduzir danos oxidativos a lípidos, 

proteínas e ácidos nucleicos, contribuindo para minimizar a incidência de doenças 

relacionadas com o estresse oxidativo, tais como doenças cardiovasculares, neurológicas  e 

câncer. O objetivo deste estudo foi caracterizar quimicamente, avaliar a atividade antioxidante 

e antigenotóxica do extrato aquoso de brácteas de  A. angustifolia. Neste trabalho, os 

polifenóis totais do extrato de A. angustifolia foram determinados pelo método de Folin-

Ciocalteu e sua composição química foi confirmada por cromatografia líquida de alta 

eficiência (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 superóxido dismutase (SOD) e catalase (CAT). Em  linhagem celular de 

fibroblasto de pulmão humano (MRC5), avaliou-se o efeito protetor do extrato na viabilidade 

celular através da redução de 3-(4,5-dimetiltiazol 2-il)-2,5difenil brometo de tetrazolina 

(MTT), na atividade das enzimas SOD e CAT, nos  danos oxidativos a lípidos, proteínas e  

ácido desoxirribonucléico (DNA) (ensaio cometa alcalino e enzimático) induzidos pelo 

peróxido de hidrogênio (H2O2). O teor de fenólicos totais do extrato de A. angustifolia foi de 

670,93 ± 17,79 mg catequina /100 g de brácteas, sendo a catequina, epicatequina, quercetina e 

apigenina os principais polifenóis 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 concentrações estudadas (25 e 50 µg/mL) reduziu a mortalidade celular, 

danos oxidativos a lipídios, proteínas e DNA, e diminuiu a depleção das enzimas 

antioxidantes SOD e CAT induzida pelo H2O2 em células MRC5. Apesar de não ter sido 

observado correlação entre os polifenois e marcadores de danos oxidativos, verificou-se uma 

correlação negativa entre danos a lipídos, proteínas e ácidos nucleicos e a atividade das 

enzimas SOD e CAT, sugerindo que essas enzimas desempenham um importante papel na 

prevenção de danos ás biomoléculas.  Esses resultados mostram  que a A. angustifolia 

apresenta potencial como  fonte de compostos fitoquímicos  com atividade biológica 

relevante. 

Palavras-chaves: Araucaria angustifolia, antioxidante, antigenotóxico, polifenóis. 

VIII 
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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 (H2O2). 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 H2O2 in MRC5 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. 
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1. INTRODUÇÃO 

A espécie A. angustifolia (Bert.) O. Kuntze, pertencente à família das Araucariaceae, 

conhecida popularmente como pinheiro-do-paraná ou pinheiro-brasileiro; é uma conífera 

nativa do sul do Brasil (Freitas et al., 2009).  A. angustifolia é uma espécie dioica, isto é, 

flores masculinas e femininas originam-se em árvores separadas. As flores femininas 

apresentam-se como estróbilo, mais conhecido como pinha (Retiz et al., 1983). A pinha é 

formada pelas sementes (pinhões), eixo central e brácteas (sementes não desenvolvidas). 

Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE, 2013), foram 

produzidos no Rio Grande do Sul, no ano de 2011, aproximadamente 806 toneladas de 

pinhão. Tendo em vista que uma pinha de Araucária apresenta em torno de 80% de brácteas 

(Michelon et al., 2012), estima-se que foram geradas mais de 4.000 toneladas de brácteas 

naquele ano. Estas brácteas não têm utilidade definida e são, normalmente, descartadas no 

meio ambiente.  

As brácteas de Araucaria apresentam significativo teor de compostos fenólicos 

(Michelon et al., 2012). Estes compostos são conhecidos pela sua atividade antioxidante, 

protegendo lipídos, proteínas e ácidos nucleicos (DNA) dos danos oxidativos e minimizando 

o risco da ocorrência de inúmeras doenças associadas ao estresse oxidativo, tais como 

doenças cardiovasculares, neurológicas e câncer (Halliwell & Gutteridge, 2007).  

Popularmente, diversas partes de A. angustifolia como as folhas, o nó-de-pinho e a 

casca do caule têm sido utilizadas na medicina popular como antisséptico e para o tratamento 

de diversas doenças, como infecções respiratórias, reumatismo, controle da pirose e no 

tratamento da anemia (Marquesini, 1995; Franco, 1997). Nos poucos estudos científicos 

realizados com A. angustifolia, demostrou-se que a casca da árvore apresenta alta 

concentração de flavonoides e atividade antioxidante em microssomos e fibroblastos de ratos 

(Seccon et al., 2010). Além disso, as folhas dessa árvore contêm 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 lipídios e DNA em diferentes 

sistemas in vitro (Yamaguchi et al.,2005; 2009). 

Diante da potencialidade dessa planta, este trabalho teve como objetivo caracterizar, 

quimicamente e avaliar a atividade antioxidante e antigenotóxica de extrato de brácteas de A. 

angustifolia.  
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  

2.1 Espécies reativas, estresse oxidativo e antioxidantes  

O termo espécies reativas (ER) é um termo coletivo, frequentemente utilizado para 

incluir não apenas radicais livres (RL), mas também alguns compostos não radicalares 

capazes de gerar RL, como por exemplo, o peróxido de hidrogênio (Halliwell & Gutteridge, 

2007). Entre as principais ER, destacam-se o radical ânion superóxido (O2
•-
), o peróxido de 

hidrogênio (H2O2) e o radical hidroxila (HO
●
). O O2

●-
 é o mais comum e abundante na célula, 

podendo reagir com centros ferro-enxofre de enzimas, danificando-as e diminuindo sua 

função. Além disso, é capaz de reagir rapidamente com o óxido nítrico, produzindo o ânion 

peroxinitrito (ONOO
-
) que, apesar de sua meia-vida curta, pode atravessar membranas e 

reagir com biomoléculas, danificando-as (Denicola & Radi, 2005).  

O H2O2 é formado, principalmente, na matriz mitocondrial durante o processo de 

redução do oxigênio, ou pela dismutação do O2
●-

 pela enzima superóxido dismutase (SOD) 

(Fridovich, 1998). O H2O2 tem tempo de meia vida longo e pode atravessar facilmente 

membranas reagindo com proteínas ligadas ao ferro. Além disso, se esta ER não for 

decomposta por sistemas enzimáticos de defesa, poderá produzir o radical HO
●
 que, embora 

possua meia vida curta, é altamente reativo às proteínas, aos lipídios e ao DNA (Halliwell & 

Gutteridge, 2007). O radical HO
●
 é formado a partir do H2O2 através das reações de Fenton e 

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

                    

                          Fe
3+

 ou Cu
+
 + O2

●- 
           Fe

2+
 + O2 (Haber-Weiss) 

     Fe
3+

 ou Cu
+
 + H2O2          Fe

3+
 ou Cu

+
 + HO

●
 + HO

-
 (Fenton) 

     O2
●- 

+ H2O2           O2 + HO
●
 + OH

-
 (Haber-Weiss - Fenton) 

 

Figura 1. Reações de Haber-Weiss e Fenton e produção de radical hidroxila por essas 

reações. (Adaptado de Valko et al., 2005). 
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As ER podem ser produzidas por fontes exógenas ou endógenas. A exposição à 

radiação, fumo, estresse, a administração de alguns medicamentos e compostos xenobióticos 

são alguns exemplos de fontes exógenas. Por outro lado, as fontes endógenas incluem a 

cadeia transportadora de elétrons mitocondrial, a enzima NADPH oxidase nos fagócitos e a 

atividade combinada da xantina oxidase e xantina desidrogenase, as quais produzem O2
•-
 e 

H2O2, respectivamente (Halliwell & Gutteridge, 2007). 

 

Em condições fisiológicas, as ER se formam em proporções que são facilmente 

controladas pelos mecanismos de defesas das células. Por outro lado, em situações 

patológicas, essa produção pode aumentar exacerbadamente e causar danos às células. Assim, 

a produção elevada de ER e/ou a deficiência nos sistemas de defesa antioxidantes resultam em 

uma condição conhecida como estresse oxidativo, caracterizado por danos a lipídios, 

proteínas e a ácidos nucleicos. Quantidades aumentadas desses danos têm sido detectadas em 

pacientes com várias doenças, tais como Parkinson, mal de Alzheimer, esclerose múltipla, 

câncer, diabetes mellitus, aterosclerose e cirrose (Halliwell & Gutteridge, 2007; Carocho & 

Ferreira, 2013).  

Os efeitos biológicos das ER são minimizados in vivo pelos sistemas antioxidantes 

(Tomé et al., 2010). Antioxidantes são compostos que reduzem a concentração de ER, e 

reparam danos oxidativos, minimizando os efeitos biológicos nocivos às células, podendo ser 

classificados como enzimáticos ou não enzimáticos (Halliwell & Gutteridge, 2007). 

 O sistema de defesa antioxidante enzimático é representado, principalmente, pelas 

enzimas superóxido dismutase (SOD) e catalase (CAT), as quais constituem uma importante 

linha de proteção contra danos oxidativos, exercendo papel crucial na manutenção do 

equilíbrio redox celular. A SOD dismuta o O2
•-
, formando H2O2 (Reação 1), o  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  

Cat 

                                                               

                                        

Em células eucariotas, há várias isoformas do tipo SOD, geralmente responsáveis por 

compartimentos celulares distintos. A SOD1 ou SODCuZn se encontra quase que 

exclusivamente no espaço citoplasmático intracelular. A SOD2 ou SODMn pode ser 

encontrada na mitocôndria da maioria dos animais, enquanto  que a SOD3 ou ECSOD possui 

um peptídeo sinalizador que a direciona exclusivamente para o espaço extracelular 

(Fridovich, 1998; Zelko et al., 2002).  

A enzima catalase, codificada por um gene presente no cromossomo 11, é uma 

ferrilhemoenzima cuja função principal é dismutar o H2O2, formando água e oxigênio 

molecular (Reação 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
10

 moléculas 

de peróxido de hidrogênio (Rahman, 2007). 

 

 

 

A CAT é um tetrâmero formado por unidades idênticas, sendo que cada monômero 

contém um grupo prostético heme no centro catalítico. Em animais, a catalase está presente, 

praticamente, em todos os órgãos do corpo (Inoue, 1994). Esta é uma enzima altamente 

específica porque possui atividade apenas sobre o H2O2, hidroperóxidos de metila e etila 

(Halliwell & Gutteridge, 2007). A dosagem experimental da atividade da CAT baseia-se na 

medida da velocidade de consumo do H2O2 na amostra estudada. Esta determinação é 

diretamente proporcional à atividade enzimática e obedece a uma cinética que mede a 

velocidade de decomposição de H2O2 em diferentes intervalos de tempo (Aebi, 1984). 

(Reação 2) 𝟐𝐇𝟐𝐎𝟐 𝟐𝐇𝟐𝐎 + 𝐎𝟐  

(Reação 1) 𝟐𝑶𝟐
•−

 + 𝟐𝑯+          𝑯𝟐𝑶𝟐 + 𝑶𝟐 
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O sistema de defesa não enzimático é formado pelas vitaminas (em especial as 

vitaminas A, C e E), os carotenoides e os compostos fenólicos, entre outros (Halliwell & 

Gutteridge, 2007; Singh et al., 2008; Tsao, 2010).  

Os compostos fenólicos são amplamente distribuídos no reino vegetal e podem ser 

classificados em flavonoides e não flavonoides. Os flavonoides apresentam estrutura 

hidrocarbonada do tipo C6-C3-C6 (difenilpropano), derivada do ácido chiquímico e de três 

resíduos 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 oxidação do oxigênio 

heterocíclico (Figura 2) (Trueba & Sanchéz, 2001).  

Os flavonoides têm sido descritos como importantes varredores de ER e quelantes de 

íons metálicos, principalmente ferro e cobre, os quais são os de maior relevância para as 

reações iniciais de formação ER (Halliwell & Gutteridge, 2007). Além disso, os flavonoides 

podem inibir as enzimas NADPH oxidase, xantina oxidase e xantina desidrogenase 

envolvidas na geração de ER protegendo, dessa forma, as células contra os danos oxidativos 

(Schaffer & Halliwell, 2012). Os compostos não-flavonoides são derivados de estruturas 

químicas específicas, como derivados do ácido benzoico (C6-C1), (Ex.: ácidos gálico e 

vanílico) e os derivados do ácido cinâmico (C6-C3), (Ex.: ácidos cafeico e p-cumárico) 

(Trueba & Sanchez, 2001).  

O conteúdo polifenólico 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 quantificação de polifenóis 

totais, a Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE) é outra ferramenta bastante útil 

para acessar o perfil fitoquímico de amostras, permitindo a identificação de cada composto 

isoladamente. Nesta técnica utiliza-se, como fase móvel, um líquido e, como fase estacionária, 
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partículas  sólidas  empacotadas em  uma coluna.  A separação dos compostos  resulta  das 

 diferentes  velocidades  dos  componentes  arrastados  pela fase móvel  devido às  distintas 

interações com a fase estacionária. Os compostos podem ser identificados através do tempo 

de retenção na fase estacionária, comparados com os padrões (Falkenberg et al., 2001). 

 

Figura 2. Núcleo fundamental e classificação dos flavonoides (Adaptado de Aron & 

Kennedy, 2008).  
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2.2 Metodologias para avaliação da atividade antioxidante e antigenotóxica  

A determinação 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 

rápido que determina a habilidade de um composto antioxidante transferir um átomo de 

hidrogênio para o radical DPPH
● 

(Rice-Evans et al.,1995; Cheng et al.,2006). Destaca-se, 

ainda, a determinação da atividade SOD-like, que determina a presença ou a ausência na 

amostra de substâncias que mimetizem a ação da enzima superóxido dismutase. A atividade 

CAT-like, por sua vez, verifica a presença ou não de compostos que atuem de maneira 

semelhante à ação 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 mamíferos se caracteriza por apresentar um valor significativo 

nesses estudos, facilitando a análise de propriedades e processos que não seriam facilmente 

realizados em nível 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 pulmão humano (MRC5) são uma linhagem de fácil 

cultivo e manutenção, pois apresentam um rápido crescimento em um curto período de 

adaptação. As células MRC5 têm sido amplamente empregadas em estudos de diversas áreas, 

como estresse oxidativo (Maziere et al., 2000; Kong et al., 2012), mutagênese e reparação de 

DNA (Bourton et al., 2012; Capella et al., 2012).  

Para determinar a proliferação celular e citotoxicidade de compostos, um método 

colorimétrico rápido utilizado é a redução do 3-(4,5-dimetiltiazol 2-il)-2,5difenil brometo de 

tetrazolina (MTT). O MTT, quando incubado com células metabolicamente ativas, é reduzido 
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por enzimas mitocondriais, transformando-se de um composto amarelo em um composto azul 

escuro (formazan). A produção dos cristais de formazan reflete o estado funcional da cadeia 

respiratória (Denizot et al., 1986).  

Os principais alvos das ER são proteínas, lipídios, ácido desoxirribonucléico (DNA) e 

ácido ribonucléico (RNA) (Lu et al., 2010; Craft et al, 2012). O dano aos lipídios ocorre 

através de reações em cadeia, iniciando com ataque de uma ER, provocando um aumento da 

permeabilidade da membrana celular para substâncias que normalmente não cruzam a 

bicamada lipídica (cálcio, por exemplo), levando a inúmeros eventos intracelulares. Entre os 

produtos finais da peroxidação lipídica estão os compostos de baixo peso molecular, como 

hidrocarbonetos (etano e pentano) e aldeídos, principalmente o malondialdeído (MDA). A 

determinação desses compostos de baixo peso molecular pelo método que mensura os 

produtos capazes de reagir com o ácido tiobarbitúrico (TBA) é um importante indicativo dos 

níveis de dano oxidativo nos lipídios (Halliwell & Gutteridge, 2007).  

A quantificação de proteínas carboniladas também pode ser considerada um 

importante e sensível marcador de estresse oxidativo. As proteínas oxidadas podem afetar a 

função de receptores, enzimas, anticorpos e proteínas de transporte. O processo de 

carbonilação proteica pode ocorrer através da oxidação direta dos aminoácidos, pela interação 

das proteínas com produtos finais da peroxidação lipídica como 4-hidroxinonenal e o MDA e, 

também, através de reações de glicação (Chakravarti & Chakravarti, 2007). A técnica que tem 

como princípio a reação dos grupos carbonílicos com 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) 

formando 2,4-dinitrofenilhidrazona tem sido bastante utilizada como método de avaliação do 

conteúdo de proteínas carboniladas (Levine et al., 1990). 

O sistema de defesa antioxidante enzimático é representado, principalmente, pelas 

enzimas SOD e CAT, as quais constituem uma importante linha de proteção contra danos 

oxidativos, exercendo papel crucial na manutenção do equilíbrio redox celular. A atividade da 
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enzima SOD pode ser determinada espectrofotometricamente, através da formação de 

adrenocromo, resultante da auto-oxidação da adrenalina. Quanto mais adrenocromo, maior 

será a absorbância e, consequentemente, menor será a atividade enzimática (Bannister & 

Calabrese, 1987). A dosagem experimental da atividade da CAT baseia-se na medida da 

velocidade de consumo do H2O2 na amostra estudada. Essa determinação é diretamente 

proporcional à atividade enzimática e obedece a uma cinética que mede a velocidade de 

decomposição de H2O2 em diferentes intervalos de tempo (Aebi, 1984). 

Além disso, as ER produzem uma ampla variedade de danos ao DNA. As lesões 

genotóxicas são caracterizadas por uma alteração química e/ou física em um ácido nucleico 

que leva ao prejuízo de funções, como a replicação e a transcrição, processos que necessitam 

que o DNA esteja intacto. As lesões genotóxicas podem ser quebras simples, quebras duplas 

na cadeia do DNA, reparo por excisão incompleta, pontes intercadeia de DNA (crosslinks) e 

danos alcalilábeis (Singh et al. 1988; Collins et al 2008), danos oxidativos das bases 

nitrogenadas entre outras (Collins et al. 2008).  

A determinação das lesões ao DNA pode ser medida pelo ensaio cometa ou Single 

Cell Gel Electrophoresis. Por necessitar de um pequeno número de células, sem que elas 

estejam necessariamente em divisão, essa técnica se torna vantajosa diante de outras 

metodologias bioquímicas e citogenéticas (Hartmann & Speit, 1994). As células em gel e 

dispostas sobre lâminas são submetidas a uma corrente elétrica que propicia a migração dos 

fragmentos de DNA para fora do núcleo na presença de dano. Após a eletroforese, as células 

que apresentam um núcleo redondo são identificadas como normais, sem dano perceptível ao 

DNA. As células que apresentam qualquer tipo de lesão são identificadas visualmente por 

uma espécie de cauda formada pelos fragmentos de DNA, similar a de um cometa. A 

identificação do dano no DNA pode ser feita de diferentes maneiras como, por exemplo, pela 

medição do comprimento do DNA migrante com a ajuda de uma ocular de medidas, ou, 
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ainda, mediante uma classificação visual realizada após a coloração com nitrato de prata ou 

microscópio de fluorescência, efetivada após coloração com brometo de etídio, laranja de 

acridina ou iodeto de propídio. As células são classificadas de acordo com o tamanho da 

cauda formada. Assim, tem-se que a classe 0 corresponde a uma célula sem cauda, ou seja, 

sem dano; na classe 1, a cauda é menor que o diâmetro do núcleo; na classe 2, a cauda se 

apresenta com comprimento entre uma a duas vezes o diâmetro do núcleo; na classe 3, a 

cauda é longa, apresentando comprimento superior a duas vezes o diâmetro do núcleo; e, na 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

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 toxicológica, 

ecotoxicológica, em diagnóstico e em tratamentos médicos, na medicina ambiental, na 

ocupacional, no biomonitoramento ambiental, além de outras aplicações (Azqueta et al., 

2009).  

Existem dois protocolos principais para a realização desse teste, de acordo com o pH 

do tampão a ser utilizado: a versão neutra (pH 7-8), conforme o método original de Östling e 

Johanson (1984), que utiliza a eletroforese em tampão com pH neutro, que possibilita detectar 

quebras duplas nas moléculas de DNA. A versão alcalina (pH >13), desenvolvida por Singh et 

al. (1988) a partir do método original, que realiza a eletroforese em tampão alcalino 

produzindo, assim, desnaturação do DNA, detectando quebras de fita simples e dupla na 

cadeia do DNA, reparo por excisão, pontes intercadeia de DNA (crosslinks) e danos 

alcalilábeis.  

O ensaio cometa permite o reconhecimento de lesões que se manifestam somente 

como quebras de cadeia, tornando-se um pouco limitado, uma vez que não detecta danos 

oxidativos gerados pelas oxidações das bases nitrogenadas. Uma alternativa para essa 

limitação é o emprego de endonucleases de reparação do DNA antes da eletroforese. As 

endonucleases são capazes de reconhecer sítios de lesões específicos gerando uma quebra de 

cadeia de DNA que pode, então, ser detectada pelo ensaio cometa. Assim, a diferença entre o 

índice de dano de uma amostra tratada com a enzima de reparação de DNA para um dano 

específico e a mesma amostra não tratada fornece a quantificação da lesão em análise. Essa 

adaptação torna o ensaio cometa uma ótima ferramenta para a elucidação dos mecanismos 

genotóxicos (Azqueta et al., 2009). As enzimas mais empregadas, e que estão envolvidas na 

remoção de danos oxidativos são endonuclease III (ENDO) e a formamidopiridina DNA 

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

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

2.3.1 Aspectos etnobotânicos da Araucaria angustifolia 

A espécie A. angustifolia (Bert.) O. Kuntze (Figura 4), pertencente à família das 

Araucariaceae, é uma conífera nativa do sul do Brasil, conhecida popularmente como 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

A araucária é a única espécie de seu gênero com ocorrência natural no Brasil. 

Originalmente, as florestas de araucária cobriam uma área estimada de 200 mil km², 

distribuídas nos estados do Paraná (40%), Santa Catarina (31%), Rio Grande do Sul (25%) e 

sul de São Paulo (3%), internando-se até o sul de Minas Gerais e Rio de Janeiro, em áreas de 

http://teresasilvestri.blogspot.com/
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altitude elevada (1%) (Mattos, 1994). No entanto, o intenso processo de exploração predatória 

da Araucária no início do século XX fez com que as reservas naturais dessa espécie estejam 

limitadas a valores estimados entre 2% e 4% da área original (Simões & Lino, 2002), sendo 

essa a estimativa mais recente realizada.  

A A. angustifolia se destaca dentre as demais espécies arbóreas por apresentar sua 

copa em um formato peculiar, grande porte, podendo atingir de 20 a 25 metros de altura, 

tronco geralmente cilíndrico reto, raras vezes ramificado, casca grossa e resinosa. As árvores 

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 ápice, restando, nas 

árvores velhas, uma umbela terminal, também chamada de candelabro. As árvores jovens 

possuem copa cônica com os ramos primários cilíndricos, curvados para cima, e os ramos 

secundários, também conhecidos por grimpas, alternos, agrupados no ápice dos ramos 

primários. As folhas possuem de três a seis centímetros de comprimento, são simples, 

agudíssimo-pungentes de coloração verde-escuro (Reitz et al, 1979; Lorenzi, 1992; Carvalho, 

1994). A idade da Araucária é calculada com base nos anéis de crescimento que são formados 

no tronco, podendo viver entre 200 e 300 anos (Carvalho, 1994).  

As árvores dessa espécie são dioicas. Os cones masculinos (flores masculinas) são 

cilíndricos e alongados, medindo de 10 a 22 cm de comprimento, por 2 a 5 cm de diâmetro, 

sendo compostos por escamas. As escamas arranjam-se na inflorescência masculina, em 

espiral. As escamas da base se abrem primeiro, deixando o pólen livre e à disposição do vento 

para ser transportado ao estróbilo feminino (Reitz & Klein, 1966).  

As flores femininas em estróbilo, chamado de pinha, ficam protegidas no ápice de um 

ramo por numerosas folhas (Reitz & Klein, 1966), com várias brácteas escamiformes, 

inseridas sobre um eixo central e cônico. Uma pinha, quando fecundada, pode apresentar 

entre 10 e 25 cm e, é composta por pinhões (sementes), eixo central cônico e brácteas 
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(sementes não desenvolvidas), podendo pesar entre 0,61 a 4,7 kg (Mattos, 1994; Michelon et 

al., 2012) (Figura 5).  

 
 

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

(Adaptado de Michelon et al.,2012). 

De acordo com Mattos (1994), a polinização, que ocorre nos meses de outubro a 

dezembro, é realizada predominantemente pelo vento, sendo que dois anos após esse evento, 

as pinhas amadurecem, desenvolvem somente o óvulo fecundado (o pinhão) e comprimem as 

brácteas (sementes que não se desenvolveram) conforme o pinhão vai se desenvolvendo 

(Retiz et al., 1983). Os pinhões possuem forma cônica-arredondada, são carnosos e bastante 

apreciados na culinária do sul do País (Cordenunsi et al., 2004).  

Nas populações naturais, a produção de sementes (pinhão) normalmente ocorre após 

15 a 20 anos de idade e, quando plantadas, as árvores isoladas iniciam a produção de 

sementes entre 10 e 15 anos (Sanquetta & Netto, 2000). Uma árvore feminina produz, 

anualmente, uma média de 80 pinhas (Thomé, 1995).  

Os pinhões são encontrados em maior quantidade nos meses de abril a junho, porém o 

maior volume de comercialização ocorre nos meses de junho e julho. Embora sua 

comercialização seja disciplinada pela Portaria Normativa DC nº 20, grande parte da venda 

ainda é clandestina (sem emissão de notas fiscais), o que dificulta a mensuração da magnitude 

deste mercado (BRDE, 2005). Segundo dados do IBGE, a quantidade de pinhão produzido no 

Rio Grande do Sul, em 2011, foi de 806 toneladas, sendo a região dos campos de cima da 

A D

b

c 
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Serra, principalmente as cidades São Francisco de Paula e Cambará do Sul, as maiores 

produtoras.  

O pinhão apresenta grande importância como alimento, podendo ser consumido cru, 

cozido em água ou diretamente no fogo, e também é usado como farinha para pratos regionais 

(Cordenunsi et al., 2004; Leite et al., 2008), sendo uma ótima fonte de amido (Cordenunsi et 

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

 

2.3.2 Atividade biológica e principais compostos de Araucaria angustifolia  

Popularmente, diferentes partes da árvore de A. angustifolia têm sido empregadas na 

medicina popular brasileira. Infusões de cascas são usadas para tratar as tensões musculares e 

varizes, e o xarope produzido com a resina é utilizado para o tratamento de infecções do trato 

respiratório. A infusão de folhas é usada para tratar escrofulose, fadiga e anemia (Marquesini, 

1995; Franco, 1997). 

Apesar do uso tradicional, existem poucos estudos científicos acerca do efeito 

farmacológico e compostos majoritários de A. angustifolia (Quadro 1). Extratos obtidos a 

partir da casca da árvore foram capazes de varrer o radical livre DPPH
●
, prevenir a 

citoxicidade induzida por H2O2 em células de fibroblasto de ratos e inibir a lipoperoxidação 

induzida por radicais ascorbil e radiação 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 células de macaco africano (Freitas et al., 2009) e evitaram danos oxidativos a 

lipídios de membranas lipossômicas (Yamaguchi et al., 2005) e ao DNA de células de timo de 

bezerro (Yamaguchi et al., 2009).  

Diferentes classes de compostos químicos foram descritos em A. angustifolia. A resina 

apresenta ácidos fenólicos, hidroquinona e ferruginol (Yamamoto et al., 2004). O extrato 

hidroalcoólico da casca da árvore exibe uma alta concentração de flavonoides, como ácido 
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benzoico, p-ácido hidroxibenzoico, ácido protocateico, quercetina, epiafzelequina 

protocatetuato e epiafzelequina p-hidroxibenzoato. Em estudos realizados a partir de extratos 

etanólicos das folhas de A. angustifolia foram identificadas proantocianidinas e os 

biflavanoides bilobetina, II-7-O-metil-robustaflavona e cupressuflavona (Freitas et al., 2009). 

Extratos metanólicos da folha contêm os biflavonoides amantoflavona, mono, di, tri e tetra-O-

metilamentoflavona e ginkgetina (Yamaguchi et al., 2005). Em extratos metanólicos obtidos a 

partir da semente (pinhão) da araucária, identificou-se catequina e epicatequina (Cordenunsi 

et al.,2004). Catequina, epicatequina e rutina também foram identificados em extrato aquoso 

de brácteas de A. angustifolia (Michelon et al., 2012). 

Com o objetivo de elucidar melhor a atividade biológica do extrato de brácteas de A. 

angustifolia, este trabalho utilizou células de fibroblasto de pulmão humano como sistema de 

estudo. Para a avaliação da atividade antioxidante e antigenotóxica as células foram pré-

tratadas com o extrato e submetidas a estresse gerado por H2O2. Paralelamente, estudou-se a 

atividade antioxidante in vitro e o perfil fenólico do extrato. 
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Quadro 1. Compostos majoritários e efeito biológico de extratos de diferentes partes de Araucaria angustifolia 

    

    Nota: NE: Não estudado, DPPH
●
: capacidade de varedura do radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil. 

Parte da planta Solvente Composição química Efeito biológico Sistema utilizado Referência 

Bráctea 

 

Água 

 

Catequina, epicatequina e rutina 

Antioxidante Varredura do radical DPPH
●
  

Michelon et al., 2012 Antimutagênica  Leveduras Saccharomyces cerevisiae 

Folha 

 

Etanol: Água 

Proantocianidinas e biflavanoides 

bilobetina, II-7-O-metil-

robustaflavona e cupressuflavona 

 

Anti-herpes 

 

Células de rim de macaco africano 

(VERO) 

 

Freitas et al., 2009 

 

Metanol 

 

Biflavonoides amantoflavona, mono, 

di, tri e tetra-O-metilamentoflavona e 

ginkgetina 

Antigenotóxico Plasmídeo de Escherichia coli  

Yamaguchi et al., 2005 Antioxidante Lipossomos de fosfatidilcolina 

Antigenotóxico DNA de timo de bezerro Yamaguchi et al., 2009 

 

 

Casca  

da árvore 

 

 

Etanol: Água 

Quercetina, catequina, epicatequina 

ácido benzoico, p-ácido 

hidroxibenzoico, ácido 

protocateico,epiafzelechina 

protocatetuato e epiafzelechina p-

hidroxibenzoato 

 

Antioxidante 

 

Ensaio DPPH
●
 

 

 

 

Seccon et al.,2010 

Citoprotetor Células de fibroblastode ratos 

Antioxidante Lipossomos de fosfatidilcolina de 

soja e microssomos de rato 

 

Semente  

 

Metanol 

 

Catequina e quercitina 

 

NE 

 

- 

 

Cordenunsi et al.,2004 

 

Resina 

Diclorometano: 

Metanol 

Lignanas, ácido 4-hidroxibenzaldeído, 

hidroquinona e ácido p-cumárico 

eferruginol 

 

NE 

 

- 

 

Yamamoto et al., 2004 
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3. OBJETIVOS  

 

3.1 Objetivo geral  

 

 Estudar o perfil fenólico, a atividade antioxidante e antigenotóxica do extrato 

aquoso de brácteas de A. angustifolia.  

 

3.2 Objetivos específicos  

 

 Quantificar o teor de polifenóis totais e os compostos fenólicos majoritários do 

extrato de A. angustifolia;  

 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 

superóxido dismutase e catalase;  

 Avaliar o possível efeito protetor do extrato de A. angustifolia sobre a mortalidade 

celular (MTT), danos a lipídeos (TBARS) e proteínas (proteínas carboniladas) 

induzidos por peróxido de hidrogênio em células MRC5;  

 Avaliar a atividade das enzimas SOD e CAT em células MRC5 tratadas com 

extrato de A. angustifolia em presença e ausência de peróxido de hidrogênio; 

 Avaliar a atividade antigenotóxica (ensaio Cometa) do extrato de A. angustifolia 

em células MRC5 tratadas com peróxido de hidrogênio;  

 Correlacionar estatisticamente os efeitos biológicos observados com os compostos 

detectados no extrato de A. angustifolia.  
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4. RESULTADOS 

 

 Os resultados desta dissertação estão apresentados na forma de um artigo científico, 

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 H2O2-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-paraná” 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 

pinhão, 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 

(H2O2) 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) III 

(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 μm; catalog number SFGS 047LS, 

Millipore Corp., São 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 μL of sodium carbonate (7.5%, w/v) and 

500 μL 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 µm Li-Chrospher RP18 column (250 

mm × 4 mm) at a flow rate of 1 mL/min. The extract was filtered on a Millipore membrane 

(0.45 μm) and 20 μL 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 μL 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-HCl buffer (100 mM, pH 7.0) and 250 μM 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 IC50 

(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 IC50 (µL 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 H2O2 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% CO2. 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 µg/mL, and incubated at 37 °C for 1 h. After this, the oxidative 

challenge with H2O2 (900 or 150 µM) was performed for 1 h, in the dark, in FBS-free 

medium. For the comet assay (alkaline and enzymatic), the treatments were performed with 

H2O2 at 150 μM, because 900 μM 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 × 10
5
 cells/mL in DMEM complete medium. After 24 h, cells 

were treated with AAE and H2O2 (900 μM) and then incubated at 37 °C with 5% CO2 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 µL 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 1500× 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 µL of supernatant was combined with 

600 µL 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 1300× 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 μL of DNPH (10 mM) or 200 μL of HCl (2 M) for control were added to 

50 μL of supernatants. The reaction mixture was incubated in the dark for 30 min, and 

vortexed every 10 min. After, 250 μL of 20% TCA were added and centrifuged at 1500× 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 μL 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-HCl 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 H2O2 decomposition at 240 

nm. The reaction was conducted at 30 °C for 1 min. Results are expressed as mmol 

H2O2/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 

albumin (BSA) as a standard, according to Lowry et al. [19]. 

2.10. Antigenotoxicity Assay 

Single cell gel electrophoresis (comet assay) was performed as described by Singh et al. 

[20]. In addition, the enzymatic comet assay was carried out to assess DNA oxidative damage. 

For these assays, cells were washed with ice-cold PBS, trypsinized, and resuspended in a 

complete medium. Then, 20 µL of cell suspension was dissolved in 0.75% low-melting point 

agarose and spread onto a glass microscope slide that was pre-coated with a layer of 1.5% 

normal melting point agarose. The slides were then incubated overnight in ice-cold lysis 

solution (2.5 M NaCl, 10 mM Tris, 100 mM EDTA, 1% triton X-100, and 10% DMSO, pH 

10.0) to remove cellular proteins and membranes. In the enzymatic comet assay, the slides 

were removed from the lysing solution, washed 3 times in an enzyme buffer (40 mM HEPES, 

100 mM KCl, 0.5 mM EDTA, 0.2 mg/mL BSA, pH 8.0) and incubated with 60 µL of FPG 

(100 mUnits per gel; 45 min at 37 °C) or Endo III (100 m units per gel; 30 min at 37 °C). 

These enzymes recognize purine and pyrimidine oxidized bases, respectively [21]. Slides 

were placed on a horizontal electrophoresis unit and incubated in fresh buffer (300 mM 

NaOH, 1 mM EDTA, pH 13). Enough buffer was used to cover the slides for 20 min at 4 °C 

and to allow for DNA unwinding and the expression of alkali-labile sites. Electrophoresis was 

conducted for 20 min at 25 V and 300 mA. All of the above steps were performed in the dark 

to prevent additional DNA damage. Slides were then neutralized (0.4 M Tris, pH 7.5), stained 

with silver nitrate and analyzed with an optical microscope. Two hundred cells (100 cells 

from each of the two replicate slides) per concentration of each test were analyzed. Cells were 

visually scored according to tail length in five classes: (1) class 0: undamaged with no tail, (2) 

class 1: with tail shorter than the diameter of the head (nucleus), (3) class 2: with tail as long 

as 1–2 times the diameter of the head, (4) class 3: with tail more than 2 times the diameter of 

the head, and (5) class 4: comets with no heads. The damage index (DI) is an arbitrary score 

calculated for each sample, which ranges from 0 (no tail: 100 cells × 0) to 400 (with 

maximum migration: 100 cells × 4). In the enzymatic version of the comet assay, the damage 

index is the result of the subtraction of the DI of the alkaline assay of DI enzymatic assay. In 

both assays, the frequency (%) of the different classes of DNA damage was also evaluated. 
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2.11. Statistical Analysis 

Results are expressed as mean ± standard deviation obtained from three independent 

experiments. Statistical significance was evaluated using one-way analysis of variance 

(ANOVA) with post-hoc multiple comparisons procedure (Tukey’s test). The relationships 

between the variables were assessed with Pearson’s product-moment correlation coefficient. 

Significance was accepted at P lower than 0.05 or 0.01. The Statistical Package for Social 

Sciences (SPSS, version 19.0, Armonk, NY, United States) for Windows was used for 

analysis. 

3. Results and Discussion 

Bioactive compounds found in plants have gained attention mainly because of their 

healthy benefits. Brazil is rich in biodiversity and presents six main biomes, including the 

Atlantic Forest biome in the south of the country.  In this biome, the A. angustifolia is the 

main native species. In this study, we investigated chemical and biological effects of A. 

angustifolia bracts, a non-edible part of the plant.  The results showed that AAE presents high 

levels of phenolic compounds (1586 ± 14.53 mg GAE/100 g of bracts). This data is in 

agreement with the results found for cooked seeds of A. angustifolia [22]. The polyphenol 

content of AAE was higher than that reported for other rich phenolic products, such as red 

wine (200.40 mg/100 mL) [23], fresh plums (366 mg/100 g) [24], and blackberries (486.53 

mg/100 g) [25], showing that AAE could be a good source of polyphenols. 

HPLC analysis (Figure 1) demonstrated that the major compounds of the extract were 

catechin (140.6 ± 2.86 mg/100 g bracts), epicatechin (41.3 ± 2.73 mg/100 g bracts), quercetin 

(23.2 ± 0.06 mg/100 g bracts) and apigenin (0.6 ± 0.06 mg/100 g bracts), being these last two 

compounds identified for the first time in A. angustifolia bracts. 
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Figure 1. Chromatograms (HPLC) for flavonoids (A) at 350 nm and tannins (B) at 280 nm of 

A. angustifolia aqueous extract. 

 

 

Polyphenols are secondary metabolites characterized by the presence of two or more 

phenol units. According to their chemical structure, polyphenols can be divided in flavonoids 

and non-flavonoids [26]. Flavonoids are the most important group and present beneficial 

effects in cancer, cardiovascular and neurodegenerative diseases [27,28]. In general, high 

phenol content correlates with high antioxidant activity. Due to the presence of high amounts 

of polyphenols in the AAE, we evaluated the ability of the extract to scavenge the stable 

DPPH radical. Additionally, the capability of AAE to act as the antioxidant enzymes SOD 

and CAT was evaluated. SOD catalyzes the dismutation of superoxide by the production of 

H2O2, which can be eliminated by the action of catalase [29].A. angustifolia extract showed 

important radical scavenging activity (IC50: 0.146 ± 0.14 mg/mL), measured by DPPH 

method. Moreover, SOD- and CAT-like activities were higher than those presented by 

standard catechin (Table 1). This indicates that AAE is able to reduce the DPPH radical and 

scavenge the superoxide anion and H2O2, two RS that can damage cells. Polyphenols such as 

catechin and quercetin have previously been reported to scavenge the superoxide radical and 

H2O2 [30,31]. The ability of AAE to act as an antioxidant enzyme plays an important role in 

maintaining the redox balance of the cells. 
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Table 1. In vitro antioxidant activity of the Araucaria angustifolia extract (AAE). 

Samples 
DPPH

 

(IC50) 
♯ 

SOD-like activity 

(IC50) 
§
 

CAT-like activity 

(mmol H2O2/min)
 

AAE 0.146 ± 0.14 
a,
* 5.73 ± 1.40 

a
 225.00 ± 43.30 

a 

Catechin 0.104 ± 0.01 
b
 13.53 ± 0.037 

b
 7.50 ± 0.02 

b
 

 

♯
 IC50 (concentration of AAE (mg/mL) needed to scavenge 50% of DPPH, i.e., 125 µM); 

§
 IC50 (µL of AAE 

needed to reduce 50% of the adrenochrome formation). Data are mean ± SD values. * Different letters indicate a 

significant difference according to analysis of variance (ANOVA) and Tukey’s post-hoc test  

(p≤0.05) for each evaluated parameter. 

 

To study the effect of AAE in mammalian cells, MRC5 cells were treated with AAE and 

challenged with H2O2. The results showed that the non-cytotoxic concentrations of AAE (25 

and 50 µg/mL) were able to reduce (25 µg/mL) or completely avoid (50 µg/mL) the mortality 

induced by H2O2 (Figure 2). In addition, AAE minimizes (25 µg/mL) or avoids (50 µg/mL) 

oxidative lipid and protein damage induced by H2O2. AAE also diminished (25 µg/mL) or 

avoided (50 µg/mL) the SOD and CAT depletion observed after H2O2 treatment (Table 2). 

H2O2 is generated from a variety of sources under oxidative stress and can diffuse freely in 

and out of cells and tissues [32] inducing cell damage. Several biomolecules can be damaged 

under oxidative stress and lipids are easy targets for RS. Proteins can also be damaged. The 

oxidation of cell membranes and amino acid side chains may lead to a loss of cell integrity 

and cell death [33]. To counteract RS, antioxidant enzymes, such as SOD and CAT, are the 

first line of defense against oxidative injury [29]. In this study, it was shown that AAE 

significantly protected MRC5 cells against the H2O2-induced mortality. This effect was 

accomplished by a reduction in oxidative damage to lipids, oxidative damage to proteins, and 

depletion of SOD and CAT activities induced by H2O2. These data corroborate models of 

similar studies, where treatment with polyphenols inhibited lipid oxidation and the decrease in 

SOD and CAT activities induced by H2O2 [34,35]. 

Figure 2. Cell viability of human lung fibroblast cells (MRC5). MRC5 cells were treated for 

1 h with Araucaria angustifolia extract (AAE) in FBS-free medium and subsequently 

administered H2O2 (900 µM) for 1 h. Data are mean ± SD values. * Different letters indicate 

significant difference according to analysis of variance (ANOVA) and Tukey’s post-hoc test 

(p≤0.05). 
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Table 2. Determination of the thiobarbituric acid reactive substances (TBARS), carbonyl 

protein, superoxide dismutase (SOD), and catalase (CAT) activities in the MRC5 cells 

pretreated with the extract of bracts of A. angustifolia and H2O2. 

Treatments 

TBARS 

(nmol TMP/mg 

of protein) 

Carbonyl protein 

(nmol DNPH/mg 

of protein) 

SOD 

(U SOD/mg of 

protein) 

CAT (mmol 

H2O2/min/mg of 

protein) 

Cell Control 0.57 ± 0.08 
a
 1.85 ± 0.08 

a
 19.40 ± 0.49 

b
 15.19 ± 0.56 

a
 

H2O2 900 µM 2.21 ± 0.06 
c
 4.51 ± 0.15 

c
 9.32 ± 0.13 

d
 9.75 ± 0.08 

c
 

AAE 25 µg/mL 0.54 ± 0.01 
a
 1.94 ± 0.10 

a
 19.00 ± 0.34 

b
 14.25 ± 0.65 

a
 

AAE 50 µg/mL 0.51 ± 0.15 
a
 1.88 ± 0.06 

a
 23.81 ± 0.01 

a
 14.63 ± 0.06 

a
 

AAE 25 µg/mL + H2O2 0.86 ± 0.03 
b
 3.09 ± 0.51 

b
 13.46 ± 0.02 

c
 12.38 ± 0.01 

b
 

AAE 50 µg/mL + H2O2 0.52 ± 0.16 
a
 2.24 ± 0.16 

a
 19.51 ± 0.22 

b
 14.07 ± 0.05 

a
 

Data are mean ± SD values. Different letters indicate significant differences according to analysis of variance 

(ANOVA) and Tukey’s post-hoc test (p≤0.05) in each assay. 

Many methods are currently used for detecting the biological effects of DNA-

damaging agents. The single cell gel electrophoresis or comet assay has been shown to be a 

sensitive method for investigating DNA damage. The alkaline version of this assay detects 

DNA strand breaks, alkali-labile sites, DNA crosslinking, and incomplete excision repair 

[20,21]. To verify if DNA damage is due to oxidative lesions, it is possible to use the 

enzymatic version of the test, performed with Endo III and FPG [21]. 

     According to the alkaline comet assay, AAE alone did not cause DNA damage in 

MRC5 in the studied concentrations (Figure 3A). Additionally, the extract (25 and 50 

µg/mL) was able to reduce DNA damage induced by H2O2 by 30% and 56%, respectively 
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(Figure 3A). H2O2 administration induces high levels of genotoxicity, increasing the 

frequency of classes 2, 3, and 4 of DNA damage. This damage was reduced by AAE 

treatment (Figure 3B). The enzymes Endo III and FPG allowed the evaluation of DNA 

base oxidation. AAE reduced the oxidative damage recognized by repair protein Endo III 

by 21% (25 µg/mL) and 44% (50 µg/mL). AAE was also able to minimize the oxidative 

damage recognized by the repair FPG protein by 38% (25 µg/mL) and 60% (50 µg/mL) 

(Figure 4A). As observed in the alkaline comet assay, AAE treatment reduced the 

frequency of classes 2, 3, and 4 of DNA damage (Figure 4B). The antigenotoxic effect of 

AAE could be important to preventing the DNA damage associated with carcinogenesis. 

     Correlation analysis showed a strong negative relationship between lipid, protein, and 

DNA damage with SOD and CAT activities (Table 3). In addition, a strong positive 

correlation was found between cell viability and SOD and CAT activities, suggesting a 

critical detoxification by these antioxidant enzymes with a cytoprotective effect. This data 

suggests that SOD and CAT play an important role against lipid, protein, and DNA 

damage, apparently through a concerted effort that includes the dismutation of superoxide, 

inactivation of H2O2, and maintenance of a cellular reducing environment. 
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Figure 3. (A) DNA damage index by the alkaline Comet assay in MRC5 cells after 

treatment with AAE and exposure to H2O2. * Different letters indicate significant 

differences by analysis of variance (ANOVA) and Tukey’s post-hoc test (p≤0.05).  

(B) Frequency (%) of different classes of DNA damage in control and AAE-treated 

groups. The cells were assessed visually and received scores from 0 (no injury) to 4 

(maximally damaged), according to the size and shape of the tail. Data are mean ± SD 

values. 

 

Table 3. Pearson correlations between cellular antioxidant enzymes activities, lipid and 

protein oxidative damage, DNA damage index, and cell viability assays. 

ASSAYS SOD CAT TBARS 
Carbonyl 

protein 

DNA 

damage 

TBARS −0.866 * −0.945 ** - 0.959 ** 0.816 * 

Carbonyl protein −0.933 ** −0.992 ** 0.959 ** - 0.940 ** 

DNA damage −0.892 * −0.933 ** 0.816 * 0.940 ** - 

Cell viability 0.943 ** 0.977 ** −0.923 ** −0.985 ** −0.927 ** 

    Statistically significant * for p≤0.05 and ** for p≤0.01. 
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Figure 4. (A) Content of DNA damage oxidative by the Comet assay modified. * 

Different letters indicate significant differences by analysis of variance (ANOVA) and 

Tukey’s post-hoc test (p≤0.05). (B) Frequency (%) of different classes of DNA damage 

(Comet assay). Cells were evaluated visually and were given scores of 0 (no injury) to 4 

(maximally damaged) according to the size and shape of the tail. Data are mean ± SD 

values. 
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     It is possible that phenolic compounds found in AAE could be responsible for the 

important antioxidant and antigenotoxic effects observed in this study, as already reported for 

this [9] and other plants [36–38]. However, no statistically significant correlations were found 

between the amount of polyphenols and the prevention of oxidative damage. This may be 

because we analyzed only two close concentrations (25 and 50 µg/mL) of the AAE. Assays 

with a wide range of concentrations as well as the evaluation of the isolated polyphenols 

could be helpful to identify the molecules that are responsible for the biological effects of 

AAE. 

4. Conclusions 

We found that AAE has an important protective effect against oxidative damage of lipids, 

proteins, and DNA in human lung fibroblast cells. Moreover, this extract is rich in 

polyphenols and is a good source of antioxidant natural compounds, mainly catechin, 

epicatechin, quercetin and apigenin, which present great importance in inhibiting oxidative 

mechanisms associate to degenerative diseases and cancer. The properties presented by the A. 

angustifolia can be used to explore new resources for pharmacological structures and/or to 

improve natural medicine. 
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5.  DISCUSSÃO GERAL  

O uso de plantas com propriedades terapêuticas é uma prática milenar, constituindo-se 

uma importante fonte de produtos naturais biologicamente ativos. Foi através da observação e 

da experimentação pelos povos primitivos que as propriedades terapêuticas das plantas foram 

sendo descobertas e propagadas de geração a geração, fazendo parte da cultura popular 

(Fakim, 2006).  

Popularmente, diferentes partes da A. angustifolia, como as folhas, o nó-de-pinho e a 

casca do caule têm sido utilizadas para o tratamento de inúmeras doenças (Marquesini, 1995; 

Franco, 1997). Nos entanto, existem poucos estudos científicos que comprovam atividade 

biológica de extratos obtidos a partir de diferentes partes da A. angustifolia.  

Em um estudo anterior realizado por nosso grupo, identificou-se que o extrato aquoso 

de brácteas de A. angustifolia apresenta elevado teor de polifenóis com importante atividade 

antioxidante e antimutagênica em leveduras Saccharomyces cerevisiae (Michelon, et al., 

2012). Neste trabalho, avaliou-se o efeito do extrato de brácteas de A. angustifolia em células 

de fibroblasto de pulmão humano (MRC5), uma linhagem bastante empregada em estudos na 

área do estresse oxidativo e genotoxicidade (Maziere et al., 2000; Konget al., 2012, Bourton 

et al., 2012).  

Para os ensaios de viabilidade celular, as células foram tratadas durante uma hora com 

o extrato aquoso de brácteas de A. angustifolia e, após, expostas por mais uma hora ao agente 

oxidante H2O2. No ensaio de redução do MTT, observou-se que o extrato preveniu, de 

maneira significativa, a morte celular induzida pelo H2O2. Nesse sentido, cabe ressaltar que o 

extrato de brilhantina (Pilea microphylla), rico em polifenóis, também apresenta efeito 

citoprotetor em células de mamíferos tratadas com agentes oxidantes (Paul et al.,2012). Além 

de prevenir o efeito citotóxico, o pré-tratamento das células MRC5 com o extrato de A. 

angustifolia  preveniu  de  forma significativa  a  oxidação  induzida  pelo  H2O2  a lipídios e  
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proteínas, demonstrando, assim, importante propriedade antioxidante.  

A determinação dos produtos de reação com TBA vem sendo extensivamente utilizada 

como biomarcador para detectar a peroxidação lipídica (Le-Donne et al.,2006). As 

membranas celulares e intracelulares possuem grandes quantidades de ácidos graxos 

poliinsaturados, e, por isso, são susceptíveis à peroxidação lipídica por espécies reativas. 

Modificações oxidativas causam mudança nas propriedades físicas e químicas das 

membranas, alterando sua fluidez e permeabilidade. O aumento da peroxidação lipídica 

induzido por peróxido de hidrogênio é característico em diversos modelos experimentais 

(Sitte et al., 1998; Kong et al., 2012).  

Danos oxidativos a proteínas podem, também, refletir o estresse oxidativo celular, 

sendo a carbonilação de proteínas característica do dano oxidativo. A exposição de proteínas à 

ER pode causar grandes alterações em sua estrutura com consequente perda da função. As 

proteínas são os maiores alvos de ER por causa da sua alta abundância em sistemas 

biológicos, uma vez que estas participam da maioria dos processos funcionais celulares 

(Davies et al., 2001).  

Em nosso estudo, o tratamento das células com extrato de brácteas de A. angustifolia 

(25 e 50 μg/mL) minimizou a depleção das defesas antioxidantes enzimáticas, induzida pelo 

peróxido de hidrogênio. Resultados semelhantes foram descritos para células β do pâncreas e 

fibroblastos dérmicos tratadas com aleuropeína e epigalocatequina-3-galato respectivamente 

(Cumaoglu et al., 2011; Feng et al., 2013). 

Uma grande variedade de métodos vem sendo atualmente utilizados para a detecção de 

efeitos biológicos de agentes que danificam o DNA. A eletroforese em gel de célula única ou 

Ensaio Cometa tem provado ser um método sensível para investigar danos ao DNA. A versão 

alcalina deste ensaio detecta quebras no DNA, sítios álcali-lábeis, reticulação do DNA e 

reparo excisão incompleta (Singh et al., 1988; Collins et al., 2008). Para verificar se o dano ao 
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DNA é devido a lesões oxidativas, é possível utilizar a versão enzimática do teste, realizada 

com ENDO III e FPG (Collins et al., 2008). Os resultados do ensaio cometa alcalino 

mostraram que o extrato de A. angustifolia, nas condições estudadas, não é genotóxico e, além 

disso, minimiza a genotoxicidade induzida por peróxido de hidrogênio. O efeito 

antigenotóxico observado pode ser importante para diminuir o risco de carcinogênese. Nossos 

resultados corroboram estudos anteriores que mostraram que os polifenóis protegem contra 

danos ao DNA associados ao estresse oxidativo em culturas de células de rato e humana 

(Wätjen et al, 2005; Min & Ebeler, 2009).  

Os polifenóis são os principais componentes fitoquímicos encontrados no reino 

vegetal. Muitos polifenóis dietéticos apresentam atividade antioxidante, que é atribuída a sua 

capacidade de neutralizar diretamente espécies reativas pró-oxidantes. Além disso, dados 

experimentais indicam que polifenóis podem oferecer proteção indireta contra o estresse 

oxidativo através da ativação da transcrição gênica de enzimas do sistema de defesa 

antioxidante endógeno (Masella et al., 2005; Myhrstad et al., 2002, Yeh et al., 2009).  

O teor de polifenóis totais do extrato de brácteas de A. angustifolia (670.93 ± 17.79 

mg equivalente de catequina /100g de brácteas) foi superior ao encontrado por Michelon et al. 

(2012), o que pode ser devido a diferentes épocas e locais de coleta das pinhas. Os compostos 

majoritários identificados em nosso estudo foram a catequina, epicatequina, quercitina e 

apigenina, sendo os dois últimos identificados pela primeira vez em brácteas A. angustifolia.  

Os polifenóis são associados à capacidade antioxidante de extratos vegetais. Neste 

trabalho, a capacidade antioxidante do extrato aquoso de A. angustifolia in vitro foi 

determinada através da capacidade de redução do radical livre DPPH
●
. Além disso, também 

foi avaliada a capacidade do extrato em mimetizar as enzimas antioxidantes SOD e CAT. O 

extrato apresentou importante capacidade de doar átomos de hidrogênio para o radical DPPH
● 

e atividade SOD e CAT-like superior à da catequina, principal constituinte do extrato de A. 
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angustifolia. A superóxido dismutase catalisa a dismutação do superóxido através da 

produção de H2O2, que pode ser eliminado pela ação de catalase (Halliwell & Gutteridge, 

2007). Como esperado, o extrato foi capaz de reduzir o radical DPPH
●
 e eliminar o O2●-  e 

H2O2, duas espécies reativas que podem danificar diferentes biomoléculas. Já foi demonstrado 

que polifenóis, tais como quercetina e catequina, encontrados em nosso extrato, são capazes 

de reagir com estas mesmas ER (Dias et al., 2012; Farrar et al., 2007). Embora outros estudos 

sejam necessários, é possível que esta atividade tenha contribuído, pelo menos em parte, para 

os efeitos observados em células MRC5.  

Diversos estudos têm demonstrado correlação positiva entre a presença de polifenóis e 

a atividade antioxidante (Michelon et al., 2012; Silva et al., 2012; Dassprakash et al., 2012); 

no entanto, em nosso trabalho, não foi observada correlação estatisticamente significativa 

entre a quantidade de polifenóis e a prevenção de danos oxidativos. Isto pode ser devido ao 

fato de que foram analisadas apenas duas concentrações próximas (25 e 50 μg / mL) de 

extrato de A. angustifolia. Ensaios com outras concentrações bem como a avaliação dos 

polifenóis isoladamente poderiam ser úteis para identificar os compostos responsáveis pelos 

efeitos biológicos observados em nosso trabalho. 

Apesar de não ter sido observada correlação entre polifenóis e marcadores de dano 

oxidativo, verificou-se uma correlação negativa entre o dano a lipídios, proteínas e DNA com 

a atividade das enzimas SOD e CAT. Além disso, verificou-se que há correlação positiva 

entre a viabilidade celular e a atividade de SOD e CAT, sugerindo que essas enzimas 

desempenham um importante papel na regulação do metabolismo redox celular.  

Em resumo, o extrato de brácteas de A. angustifolia mostrou importante atividade 

antioxidante e antigenotóxica, sugerindo perspectivas de compostos com potencialidade para 

o desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas. 
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6. CONCLUSÃO  

 

Os dados obtidos nesse estudo permitem concluir que: 

 

 O extrato aquoso de brácteas de A. angustifolia é rico em polifenóis (670.93 ± 17.79 

mg equivalente de catequina/100g de brácteas), sendo a catequina, epicatequina, 

quercitina e apigenina os seus compostos majoritários. 

 Ensaios in vitro demonstraram que este extrato apresenta capacidade de varredura do 

radical livre DPPH
●
 e atividade SOD e CAT-like. 

 O extrato de Araucaria angustifolia não apresentou efeito citotóxico em células de 

mamífero MRC5 nas concentrações estudadas e preveniu a morte celular induzida 

pelo peróxido de hidrogênio.  

 O pré-tratamento com extrato de A. angustifolia foi capaz de prevenir a oxidação a 

lipídios e proteínas e minimizar a depleção das enzimas antioxidantes superóxido 

dismutase e catalase induzida por peróxido de hidrogênio em células MRC5.  

 O extrato A. angustifolia, apresentou atividade antigenotóxica, prevenindo danos ao 

DNA.  
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7. PERSPECTIVAS  

 

Como continuidade desse trabalho, seria importante:  

 

 Identificar e quantificar os demais compostos fitoquímicos presentes no extrato de A. 

angustifolia, a fim de identificar outros compostos com possível atividade biológica; 

 Quantificar, por HPLC, os constituintes fenólicos no interior das células de mamífero 

tratadas com extrato de brácteas de A. angustifolia; 

 Determinar a atividade e expressão (immunoblot) das enzimas antioxidantes tais como 

SOD, CAT e o complexo glutationa (GSSG, GSH, GPx e GST) em células de 

mamífero tratadas com os extratos de brácteas de A. angustifolia e expostas ao 

peróxido de hidrogênio; 

 Avaliar o efeito antimutagênico do extrato pelo ensaio de micronúcleos; 

 Avaliar a expressão de proteínas envolvidas na sinalização celular; 

 Analisar o efeito biológico dos compostos presentes no extrato isoladamente. 
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