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RESUMO GERAL

Extratos de plantas s3o uma mistura de varios compostos bioativos, com propriedades
quimicas e polaridades varidveis, sendo necessario, portanto a utilizacdo de diferentes testes,
para avaliar a atividade antioxidante de um extrato e, principalmente, a selecdo do método
correto. O primeiro trabalho desta tese consiste de uma revisao sistematica de métodos in
vitro € in vivo, para avaliar a atividade antioxidante de extratos vegetais, abordando a
frequéncia de uso de diferentes métodos, modelos animais usados e métodos de extragao.
Scopus e Science Direct foram pesquisados, resultando em 310 artigos, utilizando as palavras-
chave (extrato vegetal + antioxidante + in vitro + in vivo), sendo aceitos para analise dos
artigos publicados no periodo de janeiro a julho de 2020. De acordo com os resultados,
existem 17 métodos in vitro e 13 in vivo, porém os mais utilizados, para as respectivas
medidas, DPHH e LPO. Entre os meios de extracdao, o metanol ¢ o mais utilizado. Além disso,
poucos estudos realizaram testes in vitro e in vivo, simultaneamente (25%) e, quando sdo
utilizados testes in vivo (16%), os roedores sdo os modelos mais empregados. O objetivo do
segundo trabalho foi avaliar o efeito e a concentracdo de diferentes extratos de E. foetidum no
desenvolvimento de embrides de zebrafish (Danio rerio). Para investigar o impacto de extrato
aquoso (EA), etandlico (EE) e metanolico (EM), os embrides foram expostos a 0,625; 1,25;
2,5; 5 ¢ 10 mg mL™ até 120 hpf (horas pos-fertilizagdo), para a avaliagdo da toxicidade no
desenvolvimento embriondrio e, posteriormente, a 0,039; 0,078; 0,156; 0,312 ¢ 0,625 mg mL"
"a respostas antioxidantes das enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT),
glutationa-S-transferase (GST) e apoptose celular. Os resultados mostraram que, dependendo
do solvente de extracdo, das concentragdes utilizadas e tempos de exposi¢ao, os extratos de E.
foetidum ocasionam mortalidade, alteram o tempo de eclosdo e promovem diferencas nas
atividades enzimaticas. Atrasos no desenvolvimento e aumento da atividade da GST foram
encontrados em todos os tratamentos. Nao foi observada apoptose em nenhum dos
tratamentos. As atividades antioxidantes e anti-inflamatorias dos extratos de E. foetidum
foram abordadas no terceiro trabalho. Para a determinacdo da atividade antioxidante,
embrides foram expostos ao meio, contendo os extratos (0; 0,039; 0,078; 0,156; 0,312 ¢ 0,625
mg mL™), acrescidos com perdxido de hidrogénio (H,O,) sendo, logo apods, medidas as
enzimas SOD, CAT e GST e a apoptose celular. A atividade anti-inflamatéria foi analisada
pelo niimero de neutrofilos migrados para o local da ferida, na nadadeira caudal nas larvas de
zebrafish, apds tratamento com os extratos. Larvas expostas a H,O, apresentaram atividades
elevadas das enzimas SOD e CAT. Entretanto redugdes significativas ocorreram na atividade
dessas enzimas, quando as larvas foram expostas aos extratos. Para a enzima GST, foi
verificado um aumento na atividade para as larvas expostas a EA e EM. A apoptose induzida
por H,O, foi reduzida pelos extratos de maneira dependente da concentragcdo. Em relagdo a
atividade anti-inflamatéria, uma redu¢do no niimero de neutréfilos migrados, para a regiao
lesionada da cauda, foi verificada em larvas tratadas com o extrato etanolico.

Palavras-chave: Apoptose. Enzimas antioxidantes. Inflamagao. Danio rerio.



GENERAL ABSTRACT

Plant extracts are a mixture of several bioactive compounds, with variable chemical
properties and polarities, making it necessary, therefore, to use different tests to assess the
antioxidant activity of an extract and especially to select the correct method. The first work of
this thesis consists of a systematic review of in vitro and in vivo methods to evaluate the
antioxidant activity of plant extracts, addressing the frequency of use of different methods,
animal models used and extraction methods. Scopus and Science Direct were searched,
resulting in 310 articles, using keywords (plant extract + antioxidant + in vitro + in vivo), and
articles published from January to July 2020 were accepted for analysis. , there are 17 in vitro
and 13 in vivo methods, with the most used for the respective measurements, DPH and LPO.
Among the means of extraction, methanol is the most used. Furthermore, few studies
performed in vitro and in vivo tests simultaneously (25%) and, when in vivo tests are used
(16%), rodents are the most used models. The objective of the second work was to evaluate
the effect and concentration of different extracts of E. foetidum on the development of
zebrafish (Danio rerio) embryos. To investigate the impact of aqueous extract (EA), ethanolic
(EE) and methanolic (EM), embryos were exposed to 0.625; 1.25; 2.5; 5 and 10 mg mL™" up
to 120 hpf (hours after fertilization) for evaluation of toxicity in embryonic development and
then to 0.039; 0.078; 0.156; 0.312 and 0.625 mg mL"! for antioxidant responses of the
enzymes superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione-S-transferase (GST) and
cellular apoptosis. The results showed that, depending on the extraction solvent,
concentrations used and exposure times, E. foetidum extracts cause mortality, alter the
hatching time and promote differences in enzymatic activities. Delays in the development and
increased activity of GST were found in all treatments. Apoptosis was not observed in any of
the treatments. The antioxidant and anti-inflammatory activities of E. foetidum extracts were
addressed in the third work. To determine the antioxidant activity, embryos were exposed to
the medium containing the extracts (0; 0.039; 0.078; 0.156; 0.312 and 0.625 mg mL™") added
with hydrogen peroxide (H,O,) and subsequently measured by the enzymes SOD, CAT and
GST and cell apoptosis. The anti-inflammatory activity was analyzed through the number of
neutrophils migrated to the wound site in the caudal fin in zebrafish larvae after treatment
with the extracts. Larvae exposed to H>O, showed high activities of SOD and CAT enzymes.
However, significant reductions occurred in the activity of these enzymes when the larvae
were exposed to the extracts. For the GST enzyme, an increase in activity was verified for
larvae exposed to EA and EM. Apoptosis induced by H,O, was reduced by the extracts in a
concentration-dependent manner. Regarding the anti-inflammatory activity, a reduction in the
number of neutrophils migrating to the injured region of the tail was verified in larvae treated
with the ethanol extract.

Keywords: Apoptosis. Antioxidant enzymes. Inflammation. Danio rerio.



SUMARIO

PRIMEIRA PARTE ...ttt s s 11
1 INTRODUGAO. ..ot 11
2 REFERENCIAL TEORICO .........oooiiiiiieceeeeeee ettt 13
2.1 Hortalicas nA0 CONVENCIONAIS................cooeeviiiiiiiiiiiiiieeee e 13
2.1.1 Familia apiaceae - EENEro EFPHGUIML ................ccccccuveeeciieeeiieeiee e eeiee e evee e 14
20001 Eryngium fOCtidum ....................cccoooieiieiiiiaiiieeiie ettt ettt 15
2.2 Radicais livres e antioXidantes.................cccooiviiiiiiiniiiiecce e 17
2.2.1 Sistema de defesa antioXidante..................cccoooiiiiiiiiiniiiin e 17
2.2.1.1 Enzimas antioXidantes..............cccoovviiiiiiiiiiiiieieiiee e eeteee e e e e e e e e 18
2.3 INFIAIAGAO ...ooooiiiiiiiieieeee et e e et e e e e e e e et aaeeens 19
2.3.1 Papel dos neutrofilos na inflamacao ...................cccooooiiiiiiiiii i 20
2.4  Zebrafish como modelo animal de pesquisa...............c.cooooiiiviiiiiiiiniiienieeee 21
2.4.1 Zebrafish como modelo animal para estudos de extratos vegetais ........................ 23
2.4.1.1 Avaliacao da toxicidade e atividade antioxidante..........................coooeeiiiiineeennnen. 24
2.4.1.2 Avaliacao da atividade anti-inflamatoria................................ 29
3 CONSIDERACOES FINAIS ........oooiiiiiiiieieiineieeie i ssesss s 31

REFERENCIAS. ...t 32

SEGUNDA PARTE-ARTIGOS .......ooiiiieee ettt 44

ARTIGO 1 - METHODOLOGIES FOR DETERMINING THE
ANTIOXIDANT ACTIVITY OF PLANT EXTRACTS: SYSTEMATIC
REVIEW ...t een s 44
ARTIGO 2 - OS EFEITOS TOXICOLOGICOS DE EXTRATOS DE
Eryngium foetidum EM EMBRIOES E LARVAS DE ZEBRAFISH SAO
DEPENDENTES DO TIPO DE EXTRACAO, DA DOSE E DO TEMPO DE
EXPOSICAO. ... e eeeeeeeeeeeeens 74
ARTIGO 3 - EFEITO PROTETOR CONTRA O ESTRESSE OXIDATIVO
E ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA DE EXTRATOS DE Eryngium
foetidum EM EMBRIOES E LARVAS ZEBRAFISH ..........c.ccccocooviiiienennn. 98



11

PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

As hortalicas ndo convencionais sdo as hortalicas que estiveram presentes nas
refeicoes familiares, mas, com o passar dos anos, foram caindo em desuso pela populacao, em
razao do consumo rotineiro das hortalicas convencionais mais conhecidas, pelas poucas
informagdes sobre as suas potencialidades nutricionais e pelo crescente uso de alimentos
industrializados. S@o plantas ricas em uma série de compostos bioativos e, por essa razdo, a
ciéncia acredita que as plantas sejam uma importante fonte de novas substancias quimicas
com potenciais efeitos terapéuticos, atuando na prevencao ou tratamento de doencas em
humanos e animais e /ou proporcionando beneficios a satide (RANGANATHAN et al., 2020).

Entre essas hortaligas, Eryngium foetidum, uma espécie da familia Apiaceae, ¢
popularmente conhecida como chicoria. Seu uso principal é como condimento, mas, como
planta medicinal, ¢ utilizada para o tratamento de diversos doencas, como dores de cabeca e
estdmago, hepatite, infecgdes, inflamacgdes, bronquite, entre outras. Triagens fitoquimicas
indicaram presenca de compostos funcionais como terpenoides, glicosideos, flavonoides,
polifenois, esteroides e tanino.

Estudos avaliando a eficiéncia e as limitacdes desses compostos, que aumentariam a
abrangéncia da E. foetidum no campo terapéutico, parametros farmacologicos in vivo,
comprovaram que os extratos foliares dessa planta apresentam atividades antimicrobiana,
anticlastogénica, antidiabética, antioxidante e anti-inflamatéria. Embora esses relatérios
sobre aplicagdes de E. foetidum estejam disponiveis, investigacdes in vivo sobre seus
principios ativos, suas atividades farmacologicas e dados toxicoldgicos ainda sdo escassos.
Em virtude de sua grande utilizagdo popular, ¢ de suma importancia a realizagdo de estudos
que possam fornecer informagdes necessarias para a comprovacdo de sua eficacia e
seguranga.

O zebrafish (Danio rerio) tornou-se um modelo promissor para triagem da toxicidade
e as atividades antioxidante e anti-inflamatdria de extratos vegetais. Os testes com embrides/
larvas de zebrafish requerem poucas amostras, facilitando, quando dispomos de pouco
material, o processo de desenvolvimento pode ser observado de maneira facil, direta, ndo
invasiva, facilitando a analise da toxicidade do desenvolvimento. As respostas oxidativas e

inflamatorias podem ser facilmente induzidas e visualizadas no zebrafish, particularmente nos
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estagios iniciais, sendo utilizados na analise in vivo de moléculas antioxidantes e anti-
inflamatorias (ZAMPIERI et al., 2020).

Baseado nos argumentos apresentados e diante da importancia nutricional e caréncia
da populagdo por alimentos saudaveis e fontes naturais de substancias protetoras a saude,
objetiva-se, com este estudo, avaliar a toxicidade e as atividades antioxidantes e anti-
inflamatorias dos extratos aquoso, etandlico e metandlico de Eryngium foetidum utilizando

embrides e larvas de zebrafish (Danio rerio) como modelo animal.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Hortalicas nio convencionais

Sdo denominadas hortaligas ndo convencionais espécies horticolas presentes em
determinadas localidades ou regides, mas que tiveram seu uso esquecido ou desvalorizado, ao
longo dos anos (VIANA et al., 2015).

As hortali¢as ndo convencionais deixaram de ser utilizadas, especialmente, em razao
do consumo rotineiro das hortalicas convencionais mais conhecidas, como, por exemplo, a
alface ou repolho, pelas poucas informagdes sobre as suas potencialidades nutricionais e pelo
crescente uso de alimentos industrializados (BRASIL, 2010; SFOGLIA et al., 2019). Sao
também espécies que nao estdo organizadas, enquanto cadeia produtiva, levando a pouco ou
nenhum interesse econdomico por parte dos produtores com relagdo a elas. Em razdo disso,
quando comercializadas, possuem disponibilidade restrita no mercado e s3o encontradas
especialmente em feiras e em propriedades da agricultura familiar (BRASIL, 2010).

Um aspecto importante das hortalicas nao convencionais ¢ que elas apresentam
quantidades significativamente maiores de teores nutricionais que as hortalicas comumente
utilizadas na alimentacdo (VIANA et al., 2015; SILVA et al., 2018). Um exemplo € o caso
das folhas do dente-de-ledo, que possui de duas a trés vezes mais calcio, ferro, fosforo e
vitaminas C, A e as do complexo B que as folhas de uma alface convencional (KELEN et al.,
2015). Outra vantagem sobre as hortalicas convencionais ¢ que enquanto estas necessitam de
aplicacdo de agrotoxicos a sua producdo, as ndo convencionais, por serem espécies bem
adaptadas, crescem espontaneamente, em diferentes condigdes climaticas e regioes,
dispensando o uso de fertilizantes e agrotoxicos (PASCHOAL et al., 2016). Portanto podem
ser boas op¢des de cultivo para agricultores familiares, apresentando um grande potencial do
ponto de vista agronémico e da satde.

O resgate e valorizacdo do consumo dessa classe de horticolas significa ganhos nao s
econdmicos, mas sociais e culturais, pois visa, além de outros fatores, a preservacdo da
biodiversidade, novas fontes de antioxidantes naturais para a industria alimenticia, além dos
seus beneficios nutricionais (KINUPP & BARROS, 2008; VIANA et al., 2015; DA SILVA et
al., 2018).

Hortalicas ndo convencionais, como todos os vegetais, sdo fonte de uma série de
compostos bioativos que sdo importantes como mecanismos de defesa contra os mais variados

agentes causadores de doencas nas plantas e, por consequéncia, favorecem o seu sucesso
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adaptativo. Muitos desses compostos bioativos tém valor agregado e podem ser utilizados
como medicamentos, cosméticos, defensivos agricolas e alimentos (SFOGLIA et al., 2019).
Em alimentos, tais compostos podem ser utilizados como flavorizantes, aromatizantes,
pigmentos e, também, como fontes nutricionais complementares. Como fontes nutricionais, se
consumidos diariamente, podem contribuir diretamente para a redugdo do risco de ocorréncia
de diversas doengas, pois inibem processos oxidativos, reduzindo a concentragcdo de radicais
livres que estdo associados ao envelhecimento celular e a doengas (KINUPP & LORENZI,
2014; VIANA et al., 2015; DA SILVA et al., 2018).

Sdo exemplos de algumas hortalicas ndo convencionais, representantes da cultura
brasileira: almeirdo-de-arvore (Lactuca cf. canadensis — Asteraceae), araruta (Maranta
arundinacea L. — Amarantaceae), azedinha (Rumex acetosa L. — Polygonaceae), beldroega
(Portulaca oleracea L. — Portulacaceae), bertalha (Basella alba - Basellaceae), capuchinha
(Tropaeolum majus L. — Tropaeoleceae), ora-pro-nobis (Pereskia aculeata Mill. — Cactaceae),
peixinho (Stachis byzantina — Lamiaceae), taioba (Xanthosoma sagittifolium (L.) Schott —
Araceae), serralha (Sonchus oleraceus L. — Asteraceae), entre outras (BRASIL, 2010). Além
dessas, também ¢ considerada hortaliga ndo convencional a espécie de chicoria, Eryngium
foetidum e, por ser foco das nossas pesquisas, teve suas caracteristicas, informagdes

etnobotanicas, composi¢ado fitoquimica e outros aspectos abordados, conforme a seguir.

2.1.1 Familia apiaceae - género Erynguim

A familia Apiaceae representa uma das maiores familias de angiospermas, distribuidos
mundialmente, com 454 géneros e aproximadamente 3780 espécies (SAYED-AHMAD et al.,
2017). No Brasil, ocorrem oito géneros e 100 espécies (SOUZA, 2005).

Essa familia possui um elevado valor econdmico, visto que fornece um grande nlimero
de plantas usadas, para diversos fins, incluindo nutri¢ao, medicamentos, bebidas, especiarias,
repelentes tingimentos, cosméticos, fragrancias e usos industriais (SAYED-AHMAD et al.,
2017). Além desses fatores, ¢ uma familia que contém espécies comumente utilizadas na
alimentacdo, como a cenoura (Daucus carota), mandioquinha ou batata-baroa (Arracacia
xanthorriza), batata-baroa (Chaerophyllum bulbosum); salsa (Petroselinum crispum), aipo ou
salsao (Apium graveolens), coentros (Coriandrum sativum), cominho (Cuminum cyminum),
erva-doce (Pimpinella anisum), entre outros (FLORA DO BRASIL, 2020). Sua utilizagao,

como alimentos e especiarias, deve-se a natureza aromatica da folhagem e dos frutos,
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enquanto sua variedade distinta de compostos quimicos lhes confere finalidade medicinal
(PARVEN et al., 2019).

O género Eryngium ¢ o maior e, provavelmente, o gé€nero mais taxonomicamente
complexo e rico da familia Apiaceae, possuindo 274 espécies em todo o mundo (CELIK et
al., 2019; SEPANLOU et al., 2019). No Brasil, ocorrem 56 espécies amplamente distribuidas
em todo o territério (FLORA DO BRASIL, 2020). A grande maioria das espécies desse
género tem por finalidade o uso como especiarias, enquanto outras sdo utilizadas como
remédios fitoterapicos (PAUL et al., 2011; ERDEM et al., 2015). Sao espécies que, de acordo
com analises fitoquimicas, constituem rica fonte de flavonoides, taninos, saponinas e

triterpenoides (SOUZA, 2016).

2.1.1.1 Eryngium foetidum

Eryngium foetidum é uma planta herbacea, de 8-40 cm de altura (FIGURA 1). Possui
facil crescimento, produz sementes, ao longo do ano e sua germinacao pode ocorrer de sete a
90 dias (DA SILVA et al., 2016). Nativa da América Central e atualmente cosmopolita, a
espécie ¢ encontrada em regides tropicais e subtropicais (CARDOZO et al., 2004). E
popularmente conhecida como Chicoria-do-Para, coentro-da-india, coentro-castelo, coentro-
bravo, coentro-da-folha-larga, coentro-japonés, chicéria, chicoria-de-caboclo, chicéria-do-

amazonas (GOMES et al., 2013).

Figura 1 - Eryngium foetidum.

Fonte: Do autor.

A planta inteira ou suas partes sdo comumente usadas na medicina tradicional, como
remédios caseiros, para tratar queimaduras, dores de ouvido, febres, hipertensdo, prisdo de

ventre, convulsdes, asma, dor de estobmago, complicacdes de infertilidade, picadas de cobra,
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diarreia e maldria. Os extratos das folhas sdo usados para tratamento de problemas hepaticos e
artrite (SHAVANDI et al., 2012; LEISHANGTHEM & SHARMA, 2014; YUHLUNG &
BHATTACHARYYA, 2014; MALIK et al., 2016). Também documenta-se sua utilizagdo
para epilepsia, vomitos, tosses, paralisia, pneumonia e alivio de dores menstruais (LANS,
2007; PAUL et al., 2011). Na Coldmbia, a planta inteira ¢ usada para tratar flatuléncia, gripe,
indigestdo, variola, problemas estomacais e como vermifugo (BUSSMANN et al., 2018). No
Brasil, uma decocg¢ao de toda a planta ¢ usada, para facilitar o parto, por provocar contragdes
uterinas, sendo contraindicada durante a gravidez (RODRIGUES, 2007; COELHO-
FERREIRA, 2009; YAZBEK et al., 2016). Um cha feito com a raiz ¢é util em caso de infecgao
urindria (COELHO-FERREIRA, 2009).

As partes aéreas de E. foetidum sdo ricas em varios nutrientes, incluindo vitaminas (C
e E) e caroteno. A triagem fitoquimica preliminar de extrato aquoso de folhas indicaram a
presenga de glicosideos, flavonoides, terpenoides, esteroides e taninos (LINGARAIJU et al.,
2016). Também podem ser encontrados polifenois, antocianinas, carotenoides, acido
ascorbico, uma saponina e vdrios triterpenoides (SINGH et al., 2013). Aldeidos e
sesquiterpenos foram as classes predominantes encontrados nas avaliagdes quimicas do o6leo
de Eryngium foetidum, sendo o composto E-2-dodecenal o de maior concentragdo e
importancia nos Oleos dessa planta (THOMAS et al., 2017; RODRIGUES et al., 2020). O
estigmasterol, um esterol predominante do extrato organico da folha, possui atividade anti-
inflamatoéria topica contra inflamagdo aguda e cronica em modelo animal (GARCIA et al.,
1999).

Parametros farmacoldgicos avaliados in vivo comprovaram que os extratos foliares
dessa planta apresentam atividades antioxidantes, anti-inflamatorias, antidiabéticas e
antimicrobianas, sendo responsaveis por elas os compostos flavonoides e fenodlicos
(PRABHA et al., 2019). A atividade antimicrobiana, conferida por terpenoides, glicosideos,
flavonoides, esteroides e tanino, possibilita a sua utilizacdo como agente antimicrobiano em
drogas para a terapia de doencgas infecciosas, causadas por patogenos (LINGARAJU et al.,
2016). E. foetidum também apresenta atividades anticlastogénicas e efeito citoprotetor, pela
presenca dos compostos ativos terpenoides, fitosterois e polifenois, flavonoides, sugerindo
que o seu consumo didrio possa gerar beneficios a saide em termos de protecdo a células e

seu material genético (PROMKUM et al., 2012; RAUNELLI et al.,2019).
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2.2 Radicais livres e antioxidantes

Os radicais livres compreendem um grupo de atomos e moléculas que contém um ou
mais elétrons desemparelhados, em sua ultima camada eletronica e, por isso, sdo instaveis,
altamente reativos e capazes de se ligar, de forma inespecifica, com qualquer composto
situado proximo a sua camada eletronica livre (PANDEY & TYAGI, 2020). Sdo formados
por reagdes de 6xido, redugdo ou por reacdes enzimaticas cataliticas, sendo essas reagdes
ocorridas no citoplasma, nas mitocondrias ou na membrana celular (MANACH et al., 2004;
CAROCHO & FERREIRA, 2013) De acordo com seu atomo central, tais radicais podem ser
divididos em quatro categorias: oxigénio, nitrogénio, cloro e enxofre. Os radicais que contém
oxigénio sao chamados de espécies reativas de oxigénio (EROs) e referem-se a uma gama de
produtos derivados do oxigénio molecular (O,), sejam eles espécies radicais livres, quanto
espécies nao radicalares (como o peroxido de hidrogénio) (HALLIWELL & GUTTERIDGE,
2015).

Em condigdes fisioldgicas normais, as moléculas de EROs, como peroxido de
hidrogénio, radicais como anion superdxido, hidroxila e peroxila, sdo produzidos
naturalmente pelo corpo, como resultado do metabolismo do oxigénio. Entretanto exposi¢ao a
xenobidtico ou compostos quimicos toéxicos conduzem a uma elevada formagdo enddgena e
exogena de EROs, sendo, posteriormente, eliminadas do organismo pela agdo de
antioxidantes enzimaticos ¢ nao enzimaticos (BARAN et al., 2018). Sua eliminagdo ¢
necessaria, em razao das suas naturezas altamente reativas, as EROs podem causar lesdo em
constituintes importantes das células, ocasionando danos as proteinas, aos lipidios das
membranas celulares e até mesmo ao DNA (LACKMANN et al., 2018).

Apesar do organismo trabalhar para eliminar a EROs, pode haver um desequilibrio
entre a producdo de espécies reativas de oxigénio e sua eliminagdo pela atividade dos
antioxidantes. Isso pode ocorrer pela falha no sistema de defesa antioxidante ou danos nos
sistemas biologicos, levando as c€lulas a desenvolverem um estresse oxidativo. Sendo assim,
o estresse oxidativo € o resultado do excesso de radicais livres nas células e ¢ um importante

fator que pode induzir apoptose e necrose das células (KOKTURK et al., 2020).

2.2.1 Sistema de defesa antioxidante

Em individuos saudaveis, os niveis das EROs sdo controlados pela a¢do dos sistemas

antioxidantes. As condi¢des antioxidantes correspondem a sistemas de protecdo dos
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organismos contra o processo de estresse oxidativo, visando manter o estado redox celular,
seja atrasando, removendo ou prevenindo o dano (COTINGUIBA et al., 2013). Nas células,
os antioxidantes podem atuar, por meio de dois sistemas: o sistema enzimatico e o sistema
nao enzimatico, que podem ou ndo atuarem em conjunto.

O sistema antioxidante ndo enzimatico ¢ constituido por micromoléculas que podem
ter origem endogena, como pigmentos biliares, urato, proteinas de transporte de metais (como
a metalotioneina) ou dietética como vitaminas C, E ¢ A (MIRONCZUK-CHODAKOWSKA
et al., 2018; JAKUBCZYK et al., 2020; SEYIDOGLU et al., 2020).

Os antioxidantes enzimaticos sdo macromoléculas, também conhecidos como
antioxidantes naturais e ¢ o primeiro sistema a agir contra os radicais livres. Esse sistema ¢
composto principalmente pelas enzimas, superdxido desmutase (SOD), catalase (CAT),
glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutase (GR) e glutationa-S-transferase (GST)
(COTINGUIBA et al., 2013; MIRONCZUK-CHODAKOWSKA et al., 2018; SEYIDOGLU
et al., 2020).

2.2.1.1 Enzimas antioxidantes

Superéxido desmutase

As enzimas superdxido desmutase (SOD) sdo metaloenzimas que fazem parte da
primeira linha de defesa contra quantidades excessivas de espécies reativas de oxigénio. Elas
convertem Aanions de superdxido de radical livre (O, *) em moléculas de perdxido de
hidrogénio (H,0,), conforme a reagio abaixo (EQUACAO 1). Este H,0, posteriormente sera
degradado em 4gua e oxigénio, livrando, assim, as células do risco de oxidagdo por esses

radicais (JI et al., 2020).

20, "+ 2H+ — 0, + H,0, (1)

Catalase

A catalase ¢ umas das enzimas antioxidantes endogenas, localizada principalmente nos
peroxissomos, mas também na mitocondria e no nucleo (RIGHI et al., 2020). Como o

perdxido de hidrogénio € toxico para as células, essa enzima € responsavel por catalisar o
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perdxido de hidrogénio em 4gua e oxigénio, conforme reagdo abaixo (EQUACAO 2) (JI et al.,
2020).

2 H,0O, — 2H,0 + O, (2)
Glutationa-S-Transferase (GST)

A glutationa-S-transferase (GST) ¢ uma enzima desintoxicante, envolvida na corregao
dos efeitos deletérios de compostos xenobidtico, atuando por meio da catalisagdo da
conjugacdo de glutationa reduzida (GSH) a uma ampla variedade de substratos, neutralizando
seus locais eletrofilicos, tornando-os menos toxicos, mais soliveis em agua, logo mais
facilmente excretados (CHATTERJEE & ANUPAM, 2018). Xenobidtico ¢ o termo utilizado
para designar qualquer substancia quimica estranha presente num sistema biolégico (MIDIO,

1992).

2.3 Inflamacao

A resposta inflamatoria, ou inflamagao ¢ a resposta protetora do sistema imune inato a
agressoes, sejam tecidos lesados ou agentes infecciosos, com o objetivo de restaurar a
homeostase tecidual. O processo envolve células residentes em tecidos, vasos sanguineos,
proteinas, entre outros mediadores e células imunolédgicas, como neutréfilos e macrofagos.
Todos esses fatores trabalham juntos, para eliminar a causa do dano, limpar quaisquer células
e tecidos mortos resultantes desse dano e iniciar a reparagdo do tecido (FREIRE & VAN
DYKE et al., 2013; YANG et al., 2018).

O processo inflamatorio pode ser separado em trés etapas: recrutamento, pico da
inflamacao e resolucdo. Quando um tecido ¢ lesado, ocorre a libera¢dao de sinais quimicos, 0s
quais proporcionam a vasodilatagdo local e aumento da permeabilidade dos vasos sanguineos,
ocorrendo assim o processo denominado de diapedese, em que os eletrdlitos, pequenas e
grandes moléculas, juntamente com agua e células imunologicas, migram do espago
extracelular em direcdo ao tecido lesionado, acarretando em uma inflamag¢do aguda
(CRUVINEL et al., 2010).

No processo de recrutamento, os macrofagos e neutrofilos sdo superativados e
induzem a producdo de citocinas proé-inflamatorias, fator de necrose tumoral-o (TNF-a),
interleucina-1p  (IL-1B) e interleucina-6  (IL-6) e mediadores inflamatérios

(MURALIDHARAN & MANDREKAR, 2013). Os neutréfilos, na area inflamada, fagocitam
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os patogenos invasores, liberam armadilhas extracelulares e geram ROS (espécies reativas de
oxigénio) (FOX et al., 2010). Portanto o recrutamento de macrofagos e neutréfilos ao tecido
inflamado ¢ considerado o pico da inflama¢do aguda. A migracdo de neutréfilos ¢ de suma
importancia, para respostas fisiologicas a lesdes e infecgdes ao tecido, no entanto a sua
atividade descontrolada e excessiva conduz para inflamagdes persistentes, dano tecidual ou
surgimento de doengas (YANG et al., 2018).

A ultima etapa € resolucdo da inflamagdo que precisa ser eficiente e controlada, sendo
necessaria a eliminagdo dos neutrofilos, por meio de apoptose, seguida pelo englobamento de
macrofagos e/ou migragdo reversa, em que os neutrofilos voltam para o vaso sanguineo ou
tecido distante (FARRERA & FADEEL, 2013; HENRY et al., 2013). Havendo erros nessa
etapa tal como neutrofilos persistirem no local e ocorrer liberagdo de compostos nocivos,
falha na remogao dos patdégenos e no engolfamento das células inflamatorias apoptoticas e um
retardo da apoptose resulta na inflamagdo cronica (HENRY et al., 2013). Essa ¢ de longa
duracdo (dias a anos) e é caracterizada pelo influxo de macrofagos e linfocitos, ocasionando
os seus componentes, danos e lesdes nos tecidos envolvidos, levando ao desenvolvimento de
doengas, como doengas cardiovasculares, artrite reumatoide, doenc¢a inflamatodria intestinal,
Alzheimer e cancer (FREIRE & VAN DYKE, 2013; YANG et al.,, 2018; PAHWA &
JIALAL, 2019).

2.3.1 Papel dos neutrofilos na inflamacao

Os neutrofilos possuem tempo médio de vida, varia de 6 a 8 horas (SADIK, et al.,
2011; ROSALES, 2018). Entretanto, quando migram para o tecido inflamado, o seu tempo de
vida € prolongado para dois a seis dias, por uma retardacdo da sua apoptose, sendo sua
sobrevivéncia controlada pela liberagdo de citocinas, quimiocinas e produtos microbianos
(BORREGAARD, 2010). O seu tempo de vida curto, juntamente com a questdo de serem
células extremamente moveis, explica o porqué dessas células predominarem, nas fases
iniciais do processo inflamatdério, em relagdo aos outros tipos celulares (BECHARA &
SZABO, 2006).

Em um organismo saudavel, os neutrofilos circulantes encontram-se em estado de
repouso, sendo ativados por produtos bacterianos, citocinas ou quimiocinas ou outras
substancias produzidas pelas proprias células do tecido lesado (OKIN & MEDZHITOV,
2012). Uma vez ativados, os neutrofilos migram em numero elevado, para as areas de

inflamacao, realizando diversas fungdes, como a liberacdo de enzimas liticas presentes em
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seus granulos (os quais possuem um grande potencial microbiano) e atuando como fagdcitos,
tanto de patdgenos quanto de restos celulares (GEERING et al.,, 2013; MAYADAS et
al.,2014, ROSALES, 2018).

Apesar da sua migragdo, para locais de inflamagdo serem essenciais as respostas
fisiologicas a lesdes e infecgdes de tecidos, a atividade descontrolada ou recrutamento
excessivo dos neutrofilos podem levar a inflamagdes persistentes, dano tecidual e ocasionar
doencas (GERNEZ et al., 2010). Isso porque, quando ativados, os neutrofilos induzem a
producao, além das citocinas pro-inflamatorias, mediadores inflamatérios, como
prostaglandina E2 e o 6xido nitrico (NO), espécies reativas de oxigénio (EROs) e proteases
(elastase neutrofilica, metaloproteinases e catepsina G), os quais promovem lesdo tecidual
(TRIPATHI et al., 2007; MILLS & O'NEILL, 2016). Dessa forma, para resolver a
inflamacao, os neutrdfilos devem ser eliminados de maneira eficiente e controlada, seja por
apoptose e envolvimento de macréfagos, seja pela saida do local da inflamagdo por meio da
migracdo reversa (HENRY et al., 2013; FARRERA et al., 2013).

Portanto estratégias de descobertas de drogas, para o tratamento da inflamagao devem
ser desenvolvidas, buscando prevenir ou tratar doengas associadas a condi¢des inflamatdrias
cronicas, promovendo a eliminagdo de neutréfilos e macrofagos e/ou prevenindo o seu

recrutamento (YANG et al., 2018).

2.4 Zebrafish como modelo animal de pesquisa

O zebrafish (Danio rerio; familia Cyprinidadae) ¢ um pequeno teledsteo de dgua doce,
¢ um modelo animal bem estabelecido para uma ampla gama de areas de pesquisa da
biomedicina a toxicologia (BERGERON et al., 2008). Entre inimeras vantagens em sua
utilizagdo, pode-se destacar: baixo custo de manutengdo, facilidade na reprodugdo,
fecundagdo externa, rapido desenvolvimento embrionario, curto intervalo de geracdo (trés a
quatro meses para a maturidade sexual), facil manipulagdo, tanto das matrizes quanto dos
embrides e transparéncia dos ovos fecundados. Os zebrafish juvenis e adultos, por ndo serem
transparentes, a geracdo da linhagem mutante “Casper” ndo pigmentada pode ser cruzada com
linhagens transgénicas florescentes para auxiliar na observacdo e imagem de sistemas de
6rgdos em animais adultos (WHITE et al., 2008). E também uma matriz de pequeno tamanho,
com producdo constante de ovos, alta taxa de sobrevivéncia larval e baixo custo de

manuten¢do (MEYER, 2018; PADILLA & GLABERMAN, 2020).
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O ponto determinante, para o sucesso do zebrafish, como modelo experimental na
pesquisa cientifica, reside nas suas caracteristicas e semelhanga com seres humanos. Possui
uma similaridade genética em torno de 73% com os humanos e 84% dos potenciais genes
relacionados com doencas (HOWE et al., 2013). Além disso, muitas das caracteristicas

anatomicas e fisiologicas desses animais sdo altamente homologas aos seres humanos, como

ilustrado na Figura 2 (SCHMIDT et al., 2013; NISHIMURA et al. 2015).

Figura 2 - O zebrafish contém basicamente a mesma estrutura que os animais superiores.
Desenho que descreve os 6rgdos internos do zebrafish (A) no estagio larval (3-
Shpf) e (B) no adulto.
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Fonte: FENERO, 2015.

Os estudos, utilizando o modelo zebrafish, contribuiram para o avanco, em muitos
campos da ciéncia, desempenhando papeis significativos em pesquisas fundamentais, como
ciéncia evolutiva, genética, neurobiologia e biologia do desenvolvimento (HOO et al.,
2016). Nos ultimos 10 anos, seu uso, como modelo animal, apresentou um crescimento
exponencial na pesquisa cientifica (FIGURA 3), em razdo ndo apenas de todas as suas
caracteristicas citadas anteriormente, mas também pelo fato da sua utilizagdo seguir os
principios da substituicdo, reducdo e refinamento (3Rs), algo bastante debatido, atualmente,
na area da experimenta¢do animal. Substituicdo, pelo fato de que as larvas de zebrafish
podem ser usadas, substituindo alguns estudos em outros animais. A redugdo pode ser
observada, principalmente, em estudos de toxicidade, em que o zebrafish ¢ utilizado para
identificar candidatos a drogas toxicas, permitindo que moléculas mais seguras sejam
testadas, em modelos de mamiferos, reduzindo, dessa forma, o nimero de animais usados nos

testes. O refinamento € obtido, em estudos com embrides e larvas, pois, por serem fertilizados
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externamente e transparentes, permitem sua observacdo de uma forma ndo invasiva

(CASSAR et al., 2019).

Figura 3 - Levantamento do numero de artigos utilizando o zebrafish (Danio rerio), como
modelo animal em pesquisa, nos tltimos 10 anos.

4500
4000
3500

3000

Numero de artigos

2500

2000
2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021

Ano de publicacdo

Fonte: Scopus (Editora Elsevier) <acesso em 16/11/2021>,

2.4.1 Zebrafish como modelo animal para estudos de extratos vegetais

Os modelos animais mais utilizados em estudos in vivo com extratos de plantas sdo os
roedores (HUANG et al., 2020; LIU et al., 2020; SHABBIR et al., 2020; SOUID et al., 2020).
Entretanto, pelo alto custo de sua utilizagdo, o baixo rendimento e a necessidade da utilizagao
de grande quantidade de extratos, tem havido uma busca por novos métodos que possam
contribuir e /ou substituir os existentes com roedores.

Neste cendrio, o zebrafish tornou-se um modelo alternativo promissor para rastrear a
toxicidade e as atividades antioxidante e anti-inflamatéria de extratos de plantas. Para os
ensaios, embrides e larvas de zebrafish sdo os mais utilizados, pois, por serem de pequeno
tamanho, possibilitam os testes em placas de pogos, requerem poucas amostras, facilitando,
sobretudo, quando dispomos de pouco material, como no caso de extratos vegetais e
possibilita a dissolugdo dos compostos diretamente no meio de desenvolvimento desses
animais (NAJJAR et al., 2017; XIA et al.,, 2017a). Além disso, pela transparéncia dos
embrides e larvas, o processo de desenvolvimento pode ser observado de maneira fécil, direta,

ndo invasiva, facilitando a analise da toxicidade do desenvolvimento (XIA et al., 2017a).
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E importante destacar que, mesmo que o zebrafish seja um modelo benéfico a avaligdo
da seguranca dos extratos de plantas ou medicamentos, apresenta algumas limitagdes,
incluindo a dissimilaridade de alguns 6rgdos, como pulmdes, tecido mamadrio e prostata
(TSHERING et al., 2021). Ainda, os extratos que ndo sdo soluveis em agua podem ser

problematicos para administrar imersdo em agua.

2.4.1.1 Avaliacao da toxicidade e atividade antioxidante

Para a avaliagdo da toxicidade e atividade antioxidante de extratos vegetais, utilizando
o zebrafish, algumas metodologias permitem, por meio do mesmo método, avaliar esses dois
parametros e, por isso, esses topicos sao abordados aqui de forma conjunta. A descri¢ao dos
métodos de avaliacdo estd presente na Tabela 1.

Para a avaliagdo da toxicidade, os embrides/larvas de zebrafish sdo expostos aos
extratos vegetais, sendo, posteriormente, realizados os protocolos (ensaios) para determinagao
dos efeitos toxicos desses extratos (FIGURA 4a). Varios estudos relatam esses efeitos, como
um aumento da mortalidade, malformagdes embrionarias, morte celular e estresse oxidativo
(TABELA 2).

Para a determinacdo das propriedades antioxidantes dos extratos, geralmente, sdo
realizados testes que avaliam a reducao de um estresse oxidativo induzido, diante de um pré
ou pos-tratamento dos embrides/ larvas com os extratos (FIGURA 4bl-3). Os agentes
indutores desse estresse podem ser perdxido de hidrogénio (H,O,), arsénio, lipopolissacarideo
(LPS), entre outros (UDAYA et al., 2020; WANG et al., 2019). Segundo Udaya et al. (2020),
a reducdo do estresse oxidativo, da mortalidade /alteracdes morfoldgicas, diminui¢ao da morte
celular e das atividades dos antioxidantes enzimaticos, em embrides submetidos ao agente
indutor do estresse tratados com extratos, em comparagdo com apenas embrides tratados com
o agente indutor, sugere uma propriedade antioxidante potencial dos extratos, como nos

exemplos na Tabela 2.
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Figura 4 - Metodologia de toxicidade e atividade antioxidante de extratos vegetais, em
embrides/larvas de zebrafish (Danio rerio). (a) no teste de toxicidade, os embrides/
larvas sdao expostos aos extratos e permanecendo nele até os ensaios. (b 1-3) no
teste de atividade antioxidante, os embrides/ larvas sdo submetidos ao estresse
oxidativo, podendo o agente indutor (EX: H,0;): (ble2) ser colocado, apds o
tratamento dos embrides/ larvas com extrato, (b3) antes do tratamento com os
extratos. Além disso, nos tratamentos em que o extrato ¢ testado como pré—
tratamento, os extratos (b1) podem ou (b2) ndo permanecer no meio durante a
inducdo do estresse oxidativo.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Tabela 1 - Descricdo dos métodos para a avaliacdo da toxidade e atividade antioxidante de
extratos vegetais utilizando embrides/ larvas de zebrafish como modelo animal.

(Continua)

Avaliacdo  Método Descricao Referéncias

Mortalidade e Fet Test. Realizado baseado na diretriz 236 (FET TEST) da OECD, Test.
alteracoes Organizagdo para Cooperagdo e Desenvolvimento No. 236 (2013)
morfologicas Economico (OECD), em que embrides, logo apds a
eclosdo, sdo expostos a diferentes concentragdes da
substancia teste; em geral sdo testadas cinco
concentracdes ¢ avaliadas mortalidades e alteracdes
morfologicas de embrides/ larvas a cada 24 h, durante um
periodo de 96-120hpf.
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Tabela 1 - Descricdo dos métodos para a avaliagdo da toxidade e atividade antioxidante de
extratos vegetais utilizando embrides/ larvas de zebrafish como modelo animal.

(Conclusao)

Avaliacdo  Método Descricao Referéncias

Antioxidantes Nivel de A atividade da CAT ¢ medida pelo decaimento da SONG et al.
enzimaticos atividade absorbancia, ao longo do tempo, ocasionado pela redugdo/ (2009); GU et
das  decomposi¢do do perdoxido de hidrogénio, em gas al. (2019)e¢
enzimas oxigénio e agua pela CAT, presente na amostra. Para a VELKI et al.
(CAT, medicdo da SOD, o método é baseado na capacidade (2019)
SOD e dessa enzima de inibir a reduc¢do do azul de nitrotetrazélio
GST) (NBT) pelos radicais superdxidos produzidos pela
decomposicdo da hidroxilamina em meio alcalino. Os
radicais superoxidos, quando reagem com NBT,
produzem um corante de cor purpura/ résea (formazan).
Dessa forma, quanto menor a atividade da SOD, maior a
quantidade formada de cromoforo réseo e vice-versa. A
técnica, para a avaliagdo da atividade da GST, tem como
principio o uso do CDNB como substrato, para que a
enzima (GST), presente na amostra, conjugue a GSH ao
CDNB, formando o conjugado  glutationa-2,4-
dinitrobenzeno, um cromoforo detectavel em 340 nm.
Sendo assim, quanto maior a quantidade de conjugado
formado, maior a atividade da GST. A atividade dessas
enzimas ¢ realizada a partir do homogenato das larvas de
zebrafish de 96hpf.

Apoptose Laranja de O AO consiste de um corante fluorescente que possui alta MERGLIANO
acridina - afinidade pelo DNA e RNA, ligando-se a essas moléculas & MINDEN
AO  nas células necroticas ou apoptdticas. Em células vivas, (2003);
AO, que ¢ fracamente basico, ¢ sequestrado em

. e . y - . XIA et al.
compartimentos acidos, como lisossomos ¢ ¢ impedido de (2017eb)a o
entrar no nucleo. Quando uma célula recebe um sinal de ZHAO eof al
morte, as mitocondrias param de funcionar, causando a (2019) )

perda do gradiente de pH nos lisossomos. Entdo, o AO ¢
liberado no citoplasma, em que ¢ capaz de entrar no
nucleo, ligar-se a0 DNA, parcialmente desenrolado e
tornar-se altamente fluorescente. A utilizacdo desse
corante ¢ a medicdo de sua fluorescéncia no zebrafish
ocorre da mesma forma que para o estresse oxidativo,
apresentando também a vantagem de poder ser realizada
em um modelo animal vivo.

Fonte: elaborado pelo autor.
Legenda: HPF- horas pos-fertilizagdo, CAT- catalase, SOD- superdxido desmutase, GST- glutationa-
s- transferase, CDNB-1-cloro-2,4- dinitrobenzeno.



Tabela 2 - Toxicidade e atividade antioxidantes de extratos vegetais em embrides/ larvas de zebrafish.

(Continua)

Toxicidade

TESTES PLANTAS

RESULTADOS

Embrides e larvas de zebrafish, apos exposi¢do aos extratos apresentaram:

REFERENCIAS

Fet Test./ AO Milletia pachycarpa e

Croton tiglium

Edema de pericardio ¢ de saco vitelinico, curvatura da coluna e inibi¢ao da

Yumnamcha et al.

eclosdo. Células apoptéticas foram observadas, ao longo do corpo das larvas (2015) e Yumnamcha et

expostas ao extrato, com fluorescéncia aumentada nas regides do coragdo,
cérebro, olhos e tronco.

al. (2020)

Piper nigrum

Edema de pericardio e de saco vitelinico, inibi¢do da eclosdo. Células
apoptdticas foram encontradas na regido da cabeca e coluna e, na maior
concentracao, na regido abdominal que apresentava um edema evidente.

Patel et al. (2020)

Fet Test./ AO/
Enzimas
antioxidantes

Trachyspermum ammi

Edema de pericardio e de saco vitelinico, inibicdo da eclosdo, malformagao
craniofacial. As células apoptoticas foram encontradas nas regides do coragdo
¢ dos olhos. Além disso, foi relatado um aumento significativo da expressdo
dos niveis de SOD-1 e¢ CAT, nas larvas dos tratamentos, com extrato de
Trachyspermum ammi de maneira dependente da concentragdo, em
comparagdo ao controle. Esse resultado sugere que o extrato de 7. ammi
ocasiona a geragdo de radicais nos embrides, ativando as enzimas
antioxidantes.

Kim et al. (2017)

Fet Test./ AO/
Enzimas
antioxidantes

Frutos de Carpesii

Edema de pericardio e de saco vitelinico, inibi¢do da eclosdo, reducdo do
comprimento do corpo, presenca de células apoptdticas na area do coragdo e
figado. Também foram relatadas atividades reduzidas da SOD e um aumento
para as enzimas CAT e GPX. Esse resultado indica que a SOD estava
subregulada e o organismo tentou eliminar o excesso de EROs, aumentando a
atividade das outras enzimas.

Xia et al. (2017b)

LT



Tabela 3 - Toxicidade e atividade antioxidantes de extratos vegetais em embrides/ larvas de zebrafish.

(Conclusao)
TESTES PLANTAS RESULTADOS REFERENCIAS
™ Fet Test. Cucumis callosus e Edema de pericardio e de saco vitelinico, inibi¢do da eclosdo, curvatura da Panda et al. (2018) e
E Libidibia ferrea coluna. Ferreira et al. (2019)
k=
E AO Euphorbia kansui Presenca de células apoptoticas na area do coragdo ou figado. Zhao et al. (2019)
Fet Test. / AO  Ligusticum chuanxiong e Os extratos de ambas as plantas atenuaram parcialmente a incidéncia de Wang et al. (2019) e
Acanthopanax koreanum mortalidade e edema de pericardico nos embrides expostos a H,0,. Além  Kang et al. (2015)
disso, inibiram a peroxidac¢ao lipidica e morte celular induzidas pelo H,O,.
8 Fet Test. Rhus coriaria O pré-tratamento de embrides, com baixas concentracdes da fragdo do extrato  Najjar et al. (2017)
= de acetato de etila de Rhus coriaria, os protegeu da toxicidade induzida por
75 H,0,, com redugao da taxa de mortalidade.
5 — .
'E Fet Test./ Ulva rigida O pré-tratamento de embrides, com diferentes concentragdes do extrato, os Bourguiba et al. (2017)
Enzimas . . RN
< tioxidant protegeu da morte induzida por H,O,, aumentando as taxas de sobrevivéncia,
antioxidantes além de reduzir a atividade da SOD e CAT nos animais expostos ao H,O,.
Enzimas Salvia plebeia o ~ S n Xiong et al. (2019a)
L Apos indugado de estresse oxidativo por LPS, embrides/ larvas, tratadas com o
antioxidantes

extrato, apresentaram niveis reduzidos de EROs e uma inibi¢ao das atividades
enzimaticas de SOD e CAT de forma dependente da dose.

Fonte: elaborado pelo autor.

Legenda: EROS-Espécies reativas de oxigénio; AO- laranja de acridina; H,O,- peroxido de hidrogénio, SOD- superoxido desmutase, CAT- catalase; GPX-
glutationa peroxidase; LPS- lipopolissacarideo.

8¢C
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2.4.1.2 Avaliacao da atividade anti-inflamatoria

A atividade neutrofilica descontrolada e o recrutamento de neutrofilos, em excesso,
para os locais inflamatérios, podem levar a inflamagdo persistente, dano tecidual e
doenca. Portanto estratégias de descobertas de drogas devem ser desenvolvidas, para o
tratamento da inflamacdo, atuando pela eliminacdo e/ou reducdo do recrutamento de
neutrdfilos e macréfagos, inibindo, assim, a produ¢ao de EROs e de mediadores inflamatorios
(YANG et al., 2018).

Estudos que avaliem a migragdo de neutrofilos in vivo ndo sdo possiveis de serem
realizados em modelos de roedores (POLEDNIK et al. 2018). Dessa forma, o zebrafish vem
sendo utilizado, em estudos que visam compreender a fun¢do dos neutrofilos, durante a
inflamacao e, também, nas pesquisas em busca de drogas que melhorem as doengas com
patologias inflamatorias.

O sistema imune inato do zebrafish inclui principalmente neutr6filos e macréfago, as
quais podem ser observados em 48 horas apo6s a fertilizagao (hpf) (DALE et al., 2008; CAO et
al., 2019). Os neutrofilos desses animais compartilham semelhangas morfologicas,
bioquimicas e funcionais com os neutrofilos de mamiferos, favorecendo sua utilizagdo neste
tipo de pesquisa (HENRY et al., 2013).

A inflamagdo no zebrafish pode ser induzida por estimulos bioldgicos, quimicos ou
fisicos (ZANANDREA, BONAN & CAMPOS, 2020). Durante o estagio larval, ¢ comum
induzir lesdo fisica, por meio de ferimento na nadadeira caudal de larvas de 72hpf (FIGURA
5 a-b), sendo posteriormente analisada a migra¢cdo dos neutrofilos para o local da ferida, com
ou sem tratamento prévio com o composto teste (HENRY et al., 2013; YANG et al., 2018;
POLEDNIK et al., 2018; ZANANDREA, BONAN & CAMPOS, 2020).

Para a visualizagdo e contagem dos neutrdfilos, muitos estudos atuais utilizam
marcadores fluorescentes ou animais transgénicos, expressando a proteina verde fluorescente
(GFP), em seus neutréofilos (FIGURA 5c) (LI et al., 2018; YANG et al., 2018). Porém,
quando nao for possivel a utilizacdo desse tipo de marcacao dos neutréfilos, uma alternativa
consiste na utilizacdo de larvas de zebrafish de linhagem selvagem (wildtype), coradas com
método de coloragdo- Sudan Black, apos a lesdo na cauda (FIGURA 5d). O Sudan Black ¢
um corante lipofilico, que possibilita a marcacdo dos neutrofilos de uma maneira simples e
barata, além de necessitar, para a sua visualizag¢do, apenas um estereomicrdospio basico.

A determinag¢do da migragcdo dos neutréfilos em zebrafish, fornecendo base para a

identificacdo dos mecanismos de acdo de compostos vegetais com potencial anti-inflamatorio,
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s30 documentados em literatura. Uma reducao no recrutamento de neutrofilos, em direcao ao
local da lesdo na cauda de maneira dose dependente da concentracdo e uma aceleracdo da
resolucao da inflamagao, pela remocao dessas células do local da ferida, ¢ descrito em larvas
de zebrafish transgénicas tratadas com um composto isolado de raizes de Ficus hirta e um
isolado da erva medicinal chinesa -Marsdenia tenacissima (LI et al., 2018; YANG et al.,
2018). O emprego do método de coloragdo de Sudan Black foi relatado por Polednik e
colaboradores (2018), cujos autores verificaram o efeito anti-inflamatorio do 6leo de tomilho
(Thymus vulgaris), sendo observada uma reducdo de 31 a 21% na migracdo de neutrofilos,
nos animais tratados com o oOleo, sendo os resultados consistentes com experimentos
anteriores, nos quais o 6leo, em concentragdo muito altas, reduziu significativamente a
producdo de citosinas pro-inflamatdrias, resultando em efeitos anti-inflamatérios

(BUKOVSKA et al., 2007).

Figura 5 - (a) larva de zebrafish-72hpf; (b) representagdo esquemadtica do ferimento na
nadadeira caudal; (c e d) migragdo ap6s ferimento de neutrofilos (c) fluorescentes-
marcados com GFP (coloragdo verde) e (d) corados com Sudan Black (pontos

pretos).
A Epe—

a

Fonte: (b e c) adaptado de Ren et. al. (2015) e (a e d) arquivo pessoal.
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3 CONSIDERACOES FINAIS

A Eryngium foetidum, além de ser um alimento, também possui uma ampla gama de
usos etnomedicina, como tratamento de diabetes, reumatismo, varios distirbios respiratorios,
inflamatorios, queimaduras. Seus potenciais terapéuticos sdo obtidos pela variedade de
compostos funcionais presentes nessas plantas. Embora esses relatérios sobre aplicagdes de E.
foetidum estejam disponiveis, investigagdes in vivo sobre seus principios ativos, suas
atividades farmacologicas e dados toxicoldgicos, ainda, sdo escassos. Dessa forma, os
conhecimentos sobre essa espécie devem ser aprofundados e mais estudos realizados, para
que os dados sobre essa planta sejam validados com seguranca.

Portanto este trabalho fornece uma base cientifica ao estudo toxicoldgico, bioquimico
e potencial terapéutico, no que diz respeito aos efeitos dos diferentes extratos de E. foetidum

em zebrafish, buscando novas perspectivas que podem ser uteis para pesquisas futuras.



32

REFERENCIAS

ALAFIATAYO, A. A. et al. Phytochemical evaluation, embryotoxicity, and teratogenic
effects of Curcuma longa extract on zebrafish (Danio rerio). Evidence-Based
Complementary and Alternative Medicine, v. 2019, 2019.

ALAK, G. et al. The protective effect exerted by dietary borax on toxicity metabolism in
rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) tissues. Comparative Biochemistry and Physiology
Part C: Toxicology & Pharmacology, v. 216, p. 82-92, 2019.

ALI M. K. et al. The protective layer of zebrafish embryo changes continuously with
advancing age of embryo development (AGED). Journal of Toxicology and Pharmacology,
v.1,n.2,2017.

AROME, D.; CHINEDU, E. The importance of toxicity testing. Journal of Pharmaceutical
and BioSciences, v. 4, p. 146-148, 2013.

BARAN, A. et al. Determination of developmental toxicity of zebrafish exposed to propyl
gallate dosed lower than ADI (Acceptable Daily Intake). Regulatory Toxicology and
Pharmacology, v. 94, p. 16-21, 2018.

BASNET, R. M.; GUARIENTI, M.; MEMO, M.. Zebrafish embryo as an in vivo model for
behavioral and pharmacological characterization of methylxanthine drugs. International
journal of molecular sciences, v. 18, n. 3, p. 596, 2017.

BERGERON, S. A. et al. Expression profiling identifies novel Hh/Gli-regulated genes in
developing zebrafish embryos. Genomics, v. 91, n. 2, p. 165-177, 2008.

BECHARA, G.H.; SZABO, M.P.J. O PROCESSO INFLAMATORIO. 2. Componente e
Eventos Celulares. 2006. Disponivel em <
https://www.fcav.unesp.br/Home/departamentos/patologia/ GERVASIOHENRIQUEBECHA
RA/INFLAM 2006.pdf>. Acesso em 22 de set. 2020.

BORREGAARD, N. Neutrophils, from marrow to microbes. Immunity, v. 33, n. 5, p. 657-
670, 2010

BOURGUIBA, I. et al. Antioxidant effect of the marine green alga Ulva rigida ethanolic
precipitate in yeast cells and zebrafish embryos. South African Journal of Botany, v. 113, p.
253-260, 2017.

BOUZIDI, S. Eryngium campestre L.: Polyphenolic and flavonoid compounds; Applications
to health and disease. In: Polyphenols: Mechanisms of Action in Human Health and
Disease. Academic Press, p. 69-79, 2018.

BOUZIDI, S. et al. Investigation of In Vitro Antioxidant Activity and In Vivo Antipyretic and
Anti-Inflammatory Activities of Algerian Eryngium campestre L. Current Bioactive
Compounds, v. 13, n. 4, p. 340-346, 2017.


https://www.fcav.unesp.br/Home/departamentos/patologia/GERVASIOHENRIQUEBECHARA/INFLAM_2006.pdf
https://www.fcav.unesp.br/Home/departamentos/patologia/GERVASIOHENRIQUEBECHARA/INFLAM_2006.pdf

33

BRADFORD, M. M. A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram
quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Analytical biochemistry,
v. 72,n. 1-2, p. 248-254, 1976.

BRASIL. Manual de hortaligas nao convencionais / Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento. Brasilia: MAPA, p.92, 2010.

BUSSMANN, R.W. et al.Astonishing diversity — the medicinal plant markets of Bogota,
Colombia. J Ethnobiol Ethnomed, v.14, n.1, p.43, 2018.

CAOQ, Z. et al. Exposure to diclofop-methyl induces immunotoxicity and behavioral
abnormalities in zebrafish embryos. Aquatic Toxicology, v. 214, p. 105253, 2019.

CARDOZO, E. et al. Composition of the essential oil from the leaves of Eryngium foetidum
L. from the Venezuelan Andes. Journal of Essential Oil Research, Carol Stream, v. 16, n. 1,
p. 33-34, Jan./Feb. 2004.

CAROCHO, M.; FERREIRA, I. C. F. R. A review on antioxidants, prooxidants and related
controversy: Natural and synthetic compounds, screening and analysis methodologies and
future perspectives. Food and Chemical Toxicology, v. 51, p. 15, 2013.

CASSAR, S. et al. Use of zebrafish in drug discovery toxicology. Chemical research in
toxicology, v. 33, n. 1, p. 95-118, 2019.

CELIK, B. O. et al. Evaluation of antimicrobial and cytotoxic effects of four Turkish species
of Eryngium L. Bangladesh Journal of Botany, v. 48, n. 2, p. 271-278, 2019.

CHAKRABORTY, C. et al. Zebrafish: a complete animal model for in vivo drug discovery
and development. Current drug metabolism, v. 10, n. 2, p. 116-124, 20009.

CHARLIE-SILVA, L. et al. Potential of mucoadhesive nanocapsules in drug release and
toxicology in zebrafish. PLoS ONE 15 (9): €0238823, 2020.

CHATTERIEE, A.; GUPTA, S. The multifaceted role of glutathione S-transferases in
cancer. Cancer letters, v. 433, p. 33-42, 2018.

CIANFAGLIONE, K. et al. Cytotoxic essential oils from Eryngium campestre and Eryngium
amethystinum (Apiaceae) growing in central Italy. Chemistry & Biodiversity, v. 14, n. 7, p.
€1700096, 2017.

CLAIRBORNE, A. Catalase activity. In: RA, G. (Ed.), CRC handbook of methods in oxygen
radical research. CRC Press, Boca Raton, FL, p. 283-284, 1985.

COELHO-FERREIRA, M. Medicinal knowledge and plant utilization in an Amazonian
coastal community of Maruda, Para State (Brazil). Journal of Ethnopharmacology, v. 126,
n. 1, p. 159-175, 2009.



34

CONEA, S. et al. Effects of Eryngium planum and Eryngium campestre extracts on
ligatureinduced rat periodontitis. Digest Journal of Nanomaterials and Biostructures, v.
10, n. 2, p. 693-704, 2015.

CRUVINEL, W. M. et al. Immune system: Part I. Fundamentals of innate immunity with
emphasis on molecular and cellular mechanisms of inflammatory response. Revista
brasileira de reumatologia, v. 50, n. 4, p. 434-447, 2010.

DA SILVA, V.A. et al. Levantamento do cultivo do coentrao (Eryngium foetidum L.) nas
aréas produtoras de Caceres-MT. Revista Cultivando o Saber, v. 9, n. 1, p. 62-72, 2016.

DA SILVA, ILA.; CAMPELO, L.H. de B.P; PASDILHA, M. do R. de F.; SHINOHARA,
N.K.S. Mecanismos de resisténcia das plantas alimenticias nao convencionais (PANC) e
beneficios para a saide humana. Anais da Academia Pernambucana de Ciéncias
Agronoémicas, v.15, p.77-91, 2018.

DALE, D. C.; BOXER, L.; LILES, W. C. The phagocytes: neutrophils and
monocytes. Blood, v. 112, n. 4, p. 935-945, 2008.

DE LA PAZ, J.F et al. Triazole fungicides inhibit zebrafish hatching by blocking the
secretory function of hatching gland cells. Int. J. Mol. Sci. v.18, p.710, 2017.

DI TIZIO, A. et al. Traditional food and herbal uses of wild plants in the ancient South-Slavic
diaspora of Mundimitar/Montemitro (Southern Italy). Journal of Ethnobiology and
Ethnomedicine, v. 8, n. 1, p. 21, 2012.

DONG, M. et al. Toxic effects of 1-decyl-3-methylimidazolium bromide ionic liquid on the
antioxidant enzyme system and DNA in zebrafish (Danio rerio) livers. Chemosphere, v. 91,
n. 8, p. 1107-1112, 2013.

EID, J. I.; DAS, B. Molecular insights and cell cycle assessment upon exposure to chaga
(Inonotus obliqguus) mushroom polysaccharides in zebrafish (Danio rerio). Scientific
Reports, v. 10, n. 1, p. 1-9, 2020.

ERDEM, S.A et al. Blessings in disguise: a review of phytochemical composition and
antimicrobial activity of plants belonging to the genus Eryngium. DARU Journal of
Pharmaceutical Sciences, v. 23, n. 1, p. 53, 2015.

FARRERA, C.; FADEEL, B. Macrophage clearance of neutrophil extracellular traps is a
silent process. The Journal of Immunology, v. 191, n. 5, p. 2647-2656, 2013.

FERREIRA, D. Q. et al. Libidibia ferrea (jucd), a Traditional Anti-Inflammatory: A Study of
Acute Toxicity in Adult and Embryos Zebrafish (Danio rerio). Pharmaceuticals, v. 12, n. 4,
p. 175, 2019.

FRASCO, M.F.; GUILHERMINO, L. Effects of dimethoate and beta-naphthoflavone on
selected biomarkers of Poecilia reticulata. Fish Physiology and Biochemistry, v.26, n.2,
pp.149-156. 2002.



35

FREIRE, M. O.; VAN DYKE, T. E. Natural resolution of inflammation. Periodontology
2000, v. 63, n. 1, p. 149-164, 2013.

FOKIALAKIS, N. et al. Evaluation of the antimalarial and antileishmanial activity of plants
from the Greek island of Crete. Journal of Natural Medicines, v. 61, n. 1, p. 38-45, 2007.

GARCIA, G. R.; NOYES, P. D.; TANGUAY, R. L. Advancements in zebrafish applications
for 21st century toxicology. Pharmacology & therapeutics, v. 161, p. 11-21, 2016.

GARCIA, M.D. et al. Topical anti-inflammatory activity of phytosterols isolated from
Eryngium foetidum on chronic and acute animal models. Phytother Res, v.13, p.78-80, 1999.

GEERING, B. et al. Living and dying for inflammation: neutrophils, eosinophils,
basophils. Trends in immunology, v. 34, n. 8, p. 398-409, 2013.

GERNEZ, Y.; TIROUVANZIAM, R.; CHANEZ, P. Neutrophils in chronic inflammatory
airway diseases: can we target them and how?. European Respiratory Journal, v. 35: p.
467-469, 2010.

GOMES, R. F. et al. Production chicory Amazon cultivated under density planting and
pruning of floral tassel. Revista Caatinga, Mossoro, v. 26, n. 3, p. 9-14, 2013.

GU, J. et al. Neurobehavioral effects of bisphenol S exposure in early life stages of zebrafish
larvae (Danio rerio). Chemosphere, v. 217, p. 629-635, 2019.

HABIG, W.H., JAKOBY, W.B. Assays for differentiation of glutathione S-transferases.
Method. Enzymol, v.77, 398—405, 1981.

HALLIWELL, B.; GUTTERIDGE, J. M.C. Free radicals in biology and medicine. Oxford
University Press, USA, 2015.

HASEGAWA, T. et al. Transient inflammatory response mediated by interleukin-1f is
required for proper regeneration in zebrafish fin fold. Elife, v. 6, p. €22716, 2017.

HAWAS, U. W et al. Anti-Alzheimer, Antioxidant Activities and Flavonol Glycosides of
Eryngium campestre L. Current Chemical Biology, v. 7, n. 2, p. 188-195, 2013.

HENRY, K. M. et al. Zebrafish as a model for the study of neutrophil biology. Journal of
leukocyte biology, v. 94, n. 4, p. 633-642, 2013.

HOO, J. Y. et al. Zebrafish: a versatile animal model for fertility research. BioMed research
international, v. 2016, p. 20, 2016.

HOWE, K. et al. The zebrafish reference genome sequence and its relationship to the human
genome. Nature, v. 496, n. 7446, p. 498, 2013.

HUANG, R. et al. Evaluation of the synergetic effect of Yupingfeng san and Flos Sophorae
Immaturus based on free radical scavenging capacity. Biomedicine & Pharmacotherapy, p.
110265, 2020.



36

JAKUBCZYK, K. et al. Antioxidant properties of small-molecule non-enzymatic
compounds. Polski merkuriusz lekarski: organ Polskiego Towarzystwa Lekarskiego, v.
48, n. 284, p. 128-132, 2020.

JANWITTHAYANUCHIT, K. et al. A 24-Weeks Toxicity Study of Eryngium foetidum Linn.
Leaves in Mice. Toxicological research, v. 32, n. 3, p. 231-237, 2016.

JARADAT, N. A. Novel serial extraction method for antibacterial and antifungal evaluations
of the entire Eryngium campestre L. plant from Jerusalem/Palestine. Journal of Chemical
and Pharmaceutical Research, v. 7, n. 3, p. 905-913, 2015.

JI, M. et al. Advanced Research on the Antioxidant Activity and Mechanism of Polyphenols
from Hippophae Species—A Review. Molecules, v. 25, n. 4, p. 917, 2020.

KANG, M. et al. Antioxidant activity of polysaccharide purified from Acanthopanax
koreanum Nakai stems in vitro and in vivo zebrafish model. Carbohydrate polymers, v. 127,
p. 38-46, 2015.

KANG, M.C. et al. Protective effect of marine algae phlorotannins against AAPH-induced
oxidative stress in zebrafish embryo. Food chemistry, v. 138, n. 2-3, p. 950-955, 2013.

KARTAL, M. et al. Triterpene saponins from Eryngium campestre. Journal of natural
products, v. 69, n. 7, p. 1105-1108, 2006.

KAWAKAMI, A.; FUKAZAWA, T.; TAKEDA, H.. Early fin primordia of zebrafish larvae
regenerate by a similar growth control mechanism with adult regeneration. Developmental
dynamics: an official publication of the American Association of Anatomists, v. 231, n. 4,
p. 693-699, 2004.

KELEN, M. E. B.; NOUHUYS, L. S. V.; KEHL, L. C.; BRACK. P.; SILVA, D.B. Plantas
alimenticias ndo convencionais (PANCs): hortalicas espontaneas e nativas. UFRGS,Porto
Alegre, 2015.

KHODAIE, M.; GHASEMI, N.; RAMEZANI, M.. Green synthesis of silver nanoparticles
using (Eryngium Campestre) leaf extract. Eurasian Chemical Communications, v. 1, n. 5,
pp- 411-493., p. 441-450, 2019.

KIKOWSKA, M. et al. Micropropagation of Eryngium campestre L. via shoot culture
provides valuable uniform plant material with enhanced content of phenolic acids and
antimicrobial activity. Acta Biologica Cracoviensia s. Botanica, 2016.

KIM, S. H., SHARMA, C., KANG, S. C. 4jowan Oil Potentiates Ros-mediated Teratogenic
Effect in Zebrafish Embryos. Journal of Essential Oil Bearing Plants, v. 20, n.4, p.883—
896, 2017.

KIM, Y. G. et al. Effects of ginseng saponins isolated from red ginseng on ultraviolet B-
induced skin aging in hairless mice. European journal of pharmacology, v. 602, n. 1, p.
148-156, 2009.



37

KINUPP, V.F.; BARROS, I.B.I.D. Riqueza de Plantas Alimenticias Nao-Convencionais na
Regido Metropolitana de Porto Alegre, Rio Grande do Sul. Revista Brasileira de
Biociéncias, v.5, n.1, p.63-65, 2008.

KOKTURK, M.; ALAK, G.; ATAMANALP, M. The effects of n-butanol on oxidative stress
and apoptosis in zebra fish (Danio rerio) larvae. Comparative Biochemistry and Physiology
Part C: Toxicology & Pharmacology, v. 227, p. 108636, 2020.

KUPELL E.; KARTAL, M; ASLAN, S.; YESILADA, E. Comparative evaluation of the anti-
inflammatory and antinonciceptive activity of Turkish Eryngium species. Journal of
Ethnopharmacology.. v.30, p.1-6, 2006.

LACKMANN, C. et al. Novel procedures for whole organism detection and quantification of
fluorescence as a measurement for oxidative stress in zebrafish (Danio rerio)
larvae. Chemosphere, v. 197, p. 200-209, 2018.

LAMMER, E. et al. Is the fish embryo toxicity test (FET) with the zebrafish (Danio rerio) a
potential alternative for the fish acute toxicity test?. Comparative Biochemistry and
Physiology Part C: Toxicology & Pharmacology, v. 149, n. 2, p. 196-209, 2009.

LANS, C. Ethnomedicines used in Trinidad and Tobago for reproductive problems. Journal
of ethnobiology and ethnomedicine, v.3, n.1, p.13, 2007.

LE GUYADER D. et al. Origins and unconventional behavior of neutrophils in developing
zebrafish. Blood , v.111 p.132-141., 2008.

LEISHANGTHEM, S.; SHARMA, L. DINENDRA. Study of Some important Medicinal
Plants found in Imphal-East District, Manipur India. International Journal of Scientific and
Research Publications, v. 4, n. 9, p. 1-5, 2014.

LI, J.et al. Tenacissoside H exerts an anti-inflammatory effect by regulating the nf-xb and p38
pathways in zebrafish. Fish & shellfish immunology, v. 83, p. 205-212, 2018.

LINGARAJU, D. P. et al. Phytochemical screening and antimicrobial activity of leaf extracts
of Eryngium foetidum L. (Apiaceae). Indo American Journal of Pharmaceutical Research,
v. 6,n. 2, p. 4339-4344, 2016.

LIU, S. et al. Resveratrol oligomers from Paeonia suffruticosa protect mice against cognitive
dysfunction by regulating cholinergic, antioxidant and anti-inflammatory pathways. Journal
of Ethnopharmacology, p. 112983, 2020.

MALIK, T. et al. Evaluation of Phytochemicals, Antioxidant, Antibacterial and Antidiabetic
Potential of Alpinia galanga and Eryngium foetidum Plants of Manipur
(India). Pharmacognosy Journal, v. §, n. 5, 2016.

MANACH, C. et al. Polyphenols: food sources and bioavailability. The American Journal
of Clinical Nutrition, v. 79, n. 5, p. 727-747, 2004.



38

MAYADAS, T. N.; CULLERE, X.; LOWELL, C.A. The Multifaceted Functions of
Neutrophils. Annual Review of Pathology: Mechanisms of Disease, v. 9, p. 181-218, 2014.

MEDBOUH]I, A. et al. Essential oil of algerian Eryngium campestre: Chemical variability and
evaluation of biological activities. Molecules, v. 24, n. 14, p. 2575, 2019.

MEDBOUHI, A. et al. Structural elucidation and cytotoxicity of a new 17-membered ring
lactone from Algerian Eryngium campestre. Molecules, v. 23, n. 12, p. 3250, 2018

MEYERS, J. R. Zebrafish: development of a vertebrate model organism. Current Protocols
Essential Laboratory Techniques, v. 16, n. 1, p. €19, 2018.

MIDIO, A. F. Glossario de toxicologia. Sdo Paulo: Roca, 1992. 95p.

MILLS, E. L.; O'NEILL, L. A. Reprogramming mitochondrial metabolism in macrophages as
an anti-inflammatory signal. European journal of immunology, v. 46, n. 1, p. 13-21, 2016.

MIRONCZUK-CHODAKOWSKA, I.; WITKOWSKA, A. M.; ZUJKO, M. E. Endogenous
non-enzymatic antioxidants in the human body. Advances in medical sciences, v. 63, n. 1, p.
68-78, 2018.

MURALIDHARAN, S.; MANDREKAR, P. Cellular stress response and innate immune
signaling: integrating pathways in host defense and inflammation. Journal of leukocyte
biology, v. 94, n. 6, p. 1167-1184, 2013.

NAJJAR, F. et al. Protective effect of Rhus coriaria fruit extracts against hydrogen peroxide-
induced oxidative stress in muscle progenitors and zebrafish embryos. Peerd, v. 5, p. e4144,
2017.

NEBIJA, F. et al. Chemical characterization and antioxidant activity of Eryngium campestre
L., Apiaceae from Kosovo. Macedonian Pharmaceutical Society, Marshal Tito 13b/8,
Skopje Macedonia, p. 23, 2009.

NISHIMURA, Y. et al. Zebrafish as a systems toxicology model for developmental
neurotoxicity testing. Congenital anomalies, v. 55, n. 1, p. 1-16, 2015.

NOGUEIRA, A. F. et al. Embryonic development, locomotor behavior, biochemical, and
epigenetic effects of the pharmaceutical drugs paracetamol and ciprofloxacin in larvae and
embryos of Danio rerio when exposed to environmental realistic levels of both

drugs. Environmental toxicology, v. 34, n. 11, p. 1177-1190, 2019.

NUSSLEIN-VOLHARD C, DAHM R. Zebrafish: A Practical Approach. 1st ed. Oxford,
United Kingdom: Oxford University Press; 2002.

OECD, 2013. Test No. 236: Fish Embryo Acute Toxicity (FET) Test. Paris, France: OECD
Publishing. http://doi.org/10.1787/97892642037 09-en

OKIN, D.; MEDZHITOV, R. Evolution of Inflammatory Diseases. Current Biology, v. 22,
n. 17, p. R733-R740, 2012.



39

OSMAN, A. G. M et al. Effects of lead nitrate on the activity of metabolic enzymes during
early developmental stages of the African catfish, Clarias gariepinus (Burchell, 1822). Fish
Physiology and Biochemistry, v. 33, n. 1, p. 1-13, 2007.

PADILLA, S.; GLABERMAN, S. The zebrafish (Danio rerio) model in toxicity testing.
In: An Introduction to Interdisciplinary Toxicology. Academic Press, p. 525-532, 2020.

PAHWA R, JIALAL I. Chronic Inflammation. In: StatPearls. StatPearls Publishing, Treasure
Island (FL); 2019.

PANDEY, M. C.; TYAG]I, P. Antioxidants and Free Radicals: Human and Food
System. Journal of Critical Reviews, v. 7, n. 10, p. 753-756, 2020.

PARLAK, V. Evaluation of apoptosis, oxidative stress responses, AChE activity and body
malformations in zebrafish (Danio rerio) embryos exposed to deltamethrin. Chemosphere, v.
207, p. 397-403, 2018.

PARVEEN, L.; TECHEN, N.; KHAN, I. A. Identification of Species in the Aromatic Spice
Family Apiaceae Using DNA Mini-barcodes. Planta Med, v. 85, p. 139— 144 2019.

PASCHOAL, V.; GOUVEIA, I.; SOUZA, N. Plantas Alimenticias Ndao Convencionais
(PANC:s): o potencial da biodiversidade brasileira. Revista Brasileira de Nutri¢cao
Funcional, Sao Paulo, v. 33, n. 68, 2016.

PATEL, P. et al. Selective in vivo molecular and cellular biocompatibility of black
peppercorns by piperine-protein intrinsic atomic interaction with elicited oxidative stress and
apoptosis in zebrafish eleuthero embryos. Ecotoxicology and Environmental Safety, v. 192,
p. 110321, 2020.

PAUL, J. H. A; SEAFORTH, C. E.; TIKASINGH, T. Eryngium foetidum L.: A
review. Fitoterapia, v. 82, n. 3, p. 302-308, 2011.

PIENIZ, S. et al. In vitro assessment of the antioxidant potential of fruits and
vegetables. Ciéncia e Agrotecnologia, v. 33, n. 2, p. 552-559, 2009.

POLEDNIK, K. M.; KOCH, A. C.; FELZIEN, L. K. Effects of essential oil from Thymus
vulgaris on viability and inflammation in zebrafish embryos. Zebrafish, v. 15, n. 4, p. 361-
371, 2018.

PRABHA, S.; ATHOIBI, S.; DSOUZA, M. R. Pharmacognostical evaluation of Spiny
coriander (Eryngium foetidum L.): A traditional culinary and ethnomedicinal
herb.International Journal of Botany Studies, v.4, n.4, p.64-70, 2019.

PROMKUM, C. et al. Anticlastogenic effect of Eryngium foetidum L. assessed by erythrocyte
micronucleus assay. Asian Pacific Journal of Cancer Prevention, v. 13, n. 7, p. 3343-3347,
2012.

RAUNELLI, P. et al. Cytoprotective Effect of the Eryngium foetidum" Sacha Culantro"
Methanolic Leaf Extract Versus Sodium Fluoride Exposed Mice using the Micronucleus Test
and the Comet Assay. Pharmacognosy Journal, v. 11, n. 3, 2019.



40

REN, D. et al. Melatonin regulates the rhythmic migration of neutrophils in live
zebrafish. Journal of pineal research, v. 58, n. 4, p. 452-460, 2015.

RIGHI, N. et al. Thymus algeriensis Bioss & Reut: Relationship of phenolic compounds
composition with in vitro/in vivo antioxidant and antibacterial activity. Food Research
International, p. 109500, 2020.

RODRIGUES, T. L. M. et al. Physiological performance and chemical compositions of the
Eryngium foetidum L. (Apiaceae) essential oil cultivated with different fertilizer
sources. Natural Product Research, p. 1-5, 2020.

RODRIGUES, Eliana. Plants of restricted use indicated by three cultures in Brazil (Caboclo-
river dweller, Indian and Quilombola). Journal of Ethnopharmacology, v. 111, n. 2, p. 295-
302, 2007.

ROSALES, C. Neutrophil: a cell with many roles in inflammation or several cell
types? Frontiers in physiology, v. 9, p. 113, 2018.

SADIK, C.D; KIM, N.D; LUSTER, A.D. Neutrophils cascading their way to inflammation.
Trends Immunoj, v.32, p.452-460, 2011.

SAYED-AHMAD, B.et al. The Apiaceae: Ethnomedicinal family as source for industrial
uses. Industrial crops and products, v. 109, p. 661-671, 2017.

SEPANLOU, M. G. et al. Ethnobotanical and traditional uses, phytochemical constituents and
biological activities of Eryngium species growing in Iran. Traditional Medicine Research, v.
4,n. 3, p. 148-159, 2019.

SEYIDOGLU, N.; AYDIN, C. Stress, Natural Antioxidants and Future Perspectives. In: The
Health Benefits of Foods-Current Knowledge and Further Development. IntechOpen,
2020.

SFOGLIA, N. et al. Caracteriza¢ao da agrobiodiversidade no Vale do Taquari, RS:
levantamento floristico, consumo e agroindustrializacao de hortali¢as nao
convencionais. Cadernos de Ciéncia & Tecnologia, v. 36, n. 3, p. 26489, 2019.

SCHMIDT, R.; STRAHLE, U.; SCHOLPP, S. Neurogenesis in zebrafish—from embryo to
adult. Neural Development, v. 8, n. 1, p. 3, 2013.

SHABBIR, M. et al. Phytochemical analysis and Evaluation of hepatoprotective effect of
Maytenus royleanus leaves extract against anti-tuberculosis drug induced liver injury in
mice. Lipids in health and disease, v. 19, n. 1, p. 1-15, 2020.

SHAVANDI, M. A.; HADDADIAN, Z.; ISMAIL, M. H. S. Eryngium foetidum L.
Coriandrum sativum and Persicaria odorata L.: a review. Journal of Asian Scientific
Research, v. 2, n. 8, p. 410, 2012.



41

SILVA, L. F. L. E. et al. Nutritional evaluation of non-conventional vegetables in
Brazil. Anais da academia Brasileira de Ciencias, v. 90, n. 2, p. 1775-1787, 2018.

SINGH, S. et al. Determination of bioactives and antioxidant activity in Eryngium foetidum
L.: a traditional culinary and medicinal herb. Proceedings of the National Academy of
Sciences, India Section B: Biological Sciences, v. 83, n. 3, p. 453-460, 2013.

SONG, Y. et al. DNA damage and effects on antioxidative enzymes in earthworm (Eisenia
foetida) induced by atrazine. Soil Biology and Biochemistry, v. 41, n. 5, p. 905-909, 2009.

SOUID, A. et al. Antioxidant properties and hepatoprotective effect of the edible halophyte
Crithmum maritimum L. against carbon tetrachloride-induced liver injury in rats. European
Food Research and Technology, p. 1-11, 2020.

SOUZA, K. K. C. de. Potencial antioxidante, mineral, inibitério de enzimas o-amilase e
lipoxigenase e composi¢do centesimal de espécies da familia Apiaceae. 2016. Dissertagdo
(Mestrado em Plantas Medicinais, Aromaticas e Condimentares) - Universidade Federal de
Lavras, Lavras, 2016.

SUCIU, S.; PARVU, A. E. Comparative study on the effects of Eryngium sp. Extracts in an
acute inflammation model in rat. Ann. RSCB, v. 17, p. 86-91, 2012.

SUMITHA, K. V. et al. Potential Larvicidal Principles in Eryngium foetidum L.(Apiaceae),
An Omnipresent Weed, Effective Against Aedes albopictus Skuse. Journal of Essential Oil
Bearing Plants, v. 17, n. 6, p. 1279-1286, 2014.

SUN, Y. I.; OBERLEY, L. W.; L1, Y. A simple method for clinical assay of superoxide
dismutase. Clinical chemistry, v. 34, n. 3, p. 497-500, 1988.

THOMAS, P. S. et al. Eryngium foetidum L. essential oils: chemical composition and
antioxidant capacity. Medicines, v. 4, n. 2, p. 24, 2017.

TRIPATHI, P. et al. The role of nitric oxide in inflammatory reactions. FEMS Immunology
& Medical Microbiology, v. 51, n. 3, p. 443-452, 2007.

TSHERING, G.et al. Embryotoxicity evaluation of atractylodin and -eudesmol using the
zebrafish model. Comparative Biochemistry and Physiology Part C: Toxicology &
Pharmacology, v. 239, p. 108869, 2021.

UDAYA, S. et al. Evaluation of Toxicity and Antioxidant Property of Cassia fistula Stem
Bark Extracts in Zebrafish. Journal of Health and Allied Sciences NU, 2020.

URAL, I. O. et al. In vivo antimalarial activity of methanol and water extracts of Eryngium
thorifolium Boiss (Apiaceae Family) against P. berghei in infected mice. Tropical Journal of
Pharmaceutical Research, v. 13, n. 8, p. 1313-1317, 2014.

VAN DEN BRANDHOF, E.-J., MONTFORTS, M. Fish embryo toxicity of carbamazepine,
diclofenac and metoprolol. Ecotoxicol. Environ. Saf. 73, 1862—-1866, 2010.



42

VELKI, M. et al. Pesticides diazinon and diuron increase glutathione levels and affect
multixenobiotic resistance activity and biomarker responses in zebrafish (Danio rerio)
embryos and larvae. Environmental Sciences Europe, v. 31, n. 1, p. 4, 2019.

VIANA, M. M. S. et al. Phytochemical composition and antioxidant potential of
unconventional vegetables. Horticultura Brasileira, Brasilia, v. 33, n. 4, p.504-509, 2015.

XIA, Q. et al. Assay for the developmental toxicity of safflower (Carthamus tinctorius L.) to
zebrafish embryos/larvae. Journal of Traditional Chinese Medical Sciences, v. 4, n. 1, p.
71-81, 2017a.

XIA, Q. et al. A developmental toxicity assay of Carpesii Fructus on zebrafish
embryos/larvae. Toxicology research, v. 6, n. 4, p. 460-467, 2017b.

XIONG, G. et al. The hepatoprotective effects of Salvia plebeia R. Br. extract in zebrafish
(Danio rerio). Fish & shellfish immunology, v. 95, p. 399-410, 2019a.

XIONG, G. et al. Clethodim exposure induces developmental immunotoxicity and
neurobehavioral dysfunction in zebrafish embryos. Fish & shellfish immunology, v. 86, p.
549-558, 2019b.

WALTERS, K. B. et al. Muscle degeneration and leukocyte infiltration caused by mutation of
zebrafish Fad24. Developmental dynamics: an official publication of the American
Association of Anatomists, v. 238, n. 1, p. 86-99, 2009.

WANG, W.; FANG, S.; XIONG, Z. Protective effect of polysaccharide from Ligusticum
chuanxiong hort against H202-induced toxicity in zebrafish embryo. Carbohydrate
polymers, v. 221, p. 73-83, 2019.

WANG, X.H., SOUDERS, C.L., ZHAO, Y.H., MARTYNIUK, C.J. Paraquat affects
mitochondrial bioenergetics, dopamine system expression, and locomotor activity in zebrafish
(Danio rerio). Chemosphere 191, 106 ¢ 117, 2018.

WANG, P. et al. Phytochemical constituents and pharmacological activities of Eryngium
L.(Apiaceae).Pharmaceutical Crops, v. 3, p. 99-120, 2012.

WHITE, R. M. et al. Transparent adult zebrafish as a tool for in vivo transplantation
analysis. Cell stem cell, v. 2, n. 2, p. 183-189, 2008.

YANG, Y. et al. Anti-inflammatory and proresolution activities of bergapten isolated from the
roots of Ficus hirta in an in vivo zebrafish model. Biochemical and biophysical research
communications, v. 496, n. 2, p. 763-769, 2018.

YAN, S. et al. Toxic effects of nitenpyram on antioxidant enzyme system and DNA in
zebrafish (Danio rerio) livers. Ecotoxicology and Environmental Safety, v. 122, p. 5460,
2015.

YANG, L. et al. Zebrafish embryos as models for embryotoxic and teratological effects of
chemicals. Reproductive Toxicology, v. 28, n. 2, p. 245-253, 2009.



43

YAZBEK, P. B. et al. Plants used during maternity, menstrual cycle and other women's health
conditions among Brazilian cultures. Journal of Ethnopharmacology, v. 179, p. 310-331,
2016.

YUHLUNG, C. C.; BHATTACHARYYA, M. Practice of Ethno-medicine among the Chothe
Tribe of Manipur, North-East India. International Journal of Pharmaceutical & Biological
Archives, v. 5, n. 3, 2014.

YUMNAMCHA, T. et al. Evaluation of developmental toxicity and genotoxicity of aqueous
seed extract of Croton tiglium L. using zebrafish. Drug and Chemical Toxicology, p. 1-9,
2020.

YUMNAMCHA, T. et al. Evaluation of developmental toxicity and apoptotic induction of the

aqueous extract of Millettia pachycarpa using zebrafish as model organism. Toxicological &
Environmental Chemistry, v. 97, n. 10, p. 1363-1381, 2015.

ZANANDREA, R.; BONAN, C. D.; CAMPOS, M. M. Zebrafish as a model for inflammation
and drug discovery. Drug Discovery Today, 2020.

ZHAO, C. et al. Hepatotoxicity evaluation of Euphorbia kansui on zebrafish larvae in
vivo. Phytomedicine, v. 62, p. 152959, 2019.

ZIEGLER, F. et al. Effects of l-glutamine supplementation alone or with antioxidants on
hydrogen peroxide-induced injury in human intestinal epithelial cells. e-SPEN, the European
e-Journal of Clinical Nutrition and Metabolism, v. 6, n. 4, p. e211-e216, 2011.



44

SEGUNDA PARTE- ARTIGOS

ARTIGO 1 - METHODOLOGIES FOR DETERMINING THE ANTIOXIDANT
ACTIVITY OF PLANT EXTRACTS: SYSTEMATIC REVIEW

Artigo segue as normas do periddico Current Opinion in Food Science, ao qual foi submetido.

*Este artigo € um versao preliminar, considerando que o conselho editorial da revista podera

sugerir alteragdes para adequa-lo ao seu proprio estilo.



45

Methodologies for determining the antioxidant activity of plant extracts: systematic

review

Téssia Flavia Dias Castro®, William Franco Carneirob, Sarah Lacerda Fabem®, Elisangela
Elena Nunes Carvalho® , Luis David Solis Murgasalb

"Department of Veterinary Medicine, Federal University of Lavras, Lavras, Minas Gerais,
Brazil. Castro,T.F.D. tassia_fd@hotmail.com; Fabem,S.L. sarah.fabem@estudante.ufla.br;
Murgas, L.D.S. Ismurgas@ufla.br
bDepartment of Animal Science , Federal University of Lavras, Lavras, Minas Gerais, Brazil.
Carneiro, W.F. willfc14@gmail.com
‘Department of Food Sciences, Federal University of Lavras, Lavras, Minas Gerais, Brazil.
Carvalho, E.E.N. elisangelacarvalho@ufla.br

* Corresponding author at: Departamento de Medicina Veterinaria, Universidade Federal de
Lavras, 37200-000, Lavras, MG, Brazil. Phone: +55 (35) 3829-1728. E-mail address:
Ismurgas@dmv.ufla.br (L. D. S. Murgas).

ABSTRACT

Introduction: There is a wide variety of methods to assess the antioxidant activity of plant
extracts. This review presents a brief current survey of in vitro and in vivo methods for
assessing the antioxidant activity of plant extracts. The different methods of testing
antioxidant activity differ from each other in terms of reaction mechanisms, reaction
conditions, the way the results are expressed, as well as analyzing the frequency of use of
different methods, animal models used, and extraction methods.

Methods: Scopus and Science Direct were searched, resulting in 310 articles, as per the
authors study criteria, by using keywords (plant extract + antioxidant + in vitro + in vivo).
The research papers accepted for analysis were those published from January to July 2020, to
obtain an updated systematic review.

Results: According to this review, there are 17 in vitro and 13 in vivo methods, the most used
for the respective measures, DPHH and LPO. Among the extraction media, methanol is the
most used. In addition, few studies carried out in vitro and in vivo tests simultaneously (25%)

and, when in vivo tests are used (16%), rodents are the most frequently used models.
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Conclusions: In summary, this study demonstrated that plants are promising sources of
natural antioxidants and that antioxidant activity was evaluated in different ways. Information
on the different methods available for determining antioxidant activity in plant extracts can
provide reliable information for identifying and characterizing antioxidant compounds and

proving their benefits.

KEYWORDS: radical scavenger; In vivo, In vitro. natural antioxidants; antioxidant models

1 INTRODUCTION

Oxidation is an essentially biological process, central to the functioning of the living
organism for energy production. However, it also leads to the production of reactive oxygen
species (ROS), which can result in lipid oxidation, damage to proteins, and even cell death
(Huang et al., 2020). Antioxidants play an important role in delaying, preventing, and
removing peroxide products and have been used to reduce the impact of oxidative damage
(Ruhe and McDonald, 2001).

Antioxidants can be synthetically or naturally. Synthetics are obtained from chemical
products, being of low cost, wide bioactivity, and high performance, while naturals, come
from the extraction of natural ingredients with the potential to capture free radicals (Yuniarti
et al., 2020). However, due to reports on the side effects of using synthetic antioxidants, such
as their carcinogenic potential, there has been increasing interest in replacing synthetic
antioxidants with natural, effective, and safe biological antioxidants (Chen et al., 2020; da
Silva & Paiva, 2012).

Plant extracts are often a mixture of various bioactive compounds, compounds with
varying chemical properties and polarities, which leads to various results based on the
methodology in use (Khalil et al., 2020). Therefore, the need for different tests to evaluate the
antioxidant activity of an extract and especially the selection of the correct method
(Abramovic et al., 2017).

There is a wide variety of methods for assessing the antioxidant activity of plant
extracts. This review aims to address all of the probable in vitro and in vivo methods most
commonly used today to assess the antioxidant activity of plant extracts, as well as the
frequency of their use, extraction methods, and animal models used. Thus, it would provide
advantages to researchers in this area, reducing the time to develop methods and literature
reviews, since the most recent review addressing this issue dates from the year 2013 (Alam et

al., 2013).
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2 Data acquisition

For this systematic review, Scopus and Science Direct databases were used to identify
and obtain research papers, associated to the study of antioxidant activity, using the
appropriate words (plant extract + antioxidant + in vitro + in vivo). The research papers
accepted for analysis were those published from January to July 2020, to obtain an updated
systematic review. After the removal of duplicates, of non-accessible articles that address
aspects beyond the scope of this review, and the screening of relevant titles and abstracts, 111
articles were submitted to a full-text review. Eighty-nine articles met the established inclusion
and exclusion criteria. A flowchart illustrating the progress of the selection of studies and the

number of articles in each step is shown in figure 1.

3 EVALUATION OF ANTIOXIDANT ACTIVITY IN PLANT EXTRACTS

3.1 In vitro methods

In vitro tests, also called chemical and biochemical methods, have the purpose of
evaluating the antioxidant activities of compounds or pure fractions of plant extracts.

Due to the different types of free radicals and their varied forms of action on living
organisms, there is hardly a simple and universal method by which the antioxidant action can
be valued quantitatively and accurately. Thus, the search for faster and more efficient tests
has generated a great number of methods for evaluating the activity of natural antioxidants, as

discussed below.

3.1.1 DPPH

DPPH (2,2 -diphenyl -1- picrylhydrazyl) is a stable organic nitrogen radical of intense
violet color with an absorption spectrum in the range of 515-520nm. When a certain
antioxidant substance is added to a mixture containing DPPH, the antioxidant acts as a donor
of hydrogen atoms to DPPH, and generating DPPH-H (Chen et al., 2020). This reduction of
DPPH is easily measured by spectrophotometry, where, as the antioxidant inactivates the
radicals, the intensity of the violet color decreases, and a light-yellow color appears. Thus, the
speed of reaction depends on the nature of the antioxidant, and its concentration will influence
the amount of DPPH-H formed.

According to De Oliveira et al. (2020), an aliquot of 3.9 mL of a methanolic solution
of DPPH (0.006mM) with 100uL of the extract, is kept at room temperature (1h) , protected

from light and, after obtaining the absorbance at 517 nm. With the extent of color loss, a
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standard (Trolox ® -6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid) is used to
define the percentage of inhibition of DPPH . Trolox ® is a synthetic and water-soluble
antioxidant, similar to vitamin E, which is subjected to the same conditions of analysis as the
antioxidant (Alam et al., 2013). The antioxidant capacity is expressed as the percentage of

inhibition activity (% I) of DPPH radicals, determined as follows (Equation 1):

% 1= (Ac - At)/ Ac) x 100, (Eq.1)

where Ac is the control absorbance and At is the test absorbance (sample).

3.1.2 FRAP

FRAP is the method of antioxidant analysis by determining the reduction power of the
iron ion. The method directly evaluates the capacity of the antioxidants contained in the
sample to reduce the Fe3+ ion (ferric iron), present in the 2,4,6tripyridyl-s-triazine complex
(TPTZ) to complete ferrous Fe2+ (ferrous ion) at acid pH (3,6) (Prastiwi et al., 2020). When
the reduction occurs, there is a change in the tonality of the reaction mixture, changing from
light purple to intense purple, indicating that the higher the absorbance or intensity of the
coloration, the higher will be the antioxidant potential of the analyzed sample.

To perform the test, 90 pL of distilled water, 900 uL of FRAP reagent (0.3 M acetate
buffer: TPTZ: FeCI3.6H20 = 10:1:1) and 30 pL aliquots of the sample is shaken and
incubated (37 © C/30min). The absorbance was obtained at 595 nm. FeSO,.7H; is used to
obtain the standard curve using concentrations ranging from 100 to 1000 mmol/L, and the
results expressed in mM of equivalent ferrous ions per kilogram of dry weight or per liter of

the sample (Razafindrakoto et al., 2020).

3.1.3 ABTS

The determination of the antioxidant activity by the ABTS assay, as well as for the
DPPH method, is widely used. In comparison with DPPH, this method has the advantage of
being soluble both in aqueous and organic solvents, and therefore allows the analysis of both
lipophilic and hydrophilic (Arnao, 2000).

In the methodology developed by Re et al. (1999), the greenish-blue ABTS" radical is
generated by oxidation of ABTS by potassium persulfate or manganese dioxide . The
absorbance is observed by the spectrophotometer read at 743nm (Xiao et al., 2020). When
adding an antioxidant to the solution, its hydrogen is captured by the radical ABTS",
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promoting the reduction of ABTS" to ABTS occurs, decreasing in absorbance, visualized by
the reduction of the intensity of the greenish-blue color of the compound.

The ABTS test is obtained using the assay described by Mokale Kognou et al., (2020).
A mixture (1: 1; v/ v) of ABTS (7 mM) and potassium persulfate (4.95 mM) is prepared and
kept for 24 h protected from light at room temperature. Then, 8 pul of the radical solution
generated by the ABTS are diluted in 72 mL of distilled water, and from this solution,
aliquots of 1 ul are removed and added to 20 pul of the sample. The mixture is protected from
light (37°C/10min) and soon after, the reading is performed in a maximum absorption
spectrum of 734nm. The results are expressed as ABTS" inhibition percentage, as for DPHH
(Eq.1), using Trolox ® as standard, but other standards can also be used as L- ascorbic acid

(Mokale Kognou et al., 2020) or gallic acid (Auddy et al., 2003).

3.1.4 PHOSPHOMOLYBDENUM (TOTAL ANTIOXIDANT CAPACITY - TAC)

This method, involves an electron transfer mechanism, where the antioxidants
(reducing agents) present in the sample, reduce molybdenum Mo (VI) to Mo (V) (Prieto et al.,
1999). The Mo (V) then reacts to the sodium phosphate group, forming a
phosphomolybdenum complex, which has a green/blue color at acid pH, which is determined
at 695 nm (Barbosa and Nueva, 2019). The initial test solution has a yellow color, turning
green as the phosphomolybdenum complex is formed.

To calculate the TAC, an aliquot of 1 mL of reagent solutions (28 mM sodium
phosphate, 4 mM ammonium molybdate, and 0.6 M sulfuric acid) and 0.1 mL of the extract
(100 pg mL™) are placed hermetically sealed tubes and taken to the water bath (95 ° C/90
min). Then, the samples are left at room temperature for cooling and taken for reading on a
spectrophotometer at 695 nm. The TAC of each sample is expressed as gallic acid equivalent
(50-250 pg mL™") (Mahendra et al., 2020) or in Trolox® equivalent millimoles (Uysal et al.,
2017). The percentage of inhibition (%I) is determined according to equation 1 of this
document.

3.1.5 METAL CHELATING ACTIVITY

Chelation is the binding of molecules to metallic ions. The chelation ferrous ion is
estimated using the Carter method (1971), where ferrozine reagent, which, in the presence of
the free Fe* * ion, forms a pink complex. The decrease in absorbance determines the
antioxidant potential of the sample, visible by discoloration of the reaction, due to the
interruption (decrease) in the amount of Fe®™ ferrozine complex, caused by antioxidant

chelators (Dehariya et al., 2020). Thus, the method determines the remaining amount of non-
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chellated iron ions in the reaction mixture (Min et al., 2011). That is, the lower the
absorbance, or the lower the intensity of the pink coloration, the greater the antioxidant
potential and, therefore, the greater the capacity to chelate the iron ions.

In this reaction, in 160ul of distilled water and 20 pul of FeSO4 (0.3 mM), 50 ul of the
sample are added. Then, the reaction is started, after incubation at room temperature (5 min),
by adding 30 pl of ferrozine (0.8 mM). The absorbance measured at 562nm. For the positive
and negative control, EDTA (1.0 mg/mL) and distilled water can be used respectively (Lima

et al., 2020). The chelating activity is calculated according to equation 1 of this document.

3.1.6 ELIMINATION OF NITRIC OXIDE (NO)

The NO elimination capacity is estimated by the Griess method (Green et al., 1982).
For the test, the sulphanilic acid present in Griess's reagent is converted by nitrite to a diazone
salt under acid conditions, which is instantly complexed with NEDD (1% sulphanilic acid,
2% H3POy4, and 0.1% n - (1-naftil) ethylenediamine dihydrochloride) forming a reddish-pink
colored product, which can be detected spectrophotometrically at 548 nm (Haida and
Hakiman, 2019; lhami Giilgin, 2012).

As described by JOSHI et al. (2020), 2 mL of sodium nitroprusside (10 mM) is mixed
with 500 pL of the sample and 500 pL of phosphate-buffered saline (pH 7.4) and incubated
(25°C/ 150 min). Then, from this solution, 500 pL are removed and added in 1 mL of
sulphanilic acid reagent (33% in glacial acetic acid at 20%) and incubated for another 5 min.
After incubation, 1 mL of NEDD (0.1% w/v) is mixed and left to stand at room temperature
(30 min) before measuring absorbance at 540 nm. The percentage activity of nitric oxide

elimination is calculated following equation 1 of this document.

3.1.7 CUPRAC

Developed by Apak et al. (2004), CUPRAC is an analysis based on an electron
transfer reaction, monitored by a color change when the oxidizing agent is reduced. In this
method, the oxidizing agent, chromogenic neocuprotein bis-copper (II) of blue color, suffers a
reduction of copper (II) Cu*" to Cu’, by the action of an antioxidant, forming a yellow-orange
complex. This color change is measured with maximum absorption at 450 nm (Romulo,
2020). The concentration of this complex is proportional to the capacity of the antioxidant of
the extract to transfer electrons to copper.

According to Lekouaghet et al. (2020), the method is performed on 96-well
microplates. In each well 40 pL of each sample are added, 50 puL of CuCl, (10 mM), 50 pL of
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neocuproine solution (7.5 mM), and 60 pL of ammonium acetate buffer solution (1 M, pH =
7). Then, the plate is incubated, protected from light (1h at room temperature), and the
absorbance obtained at 450 nm. The reduction capacity of the extracts is compared with

positive BHA (butyl hydroxyanisole) and BHT (butylhydroxytoluene) controls.

3.1.8 HYDROXYL RADICAL (HRS)

There are several methods to determine the ability to capture the hydroxyl radical, one
of them, proposed in 1987 by Halliwell and collaborators (1987), known as the deoxyribose
test. In this test, a mixture of ferric chloride and ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), in
the presence of vitamin C (ascorbic acid-AA), form the Fe’-EDTA complex that reacts with
hydrogen peroxide when added, forming hydrolyzate radicals. These formed radicals attack
the deoxyribose sugar present in the reaction mixture, degrading it in several fragments. Some
of these fragments are capable of reacting with thiobarbituric acid (TBA), after heating, under
acid conditions, developing a pink chromogen with maximum absorbance at 532nm (Kota et
al., 2020). Compounds that can capture hydroxyl radicals prevent the formation of the
chromogen, by preventing the degradation of deoxyribose.

The reaction mixture consists of the preparation of 1.0 mL containing: 100 pL of 2-
deoxy-2-ribose 2.8 mM (in KH,PO4-KOH 20 mM buffer, pH 7.4); 500 pL of the samples,
100 pL of ascorbic acid (100 uM), 100 pL of H,O (1 mM) and 200 pL of the mixture of 100
uM of FeCl; and EDTA 100 uM (1:1 v/v) which will be incubated (37 °C/ 1 h). Aliquots of
500 pL of the above mixture will be added to 1.0 mL of C,HCI;0; (2.8%) (trichloroacetic
acid ) and the same volume of TBA (1%), followed by incubation (90 °C/ 20 min). After
cooling, the absorbance is read at 532 nm. Ascorbic acid is a positive control [34]. The

percentage of radical elimination is calculated following equation 1 of this document.

3.1.9 HYDROGEN PEROXIDE (H,0,)

The determination of the capacity of plant extracts to eliminate H,O, is obtained
based on the method of Ruch et al. (1989). Its elimination is necessary because peroxide can
damage cells by its ability to easily penetrate their membrane and once inside the cell, in the
presence of metal ions, it is converted to the highly toxic hydroxyl radical (OH) (Jafri et al.,
2017).

As described by Deghima et al. (2020), the first 0.50 mL aliquots of the sample are
diluted in PBS (pH 7.4) and added to 1 mL of 20 umol H,O, solutions prepared on the spot.

Then, the mixture is incubated protected from light for 10 min and, subsequently, the
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absorbance is obtained at 240nm. The percentage of H,O, removal is calculated according to
equation 1 of this document.

As a positive control, ascorbic acid, rutin, BHA (Jayaprakasha et al., 2002), tocopherol
(Gulcin et al., 2003) or quercetin (Ruch et al., 1989) are used and for the negative, it is
sufficient to replace the samples by adding PBS instead (Deghima et al., 2020).

3.1.10 OXYGEN RADICAL ABSORBANCE CAPACITY (ORAC)

The oxygen radical absorbance capacity (ORAC) is based on the initial work of
Ghiselli et al. (1995) and Glazer (1990). The principle of this essay is the ability of
antioxidant compounds to eliminate peroxyl radicals, generated by the spontaneous
decomposition of APPH (2,2-azobis 2-amidopropane dihydrochloride) in an aqueous buffer
(Romulo, 2020). To measure the ability of the antioxidant against the peroxyl radical, a
fluorescent marker (fluorescein) is added to the solution and it competes kinetically with the
antioxidants for the peroxyl radical. When the peroxyl radical reacts with the fluorescent
probe, it is reduced in fluorescence. When the tested solution contains antioxidant properties,
fluorescent reduction is inhibited (Morena et al., 2019). Thus, the inhibition of fluorescence
reduction is proportional to the antioxidant activity, that is, the lower the fluorescence, the
same analyzed has less antioxidant activity.

According to Bobinaite et al. (2020), to perform the ORAC, 25 uL of the sample are
added to 150 pL of fluorescein solution (14 umol/L PBS) in a 96-well black microplate and
incubated (37°C/15 min). Soon after, 25 pL of AAPH solution (140 pumol/L of PBS) is added.
Fluorescence is recorded every minute for 150 minutes with excitation and emission of 485
and 520nm, respectively, using a 37°C plate reader. The reduction of fluorescence due to
radical attack and antioxidant protection results in a fluorescence decay curve (AUC). The
final calculation of the results is made considering the difference in the area curves under
decay between the white and the sample and/or a pattern that is usually Trolox® (TE). ORAC

values are expressed in mg TE/ g of dry weight of the sample.

3.1.11 g - CAROTENE/ LINOLEIC ACID

The method is based on the initial work of by Marco (1968) and modified by Miller
(1971), who approach that, during the oxidative degradation of linoleic acid in lipid emulsion
or oxidizing agents, free radicals are generated and these initiate the oxidation of B-carotene
of orange-red color, leading to discoloration. In this system, the capacity of a certain

antioxidant substance to prevent/inhibit discoloration (oxidation) of B-carotene (Lekouaghet
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et al., 2020) is evaluated. Thus, the stronger the antioxidant, the lower the degradation rate of
B-carotene, the greater the delay in discoloration (Merghem and Dahamna, 2020).

According to the methodology described by Deghima et al. (2020), first, the emulsion
of B-carotene should be prepared, which consists of a mixture of 0.5 mg of B-carotene, 25 puLL
of linoleic acid, 1 mL of chloroform and 200 mg of Tween® 20. Then, the mixture is heated
to 40 ° C to evaporate the chloroform, 100 mL of distilled water saturated with oxygen is
added and the solution is subjected to vigorous stirring to form a stable emulsion. Of the total
volume obtained, 2.5 mL of this mixture is used, added to 350 pL of the sample to perform
the test. The absorbance at 470 nm is measured after 1 h, 2 h, 3 h, 4 h, 6 h, 24 h, and 48 h of
incubation at room temperature protected from light. The inhibition of the bleaching of (-
carotene after 24h is calculated according to the following equation:

% Inhibition (24 h) = (AE / AB) * 100 (Eq.2)
where the absorbance AE in the presence of the extract or patterns at 0 o'clock and AB in the
presence of the sample extracts or patterns after 24 hours.

BHA, BHT and gallic acid (Deghima et al., 2020), vitamin C (Alam et al., 2013) or
catechin (Jayaprakasha et al., 2002) can be used as positive controls and water and methanol

(Deghima et al., 2020; Lekouaghet et al., 2020) can be used as negative controls.

3.1.12 THIOBARBITURIC ACID (TBA)

The TBA test is a popular method used to quantify lipid peroxidation. Lipid oxidation
proceeds through a free radical chain mechanism that results in many end products, among
them, aldehydes are the most prominent (Ghani et al., 2017). The most studied aldehyde as a
biomarker for cell membrane damage and corresponding to the final product of the
peroxidation chain is malondialdehyde (MDA).

There are numerous methods to quantify the MDA, the most common being the
reaction of the MDA with thiobarbituric acid (TBA). It consists of the reaction of 2-
Thiobarbituric acid (TBA) with malondialdehyde (MDA), which under acid conditions and at
high temperatures react with each other in a 2:1 ratio, forming a pink chromophore with
absorption measured by spectrophotometry (Romulo, 2020). The action of antioxidants delays
the formation of MDA, reducing the absorption.

According to Mbaoji et al. (2020), the TBA method consists briefly of adding 2 mL of
TBA (0.67%) and the same volume of newly prepared TCA (20%) to 1 mL of the sample.
This mixture is heated in a water bath (100 °© C / 10 min) and after cooling, it is centrifuged

(3000 rpm/20 min). The supernatant is collected, and its absorbance read at 532 nm. The
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inhibition of lipid peroxidation in percentage is calculated according to equation 1 of this
document. Ascorbic acid can be used as a reference standard and Tween® 80 to 7% as

control.

3.1.13 REDUCING POWER (RP)

This method was initially described by Oyaizu (1986) and reflects the electron donor
capacity of the reducing compound. The presence of antioxidants (reducers) in the samples
results in the reduction of the Fe™ / ferricyanide complex of yellow coloration to ferricyanate
(Fe™?). When the ferrous Fe™ ion from the FeCl; reagent is added to this reduced product, it
leads to the formation of a bluish-green complex (Prussian blue) with a wavelength
absorption of 700nm (Senhaji et al., 2020). In this determination, the greater the intensity of
the bluish-green color, the greater the absorption, and consequently, the greater the
antioxidant activity (Islam and Sultana, 2020). The test is suitable for the determination of the
reducing capacity of individual compounds and complex mixtures (Su et al., 2020).

For the test, equal volumes of sample, potassium ferrocyanide (10mg/mL), and
phosphate buffer (0.2M) (pH 6.6) are mixed and incubated (50°C/20 min). After this period,
the same volume of C,HCL30, (10%) (trichloroacetic acid) is immediately added and the
mixture is centrifuged (3000rpm/10 min). A volume 2 mL of supernatant is mixed with 0.5 of
FeCl; (1%) and 2 mL of distilled water. The absorbance is read at 700nm after stirring the
mixture. (Deghima et al., 2020; Mahendra et al., 2020).

As a positive control, gallic acid, ascorbic acid, tocopherol, Trolox®, BHA, BHT,
quercetin can be used (Chanda and Dave, 2009; Deghima et al., 2020).

3.1.14 FERRIC THIOCYANATE (FTC)

The elimination of radicals generated in lipid peroxidation is studied through TBA and
FTC tests. The FTC method is used to quantify the hydrogen peroxide present in the initial
stage of lipid peroxidation. Peroxides are formed during the oxidation of linoleic acid and act
by oxidizing ferric chloride to ferric ion (Fe’"). The Fe’" ions bind to the ammonium
thiocyanate, forming a red coloring complex, the ferric thiocyanate (Nurrulhidayah et al.,
2019). The more intense the red color, the greater the absorbance and, therefore, the lower the
peroxidation inhibition value (Alvarez-Roman et al., 2020). The oxidation of linoleic acid and
the formation of ferric thiocyanate are slow in the presence of antioxidants, reducing to red

color intensity (Moon and Shibamoto, 2009).



55

According to Mouffouk et al. (2020), initially, incubation is performed for 1 h (40°C),
a mixture of aliquots equal to 400 ul of samples (100 pg / mL) and linoleic acid (2.52%) and
double of phosphate buffer solution (pH 7.4). After incubation, 100 pl of this initial mixture is
added to SmL of ethanol 70% and 100 pl of ammonium thiocyanate (NH4SCN) (30%). After
three minutes, 100 pl of ferrous chloride (prepared in hydrochloric acid - 3.5%) is added and
the absorbance is measured every 24h for 7 days at 500nm. For the negative control, the same
mixtures are used without the sample and using distilled water. The percentage of inhibition

of lipid peroxidation is calculated according to the following formula (Equation 3)

Inhibition (%) = [1- (A0/A1)] x100 (Eq.3)

where is the absorbance, A0 of the extract, Al of the white (control, without extract).

3.1.15 FERRIC-BIPYRIDINE TEST (FBRC)

The ferric-bipyridine test proposed by Naji et al. (2020), consists of a new method for
evaluating total antioxidant capacity. The assay consists in the reduction of Fe (III) to Fe (II)
by an antioxidant present in a buffer medium with bipyridine. Bipyridine is a partially
selective and very sensitive reagent for Fe (II), being formed the stable chelate of Fe (II) -
bipyridine of pink color. Its color intensity is monitored spectrophotometrically with
absorbance at 535nm, at pH 4 and room temperature. Thus, the lower the intensity of pink
coloration, the lower the antioxidant activity, because more Fe (III) is being reduced to the
formation of the Fe (II) -bipyridine complex.

To perform the test, first aliquots of 0.04 mL of the sample (10%) are added to 1.0 mL
of a solution containing 0.01M of FeCls, 1.0 mL of bipyridine, and 2.0 mL of acetate buffer
(0,3M, pH 4.0). The mixture is then diluted to 10 mL of distilled water and the absorbance is
observed by the spectrophotometer at 535nm (10 min) (Naji et al., 2020).

This method has the advantages of being simple, inexpensive, reproducible, and easy
to perform. Unlike other methods for evaluating antioxidant activity that needs to be
performed in the dark, FBRC can be performed in both light and dark. Moreover, the test can
be performed in the pH range of 4-6, being much higher than in other tests, where the very

acid pH, escapes the simulation of the antioxidant action under physiological conditions.
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3.2 In vivo methods

In other words, tests are carried out evaluating the effect of the extract on the
protection of induced oxidative stress, such as with H,O, (Huang et al., 2020; Souid et al.,
2020) or if it is the extract that causes stress.

The animal models most used in this type of research are rats (Huang et al., 2020;
Souid et al., 2020) and mice (Liu et al., 2020; Shabbir et al., 2020). The antioxidant activity of
extracts in these animals can be determined in the serum (Huang et al., 2020; Mbaoji and
Nweze, 2020), hepatic homogenate supernatant (Ezzat et al., 2020; Santhi and Annapurani,
2020; Souid et al., 2020), brain, skin (Figueiredo et al., 2020; Keugong Wado et al., 2020),
intestine (Sebai et al., 2020), kidneys and lungs (Khalil et al., 2020). To obtain the
homogenates, the animals are euthanasiated and the tissues are collected, homogenized in
potassium phosphate buffer (100mM) (pH 6.4). These homogenates are then centrifuged at
1500g (4°C/ 25min). and the supernatant obtained, collected, for the evaluation of the
antioxidant activity (Sajid et al., 2020).

3.2.1 LIPID PEROXIDATION (LPO)

Lipid peroxidation is a phenomenon that normally occurs in living organisms at low
levels, but when uncontrolled, it can cause damage and cell death. This is because
peroxidation reactions are toxic to cell membranes because they cause disorders in their
organization, usually manifested by the alteration of fluidity, integrity, and permeability.
Thus, because of the damage caused to the cells in vivo, this is a test widely used among
antioxidant assays in vivo (Gaschler and Stockwell, 2017).

As described in section 3.1.12 of this document, one of the main ways to evaluate lipid
peroxidation is through the quantification of malondialdehyde. The in vivo methodology for
tissue homogenates follows as discussed for in vitro analysis, with only a few modifications.
For the in vivo assay 2.0 mL of tissue homogenate sample is needed and trichloroacetic acid

(TCA) is used at 10% concentration (Keugong Wado et al., 2020).

3.2.2 SUPEROXIDE DEMUTASE (SOD)

Superoxide dismutase (SOD) enzymes are metal enzymes that are part of the first line
of defense against excessive amounts of reactive oxygen species. They convert anions of free
radical superoxide (O27) into hydrogen peroxide molecules and are degraded into water and
oxygen, thus freeing cells from the risk of oxidation by these radicals (JI et al., 2020).

Because the substrate (O27) is unstable, SOD activity is mainly determined by indirect and
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rapid methods and is also convenient and accessible. One of these methods uses phenazine
methosulfate in the presence of NADH (reduced nicotinamide adenine dinucleotide) and
molecular oxygen, generating the O2" radical under non-acidic pH. The superoxide radicals
formed when reacting with nitrotetrazolium blue (NBT) produce a purpura/rose color dye
(formazan) (De Oliveira et al., 2009).

As described by Sajid et al. (2020), to evaluate the SOD activity of the kidney, liver,
and pancreas of rats, the homogenates of these tissues undergo 2 centrifugations, the first for
15 min (15000g) and then for 10min (10g). After the centrifugations, aliquots of 100 uL of
supernatant are mixed with 800 pL sodium pyrophosphate buffer (pH 6.5)( 0.05 mM) and 60
puL of 180 mM phenazine methosulfate as substrate. To start the reaction, 200 uL of NADH
(980 uM) are added and the reaction is stopped after 2 min by the addition of 600 uL of
glacial acetic acid. The color change is recorded by the absorbance at 540 nm. SOD activity is

expressed in units/mg of protein.

3.2.3 CATALASE (CAT)

Catalase is one of the endogenous antioxidant enzymes, responsible for catalyzing the
hydrogen peroxide in water and oxygen, since the peroxide is highly toxic for the cells (Ji et
al., 2020).

To measure CAT activity, 35 pL of homogenate supernatant, 625 uL of phosphate
buffer 50mM (pH 5.0), and 100 uL of H,O; (5.9 mM) are used. The absorbance is observed
by the spectrophotometer after 1 min at 240 nm (Khalil et al., 2020). To determine the
catalase activity, the molar extinction coefficient of H,O», (43.6 M cm™), is used. One unit of
catalase activity is equal to 1 mmol of degraded H,O, per minute and is expressed in unit/ mg

of protein.

3.2.4 GLUTATHIONE PEROXIDASE (GSH-Px)

To measure the activity of glutathione peroxidase (GSH-Px), the methods of
spectrophotometry or colorimetry are the most conventional, proposed by Paglia and
Vaelentine (Paglia and Valentine, 1967). GSH-Px, as well as catalase, catalyzes the reduction
of H,O; in water, preventing the formation of OH radicals (dos Anjos Oliveira Ferreira et al.,
2020). During the reduction of H,O, into H,O, catalyzed by GPx, the reduced glutathione
(GSH) is transformed into oxidized glutathione (GSSG) (Eq. 4). GSSG is converted back to
GSH by glutathione reductase (GR) using nicotinamide adenine dinucleotide reduced

phosphate (NADPH) (Eq. 5). Although GR does not act directly on the removal of radical
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species, it acts in conjunction with glutathione peroxidase, preventing the paralysis of the
metabolic cycle of glutathione (Ji et al.,, 2020; Penha-Silva et al., 2005). The decrease of
NADP absorption is proportional to the activity of glutathione peroxidase (Sedaghatfard et al.,
2016).

2 GSH + H202 GSH-Px GSSG + 2 H20 (Eq. 4)
GSSG + NADPH GR 2 GSH + NADP + H (Eq. 5)

Shabbir and collaborators (2020), describe the analysis of glutathione peroxidase using
mice liver samples. For the assay, are used 1.59 mL of 0.2 M potassium phosphate buffer (pH
7.4), 0.1 mL of NaNj3 (sodium azide) (IMm) , 0.5 mL of GSH (1 1 U / mL), 0.1 mL of
NADPH (0.2 mM), 0.01 mL of H,0O, (0.25 mM) and 0.1 mL of the supernatant of the liver
sample. The GSH-Px activity is determined by converting NADPH to NADPH, recording the
absorbance at 340nm per minute for 5 min. The activity of glutathione peroxidase is

expressed in mg per protein, applying a molar coefficient of 6.22 x 10 > /M / cm.

3.2.5 REDUCED GLUTATHIONE (GSH)

Reduced Glutathione (GSH) is a tripeptide, formed by glycine, glutamate, and
cysteine, with a free thiol group, which donates electrons for peroxide reduction, forming
oxidized glutathione (GSSG). This molecule performs important cytoprotective functions,
resulting from its activities as a reducer and co-factor for some antioxidant enzymes, such as
GPx, being its most important function, by protecting cells against the deleterious effects of
oxidative stress (Ahmed et al., 2019).

According to Sajid et al. (2020), to 500 uL of homogenates, 600 pL of sulfosalicylic
acid (4%) were incubated (1h at 4°C). Then, centrifuged (1200g/20min), collected 30 pL of
supernatant and added to it 910 pL of 0.2 M potassium phosphate buffer (pH 9.6) and 60 pL
of 200 mM nitrobenzoic acid dithiobis (DTNB). The absorbance reading is performed after 5

min at 405nm and the enzyme activity is expressed as uM GSH / g of tissue.

3.2.6 REACTIVE SPECIES OF OXYGEN (EROs)

The production of reactive oxygen species (ROS) can be detected using the non-
fluorescent compound DCFH-DA (2'-7'-dichlorofluorescein diacetate), permeable to the cell
membrane. It allows the analysis to be performed both on tissue homogenates (Ezzat et al.,

2020) and on whole organ or experimental models (Wang et al., 2020). DCFH-DA is
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hydrolyzed by intracellular esterases becoming non-fluorescent (DCFH), which is then
oxidized by the action of intracellular reactive species, generating the fluorescent compound
dichlorofluorescein (DCF) (De Almeida et al., 2008). Thus, the lower the antioxidant activity
of the test material (extract), the higher the fluorescence, due to the reduced presence of
intracellular reactive species.

LIN et al. (2020) and WANG et al. (2020) used DCFH-DA to measure the
intracellular production of EROS in the nematode, Caenorhabditis elegans, after exposure to
plant extract. Following these authors, the method is based on the incubation of these worms,
treated or not (control) with the extract, being later washed 3X with PBS and transferred to a
96-well black plate in the presence of 25 uM of HFDC-DA. The intensity of fluorescence is
recorded on a spectrofluorometer with a wavelength 485nm and 530nm (excitation /
emission).

When you want to evaluate the production of reactive oxygen species and the analyzed
material presents some other type of fluorescent markings, such as green fluorescent protein
(GFP), it is recommended the use of the CellROX-Orange probe (Thermo-Fisher Scientific,
CA, USA). This cellular permeating dye is not fluorescent while in a reduced state and
exhibits bright orange fluorescence by oxidation by EROs, with maximum
absorption/emission of ~ 545/565 nm.

Chensom and collaborators (2020), used larvae of the animal model zebrafish (Danio
rerio) for the induction of reactive oxygen species. For this, a wound is made on the animal's
caudal fin with the aid of a needle or scalpel. After 20 min, the larvae are exposed to the
CellROX-Orange probe for another 20 min and washed 3X with the growth medium of these
animals. The measurement of the EROs is performed using fluorescence microscope images

and the fluorescence signals quantified using the software.

3.2.7 ELIMINATION OF NITRIC OXIDE (NO)

The description of nitric oxide and the importance of the evaluation of its elimination
capacity by an antioxidant are present in section 3.1.6 of this document.

To assess the nitrite content in vivo, tissue homogenates should first be deproteinized
by adding 200 puL of ZnSO4 (2%) and 200 uL. NaOH (0.5 M) to each sample and centrifuged
from 12-15 min to 6400g. After centrifugation, 10 puL the supernatant is collected and mixed
with 1.5 mL of a solution composed of 1% sulfanilamide, 1% sulfanilamide, 0.1%

naphthylenediamine in 2.5% phosphoric acid solution (Griess reagent). This reagent is used as
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a blank when reading the reading performed at 570 nm. The standard curve of sodium nitrite
is used to estimate the concentration of nitrite in the samples (Sajid et al., 2020).

When cells grow in vitro, they are placed in 96-well plates, with equal volumes of
incubation medium and Griess reagent, being kept at room temperature (15 min), before
reading the plate at 562 nm. The data are expressed in nitrite concentration (uM) (Silva-Jara

et al., 2020).

3.2.8 GLUTATHIONE REDUCTASE (GR)

Glutathione reductase is a flavoprotein that catalyzes the reduction of oxidized
glutathione (GSSG) into reduced glutathione (GSH) in the presence of the coenzyme
NADPH, as shown in equation 5. GR allows the maintenance of a high rate of GSH/GSSH,
necessary for numerous vital functions of cells, such as the detoxification of reactive oxygen
species and free radicals, such as the synthesis of proteins and DNA (Ahmed et al., 2019).

According to Shabbir et al. (Shabbir et al., 2020), for measurement of 0.2 mL
glutathione reductase of liver supernatant is added to a mixture composed of 1.56 mL of 0.2M
potassium phosphate buffer (pH 7.6), 0.1 mL of 0.1 mM EDTA, 0.05 mL of oxidized
glutathione (2 mM) and 0.1 mM of NADPH (0.1 mL). The absorbance is observed by the
spectrophotometer at 30°C at 340 nm The GR activity is calculated in terms of nM of
NADPH oxidized per minute/ mg of protein, using the molar coefficient of 6.22 x 10 > / M /

cm.

3.2.9 GLUTATIONA-S-TRANSFERASE (GS-t)

Glutathione-S-transferase is a phase II detoxifying enzyme, involved in maintaining
cellular integrity, oxidative stress, and protection against DNA damage. It also acts by
catalyzing GSH conjugation to a wide variety of electrophilic substrates, neutralizing their
electrophilic sites, and making the products more soluble in water, providing cellular
detoxification (Chatterjee and Gupta, 2018).

The reaction mixture consists of adding 150 puL tissue homogenate to 720 pL. sodium
phosphate buffer (0.1 mM) and 150 puL. GSH (1 mM). For 5 min at 37 © C, this mixture is
incubated and the reaction begins with the addition of 14.5 pL chloro-2.4-dinitrobenzene
(CDNB) which will function as substrate. The absorbance is obtained by reading at 340 nm.
The activity level of GST is estimated by the molar coefficient of 9.6 x 10 "> / M / cm in
terms of CDNB conjugate produced per minute/mg of protein (Shabbir et al., 2020).
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3.2.10 GAMMA-GLUTAMYL-TRANSFERASE (GGT or y-GT)

Gamma-glutamyl-transferase (GGT) is an enzyme located in the plasma membrane of
cells with secretive and absorbing activity. Its main function is related to the extracellular
GSH metabolism on the surface of the plasma membrane, allowing the amino acid
components of GSH (glutamic acid and cysteinyl-glycine) to be available for its intracellular
resynthesis (Pompella et al., 2007). Thus, GGT is considered a component of the cell
protection system against oxidative stress.

Following Shabbir et al. (Shabbir et al., 2020), to determine the GGT levels of liver
samples, glutamyl-nitroaniline is used as a substrate. An aliquot of 40 pL liver supernatant is
mixed with 200 pL glutamyl-nitroaniline (5 mM), 200 uL glycine (20 mM), and 200 pL
MgCI2 (12 mM) mixed in 185 mM Tris HCI buffer. The mixture is kept at room temperature
(15 min) and soon after adding 200 puL of trichloroacetic acid (30%) to stop the reaction. The
absorbance is read at 400nm and the GGT activity is calculated from nM p-nitroaniline

produced per minute per mg/protein, using the molar coefficient of 1.74 x 10* / H / cm.

3.2.11 FRAP; ABTS; DPPH

The FRAP, ABTS, and DPPH assays not only evaluate in vitro antioxidant capacity
but can also be performed for in vivo evaluations.

Ferreira et al. (2020) describe the evaluation of the antioxidant capacity using the
ABTS and FRAP tests, measured on the skin of mice. First, the skin is homogenized in KCl
(1.15%), centrifuged (1000 g / 10 min / 4 ° C) and the supernatant collected. For the ABTS
test, 7 mM of ABTS and 2.45 mM of potassium persulphate are added to the supernatant and
protected from light for 16h, and then diluted with phosphate buffer (pH 7.4) until absorbance
of 0.7-0.8 at 730 nm. For the FRAP test, 0.3 mM of acetate buffer (pH 3.6), 20 mM of
FeCl3-:6H,0, and 10 mM of TPTZ in HCI (40 mM) are used. The absorbance is read at 730
nm for the ABTS test or at 595 nm for the FRAP test, after the mixture is maintained
protected from light for 6 min. The results are expressed as nmol Trolox / mg of skin.

For the quantification of plasma antioxidant capacity using the DPPH test, a mixture
of 25 uL of blood plasma and 625 uL of DPPH (0.1 M) is prepared and kept at room
temperature protected from light for 30 minutes. After this time, the absorbance is quantified

at 517nm in a spectrophotometer (Righi et al., 2020).
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4 RESULTS AND DISCUSSION

This review aimed to compile the most commonly used methods for evaluating the
antioxidant activity of plant extracts, both in vitro and in vivo. Also, we present the frequency
with which each method is used, the main extracting media, the most used in vivo models, and
finally, a survey of the number of works dealing with in vitro and in vivo analyses, separately
or together.

A frequency analysis for the in vitro and in vivo methods was performed and the
results are shown in figure 2. According to our survey, in vitro, DPPH, FRAP, ABTS methods
are the most used (Fig. 2A). This result was also found in the review of in vitro methods for
wild plant antioxidant activity (Fierascu et al., 2018). Of the three methods, DPPH is the most
reported in the analyzed studies, a result also found in the review performed by Alam et al.
(2013). According to Oliveira (2015), DPPH is one of the most widely used methods, being in
more than 90% of antioxidant evaluation studies. This is due to the ease, speed, practicality,
high sensitivity, and good stability conferred by the test since the DPPH radical does not need
to be generated and the reaction system involves only the radical and the antioxidant (Boroski
etal., 2015).

Regarding the evaluation of in vivo methods, the highest frequencies of use are the
tests, LPO, SOD, and CAT (Fig. 2B). Alam and collaborators (2013) also found LPO and
CAT as the most used methods, being the LPO the highest frequency. The biological systems
find a redox equilibrium, but when a rupture occurs in this equilibrium, due to an
accumulation of oxidizing molecules by overproduction or loss of reduction capacity, the
accumulated oxidizing agents oxidize molecules, among them lipids, which are the main
components of cell membranes (Gaschler and Stockwell, 2017). So, to measure the LPO is to
correlate if the organism is or not in redox homeostasis, and from the results define the other
evaluation methodologies. The measurement of SOD and CAT is found in many studies
because these enzymes together with GSH-Px are responsible for the first antioxidant defense
system, balancing the amount of EROs, maintaining the balance in biological systems (Huang
et al., 2020).

The yield from the extraction of plant compounds is influenced by the conditions
under which the extraction process is carried out. The choice of the part of the plant used, the
extraction time, temperature, the degree of processing, and the solvent used is important. The
different solvents and their polarities can affect the transfer of electrons and hydrogen atoms,
which are key aspects in the extraction of polyphenols and consequently in the antioxidant

capacity (Rockenbach et al., 2008). This highlights the importance of selecting the appropriate
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solvents and extraction methods to obtain bioactive compounds. In this review, it was found
that the solvents most commonly used are methanol, water, and ethanol (Fig 3), corroborating
with the findings of Alam et al. (2013). According to these authors, the use of these solvents
is due to their excellent polarity, which favors the extraction of polar compounds such as
phenolic and flavonoid compounds that are effective antioxidants. As shown in figure 3,
methanol is the most used solvent and this is due to its ability to extract the largest number of
compounds when compared to nonpolar solvent and to extract polar and nonpolar substances
(Adegbaju et al., 2020; Rajan et al., 2020). Besides, methanol has a lower boiling point
(64.7°C), for its evaporation from the extract, a lower temperature is required, causing less
damage to the extract when compared to ethanol, which has a boiling point of 78.4°C
(Adegbaju et al., 2020). According to our survey, water is the second most used extraction
solvent (Fig 3). The preference for its use may be due to its easy availability, low cost, and
because it is the most used medium for cooking and preparing decoctions (Adegbaju et al.,
2020; Bobinaité et al., 2020).

In figure 4, the frequency of studies evaluating the antioxidant activity of extracts
using in vitro tests, in vivo tests, or both, and the experimental models of in vivo tests are
discussed. The data regarding the in vitro evaluation of the antioxidant potential is higher
when compared to in vivo (Fig 4A) and these results corroborate the findings of Fierascu and
collaborators (2018). According to these authors, the in vitro assays still represent an
important tool in the primary evaluation of the materials studied, but this scenario must
change. It is reported that the results obtained in vitro have little or no relevance for living
organisms because radicals such as DPPH / ABTS are not present in living organisms and the
pH for the FRAP test does not correspond to the physiological pH (Fierascu et al., 2018).

Regarding in vivo models, rodents are the most used in this type of research. We
believe that this is due to the ease of collecting and obtaining a large volume of blood, to
perform biochemical analysis, without the need for euthanasia of the animal, allowing,
depending on the research, several collections in the same animal. And, for the ease of
administration of extracts by various routes of administration without difficulties and because

they represent experimental models of many human pathological conditions.

CONCLUSION
In summary, this study demonstrated that plants are promising sources of natural
antioxidants and that antioxidant activity was evaluated in different ways. This review

presents a brief current survey of in vitro and in vivo methods to assess the antioxidant
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activity of plant extracts. The different methods of testing antioxidant activity differ from
each other in terms of reaction mechanisms, reaction conditions, and the way the results are
expressed. We demonstrate that the methods most used in the evaluation of antioxidant
activity are DPHH and LPO for in vitro and in vivo measurements, respectively, with
methanol being the most used extraction medium. In addition, this review demonstrates that
rodents are the most used models for assessing antioxidant activity in vivo assays. Moreover,
that there are still few works that carry out tests in vitro and in vivo simultaneously.
Information on the different methods available for determining antioxidant activity in plant
extracts can provide reliable information for identifying and characterizing antioxidant

compounds and proving their benefits.
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Figure 1. Flowchart of studies included. The studies were excluded according to the following
exclusion criteria: review articles, works that did not have the methodologies of investigation
of the antioxidant activity (they only brought inferences) and that did not directly evaluate the
extract, but products from them, such as nanocapsules, for example.
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ARTIGO 2- OS EFEITOS TOXICOLOGICOS DE EXTRATOS DE Eryngium foetidum
EM EMBRIOES E LARVAS DE ZEBRAFISH SAO DEPENDENTES DO TIPO DE
EXTRACAO, DA DOSE E DO TEMPO DE EXPOSICAO

Artigo segue as normas do periddico Comparative Biochemistry and Physiology- Part C:

Toxicology & Pharmacology, ao qual sera submetido.

*Este artigo ¢ um versdo preliminar, considerando que o conselho editorial da revista podera

sugerir alteracdes para adequé-lo ao seu proprio estilo.
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RESUMO

A Eryngium foetidum ¢ uma planta herbacea encontrada em regides tropicais e subtropicais.
Parametros farmacoldgicos in vivo comprovam que extratos foliares dessa planta apresentam
atividades antioxidante, anti-inflamatoria, antidiabética e antimicrobiana devido a seus
compostos bioativos como flavonoides e fendlicos. Apesar das evidéncias para varias
bioatividades da E. foetidum, as informagdes sobre os perfis de seguranga e tolerabilidade sao
limitadas. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito e a concentracdo de diferentes extratos
de E. foetidum no desenvolvimento de embrides de zebrafish (Danio rerio). Para investigar o
impacto de extrato aquoso (EA), etandlico (EE) e metandlico (EM), os embrides foram
expostos a 0,625; 1,25; 2,5; 5 ¢ 10 mg mL™" até 120 hpf (horas pos fertilizacdo) para avaliagio
da toxicidade no desenvolvimento embriondrio e posteriormente a 0,039; 0,078; 0,156; 0,312
e 0,625 mg mL" para respostas antioxidantes das enzimas superéxido dismutase (SOD),
catalase (CAT), glutationa-S-transferase (GST) e apoptose celular. Os resultados mostraram
que, dependendo do solvente de extragdo, das concentracdes utilizadas e tempos de exposi¢ao,
os extratos de E. foetidum ocasionam mortalidade, alteram o tempo de eclosdo e promovem
mudancas nas atividades enzimaticas. Atrasos no desenvolvimento e aumento da atividade da
GST foram encontrados em todos os tratamentos. Nao foi observada apoptose em nenhum dos
tratamentos. Conclui-se que, concentra¢des acima de 0,625 mg mL™"' de EA, EE ¢ EM podem
causar efeitos adversos nos estagios iniciais de desenvolvimento do zebrafish.

Palavras-chaves: apoptose, enzimas antioxidantes, desenvolvimento, Danio rerio.
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1 INTRODUCAO

Eryngium foetidum ¢ uma planta herbacea encontrada em regides tropicais e
subtropicais (CARDOZO et al., 2004). E popularmente conhecida como Chicoria-do-Para,
coentro-da-india, coentro-castelo, coentro-bravo, coentro-da-folha-larga, coentro-japonés,
chicoria, chicoria-de-caboclo, chicoria-do-amazonas (GOMES et al., 2013). Seu uso principal
¢ como condimento, mas, seus usos etnomedicinais também sdo expressivos. A planta inteira
ou suas partes sdo comumente usadas na medicina tradicional como remédios caseiros para o
tratamento de diversas doencas, como hipertensdo, convulsdes, asma, complicagdes de
infertilidade, malaria, problemas hepaticos, artrite, entre outras (BUSSMANN et al., 2018;
LANS, 2007; LEISHANGTHEM, S.; SHARMA, 2014; MALIK et al., 2016; PAUL et al.,
2011; SHAVANDI et al., 2012; YUHLUNG e BHATTACHARYYA, 2014).

Buscando entender a eficiéncia e as limitagdes dos bioativos isolados de E. foetidum
que aumentariam sua abrangéncia no campo terap€utico, parametros farmacoldgicos in vivo
comprovaram que os extratos foliares desta planta apresentam atividades antioxidante, anti-
inflamatoria, antidiabética e antimicrobiana, sendo responsaveis por elas, os compostos
flavonoides e fendlicos (PRABHA, S.; ATHOIBI, S.; DSOUZA, 2019). A atividade
antimicrobiana conferida por terpenoides, glicosideos, flavonoides, esteroides e tanino,
possibilita a sua utilizagdo como agentes antimicrobianos em drogas para a terapia de doencas
infecciosas, causadas por patogenos (LINGARAJU et al., 2016). E. foetidum também
apresenta atividades anticlastogénica e efeito citoprotetor, devido a presenca dos compostos
ativos terpenodides, fitosterois, polifenois e flavonoides, sugerindo que, o seu consumo didrio
possa gerar beneficios a saude em termos de protecdo a células e seu material genético
(PROMKUM et al., 2012; RAUNELLI et al., 2019).

Esses fatos tomados em conjunto, tornam esta planta uma candidata adequada para
estudos de exploragdao de novos farmacos (PAUL et al., 2011). Mas, apesar de possuir varios
compostos bioativos, faz-se necessaria a avaliagdo de seus processos de extragdo, uma vez
que, a recuperacdo de fitoquimicos e a capacidade antioxidante de extratos vegetais ¢
influenciada pelo tipo de solvente utilizado na extragcdo (SINGH et al., 2011; DJERIDANE et
al., 2006). Além de avaliar qual o solvente mais eficiente para se obter uma maior
recuperagdo de antioxidantes para seu uso em produtos fitoterdpicos, também € necessaria a
avaliagdo toxicoldgica desses produtos naturais. Isso porque, alguns dos seus fitoconstituintes
podem ser potencialmente téxicos, teratogénicos, mutagénicos ou carcinogénicos como um

composto individual ou em combinagdo. Portanto, estudar a teratogenicidade ou efeito toxico
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das plantas medicinais utilizando seus potenciais extratos ¢ fundamental (MURUGESU et al.,
2019). Dessa forma, garantimos que 0s compostos sejam seguros para serem expostos a
humanos (FALCAO et al., 2018).

O zebrafish (Danio rerio) ¢ hoje um modelo de vertebrado amplamente aceito para
estudos de desenvolvimento, biomédicos e para triagem in vivo de moléculas bioativas de
plantas medicinais (MODARRESI CHAHARDEHI et al., 2020; PHILLIPS and
WESTERFIELD, 2014). Estudos utilizando o modelo zebrafish possibilitam a avaliacdo da
toxicidade de compostos bioativos ou extratos brutos de plantas, permitindo a determinagao
dos processos ideais para a sua obtencao desses materiais vegetais.

Objetivou-se com este estudo, avaliar a toxicidade potencial no desenvolvimento dos
estagios embrido-larva de zebrafish, submetidos a diferentes extratos de E. foetidum, bem

como a atividade bioldgica destes extratos.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 DECLARACAO DE ETICA

Todos os procedimentos experimentais deste estudo foram conduzidos em estrita
conformidade com o Comité de Etica em Experimentacio Animal da Universidade Federal de
Lavras- UFLA, Lavras, MG, Brasil, sob o numero de protocolo 014/2019 e atende as
diretrizes do Conselho Nacional de Controle de Experimentacio Animal (CONCEA),

seguindo as diretrizes para o cuidado e uso de animais de laboratorio.

2.2 MATERIAL VEGETAL E PREPARACAO DOS EXTRATOS

O material vegetal (partes aéreas das plantas, incluindo flores, folhas e caules)
utilizado para a producdo dos extratos foi coletado entre as 7 e 9h da manha, no setor de
olericultura localizada no Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras
(UFLA), na cidade de Lavras-MG. Os extratos vegetais a 10% (p/v) foram preparados
empregando-se um sistema de refluxo. Os materiais frescos foram cortados em fragmentos de
1 cm’ e destilados em solucdo de 4gua destilada, etanol 70% e metanol 50% por 20 minutos.
Posteriormente, os extratos foram filtrados a vacuo e concentrados em evaporador rotatorio a
40°C, sob pressao reduzida, até secagem. Os extratos foram armazenados em freezer a -20 °C

até posterior utilizagao.
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2.3 CRIACAO DE PEIXES E EMBRIOES

Adultos de zebrafish de nove meses de idade da linhagem WT, de barbartana curta e
de ambos sexos, foram adquiridos no Biotério Central- UFLA. Os animais foram criados e
mantidos em racks especificas para a espécie (Rack Hidrus, modelo ZEB-40), mantidos a
temperatura de 28+1°C, alimentados duas vezes ao dia com racao comercial floculada (Alcon
basic, Alcon Pet®, SC, BRA) e uma vez com nauplios de artémia. Peixes machos e fémeas
em uma propor¢ao de 2:1 foram colocados em tanques de reproducdo e mantidos no ciclo
claro: escuro (14:10) com o acender da luz ao amanhecer para estimulo a desova. Os embrides
foram coletados 30 minutos apos acasalamento natural, de pelo menos trés grupos de matrizes
diferentes para evitar variantes do tipo genético. Apds lavagem com agua, os embrides foram
randomizados e transferidos aleatoriamente para placas de Petri, contendo 12mL de meio de
cultura de embrides (NaCl 5 mM, KC1 0,17 mM, CaCl, 0,33 mM, CaCl, 0,33 mM, MgSOy4
0,33 mM e MgSO4 0,33 mM e azul de metileno) (FERREIRA et al., 2019; NUSSLEIN-
VOLHARD C, 2002; SIMMONS et al., 2009).

2.4 TOXICIDADE NO DESENVOLVIMENTO

Os testes de embriotoxicidade foram baseados nas diretrizes da OECD N ° 236: Fish
Embrio Acute Toxicity (FET) Test. (OECD, 2013). Para avaliar a toxicidade letal e no
desenvolvimento, 20 embrides foram distribuidos em microplacas de 96 pocos (1
embrido/po¢o) contendo 200 pL. em cada pogo das seguintes concentragdes de cada extrato
(0,625; 1,25;2,5; 5e 10 mg mL'l), enquanto o controle continha apenas o meio de cultura de
embrides. As concentragdes selecionadas para o estudo foram baseadas em dados pré-
experimento. Todas as placas foram incubadas em estufa a 28+1°C.

O desenvolvimento embrionario foi monitorado diariamente as 24, 48, 72, 96 ¢ 120
hpf (horas apos a fertilizacdo), utilizando microscopio 6tico (modelo Olympus CX22LED)
com foco nos parametros: coagulacdo dos embrides, pigmentagao do olho e corpo, formagao
de somitos, presenga de batimentos cardiacos e destacamento da cauda, edemas de saco

vitelino e do pericardio e malformagdes da cauda (OECD, 2013).
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2.5 DETERMINACAO DAS ATIVIDADES ENZIMATICAS

2 5.1 PREPARACAO DE HOMOGENATO

Para a determinacdo da atividade das enzimas catalase (CAT), superdxido dismutase
(SOD) e glutationa-S-transferase (GST), inicialmente, embrides apos a fertilizagdo foram
acondicionados em placas de Petri com 10mL de solucao de exposi¢ao até atingirem 120hpf.
Os estudos de exposicao foram realizados em triplicata. As placas foram incubadas a 28+1°C
e, 0s ovos ou larvas mortos foram removidos diariamente. Posteriormente, foram coletadas 40
larvas/ grupo, homogeneizadas em 400 pL de solugdo salina tamponada com fosfato (PBS)
fria com auxilio de um bastao de vidro. Em seguida, os homogenatos foram centrifugados a
4000 xg a 4 ° C por 20 minutos para obten¢do dos sobrenadantes (XIONG et al., 2019ab). A
concentracdo de  proteinas  totais, para cada amostra, foi determinada
espectrofotometricamente a 595 nm, de acordo com o método de Bradford, usando albumina

soro bovino como padrao (BRADFORD, 1976).

2.5.1.1 SUPEROXIDO DISMUTASE (SOD)

A avaliacdo da atividade da SOD foi realizada conforme descrito por Song et al.
(2009) com algumas modificagdes. Para as quantificagdes, 153 pL do sistema de reagdo
composta por 100 uL de PBS (100 mM, pH 7,8), 2 uL de EDTA (10 uM), 40 pL de
metionina, 11 pL de 4gua ultrapura e 15 uL de NBT (azul de nitrotetrazélio- 1mM) foi
preparado e adicionado as microplacas de 96 pocos, as quais continham 30 pL. da amostra
(homogenato das larvas) e 2 uL de riboflavina. Para iniciar a reag¢do, as placas foram
colocadas sob luz (400 lux) por 20 min, sendo posteriormente realizadas as leituras da
atividade da SOD em espectrofotometro a 560 nm/ 25 ° C (TECAN Infinity® M200 PRO,
Minnedorf, Switzerland). Uma unidade de atividade de SOD (U) foi definida como a
quantidade de enzima necessaria para causar 50% de inibicdo da taxa de fotorreducdo do
NBT, e o resultado foi expresso como unidades por mg de proteina (SONG et al., 2009; GU et

al., 2019). As leituras foram realizadas em triplicatas.
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2.5.1.2 CATALASE (CAT)

A atividade da CAT foi determinada seguindo protocolo estabelecido por Clairborne
(1985). Para a medi¢ao, 10 pL do sobrenadante do homogenato das larvas diluidos em 140 pL.
de KPBS (0,05M, pH 7,0) e 150 pL de tampao de reacdo (37,2 pL de H,0,-30%; 15 mL de
KPBS) foram adicionados a microplacas de 96 pogos. A diminuicdo na absorbancia foi
registrada a 240 nm/ 25 © C durante 2 min (cada 20 s) em espectrofotometro (PowerWave XS,
Biotek, Winooski, VT, USA). As leituras das absorbancias foram realizadas em triplicata e o
nivel de atividade da CAT estimado pelo coeficiente de extingdo molar de H,O; (43,6 M cm’
1. Os resultados foram expressos em pmol de perdxido de hidrogénio degradado por minuto

por mg de proteina.

2.5.1.3 GLUTATIONA-S-TRANSFERASE (GST)

A avaliagdo da atividade de GST foi determinada de acordo com o protocolo
estabelecido por Habig e Jakoby (1981). Para medi¢do, 15 pL. do homogenato das larvas, 50
uL de glutationa reduzida — GSH (25 mM) e 180 pL (1 mM) de 1-cloro-2,4- dinitrobenzeno
(CDNB) (dissolvido em etanol 96% e diluido em tampao de fosfato de sodio 0,1 M, pH 7,2)
foram adicionados a microplacas. Diferengas na atividade da GST foram estimadas pela
absorbancia obtida em espectrofotometro a 340 nm por 5 min (TECAN Infinity® M200 PRO
Minnedorf, Switzerland). As quantificacdes foram realizadas em triplicata e os resultados

foram expressos em unidade por mg de proteina.

2.6 IDENTIFICACAO DE CELULAS APOPTOTICAS

Para investigar o papel da apoptose na toxicidade dos extratos de E. foetidum,
realizou-se o método de coloragdo com laranja de acridina (AO), conforme descrito por
Manjunatha et al.(2021). Resumidamente, apds exposi¢do de 96 h aos extratos, as larvas
foram lavadas duas vezes com o meio de cultura de embrides e coradas com 5 mg / L de
laranja de acridina por 20 min, no escuro em temperatura ambiente. Apos o tempo de
incubacao, as larvas foram novamente lavadas com o meio de cultura de embrides,
anestesiadas com 0,16 mg/mL de tricaina (Sigma Aldrich), observadas e fotografadas em um
microscopio de fluorescéncia, com ampliagdo de 4X (Axio Observer Z1, Zeiss, Jena, DE). A

intensidade da fluorescéncia das imagens foi quantificada usando o software ImageJ (National
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Institutes of Health, NIH) (MANJUNATHA et al., 2021; WANG et al., 2019). Os resultados

foram expressos como a mudanga percentual no meio de controle.

2.7 ANALISE ESTATISTICA

A normalidade dos dados de toxicidade, antioxidantes e apoptose foi avaliada pelo
teste de Shapiro-Wilk, em seguida, os dados foram submetidos a Two-Way ANOVA, e teste
de Tukey para verificar as diferengas significativas entre os tratamentos. Todos os dados
foram analisados com nivel de significancia de 95% (P<0,05), utilizando o software

estatistico Minitab v.19 (State College, PA, USA).

3 RESULTADOS

3.1 TOXICIDADE NO DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO

Os efeitos dos extratos aquoso (EA), etandlico (EE) e metandlico (EM) de E. foetidum
nas taxas de sobrevivéncia dos embrides de zebrafish expostos a 24, 48, 72, 96 e 120h sao
mostrados na Figura 1. Logo nas primeiras 24h de exposi¢do, nas maiores concentragcdes
testadas (10 e 5 mg mL™") de todos os extratos e na concentracdo de 2,5mg mL"' de EM foi
observada uma taxa de 100% de mortalidade. Em contraste, embrides/ larvas expostos a 0,625
mg mL™, apresentaram respostas semelhantes aos embrides do grupo controle (p>0,05), em
todos os extratos e tempos analisados. Para as demais concentragdes, alteracdes nas taxas de
sobrevivéncia ocorreram ao longo do tempo (Figl).

A taxa de eclosdo dos embrides expostos aos extratos de E. foetidum variaram ao
longo do tempo dependendo do extrato e concentragdes avaliadas (Fig. 2). Nos tratamentos de
10 ¢ 5 mg mL™" de todos os extratos e 2,5mg mL"' de EM ndo foram observadas eclosio em
nenhum dos tempos avaliados, como resultado de 100% mortalidade de embrides. Por outro
lado, as concentracdes de 2,5 mg mL™" nos EA e EE nio apresentaram taxa de eclosdo a 48
hpf. Resultados semelhantes também foram observados no tratamento 1,25 mg mL™" do EA e
EM, no qual nao foi observada eclosao a 48 hpf.

Em relacdo as alteragdes morfoldgicas, um desenvolvimento normal foi observado em
embrides do controle, enquanto um atraso no desenvolvimento foi evidente em todas as

concentragdes dos extratos (aquoso, etanolico e metanolico) (Fig. 3).
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Com os resultados dos estudos preliminares (toxicidade no desenvolvimento
embriondrio), concentragdes abaixo de 0,625 mg mL" foram selecionadas para os
experimentos posteriores (atividade enzimatica e apoptose celular). Nao investigamos o0s
embrides/larvas de 1,25; 2.5; 5 ¢ 10 mg mL"' para analises posteriores devido a toxicidade

letal ser muito alta.

3.2 ATIVIDADES ENZIMATICAS

Para caracterizar ainda mais os efeitos nocivos induzidos pelos extratos aquoso,
etanolico e metandlico de E. foetidum durante a embriogénese do zebrafish, determinamos as
atividades das enzimas SOD, CAT e GST. Como mostrado na figura 4, as atividades da SOD
foram significativamente maiores (p<0,05) que no grupo controle apenas para o extrato
aquoso (EA), para embrides/larvas expostos as concentragdes de 0,156, 0,312 e 0,625 mg mL"
"EA. A atividade CAT aumentou significativamente (p<0,05) no EA e EE nas concentragdes
de 0,039, 0,078, 0,156, 0,0312 ¢ 0,039, 0,156 mg mL'l, respectivamente, em comparagao com
o controle. As atividades da GST aumentaram significativamente (p<0,05) em relagdo ao

grupo controle apos a exposicao aos extratos de E. foetidum.

3.3. IDENTIFICACAO DE CELULAS APOPTOTICAS

Conforme ilustrado na Figura 5(D), a presenga de laranja de acridina nos embrides
controle demonstra que a morte celular programada ¢ um processo fisioldgico normal durante
o desenvolvimento. No entanto, a morte celular encontrada nos tratamentos nao diferiu do
controle (Figura 5 A-C), indicando que os extratos ndo estavam exercendo qualquer efeito
citotoxico nas concentragdes indicadas (0,039; 0,078; 0,156; 0,312 e 0,625 mg mL'l) em

embriodes/larvas de zebrafish.

DISCUSSAO

A Eryngium foetidum possui uma diversidade de compostos bioativos, os quais sdo
relatados como tendo bioatividades medicas e farmacéuticas (Paul et al., 2011). No entanto, a
compreensdo de seus perfis toxicologicos ¢ limitada, especialmente no que diz respeito a

toxicidade no desenvolvimento embrionario. Nao foram encontrados até o momento, na
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literatura consultada, nenhum trabalho identificando os efeitos toxicologicos da E. foetidum
usando embrides/larvas de zebrafish.

Os resultados do presente estudo sugerem fortemente que os extratos aquoso, etandlico
e metandlico de E. foetidum apresentam toxicidade, pois, afetam a sobrevivéncia de
embrides/larvas de zebrafish, sendo seus efeitos dependentes da dose e do tempo de
exposicdo. A toxicidade E. foetidum também foi descrita por outros autores, que revelaram o
potencial larvicida de o6leo essencial dessa espécie contra o mosquito Aedes albopictus
(SUMITHA et al., 2014) e em camundongos alimentados com ra¢do suplementada com E.
foetidum liofilizado, sendo relatado sinais de anormalidades, como lesdo renal
(JANWITTHAYANUCHIT et al., 2016).

Embrides de zebrafish expostos a concentracdes elevadas dos extratos (10, 5, 2,5 mg
mL™") resultaram em 100% de mortalidade em 24 h de exposi¢do. Segundo Narko et al.
(2020), a mortalidade de embrides de zebrafish nas primeiras horas de desenvolvimento
pode ocorrer devido a interferéncia da substancia teste com organelas celulares, como as
mitocondrias. Com essa interferéncia, o processo de formagdao de ATP torna-se lento ou
interrompido, resultando na falha da membrana ativa da bomba de sédio, acamulo intracelular
de sodio e difusdo externa de potassio, podendo ocasionar a morte das células (AZEVEDO et
al., 2020; NARKO et al., 2020).

Nas concentragdes de 1,25 ¢ 2,5 mg mL" dos extratos de E. foetidum, onde nas
primeiras 24 h ndo houve mortalidades, foi possivel observar um declinio na sobrevivéncia
embrionaria a partir do segundo e/ou terceiro dia de incubagdo. Esses resultados evidenciam
os efeitos de toxicidade dos extratos dependente da dose e tempo de exposi¢do, pois, a medida
que o tempo de exposicdo aumentava, uma diminuicdo na taxa de sobrevivéncia foi
observada. A exposicdo prolongada ao extrato pode proporcionar um maior acimulo de
extrato no embrido, atingindo uma concentracdo que possa induzir toxicidade
(ALAFIATAYO et al., 2019) e/ ou ser resultado da camada protetora do embrido (cdrion)
enfraquecida ou danificada (ALI et al., 2017). O cdrion passa por mudangas continuas a
medida que a idade do desenvolvimento do embrido avanga, como alteragdes no perfil da
proteina coridnica. Essas alteracdes resultam em um aumento na abertura ou ampliagdo do
canal do corion, permitindo um maior influxo de soluto externo (ALI et al., 2017).

Os nossos resultados apontam que o extrato metanoélico de E.foetidum apresenta uma
maior toxicidade para embrides/larvas de zebrafish, quando comparado com extratos aquoso e
etanolico. Essa maior toxicidade pode ser devido a capacidade do metanol de extrair um

grande numero de compostos quando comparado com outros solventes polares (ADEGBAJU
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et al.,, 2020; RAJAN et al., 2020). Ainda, o metanol por apresentar um menor ponto de
ebulicdo (64,7 °C), para a sua evaporacao durante o processo de preparagdo do extrato, sao
necessarias temperaturas mais baixas, ocasionando menos danos ao extrato se comparado ao
etanol e a 4gua, os quais apresentam ponto de ebulicdo mais elevados (ADEGBAJU et al.,
2020).

Entre os extratos avaliados, a menor toxicidade foi encontrada para o extrato aquoso.
A maior letalidade de EE e EM nos embrides e larvas de zebrafish pode ocorrer devido a
maior presenga de taninos nesses extratos. Em estudos realizados por Singh et al. (2013) foi
relatada a maior presenca de taninos nos extratos de E. foetidum quando utilizados solventes
etandlicos e metandlicos e menor presenga em agua. A menor presenca de taninos nos
extratos aquosos ocorre porque os taninos sao perdidos durante o processo de fervura (SINGH
et al.,, 2011; ESENWAH AND IKENEBOMEH, 2008). Os taninos sdo compostos que
apresentam atividade antioxidante (SINGH et al., 2011) mas, seus efeitos negativos a satde
também sdo relatados como um composto interferente na disponibilidade de ferro e zinco e
algumas enzimas digestivas no corpo (BEECHER, 2003). Esse composto quimico ¢
considerado toxico e indesejavel nutricionalmente porque precipita proteinas, inibe enzimas
digestivas e afeta a utilizagdo de vitaminas e minerais (MONTEIRO et al., 2005). Além disso,
a maior ingestdo de fontes ricas em taninos também estd associada com efeitos
carcinogénicos, ma utilizagdo de proteinas e toxicidade hepatica e renal (AKWAOWO et al.,
2000). Nossos achados estdo de acordo com Singh et al. (2013), que demonstraram que o
extrato aquoso de E. foetidum possui baixo teor de tanino e, portanto, possui baixa
probabilidade de causar algum efeito negativo a saude.

Assim como os taninos, os flavonoides também podem ocasionar toxicidade aos
organismos. Os flavonoides possuem propriedades antioxidantes ao promover a remocgao
excessiva de radicais livres, agindo como um agente neutralizante (JIA et al., 2017).
Entretanto, dependendo de suas concentragdes, os flavonoides podem apresentar propriedades
pré-oxidantes, promovendo a oxidagio de outros compostos (PROCHAZKOVA et al., 2011).
Estes antioxidantes sdo facilmente extraidos de E. foetidum em meio alcodlico e menos em
aquoso, pois temperaturas altas degradam os flavonoides (SINGH et al., 2013; SUPRAIJA, P. ;
USHA, 2013). Dessa forma, a menor taxa de sobrevivéncia dos embrides/larvas expostos a
EE e EM no presente trabalho, pode ser atribuida as maiores concentragdes de flavonoides e
taninos nesses extratos em comparacao com EA.

As larvas de zebrafish geralmente eclodem do corion entre 48 e 72hpf. A eclosio consiste

de uma combinagdo de mecanismos bioquimicos e fisicos que regulam o processo (WANG et
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al., 2018). Sabe-se que sinais fisicos e quimicos detectados pelo embrido ativam a produgao
da enzima relacionada a eclosdo (corionase- HE1), a qual degrada a camada interna do corion
e permite que os movimentos espontaneos dos embrides em desenvolvimento proporcionem o
evento da eclosdo (DE LA PAZ et al., 2017). Alguns trabalhos tém comprovado que, os
extratos e 6leo de plantas, retardam o processo de eclosdo de embrides de zebrafish, como
oleo de Trachyspermum ammi (Apiaceae), os extratos de Frutos de Carpesii, Piper nigrum
(de pimenta-do—reino) e de Millettia pachycarpa (KIM et al., 2017; PATEL et al., 2020; XIA
et al.,, 2017, YUMNAMCHA et al., 2015). Alguns autores atribuem que esse atraso na
eclosdo possa ser devido a alteragdes na liberagdo da enzima corionase e/ou redugdo dos
movimentos das larvas devido a alteragdes comportamentais, ocasionadas por componentes
presentes nessas plantas (KIM et al., 2017; PATEL et al., 2020). O estudo de Cavalcante et al.
(2017), sugeriu que os compostos fendlicos sdo capazes de induzir ou inibir a atividade da
enzima corionase, atrasando a eclosdo dos embrides. Baseado nestes argumentos,
presumimos que, no presente estudo, os atrasos na eclosao dos embrides expostos os extratos
de E. foetidum também tenham sido ocasionados por esses fatores.

Outra hipdtese sobre o retardo da eclosdo, esta relacionado ao atraso no
desenvolvimento dos embrides e a sua incapacidade de romper o corion (OSMAN et al.,
2007, YUMNAMCHA et al., 2015). O atraso no desenvolvimento ¢ um fendmeno
frequentemente observado em embrides expostos a agentes teratogénicos (VAN DEN
BRANDHOF e MONTFORTS, 2010), sendo geralmente considerado como um efeito
reversivel e inespecifico. Em todos os tratamentos de E. foetidum foram encontrados atrasos
no desenvolvimento embrionario logo nas primeiras 24hpf. Acreditamos que, devido a
elevada toxicidade das concentracdes de 1,25 e 2,5 mg mL™', os embrides tenham conseguido
reverter o atraso no desenvolvimento de forma mais lenta, resultando em uma eclosdo tardia.
Ao contrario 0,625 mg mL" de EE ¢ EM por apresentarem baixa toxicidade, os embrides
conseguiram reverter o atraso no desenvolvimento de uma maneira mais rapida, resultando
em uma eclosdo no tempo esperado.

A atividade de enzimas antioxidantes como SOD, CAT e GST sdo indicadores
importantes da producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) derivada da toxicidade de
um composto (MENG et al., 2020). As enzimas superoxido dismutase (SOD) sdo
metaloenzimas que fazem parte da primeira linha de defesa contra quantidades excessivas de
espécies reativas de oxigénio. Elas convertem anions de superoxido de radical livre (O, *) em
moléculas de perdxido de hidrogénio (H,O,). Este H,O, posteriormente sera degradado em

agua e oxigénio, pela enzima catalase, livrando assim, as células do risco de oxidagdo por
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esses radicais (JI et al., 2020). Apds a exposicdo de embrides/larvas aos extratos de E.
foetidum, diferengas significativas em relagdo ao controle, foram encontradas apenas para a
atividade da SOD nos tratamentos de 0,156, 0,312 ¢ 0,625 mg mL"' de EA e a CAT para EA e
EE nas concentragdes de 0,039, 0,078, 0,156, 0,0312 e 0,039, 0,156, respectivamente.
Acreditamos que, como as concentracdes utilizadas para a determina¢do da atividade
enzimatica foram inferiores as utilizadas na avaliagdo da toxicidade no desenvolvimento, as
concentracdes de taninos e flavonoides possivelmente estavam baixas. Dessa forma, esses
bioativos poderiam estar atuando como antioxidante, realizando a eliminacdo de ROS,
produzidos pelo metabolismo das larvas, de forma direta ou estimulando as enzimas
antioxidantes.

As GSTs sdo enzimas de biotransformacao de fase II, que desempenham um papel
fisiologico especifico na desintoxicagdo do zebrafish (GLISIC et al., 2015). Elas estdo
envolvidas na desintoxicacdo de xenobidticos e na eliminacdo de espécies reativas de
oxigénio e produtos da lipoperoxidacdo, atuando por meio da catalisagdo da conjugacdo de
GSH a uma ampla variedade de substratos, neutralizando seus locais eletrofilicos, tornando-os
menos toxicos, mais soliveis em agua, logo, mais facilmente excretados (CHATTERJEE e
GUPTA, 2018; ZHU et al., 2011). Um aumento significativo na atividade da GST em larva de
zebrafish foi observado em todas as concentragdes e extratos analisados em comparagdo ao
controle. Esse aumento pode estar relacionado a presenga de flavonoides nesses extratos.
Segundo Prochazkova et al. (2011) e Lee-Hilz et al. (2006), os flavonoides sdo capazes de
induzir enzimas desintoxicantes de fase II, como NAD (P) H: quinona oxidoredutase, UDP-
glicuronil transferase e a glutationa S-transferase, que sdo as principais enzimas de defesa
contra toxicos eletrofilicos e estresse oxidativo. Além disso, os flavondides sdo xenobidticos
tipicos para animais e humanos, metabolizados como tal e rapidamente removidos da
circulagio (PROCHAZKOVA et al., 2011). Dessa forma, o aumento na atividade da GST nos
embrides/larvas expostos aos extratos de E. foetidum, pode ser devido ao estimulo de
flavonoides presentes nos extratos para eliminar compostos toxicos ou pela sua propria
eliminacao como xenobidtico.

A regulagdo redox e a apoptose desempenham papéis cruciais no processo de
desenvolvimento, pois, seus disturbios podem ocasionar deformidade e morte (WANG et al.,
2016). A apoptose pode ocorrer naturalmente durante a embriogénese, regulando muitos
processos de desenvolvimento, como morfogénese, remog¢ao de estruturas vestigiais e
regulacdo do numero de células ou pode ser resultado de um dano ou estresse

celular (SIMMONS et al., 2009; YU et al., 2011, XIA et al., 2017). No presente estudo, a
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presenga de laranja de acridina nos embrides de controle demonstra que a morte celular
programada ¢ um processo fisiolégico normal durante o desenvolvimento. E apesar das larvas
expostas aos extratos também apresentarem morte celular, estas nao diferiram do controle, o
que sugere que concentra¢des abaixo de 0,625 mg mL"' de EA, EE ¢ EM ndo induzem

apoptose em embrides/larvas de zebrafish.

CONCLUSAO

Extratos de Eryngium. foetidum podem ocasionar toxicidade no desenvolvimento de
embrides/ larvas de zebrafish. Essa toxicidade ¢ dependente do solvente empregado na
extracdo, das concentragdes utilizadas e tempos de exposi¢do, levando a mortalidade, atrasos
no desenvolvimento, no tempo de eclosdo e na atividade de enzimas antioxidantes. Com base
em nossos resultados, para que os dados dessas plantas sejam validados com seguranca, uma
investigacdo mais detalhada com vista a conhecer os mecanismos bioldgicos afetados pelos
extratos, com posterior investigacao de seus potenciais antioxidante e anti-inflamatdrio deve

ser realizada.
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Legendas das Figuras

Figura 1. Taxa de sobrevivéncia (%) avaliados diariamente de 24 até 120h de embrides/
larvas de zebrafish (Danio rerio) expostas as concentracdes de 0,625; 1,25; 2,5; 5 ¢ 10 mg
mL" dos extratos de Eryngium foetidum. (A) aquoso (EA), (B) etandlico (EE) e (C)
metanolico (EM).

Figura 2. Taxa de eclosdo (%) de embrides de zebrafish (Danio rerio) em 48, 72, 96 e
120hpf apés exposicio a diferentes concentragdes (0,625; 1,25; 2,5; 5 ¢ 10 mg mL™) dos
extratos de Eryngium foetidum. (A) aquoso (EA), (B) etandlico (EE) e (C) metandlico (EM).

Figura 3. Embrides/ larvas de zebrafish nas 24, 48, 72 e 120hpf. No controle:
desenvolvimento normal em 24, 48, 72 ¢ 120hpf. EA 1,25 mg ml™: retardo de crescimento
em 24hpf e 48hpf; inibicao da liberacao de melanina as 48hpf com permanéncia as 72hpf.

Figura 4.Mudanca na atividade das enzimas antioxidantes SOD, CAT e GST em
embrides/larvas de zebrafish a 96hpf entre os grupos de controle e os tratados com os extratos
de Eryngium foetidum em diferentes concentracdes. (A, D, G) aquoso (EA), (B, E, H)
etandlico (EE) e (C, F, I) metandlico (EM). As barras indicam a média £+ SEM de trés
repeticdes (n = 3). Letras sobrescritas diferentes indicam diferencas significativas (P <0,05)
entre 0s grupos.

Figura 5. Efeitos dos extratos de Eryngium foetidum na apoptose de larvas de zebrafish. (A)
aquoso (EA), (B) etanolico (EE) e (C) metandlico (EM). Os niveis de apoptose foram
medidos apoOs coloragdo com laranja de acridina por analise de imagem e microscopio de
fluorescéncia. Dados obtidos de analises individuais de intensidade de fluorescéncia de larvas
de zebrafish. Os valores sao expressos como média + SEM. (D) Coloragao AO (4X) de larvas
de zebrafish a 96 hpf no controle e tratados com EA.
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ARTIGO 3- EFEITO PROTETOR CONTRA O ESTRESSE OXIDATIVO E
ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA DE EXTRATOS DE Eryngium foetidum EM
EMBRIOES E LARVAS ZEBRAFISH

Artigo segue as normas do periddico Journal of Ethnopharmacology, ao qual serd submetido.

*Este artigo € um versao preliminar, considerando que o conselho editorial da revista podera

sugerir alteracdes para adequé-lo ao seu proprio estilo.
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RESUMO

Relevancia etnofarmacologica: O estresse oxidativo e a inflamagdo estdo comumente
presentes em muitas doengas cronicas humanas e de outros animais. Essas respostas estdo
intimamente relacionadas aos processos fisiopatoldgicos. O processo inflamatério pode
induzir estresse oxidativo e vice-versa por meio da ativacao de multiplas vias. Além disso, sdao
relatados no uso clinico efeitos colaterais adversos decorrentes dos anti-inflamatérios
comumente utilizados, o que torna ainda mais necessaria a busca por novos medicamentos.
Portanto, agentes com atividade antioxidante e /ou anti-inflamatoria sdo muito uteis no
tratamento de diversas patologias.

Objetivo do estudo: Investigar os efeitos protetores dos extratos aquoso (EA), etandlico (EE)
e metandlico (EM) de Eryngium foetidum contra o estresse oxidativo induzido por perdxido
de hidrogénio (H,0O;) em embrides/larvas de zebrafish, e suas atividades anti-inflamatorias.
Material e métodos: Embrides de zebrafish a 3-4hpf (horas por fertilizacdo) foram pré-
incubados com os extratos de E. foetidum (0; 0,039; 0,078; 0,156; 0,312 ¢ 0,625 mg mL'l)por
1h, sendo, em seguida, adicionados 7,5 mM de H,O, ao meio e os embrides foram incubados
até 96hpf. Para determinar o efeito protetor dos extratos contra o estresse induzido por H,O,,
a atividade as enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa-S-

transferase (GST) foram medidas e a apoptose celular pela coloracdo laranja de acridina. A
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atividade anti-inflamatorio foi analisada através do nimero de neutréfilos migrados para local
da ferida na nadadeira caudal nas larvas de zebrafish.

Resultados: As enzimas antioxidantes SOD e CAT apresentaram atividade elevada em
larvas de zebrafish expostas a H,O, (7,5mM). Entretanto, reducdes significativas ocorreram
na atividade destas enzimas, quando as larvas foram expostas a diferentes concentracdes de
EE e EM (0,156; 0,312 e 0,625 mg mL'l) e EA (0,039, 0,078 ¢ 0,156 mg mL1). Para a
enzima GST, foi verificada aumento significativo (p<0,05) em sua atividade em todas as
larvas expostas a EA ¢ EM e uma reduzida atividade para extrato EE em relacdo ao grupo
submetido ao H,0,. A apoptose induzida por peroxido de hidrogénio (H,O;) foi
significativamente reduzida pelos extratos (EA, EE e EM) de maneira dependente da
concentracdo. Uma reducdo efetiva da apoptose causada por H,O, foi observada apds o
tratamento com extrato (0,156; 0,312 ¢ 0,625 mg mL! EA, 0,625 mg mL! EE; 0,156 ¢ 0,312
mg mL" EM), levando a apoptose ao mesmo nivel do grupo controle (sem peréxido). Em
relacdo a atividade anti-inflamatéria, uma reducgdo significativa no nimero de neutréfilos
migrados para a regido lesionada da cauda foi verificada em larvas de zebrafish tratadas com
o0 extrato etandlico.

Conclusao: Coletivamente, os resultados deste estudo auxiliam na determinacdo dos efeitos
dos extratos aquoso, etanolico e metandlico de Eryngium foetidum na inibicdo do estresse
oxidativo, apoptose celular e suprimiram o recrutamento de neutréfilos. Os resultados indicam
que as atividades farmacologicas de E. foetidum sao influenciadas pela natureza do solvente
utilizado para extracdo e das concentragdes utilizadas. Entre os extratos testados, o extrato
aquoso foi capaz de atenuar o dano induzido por H,0O,, enquanto que, o extrato etandlico
desempenhou um papel fundamental nos beneficios anti-inflamatorios de E. foetidum.
Acreditamos que essas descobertas fornecem evidéncias para as aplicagdes da E. foetidum no
desenvolvimento de produtos alimenticios nutritivos e aditivos ou medicamentos com

propriedades antioxidantes e anti-inflamatdrias melhoradas.

Palavras-chaves: apoptose, atividade antioxidante, inflamagao, neutrofilos, Danio rerio.
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1 INTRODUCAO

O estresse oxidativo surge devido a um desequilibrio entre a producao de espécies
reativas de oxigénio (ROS) e sua eliminacdo pela atividade dos antioxidantes. Sua eliminac¢ao
¢ necessaria, pois, devido a naturezas altamente reativas, as ROS podem causar danos em
constituintes importantes das células, como danos as proteinas, aos lipidios das membranas
celulares, ¢ ao DNA (LACKMANN et al., 2018). Além disso, o estresse oxidativo pode
induzir uma variedade de citocinas, as quais podem aumentar a inflamacg@o e induzir apoptose
e necrose celular (KOKTURK et al., 2020).

A inflamagdo ¢ um processo bioldgico altamente regulado, que permite, ao sistema
imunologico, remover com eficiéncia os estimulos prejudiciais e iniciar o processo de
reparacao tecidual (FREIRE & VAN DYKE, 2013; YANG et al., 2018). Embora a inflamacao
seja um mecanismo de defesa, consiste de um complexo evento no qual os mediadores
envolvidos na inflamacgao prolongada podem induzir vérias doengas e distirbios.

O estresse oxidativo e a inflamagdo estdo intimamente ligados (BISWAS, 2016). Se a
inflamagdo ¢ o evento primdrio, os macréfagos e neutrofilos ativados liberam grandes
quantidades de espécies reativas no local da inflama¢do (FIALKOW et al., 2007).
Consequentemente, o estresse oxidativo se desenvolverd e aumentard ainda mais a
inflamacao. Por outro lado, se o estresse oxidativo aparecer, as espécies reativas de oxigénio /
nitrogénio superproduzidas podem induzir a inflamagdo por meio da regulacdo positiva da
expressdo do gene pro-inflamatério (BISWAS, 2016). Portanto, encontrar agentes que inibem
a producdo de ROS e mediadores inflamatérios tem sido considerado uma estratégia
promissora para prevenir ou tratar doencas associadas a condigdes inflamatorias cronicas
(NGUYEN et al., 2020). Além disso, sao relatados no uso clinico, efeitos colaterais adversos
decorrentes dos anti-inflamatérios comumente utilizados (MATHEW et al., 2007), o que
torna ainda mais necessaria a busca por novos medicamentos.

Eryngium foetidum ¢ uma planta pertencente a familia Apiaceae, cosmopolita,
podendo ser encontrada em regides tropicais e subtropicais (CARDOZO et al., 2004). E
utilizada como especiaria culinaria ou na medicina tradicional para o tratamento de diversas
doencas (BUSSMANN et al., 2018; LANS, 2007; LEISHANGTHEM & SHARMA, 2014;
LEITAO et al., 2020; MALIK et al., 2016; PAUL et al., 2011; SHAVANDI et al., 2012;
YUHLUNG & BHATTACHARYYA, 2014). Varios estudos indicaram a presenga de
glicosideos, flavonoides, terpenoides, esterdides, taninos, antocianinas, carotenoides, acido

ascorbico, saponina, triterpendides, assim como aldeidos e sesquiterpenos nos extratos dessa
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planta (LINGARAIJU et al., 2016; RODRIGUES et al., 2020; SINGH et al., 2013; THOMAS
et al., 2017). Dentre esses compostos, os fenolicos e os flavonoides exibiram atividade
antioxidante e potencial atividade anti-inflamatoria em modelos experimentais (MEKHORA
et al., 2012; PRABHA et al., 2019; PROMTE:s et al., 2016; RAUNELLI et al., 2019). Apesar
dos seus beneficios, os conhecimentos sobre esta espécie devem ser aprofundados e mais
estudos realizados, para que, os dados sobre essas plantas sejam validados com seguranca.

O zebrafish (Danio rerio) foi usado como modelo alternativo in vivo para estudar o
desenvolvimento de condigdes humanas, como estresse oxidativo e inflama¢do e na
descoberta de medicamentos (KANG et al., 2015; KIM et al., 2014; PHILLIPS &
WESTERFIELD, 2014; POLEDNIK et al., 2018; UDAYA et al., 2020; WANG et al., 2019;
YANG et al., 2018). Varias caracteristicas tornam o zebrafish uma ferramenta convincente na
descoberta de medicamentos, como baixo custo de manutencdo, embriogénese rapida,
transparéncia, alta similaridade com o genoma humano (HOWE et al., 2013; MEYERS, 2018;
PADILLA & GLABERMAN, 2020). As respostas oxidativas e inflamatorias podem ser
facilmente induzidas e visualizadas no zebrafish, particularmente nos estdgios iniciais
(PEREIRA et al., 2016). Portanto, embrides e larvas de zebrafish sdo agora amplamente
aceitos para a analise in vivo de moléculas antioxidantes e anti-inflamatérias (ZAMPIERI et
al., 2020).

Neste estudo, investigamos os efeitos protetores de diferentes extratos de Eryngium
foetidum contra o estresse oxidativo induzido por peréxido de hidrogénio (H,O;) em

embrides/larvas de zebrafish, bem como suas atividades anti-inflamatorias.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 DECLARACAO DE ETICA

Todos os procedimentos experimentais deste estudo foram conduzidos em estrita
conformidade com o Comité de Etica em Experimentacio Animal da Universidade Federal de
Lavras- UFLA, Lavras, MG, Brasil, sob o numero de protocolo 014/2019 e atende as
diretrizes do Conselho Nacional de Controle de Experimentacio Animal (CONCEA),

seguindo as diretrizes para o cuidado e uso de animais de laboratorio.
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2.2 MATERIAL VEGETAL E PREPARACAO DOS EXTRATOS

O material vegetal utilizado foi coletado no setor de olericultura do Departamento de
Agricultura da Universidade Federal de Lavras- UFLA. Os extratos vegetais (10% p/v) foram
preparados empregando-se um sistema de refluxo. Os materiais vegetais frescos (partes aéreas
das plantas, incluindo flores, folhas e caules) foram cortados em fragmentos de 1 cm’ e
destilados em solucdo de agua destilada, etanol 70% e metanol 50% por 20 minutos.
Posteriormente, os extratos foram filtrados a vacuo e rotaevaporados a 40°C, até secagem,

sendo armazenados a -20 °C até posterior utilizagao.

2.3 CRIACAO DE PEIXES E COLETA DE EMBRIOES

Machos e fémeas de zebrafish adultos foram adquiridos no Biotério Central- UFLA,
sendo criados e mantidos em racks especificas para a espécie (Rack Hidrus, modelo ZEB-40),
mantidos a temperatura de 28+1°C, sob um ciclo claro/escuro de 14/10h. Os peixes foram
alimentados duas vezes ao dia com ra¢ao comercial floculada (Alcon basic, Alcon Pet®, SC,
BRA) e uma vez com nauplios de art€émia. Os embrides foram obtidos a partir da desova
natural estimulada pela manha ao acender a luz. A coleta de embrides foi concluida apo6s 30
min, sendo lavados em meio de cultura de embrides (NaCl 5 mM, KCI 0,17 mM, CacCl, 0,33
mM, CaCl,; 0,33 mM, MgSO4 0,33 mM e MgSO, 0,33 mM e azul de metileno) e mantidos em
estufa a 28+1°C.

2.4 AVALIACAO DO EFEITO PROTETOR DOS EXTRATOS DE E. foetidum NA
TOXICIDADE INDUZIDA POR H;O0;,

A atividade antioxidante dos extratos vegetais, foi avaliada baseada no seu efeito
protetor contra a toxicidade induzida por peroxido de hidrogénio (H,0,) (KANG et al., 2015).
Primeiramente, embrides de 3-4hpf (horas pos fertilizagdo) foram tratados com um gradiente
de concentragao de H,O, (5-15 mM), sendo selecionada a concentragdo de 7,5 mM H,0,
como a concentracdo letal média, para utilizagdo nos ensaios.

Embrides de zebrafish (grupo= 60 embrides) a 3-4hpf foram pré-incubados com os
extratos aquoso, etanolico e metanolico de E. foetidum (0; 0,039; 0,078; 0,156; 0,312 ¢ 0,625
mg mL™") por 1h a 28+1°C. Ap6s esse periodo, 7,5 mM de H,0, foi adicionado ao meio com

os extratos e os embrides permaneceram neste meio até atingirem o estagio de 96hpf. As
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larvas entdo, foram coletadas e utilizadas para a determinacdo do estresse oxidativo e

apoptose celular.

2.4.1 DETERMINACAO DO ESTRESSE OXIDATIVO

Para a realizagdo dos ensaios bioquimicos, 40 larvas/grupo, foram homogeneizadas em
400 pL de solugao salina tamponada com fosfato (PBS) fria e depois centrifugadas 4000 xg a
4 ° C por 20 minutos (XIONG et al., 2019a, 2019b). Os sobrenadantes obtidos foram
utilizados para a determinacdo da atividade enzimatica de SOD, CAT e GST, de acordo com

as metodologias descritas por Song et al. (2009), Clairborne (1985) e Habig e Jakoby (1981).

2.4.2 IDENTIFICACAO DE CELULAS APOPTOTICAS

A apoptose celular do zebrafish foi avaliada conforme descrito por Manjunatha et
al.(2021). Resumidamente, ap6s exposi¢ao das larvas (item 2.4), estas foram incubadas com
solucdo de laranja de acridina (AO) (5 mg L) durante 20 min, sendo posteriormente
observadas e fotografadas em um microscopio de fluorescéncia (Axio Observer Z1, Zeiss,
Jena, DE) e a intensidade da fluorescéncia das imagens foi quantificada usando o software
ImageJ (National Institutes of Health, NIH) (MANJUNATHA et al., 2021; WANG et al,,
2019). Os resultados foram expressos como a mudanga de fluorescéncia no meio do grupo

tratado com H,O,, sendo esse considerado 100%.

2.5 INFLAMACAO INDUZIDA POR TRANSECCAO DA CAUDA EM ZEBRAFISH

Larvas utilizadas para o corte da nadadeira caudal foram cultivadas em meio de
cultura de embrides contendo 0,003% de 1-fenil-2-tioureia (PTU; Sigma -Aldrich, St Louis,
Missouri, EUA) adicionado as 8hpf para bloquear a melanizagao das larvas. Antes da lesdo, as
larvas de 72hpf foram pré tratadas por 2h com diferentes concentragdes dos extratos (0,039;
0,078; 0,156 € 0,312 mg mL'l), sendo utilizadas 15 larvas por tratamento. Para este ensaio, a
concentragio de 0,625 mg mL™" ndo foi utilizada por ter apresentado toxicidade (atraso no
desenvolvimento) em estudos prévios nao publicados.

Ap6s o periodo de 2 h, as larvas foram anestesiadas com 0,16 mg mL™" de tricaina
(Sigma Aldrich), colocadas sobre uma placa de petri e as caudas foram cortadas com uma

lamina de bisturi cirurgica em locais logo ap6s a notocorda com auxilio de um
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estereomicroscopio (Stemi 2000-C, Zeiss) (HASEGAWA et al., 2017; KAWAKAMI et al.,
2004) (Fig 3A). Em seguida, as larvas foram retornadas as solugdes de pré-lesdo (extratos) e
incubadas a 28°C por 6 horas, sendo posteriormente fixadas em paraformaldeido a 4%
(overnight) e , coradas com solugdo Sudan Black-SB (Sigma Aldrich), durante 20 min (LE
GUYADER et al., 2008; POLEDNIK et al., 2018). As células positivas para SB foram

observadas em estereomicroscopio, quantificadas na area da lesao.

ANALISE ESTATISTICA

A normalidade dos dados de antioxidante, apoptose e inflamacdo foi avaliada pelo
teste de Shapiro-Wilk, em seguida, os dados foram submetidos a Two-Way ANOVA, e teste
de Tukey para verificar as diferencgas significativas entre os tratamentos. Todos os dados
foram analisados com nivel de significancia de 95% (P<0,05), utilizando o software

estatistico Minitab v.19 (State College, PA, USA).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo, a atividade antioxidante dos extratos aquoso (EA), etanolico (EE)
e metanolico (EM) de E. foetidum foi avaliada baseada nos seus efeitos protetores contra a
toxicidade induzida por peroxido de hidrogénio (H,0O,), sendo posteriormente medidas as

atividades das enzimas SOD, CAT e GST e apoptose celular.

3.1 ENZIMAS ANTIOXIDANTES

Conforme demonstrado na figura 1, larvas de zebrafish expostas a H,O, (7,5mM),
apresentaram atividades elevadas das enzimas SOD e CAT. Entretanto, reducdes
significativas (p<0,05) ocorreram na atividade destas enzimas, quando as larvas foram
expostas aos extratos. Para EE ¢ EM reducdes nas atividades da SOD e CAT foram
observadas nas maiores concentragdes testadas (0,156; 0,312 ¢ 0,625 mg mL™), ao passo que,
para as concentragdes de 0,039 e 0,078 mg mL'l, as atividades dessas enzimas foram
semelhantes ao grupo apenas com H,O,.

As enzimas superoxido dismutase (SOD) convertem anions de superdxido de radical
livre (O, 7) em moléculas de peroxido de hidrogénio (H,O,) as quais sdo degradadas em agua

e oxigénio, pela enzima catalase (CAT), livrando assim, as células do risco de oxidagdo por
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esses radicais (JI et al., 2020). Um aumento nos niveis da SOD e CAT indica uma resposta do
organismo contra o estresse oxidativo (SAUCEDO-VENCE et al., 2015). Dessa forma, no
presente estudo, o aumento da SOD e CAT podem refletir um esfor¢o do organismo para
eliminar os radicais livres gerados pela exposicao ao H,O,, Entretanto, atividades diminuidas
podem indicar uma capacidade antioxidante dos extratos E. foetidum dependentes da
concentragdo. Estudos comprovam que os extratos foliares dessa espécie apresentam
atividades antioxidantes, sendo responsaveis por estas atividades, os compostos flavonoides,
fendlicos e taninos, os quais podem atuar na eliminagdo dos radicais livres de uma forma
direta (PRABHA et al., 2019; RAUNELLI et al., 2019; SINGH et al., 2011).

Para o extrato aquoso (EA), a atividade da SOD apresentou-se de maneira contraria de
EE ¢ EM, onde as maiores concentra¢des (0,312 ¢ 0,625 mg mL™") apresentaram elevada
atividade da SOD. Estudos realizados por Singh et al. (2013) relatam uma menor presenca de
taninos e flavonoides em extratos aquosos de E. foetidum quando comparados a solventes
etandlicos e metandlicos. Assim, mesmo nas maiores concentragdes, o EA por possuir menos
taninos e flavonoides, apresenta menor atividade antioxidante, e o organismo tenta controlar o
estresse oxidativo aumentando a atividade da SOD. Acreditamos que, a redugdo da SOD nas
menores concentragdes (0,039, 0,078 e 0,156 mg mL'l) de EA deve-se a modificagdes
ocorridas em seus sitios ativos pelo excesso de perdxido de hidrogénio, levando a perda de
atividade e fungoes (BUTTERFIELD et al., 1998; Nl et al., 2019).

As GSTs sdo enzimas de biotransformacao de fase II, que desempenham um papel
fisiologico especifico na desintoxicacao no zebrafish (GLISIC et al., 2015). Estao envolvidas
na desintoxicagdo de xenobioticos e na eliminacdo de espécies reativas de oxigénio e produtos
da lipoperoxidacao (CHATTERJEE & GUPTA, 2018; ZHU et al., 2011). Para a enzima GST,
foi verificado um aumento significativo (p<0,05) em sua atividade em todas as larvas
expostas a EA e EM e uma reduzida atividade para EE, em comparacdo com grupo exposto
apenas a H,O,. Esse diferente comportamento da enzima GST para os extratos pode estar
relacionado a concentracdo de flavonoides nesses extratos. Investigagdes fitoquimicas
anteriores abordam que os extratos etanolicos de E. foetidum possuem maior conteudo de
flavonoides, em relagdo a extratos metanolico e aquoso (MALIK et al., 2016; MEKHORA et
al., 2012).

Sabe-se que os flavonoides possuem propriedades antioxidantes ao promover a
remogao excessiva de radicais livres, agindo como um agente neutralizante (JIA et al., 2017).
Estas substancias também sdo capazes de induzir a atividade de enzimas desintoxicantes de

fase Il como a glutationa S-transferase (LEE-HILZ et al., 2006; PROCHAZKOVA et al.,
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2011). Além disso, os flavonoides sdo xenobidticos tipicos para animais € humanos,
metabolizados como tal e rapidamente removidos da circulagio (PROCHAZKOVA et al.,
2011). Dessa forma, o aumento na atividade da GST nos embrides/larvas expostos a EA e EM
de E. foetidum, pode ser devido ao estimulo dos flavonoides dos extratos mesmo que em
concentragdes baixas para eliminar compostos toxicos ou pela sua propria eliminagdo como
xenobiodtico. Os flavonoides também, dependendo de suas concentracdes, podem apresentar
propriedades pro-oxidantes, promovendo a oxidagio de outros compostos (PROCHAZKOVA
et al., 2011). Segundo Bagnyukova et al. (2006) e Ni et al. (2019), a redugao da atividade da
enzima GST, pode estar relacionada com a presenga de oxidantes que poderiam levar a
inativagdo da atividade enzimatica. Como os extratos etanolicos de E. foetidum possuem
maior contetido de flavonoides, que EM e EA, a diminuicao da atividade de GST em larvas
expostas a EE em comparagdo com H,O, foi possivelmente resultante da presenca de

oxidantes do meio, promovidos pela propriedade pro-oxidante dos flavonoides.

3.2 APOPTOSE CELULAR

A apoptose celular induzida por perdxido de hidrogénio (H,O,) foi significativamente
reduzida (p<0,05) pelos extratos (EA, EE e EM) de maneira dependente da concentragdo (Fig
2). Reducgdes efetivas na apoptose causado por H,O, foram encontradas apos o tratamento
com os extratos (0,156; 0,312 ¢ 0,625 mg mL! EA, 0,625 mg mL! EE; 0,156 € 0,312 mg mL"
EM), apresentando as larvas desses tratamentos, uma apoptose semelhante ao grupo controle
(sem perdxido). A presenca de apoptose nos embrides controle, demonstra que a morte
celular programada ¢ um processo fisioldgico normal durante o desenvolvimento.
Coletivamente, esses resultados demonstraram que E. foetidum exerceu um efeito protetor
contra o estresse oxidativo induzido por H,O, no modelo zebrafish.

Dentre os extratos testados, o EA foi o que melhor apresentou prote¢do das larvas
contra a apoptose. Essa prote¢do pode ser atribuida a uma maior presenca de polifenois nesse
extrato. Relatos na literatura indicam que uma maior recuperagdo de polifenois € obtida
quando utilizado solvente aquoso (SINGH et al., 2013), possuindo esses bioativos um efeito
anti apoptotico (KAMPA et al., 2007). Esse efeito pode ser atribuido ndo apenas a
capacidade de agir como antioxidante, eliminando os radicais livres, mas também a
capacidade de interagir com mecanismos celulares basicos (KAMPA et al., 2007). Da mesma
forma, como no presente estudo, uma inibicdo da apoptose por polifendis também foi relatada

em células humanas de eritroleucemia ao inibir a atividade da lipoxigenase e da
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ciclooxigenase e um efeito neuroprotetor ao inibir a apoptose induzida por 6-
hidroxidopamina em células PC12 (MACCARRONE et al., 1999; NIE et al., 2002).

Além do EA, o EM também apresentou uma significativa inibi¢do da apoptose. O
efeito protetor do extrato metandlico de E. foetidum também foi observado em outro estudo,
ao reduzir efeitos oxidantes do fluoreto de s6dio em camundongos (RAUNELLI et al., 2019).
Isso, pode ser devido a presenca de 4acido ascorbico, que ¢ um forte eliminador de radicais
livres, nas folhas de E. foetidum, o qual ¢ melhor obtido quando utilizado o metanol como
meio extrator. (SINGH et al., 2013).

Os nossos resultados fornecem fortes evidéncias para o potencial protetor e/ou anti-
apoptotico da planta e sua possivel utilizagdo como antioxidante natural, tendo os polifendis e

acido ascorbico, os principais fatores contribuinte para essas propriedades.

3.3 INFLAMACAO INDUZIDA POR TRANSECCAO DA CAUDA EM ZEBRAFISH

Os resultados obtidos para o grupo controle mostraram uma média de 8-9 neutréfilos
infiltrados na area lesionada da cauda das larvas de zebrafish, sem diferencas significativas
para aquelas larvas tratadas com o extrato aquoso e metandlico. Ao contrario, em larvas
expostas as concentragdes de 0,156; 0,078 e 0,039 mg mL™"! extrato etandlico, o nimero de
neutro6filos na lesdo foi significativamente reduzida (p< 0,05).

Os neutroéfilos, representam umas das primeiras linhas de defesa dos organismos e seu
recrutamento para os tecidos periféricos ¢ indispensavel, atuando como fagocitos, tanto de
patégenos quanto de restos celulares (GEERING et al., 2013; MAYADAS et al., 2014;
ROSALES, 2018). Apesar da sua migracao para locais de inflamagao serem essenciais para as
respostas fisiologicas a lesdes e infecgoes de tecidos, a atividade descontrolada ou
recrutamento excessivo dos neutréfilos podem levar a inflamagdes persistentes, dano tecidual
e ocasionar doencas (GERNEZ et al., 2010). Isso porque, quando ativados, os neutrofilos
induzem a producdo além das citocinas pro-inflamatorias, mediadores inflamatorios, como
prostaglandina E2 e o 6xido nitrico (NO), espécies reativas de oxigénio (EROs) e proteases
(elastase neutrofilica, metaloproteinases e catepsina G), os quais promovem lesdo tecidual
(MILLS & O’NEILL, 2016; TRIPATHI et al., 2007). Dessa forma, para resolver a
inflamacdo, os neutréfilos devem ser eliminados de maneira eficiente e controlada, seja por
apoptose e envolvimento de macréfagos, seja pela saida do local da inflamagao por meio da

migracao reversa (FARRERA & FADEEL, 2013; HENRY et al., 2013). Portanto, estratégias
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de descobertas de drogas podem ser desenvolvidas para o tratamento da inflamacdo (YANG
et al., 2018).

Eryngium foetidum ¢ usado na medicina tradicional para o tratamento de varias
doencas inflamatoérias (SILALAHI, 2021). Entretanto, observamos pela primeira vez os
efeitos de diferentes extratos de E. foetidum na migragao de neutrofilos apods a lesdo na cauda
de zebrafish. Os resultados mostraram uma redugdo significativa no numero de neutréfilos
recrutados 6 horas ap6s a injuria (hpi) apenas para os embrides expostos ao extrato etandlico.
Essa atividade anti-inflamatoria do extrato etanolico Eryngium foetidum também foi relatada
por Mekhora et al. (2012), em macrofagos de camundongos ativados por LPS. Segundo esses
autores, o pré tratamento com extrato etanolico de E. foetidum inibiu efetivamente a expressao
de genes de mediadores pro-inflamatorios induzido por LPS, sendo esse potencial associado a
maior concentracdo de flavonoides em extratos etandlicos (MALIK et al., 2016; MEKHORA
et al., 2012).

Os flavonoides tém a capacidade de interferir nos processos inflamatorios, por atuarem
sobre as funcdes das células que medeiam a inflamacgao (RIBEIRO et al., 2015). Por exemplo,
acredita-se que, em geral, os flavondides atuam como reguladores negativos da célula
mieldide (principalmente macréfagos), promovendo a inibicdo de vasodilatadores pro-
inflamatorio (6xido nitrico sintase induzida- iNOS), bem como a inibi¢do da ciclooxigenase
(COX) -2, citocinas pré-inflamatorias IL-1p, TNF, IL-6 e outros marcadores (GONZALEZ-
GALLEGO et al., 2014; GONZALEZ et al., 2011). O extrato etandlico E. foetidum é rico em
flavonoides como quercetina, luteolina, apigenina, ¢ kaempferol o quais foram descritos como
inibidores da liberagdo de B-glucuronidase e lisozima de neutréfilos ativados (GARCIA-
LAFUENTE et al., 2009). Da mesma forma, durante a lesdo celular ocorre uma grande
liberacao de EROS, que podem ser também inibidas por flavonoides (AGATI et al., 2012).

Assim como no presente trabalho, relatos anteriores com outros modelos animais
também demonstram a atividade anti-inflamatéria de E. foetidum. Um extrato hexano das
folhas de E. foetidum enriquecido com estigmasterol também foi relatado para exibir atividade
anti-inflamatodria topica contra inflamagdo aguda e cronica induzida pela aplicagdo topica
de acetato de 12- O- tetradecanoilforbol (TPA) na orelha de um camundongo (GARCIA et al.,
1999). A ingestdo de uma decoccdo de folhas de E. foetidum também mostrou inibicdo de
edema de pata induzido por carragenina e edema de orelha induzido por TPA em roedores
(SAENZ et al., 1997). Embora, tenham sido relatadas em estudos anteriormente as atividades
anti-inflamatoria das folhas de E. foetidum, o presente trabalho, demostra, pela primeira vez, a

atividade anti-inflamatéria dessa espécie em zebrafish.
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CONCLUSAO

Coletivamente, os resultados deste estudo auxiliam na determinacao dos efeitos dos
extratos aquoso, etandlico e metandlico de Eryngium foetidum na inibicdo do estresse
oxidativo, apoptose celular e na supressdo do recrutamento de neutréfilos. Os resultados
indicam que as atividades farmacologicas E. foetidum sao influenciadas pela natureza do
solvente utilizado para extracao e pelas concentragdes utilizadas. Entre os extratos testados, o
extrato aquoso foi capaz de atenuar o dano induzido por H,O,, enquanto que, o extrato
etandlico desempenhou um papel fundamental nos beneficios anti-inflamatérios de E.
foetidum.

Acreditamos que essas descobertas fornecem evidéncias de apoio para as aplicagdes
da E. foetidum  no desenvolvimento de produtos alimenticios nutritivos e aditivos ou

medicamentos com propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias melhoradas.
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Legendas das Figuras

Figura 1. Atividade das enzimas antioxidantes SOD, CAT e GST em embrides/larvas de
zebrafish a 96hpt nos grupos tratados com H,O, e os tratados com os extratos de Eryngium
foetidum. (A, D, G) aquoso (EA), (B, E, H) etandlico (EE) e (C, F, I) metanolico (EM). As
barras indicam a média =+ SEM de trés repeticoes (n = 3). Letras sobrescritas diferentes
indicam diferencas significativas (P <0,05) entre os grupos.

Figura 2. Efeitos protetores dos extratos aquoso (EA), etanolico (EE) e metanolico (EM) de
Eryngium foetidum durante a apoptose celular induzida por H,O, em embrides/larvas de
zebrafish. Os niveis de apoptose foram medidos apds coloragdo com laranja de acridina por
analise de imagem e microscopio de fluorescéncia. Micrografias de fluorescéncia
representativas do nivel de apoptose e os dados obtidos de analises de intensidade de
fluorescéncia individuais de zebrafish usando o software Imagel sdo mostrados como graficos
de barras. Os dados s@o expressos como média = SEM. Letras sobrescritas diferentes indicam
diferencas significativas (P <0,05) entre os grupos em comparagdo com o grupo tratado com
peroxido de hidrogénio.

Figura 3 O tratamento com os extratos de Eryngium foetidum reduziram a migracao de
neutrofilos para o local da lesdo na nadadeira caudal de larvas de Danio rerio. (A)
representacdo esquematica do corte na nadadeira caudal; micrografias representativas (B)
controle (C) tratadas com 0,156 mg mL"'de EE (extrato etanolico).

Figura 4 Efeitos anti-inflamatérios dos extratos de Eryngium foetidum apos lesdo na
nadadeira caudal de larvas de zebrafish (Danio rerio). (A) aquoso (EA), (B) etanolico (EE) e
(C) metandlico (EM). O numero de neutrdfilos no local da ferida foi contabilizado a 6 hpi
(horas poés injuria) As experiéncias foram realizadas em (n = 15) por tratamento e os dados
sdo expressos como média = SE. Letras sobrescritas diferentes indicam diferengas
significativas (P <0,05) entre os grupos.
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