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APRESENTACAO

Esta tese foi desenvolvida ao longo de 4 anos de doutorado no Programa de Pods-
Graduacao em Engenharia e Gestdao de Recursos Naturais (PPGEGRN), Universidade Federal
de Campina Grande (UFCG), como parte das exigéncias para obtencdo do titulo de doutora na
drea de concentracdo Engenharia de Recursos Naturais.

Sou natural de Campina Grande, conclui a graduacdo em Ciéncias Bioldgicas
(Licenciatura e Bacharelado) na UEPB (2008-2011), e posteriormente fiz o mestrado na mesma
institui¢cdo em Ecologia e Conservagdo (2012-2014).

Na graduacdo trabalhei desde o segundo periodo de curso de graduagdo em laboratério
de pesquisa em ecologia aqudtica continental, trabalhando com qualidade de dgua, e com énfase
no estudo das cianobactérias, com cultivo, onde defendi o TCC intitulado: “Rela¢des dos fatores
abidticos com a densidade e dominancia de cianobactérias em reservatorios do semi-arido
paraibano”.

Ao longo do mestrado aprofundei meus estudos no entendimento das relagdes
ecologicas das cianobactérias e o bacterioplancton, onde desenvolvi a Dissertagdo intitulada:
“Controle da dindmica Botton-up e Top-down do bacterioplancton em reservatérios de regidao
semidrida”.

Ainda trabalhando com cianobactérias, no doutorado a tese foi desenvolvida levando
em consideracdo a linha de pesquisa engenharia bioquimica, onde buscou-se tratar da
toxicidade e estresse oxidativo celular ocasionado pelas cianotoxinas, bem como as potenciais
propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias de extratos de plantas.



RESUMO

O estresse oxidativo representa um desequilibrio entre a producdo de espécies reativas € o
sistema bioldgico na sua capacidade de desintoxicar prontamente os intermedidrios reativos do
oxigénio/nitrogénio ou reparar o dano resultante, podendo causar efeitos téxicos através da
producdo de peréxidos e radicais livres que danificam todos os componentes da célula,
incluindo proteinas, lipidios e DNA. Cada célula € caracterizada por uma concentraciao
particular de elétrons armazenados em muitos constituintes celulares e o estado redox de uma
célula determina o funcionamento celular. Distirbios no estado redox normais dos tecidos
podem causar efeitos toxicos através da producdo de peréxidos e radicais livres que danificam
todos os componentes da célula, incluindo proteinas, lipidios e DNA. Desse modo, o estresse
oxidativo é uma consequéncia inevitavel da vida em meio rico em oxigénio. Cianobactérias sao
organismos microscopicos amplamente distribuidos em todo planeta, bem como apresentando
relevantes densidades em corpos aquaticos continentais destinados a atividades humanas. Tais
microrganismos sao capazes de produzir metabdlitos secundérios toxicos ao homem e a demais
animais. S3o as cianotoxinas. Em se tratando de cianotoxinas, podemos destacar as mais
comuns com maior potencial toxico, € o caso das microcistinas. Vdrios estudos relatam sua
capacidade de causar estresse oxidativo celular em vertebrados aquaticos apds exposicdes a
floracdes de espécies de cianobactérias toxicas, além de inflamagdo desencadeando vérios tipos
de patologias. De fato, estudos demonstram que as cianobactérias tdoxicas elevam
sistematicamente os niveis de lipoperoxidacdo, o que indica o importante papel do dano
oxidativo e na toxicidade por cianobactérias. Os extratos vegetais como das plantas Turnera
subulata e Harpagophytum procumbens sdo aplicados amplamente na medicina popular, o
extrato das folhas de Turnera subulata, planta nativa do nordeste brasileiro, por exemplo, €
aplicado como alternativa no tratamento de diversas doencas que possuem em comum o estresse
oxidativo e ativacdo do sistema inflamatério. Entretanto, apesar do seu amplo uso, os efeitos
desse composto ainda ndo estdo bem descritos. No entanto, os efeitos de Harpagophytum
procumbens nesses processos ja estdo mais claramente elucidados. O presente estudo teve como
objetivo avaliar os teores de fendlicos, flavonoides e antocianinas a fim de verificar a
capacidade antioxidante e a atividade anti-inflamatoria (in vitro) das amostras de plantas de 7.
subulata comparando com o H. procumbens. Desse modo, buscamos avaliar a capacidade
antioxidante e anti-inflamatéria dos extratos das folhas de 7. subulata e raizes de
Harpagophytum procumbens, em um modelo de inflamacao (in vitro), através da desnaturacao
da albumina, a capacidade antioxidante total foi avaliada segundo o método de fosfomolibdato.
Os extratos foram produzidos utilizando as técnicas de Soxhlet, Ultrassom e Evaporador
rotativo com solvente aquoso. Os resultados obtidos revelaram que o teor de fendlicos totais
dos extratos aquosos de 7. subulata nas diferentes técnicas (soxhlet = 135,7 £0,1; ultrassom=
123,8 £2,5 e evaporador rotativo= 131,0 +0,1 mg/g) foram sugestivamente superiores aos
extratos de H. procumbens com valor mais significativo no evaporador rotativo evaporador
rotativo (127,0 £1,1 mg/g), apenas. Os resultados também mostraram uma forte propriedade
antioxidante foi observada para os extratos de 7. subulata em evaporador rotativo (92,9
+0,1pug/ml). A capacidade antioxidante total obteve uma correlacdo positiva com o teor de
antocianinas para 7T. subulata (R?=0,9541, p=0,0000). O estudo de atividade anti-inflamatéria
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foi observado em extratos para ensaio de desnaturacdo de proteinas (in vitro) os extratos
exibiram um melhor potencial antidesnaturante para 7. subulata (Soxhlet=66,2+0,1;
Ultrassom= 65,9+0,9 rotaevaporador=53,6+1,5 pug/ml.). Os resultados justificaram que os
extratos aquosos de 7. subulata apresentam um importante potencial antioxidante e anti-
inflamatério. Desse modo, extratos de 7. subulata poderiam ser candidatos promissores para o
desenvolvimento produtos potentes e de baixo custo.

PALAVRAS-CHAVES: Radicais livres, Cianobactérias, Toxicidade, Plantas medicinais.

ABSTRACT

Oxidative stress represents an imbalance between the production of reactive species and the
biological system in its ability to readily detoxify reactive oxygen/nitrogen intermediates or
repair the resulting damage. the components of the cell, including proteins, lipids and DNA.
Each cell is characterized by a particular concentration of electrons stored in many cellular
constituents, and the redox state of a cell determines cellular functioning. Disturbances in the
normal redox state of tissues can cause toxic effects through the production of peroxides and
free radicals that damage all components of the cell, including proteins, lipids and DNA. Thus,
oxidative stress is an inevitable consequence of life in an oxygen-rich environment.
Cyanobacteria are microscopic organisms widely distributed throughout the planet, as well as
presenting relevant densities in continental water bodies destined for human activities. Such
microorganisms are capable of producing secondary metabolites toxic to humans and other
animals. It's cyanotoxins. When it comes to cyanotoxins, we can highlight the most common
ones with the greatest toxic potential, which is the case of microcystins. Several studies report
its ability to cause cellular oxidative stress in aquatic vertebrates after exposure to blooms of
toxic cyanobacterial species, in addition to inflammation triggering various types of
pathologies. In fact, studies demonstrate that toxic cyanobacteria systematically increase lipid
peroxidation levels, which indicates the important role of oxidative damage and cyanobacterial
toxicity. Plant extracts such as the plants Turnera subulata and Harpagophytum procumbens
are widely applied in folk medicine, the extract from the leaves of Turnera subulata, a plant
native to northeastern Brazil, for example, is applied as an alternative in the treatment of several
diseases that have stress in common. oxidative stress and activation of the inflammatory system.
However, despite its wide use, the effects of this compound are still not well described.
However, the effects of Harpagophytum procumbens on these processes are now more clearly
elucidated. The present study aimed to evaluate the levels of phenolics, flavonoids and
anthocyanins to verify the antioxidant capacity and anti-inflammatory activity (in vitro) of
Turnera subulata plant samples compared to Harpagophytum procumbens. Thus, we sought to
evaluate the antioxidant and anti-inflammatory capacity of extracts from the leaves of Turnera
subulata and roots of Harpagophytum procumbens, in an inflammation model (in vitro),
through albumin denaturation, the total antioxidant capacity was evaluated according to the
phosphomolybdate method. The extracts were produced using Soxhlet, ultrasound and rotary
evaporator with aqueous solvent techniques. The results obtained revealed that the total
phenolic content of the aqueous extracts of Turnera subulata in the different techniques (soxhlet
= 135.7 #0.1; ultrasound = 123.8 +2.5 and rotary evaporator = 131.0 0, 1 mg/g) were
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suggestively superior to the extracts of Harpagophytum procumbens with a more significant
value in the rotary evaporator rotary evaporator (127.0 +1.1 mg/g), only. The results also
showed that a strong antioxidant property was observed for extracts of Turnera subulata in
rotary evaporator (92.9 £0.1ug/ml). Total antioxidant capacity was positively correlated with
anthocyanin content for Turnera subulata (R2=0.9541, p=0.0000). The study of anti-
inflammatory activity was observed in extracts for protein denaturation assay (in vitro) the
extracts showed a better antidenaturing potential for Turnera subulata (Soxhlet=66.2+0.1;
Ultrasound= 65.940 .9 rotaevaporator=53.6+1.5 pg/ml.). The results justified that the aqueous
extracts of Turnera subulata have an important antioxidant and anti-inflammatory potential.
Thus, extracts of Turnera subulata could be promising candidates for the development of potent
and low-cost products.

KEYWORDS: Free radicals, Cyanobacteria, Toxicity, Medicinal plants.
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1. INTRODUCAO
1.1 Contextualizacao do problema

O conceito de estresse oxidativo foi definido como a falta de equilibrio entre a
ocorréncia de espécies reativas de oxigénio / nitrogénio (EROs / ERNs) e a capacidade do
organismo de neutralizar sua acdo pelo efeito antioxidante em sistemas de protecdo. Estresse
oxidativo emerge de uma geracdo aprimorada de EROs/ERNs ou a partir de um decaimento da
capacidade de prote¢do antioxidante, sendo caracterizada pela capacidade reduzida dos
sistemas enddgenos em lutar contra o ataque oxidativo direcionado as biomoléculas alvo.

O dano induzido por radicais livres no estresse oxidativo tem sido confirmado como
um contribuinte para a patogénese e patofisiologia de muitos problemas cronicos de saude,
como doencas neurodegenerativas (Parkinson, Alzheimer, doenga de Huntington e Esclerose
Lateral Amiotréfica) enfisema, doencas cardiovasculares e inflamatorias, cataratas e cancer. O
papel do estresse oxidativo ja foi correlacionado com mais de 100 doengas, seja como fonte ou
resultado (FERREIRA e MATSUBARA, 1997). Foi primeiramente caracterizado por Sies
(1993) como “um distirbio pré-oxidante para o equilibrio antioxidante em favor das espécies
oxidantes, levando a potenciais danos ” (p. 215).

Espécies radicais contendo nitrogénio também foram distinguidas, chamadas de
espécies reativas de nitrogénio, ERNs, derivadas do radical 6xido nitrico (FERREIRA E
MATSUBARA, 1997).

Além disso, ERO ou ERN sdo vistos ndo apenas como espécies capazes de gerar
danos as biomoléculas. Afirma-se que os sistemas enziméticos sintetizam espécies reativas nao
apenas para defesa quimica ou desintoxica¢do, mas também para sinalizacdo celular e reacdes
biossintéticas (BARREIRROS, DAVID, DAVID, 2006). A geracdo de espécies reativas de
oxigénio acima da capacidade antioxidante de qualquer sistema celular podera levar ao estresse
oxidativo em diversos tipos celulares e em diversos ambientes.

Cianobactérias e cianotoxinas ocorrem em muitos ambientes aquaticos e terrestres, com
distribuicdo mundial. As cianotoxinas sdo produtos secundérios derivados do metabolismo de
cianobactérias. Existem diferentes estudos descrevendo intoxicacdes agudas e subagudas de
animais e humanos devido a essas toxinas, como elas ocorrem principalmente em dgua doce
usada para atividades recreativas ou dgua potavel. No entanto, a ingestdo de toxinas através da
dieta também € preocupante, uma vez que as toxinas podem se acumular ao longo da cadeia

alimentar afetando os seres humanos (DE FIGUEREDO et al.,2004).

16



Os riscos dessas intoxicagdes dependem principalmente da estrutura e do modo de acdo
das cianotoxinas envolvidas. A maioria dos relatos de toxicidade na literatura é causada
principalmente pelas microcistinas (MCs) (LEAL E SOARES, 2004).

Microcistinas sdo um grupo amplo de toxinas produzidos por vdrios espécies de
cianobactérias de diferentes géneros, como Microcystis, Anabena, Plankthotrix, Nostoc, etc.
Elas consistem em heptapeptideos ciclicos contendo L-e D-aminodcidos € um D-aminoécido
hidrofébico conhecido como ADDA. Entre essas toxinas, as mais amplamente estudadas sao
MC-LR, MC-RR e MC-YR, sendo a primeira a mais toxica (LEAL E SOARES, 2004).

Em geral, essas cianotoxinas sao classificadas como hepatotéxicas. Uma vez que entram
no organismo, se acumulam no figado, de modo que a toxicidade estd associada a inibicao
especifica da proteina fosfatase 1 e 2A (PP1 e PP2A), levando ao aumento da fosforilacao das
principais proteinas envolvidas na transdugdo de sinal. A desorganiza¢do do citoesqueleto da
membrana celular € induzida por fosforilacdo / desfosforilacio de proteinas, levando a
interrupc¢do da integridade celular. Além disso, as MCs produzem estresse oxidativo in vitro e
in vivo. Verificou-se também que as MCs podem atuar como promotores tumorais, sendo
classificados dentro do grupo 2B pela Agéncia Internacional de Pesquisa sobre Cancer
(GUTIERREZ-PRAENA et al., 2019).

O estresse oxidativo devido ao excesso de EROs causadas por MC-LR € considerado
um mecanismo importante de hepatotoxicidade MC-LR (DING et al., 2000; LI et al., 2003).
Estudos laboratoriais mostraram que concentragdes baixas e cronicas de exposicao a MC-LR
promovem aumento da sobrevivéncia celular e estimulacao da proliferagdo celular (ZHANG et
al.,, 2011). Além disso, estudos epidemioldgicos sugeriram que as fontes de dgua potavel
contaminados por MCs sdo um dos fatores de risco para a alta incidéncia de cancer hepatico
primdrio (UENO et al., 1996).

MC-LR poderia ligar-se ao regulador citosolico, proteina Keap1, para liberar Nrf2 e
consequentemente, regular os genes a jusante HO-1 e NQOI, que podem desempenhar
importante papel vantajoso no crescimento de células de cancer de figado. Além disso, o MC-
LR poderia promover a proliferacdo de células HL7702 pela ativacdo da via Akt / S6KI,
sugerindo que o mecanismo toxicolégico da MC-LR estava associado as multiplas vias de
sinalizacdo (MA et al. 2018).

Quando células endoteliais estdo constantemente expostas a MC-LR, o risco de
doenca vascular pode aumentar. Em um estudo Shi et al. (2015), descobriram que altas

concentracdes de MC-LR induziam apoptose de células endoteliais da veia umbilical humana
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via estresse oxidativo. No mesmo estudo, eles sugeriram que a MC-LR era prejudicial no
processo inflamatdério vascular e seu mecanismo preciso requeria mais estudos (SHI et al.,
2015).

Mais de 90 variantes de MCs foram detectadas, entre as quais a microcistina-LR (MC-
LR) € a mais onipresente e toxica (GUPTA et al., 2003). MC-LR tornou-se uma ameaca global
a saude para seres humanos e animais aquéticos e terrestres (RASTOGTI et al., 2014). Pois pode
causar intoxica¢do aguda em humanos (JOCHIMSEN et al., 1998; AZEVEDO et al., 2002) e
também tem efeitos carcinogénicos na satide humana ap6s exposi¢do em dose baixa (UENO et
al., 1996).

Assim, a Agéncia Internacional para Pesquisa sobre o Cancer (IARC) classificou a
MC-LR como possivel carcinogéneo humano (Grupo 2B), e a Organizagdo Mundial da Saude
(OMS) recomendou diretrizes provisérias sobre dgua potdvel impondo um limite de 1 pg L™
MC-LR para consumo humano didrio (WHO, 1998).

Diante do exposto, é sabido que os produtos naturais de plantas medicinais sdo
significativas fontes de novos compostos dindmicos eficazes para novas preparagdes medicinais
(EDZIRI et al., 2018). Vdrios estudos especificaram que os efeitos protetores de espécies
medicinais contra patégenos e/ou substancias especificas sdo devidos a seus constituintes
quimicos, como os polifendis, flavonoides e compostos antioxidantes (MOHAIJER et al., 2016).

O valor terapéutico de uma planta medicinal depende da associacdo entre as estruturas
quimicas e as atividades farmacoldgicas dos fitocompostos ativos (ALEXA et al., 2018). A
familia Turneraceae ¢ uma dos mais apreciadas, que detém 135 espécies atualmente
reconhecidas. Quase todas as espécies sdo amplamente utilizadas para tratar varias doencas na
medicina popular tradicional. Nas praticas tradicionais, essas plantas sdo usadas para tratar
problemas gastrointestinais, tumores, bronquite, tosse, alivio da dor, doencas pulmonares e
respiratorias (SZEWCZYK; ZIDORN, 2014).

O género mais significativo das Turneraceae € o Turnera, que compreende mais de
100 espécies classificadas em 9 séries. A T. subulata é um subarbusto, nativo da América do
Sul e Central. E uma erva perene que cresce frequentemente com raizes centrais fortes e densas
e caule cilindrico lenhoso com a base de 30-80 cm de altura. 7. subulata é usado na regiao
nordeste do Brasil para o tratamento de amenorréia e dismenorréia (AGRA et al., 2007).
Também € usado para tratar tumores, influenza, cortes, doengas gastrintestinais e respiratorias.
Embora a T. subulata seja amplamente utilizado na medicina tradicional ha séculos, poucas

informacdes estdo disponiveis sobre suas propriedades farmacoldgicas e atividade bioldgica.
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Mas de modo geral, a T. subulata possui ricas propriedades antioxidantes (OLIVEIRA et al.,
2009)

Oleos essenciais presentes em 7. subulata apresentam atividade antibacteriana muito
efetiva contra as vérias cepas de Staphylococcus aureus. Apenas alguns esterdides, flavondides
e compostos de feofitina foram isolados de 7. subulata (BRITO FILHO et al., 2014). Portanto,
vale a pena investigar e caracterizar os fitofosfatos bioativos presentes em varios extratos de 7.

subulata (SARAVANAN et al., 2018).

Harpagophytum procumbens € uma planta herbdcea perene origindria do deserto de
Kalahri, das estepes da Namibia, Botswana e Africa do Sul, ndo sendo, portanto, uma planta
nativa do Brasil. Além disso, ndo sdo encontrados relatos de ocorréncia da espécie no Brasil
(GRANT, et al., 2007, ANAUATE, 2007).

No Brasil, a espécie H. procumbens ¢ conhecida popularmente como ‘“garra-do-
diabo” e/ou “unha-do-diabo”, nomes dados em fun¢do do aspecto ramoso e lenhoso do fruto,
provido de barbas semelhantes a garras (GRANT, et al., 20007; MNCWANGI et al., 2012). A
raiz da espécie € comumente comercializada sob o nome farmacéutico de Harpagophyti radix
(STEWART e COLE; 2005). Virios estudos farmacoldgicos, tantos clinicos quanto ndo-
clinicos, sdo encontrados na literatura para a espécie H. procumbens. Ja é bastante difundida a
sua eficdcia em condicdes inflamatérias, de modo que a grande maioria dos estudos estd
relacionada a atividade anti-inflamatoria e/ou analgésica.

Desse modo, o presente estudo tem como objetivo compreender o estresse oxidativo
estimulado pela cianotoxina microcistina LR, e por fim investigar e caracterizar as propriedade
dos fitofosfatos bioativos presentes em extratos brutos de 7. Subulata e Harpagophytum

procumbens capazes de proporcionar uma respostas anti-inflamatoria e antioxidante.

1.2 Justificatica

A 4gua é considerada uma substancia indispensavel a vida, mas devido ao crescimento

das atividades antrdpicas tem-se produzido diversos tipos de efluentes que sem o tratamento
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adequado, alcancam os corpos aquaticos. Desse modo, os diversos dejetos nas 4guas propiciam
uma variedade de contaminantes e nutrientes, contribuindo para a intensificacdo do processo
de eutrofizacdo, que por sua vez favorece o desenvolvimento de microorganismos
fotossintetizantes capazes de aumentar consideravelmente sua populagdo (ocasionando os
“blooms” ou floragdes), a exemplo das cianobactérias (DE FIGUEIREDO et al., 2004).

Floragdes de cianobactérias se tornaram comuns atualmente e sdo reportadas no mundo
todo. Tais floragdes conferem cor, odor e sabor diferenciado a dgua, acarretando uma série de
problemas para o abastecimento publico. Entretanto, um aspecto bastante relevante das
floracdes € que elas representam potencial risco para os animais, inclusive os seres humanos,
pelo fato desses organismos produzirem compostos téxicos, conhecidas como cianotoxinas
(CHORUS; BARTRAM, 1998). Cianotoxinas sdo alguns dos produtos do metabolismo
secundéario das cianobactérias, e podem ser classificadas de acordo com seu mecanismo de acao
em: hepatotdxicas (que compreendem as microcistinas € nodularinas), neurotdxicas, citotoxicas
e dermatotoxicas. (VAN APELDOORN et al., 2007).

A exposi¢ao humana e possivel intoxica¢ao por cianotoxinas sao maiores quanto maior
for a proliferacdo e lise dessas células. E pode ocorrer por diferentes vias: ao beber a dgua
contaminada; durante o uso recreacional, principalmente na presenca de floracdo, através do
contato da pele, e também ao beber a 4gua ndo intencionalmente; pela inalacdo de particulas
em aerossol, potencialmente possivel durante o banho de duchas, ao praticar esportes aquaticos,
como esqui ou semelhante; pelo consumo de alimentos expostos a uma floracdo de
cianobactérias, sejam peixes, frutos do mar ou semelhante e; por hemodiélise, se a 4gua nao for
propriamente tratada (CHORUS; BARTRAM, 1998).

As toxinas, produzidas pelas cianobactérias, podem provocar alteragdes no sabor e odor
da 4gua e causar toxicidade na biota aquadtica, podendo levar animais a morte por insufici€éncia
hepdtica e o desenvolvimento de tumores cancerigenos, podem, ainda, se acumular nos tecidos
dos peixes destinados ao consumo humano. Além disso, os efeitos, em longo prazo, de
cianotoxinas em seres humanos ainda nao foram confirmados (CARMICHAEL, 2004).

Nas udltimas décadas essas moléculas tém sido alvo de muitos estudos, pelo fato das
cianotoxinas serem hidrossoliveis e passarem pelo sistema de tratamento convencional de dgua
(CARVALHO et al., 2013). Portanto, a principal preocupacdo referente as cianotoxinas esta
em relacdo a presenca dessas toxinas em reservatdrios destinados ao abastecimento publico.
Segundo a legislacdo, a dgua utilizada no abastecimento publico deve estar isenta de algas e

cianobactérias, e para tal deve-se proceder ao tratamento. Nas Estacdes de Tratamento de Agua
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(ETA’s), os tratamentos habituais (floculacdo, decantacdo, filtragem e colora¢do) ndo sdo
eficazes na remoc¢ao de toxinas, nem muitas vezes, das algas e cianobactérias (BRANDAO et
al., 2006).

Na literatura € possivel encontrar casos de intoxica¢ao por cianotoxinas que ocorreram
pelo contato da toxina por via oral, através do consumo de alimentos contaminados, dgua
oriunda de tratamento ineficiente na remog¢ao da toxina ou consumo de peixes com capacidade
de bioacumulagao e transferéncia das toxinas via cadeia alimentar (IBELINGS; CHORUS
2007; ZHANG et al., 2009). H4 também casos relacionados as exposi¢des de origem recreativa,
quando as pessoas entram em contato direto com as cianotoxinas ao se banharem em dguas com
altas concentragdes de cianobactérias (CHORUS; BARTRAM, 1998).

O primeiro relato de intoxicagcdo de animais por cianobactérias data de 1878, no sul da
Austrélia no lago Alexandrina. Onde se observou a formacao incomum de uma espuma em todo
o reservatorio, o que causou a morte de ovelhas, cavalos, porcos, patos e cies (FRANCIS,
1878).

No Brasil, o primeiro caso relatado a presencga de cianobactérias na dgua utilizada para
consumo humano, aconteceu em 1988 na represa de Itaparica, regido de Paulo Afonso na Bahia.
Cerca de 2000 casos de gastrenterite foram relatados e resultaram na morte de 88 pessoas num
periodo de 42 dias (TEIXEIRA et al., 1993).

No Nordeste, em fevereiro de 1996, em Caruaru, no Estado de Pernambuco, 110
pacientes apresentaram sintomas de intoxica¢do por hepatotoxinas apds tratamento de
hemodidlise de rotina. Subsequentemente 100 pacientes desenvolveram insuficiéncia hepatica
aguda e 76 deles morreram. Em outubro de 1997, 53 destas mortes foram atribuidas a
“Sindrome de Caruaru”, conforme ficou conhecida a tragédia. As vitimas foram intoxicadas
pela dgua oriunda de um reservatorio contaminada por microcistinas (JOCHIMSEN et al., 1998;
POURIA et al., 1998).

A média do valor da concentragcao de microcistinas encontrada no tecido hepatico de 39
das vitimas que entraram em 6bito entre fevereiro e dezembro era 233 ng/g. A concentracao
estimada de microcistina na dgua de origem foi de 19,5 pg/l, levando-se em consideracio os
120 litros de 4gua necessdrios para realizar um tratamento de hemodialise padrdo e também,
assumindo-se que 100% da toxina passa intacta através do sistema de filtragem
(CARMICHAEL et al., 2001).

Os sinais e sintomas observados nos pacientes intoxicados foram disturbios visuais

(90% dos pacientes afetados), ndusea e vomito (73%), dores de cabeca (65%), fraqueza
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muscular (54%), dor epigastrica (46%) confusdo (30%), sangramento nasal e do trato
gastrointestinal (27%). Este foi o primeiro relato de um episédio de epidemia fatal de exposicao
a microcistina (FALCONER; HUMPAGE, 2005).

Frente a este cendrio e a potencialidade téxica das cianobactérias, o Ministério da Saude
brasileiro langou a portaria nimero 2.914 em 12 de dezembro de 2011. Esta portaria dispde
sobre os procedimentos de controle e vigilancia da qualidade da 4gua para consumo humano e
padrao de potabilidade e em especial sobre os valores maximos de cel./ml de cianobactérias
(BRASIL, 2011).

Sabendo que os fatores fisicos e quimicos sdo determinantes para o crescimento da
populacdo de cianobactérias potencialmente toxicas em ecossistemas aquaticos continentais,
que apresenta uma relagdo direta com os nutrientes, a exemplo do fosforo e nitrogénio, assim
como a temperatura que também pode se apresentar como um fator limitante.

O semidrido brasileiro possui uma gama de caracteristicas climdticas e geomorfoldgicas
que tornam esta area distinta de outras regides dridas e semidridas nos trépicos. Estas
caracteristicas incluem a elevada variacdo espacial e temporal da precipitacdo, a baixa
amplitude térmica com temperaturas superiores a 25 °C durante todo o ano, o alto potencial de
evapotranspiracdo, levando a um déficit no balanco hidrico durante, pelo menos, nove meses
do ano (BARBOSA et al., 2012).

Todos esses fatores sdo importantes para o aumento da concentracdo de nutrientes e o
surgimento das cianobactérias em quantidades significativas, caracterizando o Bloom de
cianobactérias. Bloons de cianobactérias causam alteragdes nos ecossistemas que levam a
severas perdas, principalmente, na qualidade da 4gua. O contato direto com a 4gua, a ingestao
de dgua e de animais aquiticos que tenham se alimentado de cianobactérias téxicas podem
afetar a saude humana.

De maneira complementar as evidéncias na participacdo de EROs na toxicidade
atribuida as microcistinas, diversos estudos vém relatando alteracdes no sistema de defesa
antioxidante de organismos aquéaticos expostos as MCs. Em peixes, esse tipo de resposta tem
sido observado em diversos 6rgdos como figado, branquias, coracdo, rins, entre outros
(PRIETO et al., 2007).

Sabe-se que varios processos celulares passam a ocorrer dentro do macréfago, tais como
producdo de enzimas de degradacdo (para degradacdo do elemento fagocitado), aumento na

producdo de EROs e produgdo de 6xido nitrico (NO). A associagdo desses processos induz um
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efeito toxico para o elemento invasivo, prejudicando assim o seu desenvolvimento e o levando
a degradacdo (Filippin et al., 2007).

Nos macréfagos o aumento na producdo de EROs é mediado principalmente pela
enzima NADPH oxidase, sendo esse efeito resultado de um aumento no consumo de oxigénio
que é caracteristico desse tipo celular para a realizacdo do processo da fagocitose. Apds a
ativacdo dos macréfagos, os elevados niveis de diferentes citocinas como inteferon gamma
(IFN-y) e fator de necrose tumoral alfa (TNFa) aumentam a atividade da enzima NADPH
oxidase e subsequentemente a produgao de EROs, sendo o radical anion superéxido (O2™+) o
principal produto da NADPH oxidase. A producdo de O2™ pode levar a producdo espontinea
ou enzimadtica de peréxido de hidrogénio (H202). A producdo enzimética de H>O; é mediada
pela enzima antioxidante superoxido dismutase (SOD), a qual € responsavel pela transformacgao
do O2™- em H20:. A presenca de H2Oz2 e O;™ leva também a formagdo de outras EROs tais
como o radical hidroxil (OH-), hipoclorito (OCl-) e peroxinitrito (ONOQO~). A producio de
ONOO™ ¢ favorecida devido ao fato dos macrofagos ativados passarem a expressar a enzima
oxido nitrico sintase induzivel (iINOS), a qual é responsdvel pela sintese de NO. Todos esses
mecanismos de producio de EROs pelos macrofagos tem como objetivo levar a eliminacao do
elemento hospedeiro. (BARBOSA et al. 2010).

Referindo-se as atividades bioldgicas da microcistina LR, observou-se que esta toxina
induz uma significativa liberacdo de prostaglandina F2a, prostaglandina E2 e tromboxano B2,
por macrdfagos alveolares (NASEEM et al., 1989). Além disso, a microcistina-LR induz a
necrose tumoral dessas células para o meio. Ha também evidéncias de que a administragdo de
extrato celular téxico bruto de Microcistis aeruginosa para camundongos pode produzir fator
de necrose tumoral e produzir distirbios fisioldgicos graves (NAKANO et al. 1991). Também
foi observado que o fator de necrose tumoral-a esta envolvido na promog¢do tumoral induzida
por microcistina-LR no figado de rato (FUJIKI; SUGANUMA, 1994). Estes achados sugerem
que algumas das atividades bioldgicas de microcistina-LLR podem depender da estimula¢do em
células imune, especialmente os macréfagos.

Sabendo que, as plantas medicinais tém sido amplamente utilizadas em todo o mundo
por milhares de anos. A crescente procura por medicamentos a base de plantas requer o
desenvolvimento de metodologias de extracdo especificas e de controle de qualidade, a fim de
garantir a eficdcia e a seguranca dos produtos derivados dessas plantas (GARZA-JUAREZ et
al., 2011). Os compostos vegetais adquiridos por meio da ingestdo de cha, suco, frutas e

derivados vegetais proporcionam uma diversidade de beneficios para a saide das populacdes
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(DAUCHET et al.,, 2006) e representam uma fonte importante de produtos naturais
biologicamente ativos, muitos dos quais se constituem em modelos para a sintese de muitos
farmacos. Esses produtos apresentam uma gama de diversidade em termos de estrutura e de
propriedades fisico-quimicas e bioldgicas (PINTO et al., 2002).

Estudos acerca da eficicia desses extratos ganharam grande destaque nas pesquisas,
sendo abordados em diferentes aspectos. De fato, a composi¢do bioldgica dessas bebidas e
alimentos tem sido considerada um fator importante para reduzir o risco de doencas cronicas
(COOKE et al., 2004).

Encontrados naturalmente em plantas, os compostos fendlicos, também conhecidos
como antioxidantes de polifendis, que incluem flavonoides, 4cidos fendlicos e ligninas,
possuem nas plantas dentre outras a fun¢do de prote¢do contra patdégenos e predadores. De
modo que, em outros organismos estes compostos fendlicos podem inibir a peroxidacao
lipidica, assim como eliminar radicais livres, quelar os ions ferro e cobre, protegendo o
colesterol lipoproteico da oxidacdo e estimulando as enzimas envolvidas na desintoxicacao de
substancias cancerigenas (SORIANO-MELGAR et al., 2012).

Conhecidos por atuarem de forma direta ou indireta no organismo, oS compostos
vegetais podem inibir ou ativar importantes alvos moleculares e celulares, por exemplo:
interferindo na produ¢do de mediadores inflamatérios (metabdlitos do dcido araquidonico,
peptideos, citocinas, aminodcidos excitatérios, entre outros); agindo sobre a produgdo ou a¢ao
de segundos mensageiros (como guanosina monofosfato ciclica (GMPc), adenosina
monofosfato ciclica (AMPc), proteinas quinases (PKs), etc.), na expressdo de fatores de
transcricdo como proteina ativadora-1 (AP-1), fator nuclear kB (NF-xB), e proto-oncogenes
(cjun, c-fos e c-myc); inibindo ou ativando a expressdo de células pré-inflamatérias como
sintetase do 6xido nitrico (NOS), ciclooxigenases (COX), citocinas (interleucina (IL)-1p, fator
de necrose tumoral (TNF)-a, etc.), neuropeptideos e proteases (FIRMO et al., 2011).

Dentre as plantas produtoras de flavonoides destaca-se o género Turnera pertencente a
familia Turneraceae constituido de espécies que sdao amplamente distribuidas em regides
tropicais e subtropicais, em especial a espécie Turnera subulata, alvo desse estudo € facilmente
encontrada no Nordeste do Brasil (BITU et al., 2015). Utilizada na medicina tradicional para o
tratamento de diferentes doencas, como diabetes, hipertensdo, dor cronica e inflamacao
(BRITO et al., 2012). Ja foi descrito na literatura que algumas moléculas biolégicas, como os

compostos fendlicos, flavonoides, alcaloides e taninos, que podem ser responsdveis pelas
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atividades bioldgicas relacionadas ao género, demonstrado efeitos antioxidantes (ESTRADA-
REYES et al., 2013; GARZA-JUAREZ et al., 2011).

Trabalhos demonstram a diminui¢do da secrecao de citocinas, como TNF-a, IL-1 e IL-
6 observadas em tratamentos com espécies do género Turnera, utilizadas em diferentes modelos
de inflamagdo “in vitro”, demonstrando efeitos benéficos dessas espécies (BRITO et al., 2012;
ESTRADA-REYES et al., 2013).

Portanto, justifica-se a importancia da presente pesquisa, em virtude da necessidade de
estudos relacionados ao estresse oxidativo, ocasionado pela microcistina LR, bem como a
aplicabilidade da espécie de Turnera subulata e Harpagohytum procumbens em processos anti-

inflamatérios e antioxidantes, ocasionados por esses microorganismos.

1.3 Objetivos

O objetivo geral desse estudo foi compreender o estresse oxidativo ocasionado pela
microcistina LR e verificar a capacidade antioxidante e a atividade anti-inflamatéria dos
extratos de Turnera subulata (Chanana) comparado a Harpagophytum procumbens (Garra do
diabo).

Quanto aos objetivos especificos, tem-se:

e (Coletar e resumir dados detalhados e disponiveis sobre a ocorréncia de cianotoxinas
em todo o mundo, as intoxicacdes humanas e animais a elas associadas, buscando
fornecer um aprofundamento sobre seu potencial téxico, além de proporcionar uma
discussdo sobre sua atividade relacionada com a geracdo de espécies reativas de
oxigénio e consequentemente geracdo de dano oxidativo celular, a fim de compreender
os riscos a saide humana causados pelas microcistinas;

e Quantificar os principais compostos bioativos presentes em Turnera subulata e
Harpagophytum procumbens;

e Estimar a capacidade antioxidante total dos extratos de Turnera subulata (chanana) e
Harpagophytum procumbens (Garra do diabo);

e Determinar a atividade anti-inflamatéria (in vitro) dos extratos de Turnera subulata

(Chanana) e Harpagophytum procumbens (Garra do diabo).
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1.4 Estruturacao da tese

Essa tese foi estruturada a partir de 2 capitulos, a saber:

CAPITULO I:
CELLULAR OXIDATIVE STRESS STIMULATED BY MICROCYSTIN: REVIEW
Publicado na revista: Research, Society and Development (2021)

Qualis: A3

CAPITULO II:

AVALIACAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL E DA ATIVIDADE ANTI-
INFLAMATORIA DE Turnera subulata (CHANANA) COMPARADO AO Harpagohytum
procumbens (GARRA DO DIABO) NO COMBATE AO ESTRESSE OXIDATIVO.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 ESTRESSE OXIDATIVO
Radicais Livres

Existe um grande interesse no estudo das potenciais substincias causadores do estresse
oxidativo, especialmente no entendimento da dindmica de producdo de radicais livres no
organismo humano (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).

A geragdo de radicais livres constitui, por exceléncia, um processo continuo e
fisiol6gico, cumprindo funcdes bioldgicas relevantes. Durante os processos metabdlicos, esses
radicais atuam como mediadores para a transferéncia de elétrons nas vdrias reacodes
bioquimicas. Sua produ¢do, em proporcdes adequadas, possibilita a geracdo de ATP (energia),
por meio da cadeia transportadora de elétrons e participacdo de mecanismos de defesa durante
o processo de infec¢do. Porém, a producdo excessiva pode conduzir a danos oxidativos
(BARBOSA et al, 2012).

A producdo continua de radicais livres durante os processos metabdlicos culmina no
desenvolvimento de mecanismos de defesa antioxidante. Estes t€ém o objetivo de limitar os
niveis intracelulares de tais espécies reativas e controlar a ocorréncia de danos decorrentes. A
instalacdo do processo de estresse oxidativo decorre da existéncia de um desequilibrio entre
compostos oxidantes e antioxidantes, em favor da geracdo excessiva de radicais livres ou em
detrimento da velocidade de remocao desses. Tal processo conduz a oxidagdo de biomoléculas
com consequente perda de suas funcdes bioldgicas e/ou desequilibrio homeostatico, cuja
manifestacdo € o dano oxidativo potencial contra células e tecidos. (BARBOSA et al, 2012).

Os mecanismos de geracdo de radicais livres ocorrem, normalmente, nas mitocondrias,
membranas celulares e no citoplasma. Tais mecanismos podem, especialmente, ser favorecidos
pelos ions ferro e cobre. A mitocondria, por meio da cadeia transportadora de elétrons, € a
principal fonte geradora de radicais livres. Em condigdes fisioldgicas, os organismos aerébicos
metabolizam 85% a 90% do oxigénio (O2) consumido na mitocondria, por meio da cadeia
transportadora de elétrons. Os restantes 10% a 15% sao utilizados por diversas enzimas
oxidases e oxigenases e, ainda, por reacdes quimicas de oxidacdo direta. (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 2007).

Na mitocondria, o O> sofre reducdo tetravalente, com aceitagdo de quatro elétrons,
resultando na formagao de dgua. A enzima catalisadora dessa reacdo € a citocromo oxidase. Na

parte terminal da cadeia transportadora de elétrons, a referida enzima oxida quatro moléculas
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de citocromo ¢ removendo um elétron de cada uma delas. Esses elétrons sdo adicionados ao Oz
para formar dgua. A acdo da citocromo oxidase controla a geracdo de radicais livres, impedindo
sua geragdo excessiva na mitocondria (LEHNINGER, 2000).

No entanto, cerca de 2% a 5% do oxigénio metabolizado nas mitocondrias sao desviados
para outra via metabdlica, e reduzidos de forma univalente, dando origem aos radicais livres.
Em face da reduc¢ao univalente do O> sdo gerados os radicais superéxido (O2 *), hidroxila (OHe)
e, ainda, peréxido de hidrogénio (H20;). (LEHNINGER, 2000).

Esse processo se d4 mediante reacdes especificas, catalisadas por enzimas e com a
participagd@o dos fons ferro e de cobre. O H2O», apesar de ndo ser um radical livre, por ndo ter
um elétron desemparelhado na sua tltima camada eletronica, € uma espécie com alto potencial
reativo. Por participar da reagdo de geragcdo de OHe tem acdo deletéria potencial, uma vez que
esse se constitui no mais reativo dos radicais livres, pois pode alterar qualquer estrutura celular
que se encontre proxima. Diferente dos radicais livres, o H2O; tem vida longa e é capaz de
atravessar as membranas celulares apresentando-se potencialmente toxicos para as células
(LEHNINGER, 2000).

Além da capacidade do Oz em participar de reacdes de geracdo de OHe, pode ainda,
por meio da reagdo com o radical livre 6xido nitrico (NOe¢), gerar a espécie reativa de nitrogénio,
peroxinitrito (ONOO), também potencialmente reativa (LEHNINGER, 2000).

Os ions ferro e cobre sdo muito ativos em reagdes de 6xido-reducao, o que os capacitam
como potentes catalisadores das reagdes de geracdo de radicais livres. A participacdo desses
metais se dd, especialmente, por meio das reagdes de Fenton e Haber-Weiss (FERREIRA;
MATSUBARA, 1997).

A primeira diz respeito a geracao de radical OHe, por meio da reacdo do H2O2 com os
fons em questdo, ao passo que, na segunda, estes fons catalisam a reagdo entre o H>O: e o radical
O: +, a fim de gerar, da mesma forma, o radical OHe. A liga¢@o do ferro e cobre as proteinas
especificas: transferrina, ferritina e ceruloplasmina, por meio da quais estes sao transportados,
utilizados e estocados, previne e/ou minimiza as reagOes de geracdo de radicais livres
catalisadas por esses metais. No citoplasma de células hepdticas, o ferro livre (ndo ligado a
ferritina) € facilmente dissociado na forma de fon, o que o torna cataliticamente ativo e apto
para participar de reacdes de 6xido-reducao e, consequentemente, de geracdo de radicais livres
(FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

Os éacidos graxos poli-insaturados contidos nas membranas celulares fazem com que

essas sejam potentes geradoras de radicais livres, alcoxila (LO¢) e peroxila (LOz ¢), por meio
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da lipoperoxidagao. Tal processo constitui-se de reacdes em cadeia, representadas pelas etapas

de iniciacdo, propagacdo e terminacdo (FERREIRA E MATSUBARA, 1997) (Figura 1).

FIGURA 1: ETAPAS DA LIPOPEROXIDACAO.

LH + OH {oulLO" > L'+ H,0 {ou LOH) Iniciagdo

L’ + 0, > LOoO" Propagagéo
LH + LOO’ > L'+ LOOH Propagagéo
LOO™ + L° = LOOL Terminagéo
LOO + LOO = LOOL + O, Terminacéo

Fonte: Ferreira e Matsubara (1997, p.63).

O radical OHe, por meio da retirada de um atomo de hidrogénio dos acidos graxos
poliinsaturados da membrana celular, desempenha importante papel na lipoperoxidagdo, sendo
considerado o principal iniciador de tal processo. Entretanto, a participacao do ferro também €
considerada fator determinante, ressaltando-se a importancia da relacdo equimolar entre Fe3+/
Fe2+, para possibilitar a iniciacdo desse processo. Os fons ferro agem como catalisadores da
conversdo de hidroperdxidos lipidicos (LOOH) em radicais LOs e LO2 e, que, por serem
potencialmente reativos, iniciam uma nova cadeia de reacgoes, as quais podem ser rapidas ou
lentas, de acordo com a valéncia do ferro (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

Outra importante fonte geradora de radicais livres sdo as enzimas NADPH oxidases
(Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate Oxidases). Essas se referem a proteinas
transmembrana que t€m, por exceléncia, a func¢do de transferir os elétrons através das
membranas celulares. Geralmente, o aceptor de elétrons é o oxigénio e, dessa forma, em
decorréncia desse processo, gera-se o radical O ¢. Tais enzimas existem em pelo menos seis

isoformas, diferindo quanto ao local de expressdo e co-fatores necessdrios para a sua ativagao.

(BARBOSA et al., 2010).

Sistema De Defesa Antioxidante

O sistema de defesa antioxidante tem a fun¢do de inibir e/ou reduzir os danos causados
pela a¢do deletéria dos radicais livres ou das espécies reativas nao-radicais. Tais a¢des podem
ser alcancadas por meio de diferentes mecanismos de a¢do: impedindo a formacao dos radicais
livres ou espécies ndo-radicais (sistemas de prevencdo), impedindo a acdo desses (sistemas
varredores) ou, ainda, favorecendo o reparo e a reconstituicao das estruturas bioldgicas lesadas

(sistemas de reparo). (BARBOSA et al. 2010).
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Usualmente, esse sistema € dividido em enzimatico e ndo-enzimatico. No ultimo caso,
€ constituido por grande variedade de substancias antioxidantes. Os antioxidantes sdo definidos
como qualquer substancia que, presente em menores concentracdes que as do substrato
oxiddvel, sejam capazes de atrasar ou inibir a oxidac¢do deste de maneira eficaz. Tais substancias
podem agir diretamente, neutralizando a a¢do dos radicais livres e espécies ndo-radicais, ou
indiretamente, participando dos sistemas enzimdticos com tal capacidade (BARBOSA et al.
2010).

O sistema de defesa enzimdtico inclui as enzimas Superdxido Dismutase (SOD),
Catalase (CAT) e Glutationa Peroxidase (GPx). Essas enzimas agem por meio de mecanismos
de prevencgio, impedindo e/ou controlando a formacao de radicais livres e espécies ndo-radicais,
envolvidos com a iniciacdo das reagdes em cadeia que culminam com propagacdo e
amplificacdo do processo e, consequentemente, com a ocorréncia de danos oxidativos
(FERREIRA E MATSUBARA, 1997).

As enzimas CAT e GPx agem com o mesmo propdsito, ou seja, o de impedir o acimulo
de perdxido de hidrogénio. Tal acdo integrada é de grande importancia, uma vez que essa
espécie reativa, por meio das reacOes de Fenton e Haber-Weiss, mediante a participacao dos
metais ferro e cobre, culmina na geragdo do radical OHe , contra o qual ndo ha sistema
enzimatico de defesa (FERREIRA E MATSUBARA, 1997).

O referido radical (OH¢) vem sendo indicado como o de maior potencial reativo e com
extrema instabilidade (vida média de 10-9 segundos). Essas caracteristicas os capacitam como
o radical livre mais propicio na producao de danos oxidativos. Além de ser o principal iniciador
do processo de peroxidagdo lipidica, tendo como consequéncia a alteracao da fun¢ao biolégica
das membranas celulares, esse radical é capaz de agir sobre as proteinas, alterando-as em
relacdo a sua estrutura e/ou funcdo bioldgica. Seu ataque ao DNA possibilita a ocorréncia de
mutacoes (BARBOSA et al., 2010).

Considerando a potencialidade do radical OHe e o fato da ndo existéncia de defesa
enzimadtica especializada, é de extrema importancia a manutengdo do perfeito equilibrio entre
as enzimas antioxidantes, com o propdsito de promover a manutencao da integralidade celular.
Assim, a GPx merece atengdo especial, uma vez que sua a¢do depende da manutencdo do ciclo
redox da glutationa, por meio do controle da relacdo entre glutationa reduzida (GSH) e oxidada
(GSSG) (BARBOSA et al., 2010).

A atividade das enzimas em questdo muitas vezes depende da participacdo de cofatores

enzimaticos, especialmente antioxidantes de origem externa. Tais cofatores podem diferir de
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acordo com os compartimentos celulares de acao das enzimas. A SOD pode ser encontrada sob
duas formas: no citoplasma, é dependente de cobre e zinco (SOD-Cu/Zn), enquanto na
mitocOndria, necessita do manganés como co-fator (SOD-Mn). A GPx também existe sob duas
formas: dependente e independente de selénio e pode apresentar-se no citoplasma ou na

mitocondria (FERREIRA E MATSUBARA, 1997).

O Estresse Oxidativo e a Inflamacao

O termo "estresse oxidativo" é frequentemente usado para se referir ao aumento da
formacdo das espécies reativas de oxigénio (EROs) (HALLIWELL, 1994). As EROs podem
ser geradas de diversas maneiras, encontrando-se associadas em sua maior parte a funcao
mitocondrial e a respiracdo celular (LIU E LENARDO, 2007). Geralmente, as EROs sdo
formadas como subproduto da transferéncia de elétrons para o oxigénio molecular (O2) pelos
complexos I e III dentro da cadeia transportadora de elétrons, bem como por nicotinamida
adenina dinucleotideo fosfato reduzido (NADPH) e enzimas, que sdo fortemente associadas as
mitocondrias (D’ AUTREAUX, 2007; VERNON E TANG, 2013).

O papel que as EROs e espécies reativas de nitrogénio (ERNs) desempenham em
mecanismos que levam a patologias sdo amplamente estudados. Sabe-se que as EROs/ERNs
estdo envolvidas em vias de sinalizacdo e processos metabolicos normais. As EROs, como os
radicais superéxido (O*™), o peréxido de hidrogénio (H,02), o radical hidroxila (OH-) e o 6xido
nitrico (NO) podem desencadear a proliferacdo, diferenciacdo, apoptose e morte celular. Em
baixos niveis, as EROs participam em vias de sinaliza¢do celular essenciais, atuando como
segundos mensageiros em varios processos celulares por oxidacdo de residuos de cisteina ou
moléculas alvo, incluindo cinases e fosfatases, fatores de transcricdo que sdo sensiveis as
modificagdes pelas EROs, reguladores do ciclo celular e lipidios de membrana (AZAD et al.,
2009).

Contudo, em altos niveis, as EROs podem causar alteracdes oxidativas irreversiveis,
danos aos lipidios, proteinas e DNA, interferindo nas suas fun¢des. Por isso, complexos
mecanismos antioxidantes evoluiram para proteger as células das lesdes oxidativas, incluindo
mecanismos enzimaticos e ndo enzimaticos. Nos mecanismos enziméticos temos, por exemplo,
catalase (CAT), superéxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx) e peroxirredoxina
III (PrxIII). Ja o sistema ndo enzimatico inclui vitaminas C, E e B2, coenzima Q10, glutationa
e B-caroteno. Estes sistemas de eliminacdo de EROs sdo necessarios para manter o balanco
redox celular (AZAD et al., 2009).
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No entanto, um desequilibrio ou desregulacdo no organismo entre a produgdo de
EROSs/ERNSs e as defesas antioxidantes pode levar a uma condi¢do conhecida como estresse
oxidativo (HALLIWELL, 1994). Na maioria dos casos, as EROs sdo consideradas como sendo
danosas para as células, provocando uma resposta de estresse que pode levar a consequéncias
como dano a proteinas celulares ou a organelas e possivel morte celular. Algumas doencas
como cancer, doencas neurodegenerativas, diabetes e doencas cardiovasculares sdo condi¢des
patolégicas que apresentam estresse oxidativo em sua etiologia (MITTAL et al., 2014).
Adicionalmente, as EROs/ERNs cumprem um papel central na ativagdo e progressio das vias
inflamatorias, desencadeando uma variedade de respostas a estimulos, tais como atividades proé-
inflamatérias (com a modulagao de fatores como TNF-a), inibi¢do da fungdo mitocondrial por
interferéncias na cadeia transportadora de elétrons e respostas celulares a mé nutricao (LIU E
LENARDO, 2007).

As espécies reativas de oxigénio, tais como anion superdxido (O2e-), peroxido de
hidrogénio (H20,), anion radical hidroxil (HOe ) e outros, podem ter origem enddgena e
exogena. As principais fontes enddgenas de geracdo de EROs sdo peroxissomos, NADPH
oxidase, xantina oxidase, mitocondria e citocromo P-450. Como vias exdgenas, podem ser
citadas radiag@o-y, cigarro e solventes organicos. A excessiva formacdo endégena de radicais
livres pode ser causada por: (1) ativacdo aumentada de fagdcitos; (2) interrup¢ao dos processos
normais de transferéncia de elétrons na cadeia respiratéria mitocondrial; (3) aumento da
concentracdo de fons metdlicos de transi¢ao por escape do grupamento heme de proteinas em
locais de lesdo ou doencas metabdlicas; e (4) por niveis diminuidos das defesas antioxidantes.
Entretanto, torna-se dificil determinar se na doengca humana os radicais livres sdo a causa ou
potencializam o dano patolégico (FILIPPIN et al., 2008).

Por outro lado, as espécies reativas de oxigénio sdo reconhecidas como importantes
sinalizadoras intracelulares e estdo envolvidas na regulacido redox no interior das células do
sistema imune. Sabe-se que células fagocitarias, como macréfagos e neutréfilos, sdo ativados
sob condicdes oxidativas. Essa ativacdo € mediada pelo sistema da NADPH oxidase que resulta
um marcado incremento no consumo de oxigénio e consequente produc¢do de dnion superdxido.
A ativacdo da NADPH oxidase pode ser induzida por lipopolissacarideos (LPS), lipoproteinas
e citocinas, como inteferon-gama (IFN-v), interleucina-1 beta (IL- 1) e fator de necrose tumoral

alfa (TNF-a) (Figura 2).
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FIGURA 2 — FORMACAO DAS ESPECIES ATIVAS DE OXIGENIO E NITROGENIO, ALVOS DESSAS
ESPECIES REATIVAS, RELACAO DAS EROs COM A ATIVACAO DO NF-KB E TRANSCRICAO DE
CITOCINAS PRO-INFLAMATORIA.
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Fonte: Filippin et al. (2008, p. 18)

2.2 CIANOBACTERIAS

A 4gua € considerada uma substancia indispensavel a vida, mas devido ao crescimento
das atividades antrépicas tem-se produzido diversos tipos de efluentes que sem o tratamento
adequado, alcancam os corpos aqudticos e podem provocar diversas alteracdes que
comprometem a saude de diversos animais (DE FIGUEIREDO et al., 2004) (Figura 3). Desse
modo, os diversos dejetos nas dguas propicia uma variedade de contaminantes e nutrientes,
contribuindo para a intensificacdo dos processos de eutrofizacdo. A disponibilidade de
nutrientes, a exemplo do fdsforo e nitrogénio propicia o crescimento da populacdo de
produtores primadrios (fotossintetizantes). Estes, que possuem mecanismos de utiliza¢do dessas
substancias e desse modo, aumentam consideravelmente, iniciando-se, portanto um
desequilibrio no ecossistema, com o aumento exacerbado de organismos fitoplanctonicos

(FERRAO-FILHO et al., 2009).
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Dentre as espécies fitoplanctonicas que formam a estrutura das comunidades nos
sistemas aquéticos, as cianobactérias ganham destaque quanto a sua adaptagdo as condicdes de
enriquecimento de nutrientes na dgua. Esses que sdo microorganismos procariotos,
fotossintetizantes presentes na maioria dos ecossistemas do nosso planeta (AZEVEDO et al.,
2002).

Cianobactérias sdao bactérias gram-negativas com uma longa histéria evolutiva no
planeta, sdo organismos procariontes, fotossintéticos, unicelulares ou coloniais que povoam
diversos habitats (DIAS et al., 2009). Possuem distribui¢ao cosmopolita, sendo encontrados em
ambientes de dgua doce, mares, desertos, geleiras, entre outros (RESENDE, 2011). Em
condi¢des ambientais favordveis pode ocorrer a proliferacdo exorbitante das cianobactérias,
evento conhecido como floragdo, e que fez com que elas se destacassem no cendrio de saude
publica mundial. As florescéncias cianobacterianas resultam da versatilidade metabodlica e
fisiolégica desses organismos (FONSECA, 2014).

Dentre os aproximadamente 150 géneros escritos, 40 estdo relacionados com a producao
de algum tipo de metabolito téxico. (BRASIL, 2011). Uma das grandes preocupagdes, no que
concerne a esses organismos, estd justamente na sua capacidade de biossintetizar e liberar
alguns metabdlitos secunddrios, conhecidos como cianotoxinas, essas que sdo substincias

capazes de causar danos a saide (RESENDE, 2011).

FIGURA 3: MICROCISTINAS (MCS) NO AMBIENTE AQUATICO.
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Fonte: Chen et al. (2016, p. 382).
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Cianotoxinas

Virios géneros e espécies de cianobactérias que formam floracdes produzem toxinas.
As toxinas de cianobactérias, que sdo conhecidas como cianotoxinas, constituem uma grande
fonte de produtos naturais toxicos produzidos por esses microorganismos
(CARMICHAEL,1994).

As cianotoxinas sdo armazenadas nas células das bactérias e sdo liberadas para a dgua
quando as células se rompem ou morrem. Muitas vezes, a liberagao das toxinas ocorre no final
do ciclo de vida natural, assim, as toxinas podem ainda estar presentes na dgua e representar
um risco para a saide do homem e animais (ROSLYN WOQD, 2016).

A exposi¢ao humana e possivel intoxica¢ao por cianotoxinas sao maiores quanto maior
for a proliferacdo e lise das células de cianobactérias. A intoxicacao pode ocorrer por diferentes
vias: ao beber a dgua contaminada; durante o uso recreacional da agua, principalmente na
presenca de floracdo, através do contato da pele e também ao beber a &dgua nado
intencionalmente; pela inalacdo de particulas em aerossol, potencialmente possivel durante
duchas, ao praticar esportes aquaticos, como esqui ou semelhante; pelo consumo de alimentos
expostos a uma floracdo de cianobactérias, sejam peixes, frutos do mar ou semelhante e; por
hemodiélise, se a 4gua ndo for propriamente tratada (CHORUS E BARTRAM, 1998).

Algumas dessas toxinas, que sdo caracterizadas por sua a¢do rapida, causando a morte
por parada respiratoria apds poucos minutos de exposi¢do, t€m sido identificadas como
alcaloides ou organofosforados neurotoxicos. Outras atuam menos rapidamente e sao
identificadas como peptideos ou alcaldides hepatotéxicos (AZEVEDO, 1998).

As toxinas podem ter um efeito téxico para o homem e outros animais, mesmo em
pequenas concentracdes. Entre os tipos de toxinas produzidas elas podem ser classificadas de
acordo com seu mecanismo de acdo em: hepatotoxicas, que sdo as microcistina e nodularinas;
neurotoxicas, representadas pela anatoxina-a, homoanatoxina-a, anatoxina-a(s) € um grande
grupo chamado saxitoxinas; citotdxica, a cilindrospermopsina; e as dermatotoxinas que sao as
toxinas lipopolissacaridicas, comuns a varias espécies de cianobactérias. (CHORUS E
BARTRAM, 1998; VAN APELDOORN et al.,, 2007). Existem ainda outras toxinas:
aplysiatoxina, debromoaplysiatoxina e a lyngbiatoxina-a, com ag¢des distintas, tal como
dermatotoxicos, promotores de tumor e irritantes gastricos, porém ainda ndo totalmente

elucidados (MSAGATI et al., 2006; VAN APELDOORN et al., 2007). O tipo de toxina
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produzida véria de acordo com a espécie e a sintomatologia de acordo com o tipo de toxina.
(CHORUS E BARTRAM, 1998).

O tipo mais comum de intoxicacdo envolvendo cianobactérias estd relacionado a
presenca de hepatotoxinas em corpos d'dgua. As hepatotoxinas atuam principalmente sobre
células hepéticas, onde desorganizam microfilamentos de actina do citoesqueleto, resultando
na destruicao das células hepdticas por falta de suporte, levando todo o tecido a necrose e
hemorragia intra-hepdtica, o que acarreta morte do animal em poucas horas em doses agudas.
Além de atuarem no figado, as hepatotoxinas podem se acumular em outros 6rgdos como rins,
estdmago, pulmao, cérebro, gonadas e coracdo (CODD E METCALF, 2005).

As hepatotoxinas sd@o as mais comuns em casos de intoxicagdo humana envolvendo
cianobactérias, estas apresentam uma acao mais lenta, causando a morte entre poucas horas e
poucos dias, em decorréncia de hemorragia intra-hepética e choque hipovolémico. Os sinais
observados apds ingestdo dessas hepatotoxinas sdo prostragdo, anorexia, vOmitos, dor
abdominal e diarréia (BEASLEY et al., 1989).

As espécies ja identificadas como produtoras dessas hepatotoxinas estdo incluidas nos

géneros Microcystis, Anabaena, Nodularia, Oscillatoria, Nostoc e Cylindrospermopsis

(CARMICHAEL, 1992) (Tabela 1).
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Tabela 1: Relacd@o das cianotoxinas, organismos produtores e sintomatologias.

Toxina Organismos Produtores Sintomatologia a exposicao
aguda

Microcistinas Microcystis, Anabaena, Prostracdo ao, pilo erecdo,
Planktothrix, Nostoc, anorexia, vomitos, dor abdominal,
Hapalosiphon, diarréia, choque hipovolémico e
Synechocystis, hemorragia intra-hepatica.
Aphanocapsa, Oscillatoria

Nodularinas Nodularia Prostracio, pilo erecdo, anorexia,

vOmitos, dor abdominal, diarréia,
choque hipovolémico e
hemorragia intra-hepética.

Saxitoxinas (PSPs) Aphanizomenon, Anabaena, Paralisia progressiva dos
Lyngbya, Cylindrospermopsis e musculos,
também algumas espécies de diminuicdo dos movimentos,
dinoflagelados exagerada respiragdao abdominal,

cianose, convulsio, parada
respiratoria e morte.

Anatoxina—a Anabaena, Oscillatoria, Paralisia progressiva, forte
Cylindrospermum, respiracio abdominal, cianose,
Aphanizomenon, Microcystis convulsdo, morte por asfixia.

Anatoxina-a (S) Anabaena Paralisia progressiva, fraqueza

muscular, diminui¢do da
frequéncia respiratoria e
convulsoes. Salivagao intensa.
Morte ocorre por faléncia

respiratoria.
Cilindrospermopsina Cylindrospermopsis Desestruturagdo e necrose do
raciborskii, Umezakia, figado, danos em células renais,
Aphanizomenon, cardiacas, pulmonares e
Raphidiopsis, Anabaena também da mucosa gdstrica.
Dermatotoxinas Cianobactérias em geral Dermatites em geral e prurido.

Irritagdo nos olhos, pele, febre
tontura, fadiga e gastroenterite.
Lyngbyatoxina Lyngbya majuscula Aumento da secrecdo géstrica,
promove a inflamagdo, edema
pulmonar, irritagdo
gastrointestinal e promocdo de
tumor dérmico.

Aplysiatoxina Stylocheilus longicauda, Irritacdo gastrointestinal.
Lyngbya majuscula
Debromoaplysiatoxina Schizotrix calcicola Irritag@o gastrointestinal

e Oscillatoria nigroviridis

Microcistinas

A microcistina € uma hepatotoxina composta por um heptapeptideo ciclico com mais de
100 isoformas com toxicidades diferentes (PUDDICK et al, 2014), sendo produzida por varios
géneros de cianobactérias, entre eles, Microcystis e Anabaena (SANT’ANNA et al., 2008). E
considerada uma cianotoxina bastante potente e amplamente distribuida, ocorrendo em todo o
planeta. Esta cianotoxina, assim como a nodularia, € um potente inibidor de proteinas fosfatases

1 (PP1) e 2 A (PP2A) (CARMICHAEL, 1994) e se destaca por sua capacidade de causar
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intoxicagdes agudas, podendo levar animais vertebrados, incluindo o homem, & morte por
severos danos hepaticos (CARMICHAEL, 1994; AZEVEDO et al., 2002).

A microcistina-LR (MC-LR) é a isoforma mais comum e mais toxica dentre as
microcistinas (Figura 4), possuindo leucina e arginina nas posicdes 2 e 4, respectivamente. A
dose letal para 50% de individuos expostos (LD50) para camundongos € bastante baixa,

aproximadamente 60 pg L', considerada de alta toxicidade (WHO, 1999).

FIGURA 4- A ESTRUTURA DA MICROCISTINA-LR.
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Fonte: Ding e Ong (2003, p. 3)

2.3 ESTRESSE OXIDATIVO E AS MICROCISTINAS

Quando a producdo de radicais livres e/ou espécies reativas supera a capacidade de acao
dos antioxidantes, se favorece a oxidagdo de biomoléculas, gerando metabdlitos especificos, os
marcadores do estresse oxidativo, que podem ser identificados e quantificados. Tais marcadores
sdo derivados, sobretudo, da oxidacdo de lipideos, proteinas e 4cido desoxirribonucléico
(DNA), sendo os primeiros os de maior expressdo. Outra forma de abordar a avaliacdo do
estresse oxidativo € a que emprega métodos indiretos, baseados na capacidade antioxidante.
Cada vez ha maior evidéncia cientifica de que o estresse oxidativo desencadeia relevantes
implicagdes sobre os mecanismos que culminam com o desenvolvimento de alteragdes
considerdveis.

As enzimas de biotransformac¢do sdo enzimas que participam na metabolizacdo de
moléculas lipofilicas de modo a tornd-las mais hidrofilicas para a sua eliminacdo via excrecao
renal. Estas enzimas situam-se principalmente no figado e os processos de biotransformacgao
ocorrem em duas fases: fase I e fase II, as quais sao independentes entre si. Assim, dependendo

da lipossolubilidade da molécula em biotransformacao, poderdo ocorrer ambas as fases,
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somente a fase I ou somente a fase II. Vale ressaltar que a metabolizacdo de moléculas pode
gerar moléculas mais reativas (mais toxicas) que o composto parental devido a sua bioativacao
durante a fase I. Na fase I ocorrem as reacdes de oxidagdo, reducdo e hidrélise por enzimas
monooxigenases microsomais (MO). Nesta fase, destacam-se as isoenzimas CYPs 1,2 e 3 do
citocromo P450 para os processos de biotransformagdo de xenobidticos (compostos quimicos
exogenos ao organismo) (VAN DER OOST et al., 2003).

O metabolismo normal de moléculas de oxigénio molecular (O2) nos organismos
produzem espécies reativas de oxigénio (EROs), os quais compreendem: dnion superdxido (Oz
), peréxido de hidrogénio (H202) e o radical hidroxila (HO) (PISOSCHI E POP, 2015). Estas
moléculas podem ser prejudiciais as células, especialmente o radical hidroxila, que € um potente
agente oxidante, podendo inativar enzimas, causar danos em lipidios € em DNA e, por
consequéncia, levar a morte celular (VAN DER OOST et al., 2003).

Contudo, para garantir a homeostase celular, os organismos desenvolveram o sistema
antioxidante, que reduz as EROs, previnem e reparam dando em lipideos oxidados e mantém o
status redox de moléculas importantes para a redu¢do de EROs, como a glutationa reduzida
(GSH) (VAN DER OOST et al., 2003; PISOSCHI E POP, 2015).

A exposicdo a agentes quimicos pode acarretar em estresse oxidativo, aumentando os
niveis de EROs nas células e causando desequilibrio redox. Este estresse ocorre quando o
sistema antioxidante ndo consegue compensar os niveis de EROs geradas, ocorrendo
desequilibrios no sistema. Desta forma, enzimas e outras moléculas do sistema de defesa
antioxidante tém sido utilizadas como biomarcadores para a avaliagdo de estresse oxidativo. As
principais enzimas do sistema antioxidante compreendem: superdxido dismutase (SOD),
catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPX). Além delas, compostos ndo enziméticos, como
a glutationa reduzida (GSH), proteinas como ferritinas, transferinas, albuminas e moléculas
como acido turico, coenzima Q e acido lipdico participam do sistema (PISOSCHI E POP, 2015).

A SOD é uma metaloenzima que degrada o anion superéxido (O2") através da reacdo de
dismutacao, formando oxigénio e peréxido de hidrogénio, H>O». Este peréxido, por sua vez,
embora pouco reativo, tem a capacidade de atravessar membranas bioldgicas, podendo ser
convertido em radical hidroxila e, portanto, mais reativo, através da reacdo de Fenton
(WINTERBOURN, 1990). A quebra do perdxido é realizada pela CAT dentro dos
peroxissomos, formando oxigénio e dgua. Por outro lado, a GPx degrada H,O: e outros tipos
de perdxidos na presenca de GSH e de forma extra-peroxissomal (VAN DER OOST et al.,
2003).
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Dentre os danos causados a biomoléculas devido a ocorréncia de estresse oxidativo,
tem-se, por exemplo, a lipoperoxida¢do ou peroxidacao lipidica (LPO) e a carbonilacdo de
proteinas (PCO).

A lipoperoxidacao é um dos principais danos causados pelo estresse oxidativo. Neste
caso, as EROs reagem com os fosfolipidios das membranas celulares, sequestrando elétrons e
desestruturando as membranas, causando aumento de permeabilidade. De um modo mais
intenso, a lipoperoxidacdo pode ocasionar a ruptura da membrana com consequente morte
celular (GUTTERIDGEE HALLIWELL 2007; VAN DER OOST et al, 2003; PISOSCHI; POP,
2015).

A carbonilacdo de proteinas compreende danos sobre cadeias laterais de proteinas. A
carbonilacdo pode ser decorrente de oxidagdo proteica pela reacdo de grupamentos cetonas e
aldeidos provenientes de reacdes com EROs. Este processo pode levar a mudangas
conformacionais de proteinas, além da perda da funcdo de algumas enzimas (ATENCIO et al.,
2008).

Amado e Monserrat, em sua revisdo de 2010, hipotetizaram uma sequéncia de eventos
que poderiam ocorrer no organismo animal apds a exposi¢cdo a microcistina, culminando em
estresse oxidativo: a toxina entraria na célula via transportadores de membrana, chamados
OATPs (polipeptideos transportadores de dnions organicos) que utilizam o GSH como trocador
(microcistina entraria na célula e o GSH sairia). Com isso, ocorreria uma reducdo da
concentracdo de GSH intracelular, reduzindo também as defesas antioxidantes (AMADO E
MONSERRAT, 2010).

A microcistina ainda inibiria a enzima ATPsintase (que produz ATP) e causaria a
hiperfosforilacdo de proteinas (de forma indireta) ao se ligar a proteinas fosfatases e impedir o
seu funcionamento. Juntos, a hiperfosforilagcdo e o estado pro-oxidativo da célula promoveriam
a transcricdo de genes de resposta antioxidante (GST — glutationa s-transferase, GPx —
glutationa peroxidase e GCL- glutamato cisteina-ligase, importante na sintese de GSH).
Contudo, a deplecdo de ATP aliada ao estado fosforilado das proteinas inibiriam GCL. A
fosforilagdo ativaria a GST e GPx, mas os baixos niveis de GSH continuariam impedindo a
biotransformagdo da microcistina (via sua conjugacdo com GSH, através da enzima GST)
(AMADO E MONSERRAT, 2010).

Dessa forma, a microcistina se acumularia no organismo e o processo de quebra de H>O»
por GPx continuaria comprometido. Ao final, a capacidade antioxidante da célula seria ainda

mais inibida pela fosforilacdo (ao inibir outra familia de proteinas de peroxidases, a Peroxidina
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1, Prx). Todos estes eventos em conjunto acabariam alterando o estado redox das mitocondrias
celulares, que poderiam levar a liberagdo de citocromo c, responsavel pela ativacdo da cascata
de apoptose (morte celular programada) (AMADO E MONSERRAT, 2010).

Li et al., (2009) também descobriram que os MCs afetam as atividades transcricionais
de algumas enzimas antioxidantes nos testiculos de ratos Wistar machos, sugerindo uma
resposta adaptativ para combater o dano oxidativo induzido por MCs. GSTs desempenham
papéis importantes na desintoxicacdo de MCs e a supressao de muitas isoformas de GST no
testiculo pode ser um modo chave de toxicidade MC. Ap6s a exposicdo ao MC-RR, os niveis
de malondialdeido (MDA) e H>0O, aumentaram notavelmente nos testiculos de peixe-zebra,
enquanto os sistemas de defesa antioxidante, como atividades de SOD, CAT, GST e GPX
também foram aumentados (LI et al., 2009).

Shi et al. (2015) observaram elevada producdo de EROs em testiculos de ratos
expostos a MC-LR. No ovério de zebrafish injetado com MC-LR, os aumentos nos teores de
MDA, bem como as atividades enzimaticas e os niveis transcricionais de antioxidantes CAT,
SOD e GPX também mostraram a ocorréncia de estresse oxidativo. A diminui¢do significativa
do conteudo de GSH no ovério de peixe-zebra sugeriu a importincia da desintoxica¢ao de MC-
LR pela GST via GSH. A recuperacdo final da histo- estrutura e dos indices antioxidativos
indicou que o eficiente sistema de defesa antioxidante ovariano pode ser um importante
mecanismo para o zebrafish contrabalancar a MC-LR (PASKEROVA, HILSCHEROVA E
BLAHA, 2012).

MC-LR pode aumentar a peroxidacdo lipidica, diminuir a atividade da SOD em
células de Leydig de ratos, células de Sertoli e aumentar a produ¢cdo de EROs em células de
ovirio e espermatogdnia de rato e células de Sertoli de ri (PASKEROVA, HILSCHEROVA E
BLAHA, 2012).

Shi et al. (2017) demonstraram que a pré-administracao de antioxidantes (antocianina
e taurina) diminuiu significativamente a o nivel de estresse oxidativo induzido por MC-LR em
testiculos de camundongos e proporcionou uma prote¢do contra a toxicidade reprodutiva. N-
acetilcisteina (NAC), um precursor da GSH e intracelular EROs scavenger, também foi
mostrado para proteger as células contra lesdo oxidativa e apoptose induzida por MC-LR (SHI
et al., 2017).

Além disso, outro estudo, foi demonstrado que os MCs se ligam a GSH, formando
conjugados (MC-GSH) via glutationa S-transferase (GST), como o primeiro passo no processo

de desintoxicacdo, seguido pela degradacido dos conjugados de cisteina (MC-Cys). Como o
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GSH ¢ a primeira linha de defesa contra o EROs, seu efluxo celular deve aumentar a geracao
de EROs. Além disso, as mitocondrias ndo possuem o pool enzimético associado a sintese de
GSH e dependem da GSH citoplasmatica, de modo que a deplecao de GSH no citosol poderia
refletir uma diminui¢do na concentragdo de GSH dentro das mitocOndrias, situagdo que
favorece a producdo de EROs e a ruptura da cadeia de transporte de elétrons.

As MCs podem também se ligar a subunidade beta da ATP-sintase, o que poderia
perturbar o sistema de fosforilacao oxidativa (OXPHOS) reduzir a sintese de ATP e contribuir
para a intensificacdo da despolarizagdo da membrana mitocondrial e geragdao de EROs . A
ruptura mitocondrial leva a um comprometimento da producdo de ATP, afetando todos os
processos celulares que dependem do ATP, incluindo a sintese de GSH
0 que contribuird ainda mais para a reducdo do GSH dentro da célula e elevara o nivel de
estresse oxidativo. Algumas evidéncias também sugerem uma estreita conexao entre o estado

de hiperfosforilacdo celular e a geracdo de estresse oxidativo induzida pela exposi¢do as MCs.

2.4 POTENCIAL ANTI-INFLAMATORIOS DE EXTRATOS VEGETAIS

Nos ultimos anos, o uso de plantas medicinais ganhou importancia nas necessidades de
atencdo primdria a saide em todo o mundo. As plantas medicinais sdo a espinha dorsal da
pritica médica tradicional, pois a maioria dos medicamentos modernos e seus derivados sdo
produzidos a partir dessas plantas (DJERIDANE et al., 2006). Antioxidantes a base de plantas,
como os polifendis, ganharam atencdo substancial devido aos seus potenciais beneficios
medicinais. Antioxidantes naturais a base de plantas, seja na forma de extrato bruto ou
fitocompostos individuais e seus derivados, sdo muito eficientes na preven¢ao de processos de
dano celular causados pelo estresse oxidativo. A propriedade antioxidante dos compostos
polifendlicos deve-se principalmente ao seu potencial redox, o que lhes permite atuar como
inibidores de oxigénio singlete, quelantes de metais, agentes redutores e
doadores de hidrogénio (LIU E HENKEL, 2002).

Os polifenois vegetais auxiliam na absor¢do e neutralizacao de radicais livres, induzindo
a expressdo de peroxidos, extingdo de oxigénio singleto e tripleto. O corpo humano possui um
mecanismo antioxidante natural, que auxilia em diversas fun¢des bioldgicas, como respostas
antienvelhecimento, propriedades antimutagénicas e anticancerigenas (DAR et al
2017). Qualquer alteracao ou defeito no mecanismo antioxidante resulta em estresse oxidativo,

que leva ao desenvolvimento de diversas doencas contagiosas. As drogas antioxidantes
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sintéticas comercialmente disponiveis podem causar vérios efeitos colaterais (SUBEDI et al.,
2014).

Desse modo, as plantas medicinais tém sido amplamente utilizadas em todo o mundo
por milhares de anos. A crescente procura por medicamentos a base de plantas requer o
desenvolvimento de metodologias de extracdo especificas e de controle de qualidade, a fim de
garantir a eficdcia e a seguranca dos produtos derivados dessas plantas (GARZA-JUAREZ et
al., 2011). Os compostos vegetais adquiridos por meio da ingestdo de chd, suco, frutas e
derivados vegetais proporcionam uma diversidade de beneficios para a saide das populagdes
(DAUCHET et al.,, 2006) e representam uma fonte importante de produtos naturais
biologicamente ativos, muitos dos quais se constituem em modelos para a sintese de muitos
farmacos (PINTO et al., 2002). Esses produtos apresentam uma gama de diversidade em termos
de estrutura e de propriedades fisico-quimicas e bioldgicas.

Estudos acerca da eficicia desses extratos ganharam grande destaque nas pesquisas,
sendo abordados em diferentes aspectos. De fato, a composicdo bioldgica dessas bebidas e
alimentos tem sido considerada um fator importante para reduzir o risco de doengas cronicas
(COOKE et al., 2004), surgindo assim, como uma forte alternativa aos produtos sintéticos, nao
apenas na medicina tradicional, mas também na variedade de produtos alimentares e suas
propriedades famacéuticas, nutricionais e bioatividade (BESSADA et al., 2017). Encontrados
naturalmente em plantas, os compostos fendlicos, também conhecidos como antioxidantes de
polifendis, que incluem flavonoides, acidos fendlicos e ligninas, possuem nas plantas dentre
outras a func¢do de protecdo contra patégenos e predadores. De modo que, em outros organismos
estes compostos fendlicos podem inibir a peroxidagdo lipidica, assim como eliminar radicais
livres, quelar os ions ferro e cobre, protegendo o colesterol lipoproteico da oxidacdo e
estimulando as enzimas envolvidas na desintoxicagdo de substincias cancerigenas (SORIANO-
MELGAR et al., 2012).

Conhecidos por atuarem de forma direta ou indireta no organismo, estes compostos
podem inibir ou ativar importantes alvos moleculares e celulares, por exemplo: interferindo na
producdo de mediadores inflamatérios (metabdlitos do 4cido araquiddnico, peptideos,
citocinas, aminodcidos excitatorios, entre outros); agindo sobre a produ¢do ou acao de segundos
mensageiros (como guanosina monofosfato ciclica (GMPc), adenosina monofosfato ciclica
(AMPc), proteinas quinases (PKs), etc.), na expressao de fatores de transcri¢io como proteina
ativadora-1 (AP-1), fator nuclear kB (NF-kB), e proto-oncogenes (cjun, c-fos e c-myc);

inibindo ou ativando a expressdo de células pré-inflamatérias como sintetase do 6xido nitrico
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(NOS), ciclooxigenases (COX), citocinas (interleucina (IL)-1pB, fator de necrose tumoral
(TNF)-a, etc.), neuropeptideos e proteases (CALIXTO, 2005; FIRMO et al., 2011).
Consequentemente, com o desenvolvimento de novas tecnologias para produzir alimentos
industrializados, o interesse pelo consumo de compostos naturais que se revelam benéficos para
a saude humana tem aumentado nos dltimos anos (BESSADA et al., 2017).

Entretanto, apesar de contar com uma vasta biodiversidade, quase a totalidade das
plantas medicinais estudadas hoje e usadas na preparacio de medicamentos ndo pertence a flora
brasileira, e isto acontece devido a falta de estudos cientificos que comprovem suas agdes.

Em geral, os produtos naturais de plantas medicinais sdo fontes significativas de novos

compostos dindmicos eficazes para novas preparacdes medicinais. O valor terapéutico de uma
planta medicinal depende da associacdo entre as estruturas quimicas e as atividades

farmacoldgicas dos fitocompostos ativos (Saravanan, 2018).

Turnera subulata

Turneraceae € uma das familias de plantas com flores eudicotiledoneas altamente
apreciadas , que possui meia dizia de 135 espécies atualmente reconhecidas. Quase todas as
espécies foram amplamente utilizadas para tratar vérias doencas na medicina popular
tradicional. Nas préticas tradicionais, essas plantas eram usadas para tratar problemas
gastrointestinais, tumores, bronquite, tosse, alivio da dor, doencas pulmonares e respiratorias
(SZEWCZYK E ZIDORN, 2014). O género mais significativo de Turneraceae € Turnera, que
compreende mais de 100 espécies classificadas em 9 séries. Os subarbustosestdo distribuidos
principalmente em zonas tropicais quentes e subtropicais quentes dos Estados Unidos da
América (SOLfS NEFFA E FERNANDEZ, 2000). Também € bem conhecido em outros paises
como Indonésia, Maldasia, Florida e vérias outras ilhas do Pacifico; geralmente cultivada como
flor de jardim e jardim ornamental. Os fitoquimicos presentes nas plantas sdo responsaveis
pelas propriedades organolépticas e pela cor da planta.

Garantir a seguranga, identidade e qualidade da preparacdo tradicional a base de plantas
€ uma preocupacdo crescente e vital para os mecanismos de tratamento cada vez mais
complicados e desconhecidos (EASMIN et al., 2017 ). Em preparacdes de ervas, varios
fitocompostos ativos podem estar presentes em quantidades escassas e nao podem ser
facilmente isolados. Além disso, os métodos tradicionais de separacdo e isolamento sdo caros,

trabalhosos e demorados; portanto, hd necessidade de praticar o uso de extratos brutos para
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estudos iniciais ( VAN BEEK et al., 2009 ). As propriedades antimicrobianas de compostos
derivados de plantas estdo associadas a danos estruturais e funcionais das células-alvo. Durante
as ultimas décadas, as atividades antimicrobianas de ambos os Oleos essenciaise extratos de
plantas foram extensivamente estudados ( ANASTASAKI et al.,, 2017 ). Vérios estudos
especificaram que os efeitos protetores de espécies medicinais contra patégenos especificos sao
devidos aos seus constituintes quimicos viz. polifendis, flavondides e compostos antioxidantes
(MOHAIJER et al., 2016 ).

T. subulata é um subarbusto, comumente conhecido como botdo de ouro branco
e amieiro branco , € enfranchisado no subcontinente indiano apesar de ser nativo da América
do Sul e Central. T. subulata é uma erva perene que cresce frequentemente com raizes fortes e
densas e caule cilindrico lenhoso com a base de 30 a 80 cm de altura. 7. subulata é utilizada na
regido nordeste do Brasil para o tratamento de amenorreia e dismenorreia ( AGRA et al.,
2007 ; DE ARAUJO BARBOSA et al., 2007 ). Também ¢é usado para tratar tumores, gripes,
cortes, doencas gastrointestinais e respiratérias ( DE ARAUJO BARBOSA et al.,
2007 ;ROQUE et al., 2010 ). Embora T. subulata seja amplamente utilizada na medicina
tradicional ha séculos, apenas muito menos informacao estd disponivel sobre suas propriedades
farmacoldgicas e atividade biol6gica. Embora existam varios tipos de técnicas espectroscopicas
para anédlise de impressoes digitais da erva, aqui foram empregadas as técnicas de FT-IR, GC-
MS e LC-MS/MS. Fitocompostos bioativos presentes em diversos extratos de 7.
subulata foram analisados por meio de triagem fitoquimica preliminar, analises FT-IR, GC-MS
e LC-MS/MS ainda ndo foram amplamente relatadas na literatura. 7. subulata apresentou ricas
propriedades antioxidantes ( CHAI E WONG, 2012). Oleos essenciais presentes em T.
subulataexibiram atividade antibacteriana muito eficaz contra as vdrias cepas
de Staphylococcus aureus ( FERNANDES et al., 2014 ). Apenas alguns esteroides, flavonoides
e compostos de feofitina foram isolados de 7. subulata ( BRITO FILHO et al., 2014 ). Portanto,
vale a pena investigar e caracterizar os fitocompostos bioativos presentes em diversos extratos
de T. subulata. Assim, o presente estudo teve como objetivo investigar e caracterizar os
fitocompostos bioativos presentes em diversos extratos brutos de 7. subulata.

O género Turnera pertencente a familia Turneraceae € constituido de espécies que sdao
amplamente distribuidas em regides tropicais e subtropicais, em especial a espécie Turnera
subulata, alvo desse estudo e encontrada principalmente no Nordeste do Brasil (BITU et al.,
2015). Utilizada na medicina tradicional para o tratamento de diferentes doengas, como

diabetes, hipertensdo, dor cronica e inflamacao (BRITO et al., 2012). Ja foi descrito na literatura
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que o extrato de plantas do género Turnera possuem algumas moléculas bioldgicas, como os
compostos fendlicos, flavonoides, alcaloides e taninos, que podem ser responsdveis pelas
atividades bioldgicas relacionadas ao género (Tabela 2) (KUMAR et al., 2005), demonstrado
efeitos antioxidantes (ESTRADA-REYES et al., 2013; GARZA-JUAREZ et al., 201 1).

Tabela 2. Principais compostos dos extratos de Turnera descritos na literatura.

Classe bioquimica Constituintes quimicos
Fendlicos Arbutina

Flavonoides Luteolina

Flavonoides Quercetina

Flavonoides Apigenina

Flavonoides Pinocembrina
Flavonoides Siringetina

Fonte: Autora (2022)

De fato, a diminuicdo da secrecdo de citocinas, como TNF-a, IL-1 e IL-6 observadas
em tratamentos com Turnera diffusa e Turnera ulmifolia, utilizadas em diferentes modelos de
inflamacdo in vivo, demostraram efeitos benéficos dessas espécies (BRITO et al., 2012;
ESTRADA-REYES et al., 2013; GALVEZ et al., 2006; SZEWCZYK e ZIDORN, 2014). De
forma adicional, estudos recentes tém associado efeitos positivos atribuidos ao género Turnera
com maiores concentracdes de arbutina, um composto bioldgico encontrado em diferentes
partes da planta (TAKEBAYASHI et al., 2010). Essas propriedades antioxidantes associados
aos extratos foram confirmadas por meio da diminui¢do da lipoperoxida¢do e modulacdo de
enzimas antioxidantes, como glutationa peroxidase (GPx), superéxido dismutase (SOD) e

catalase (CAT) no figado de ratos tratados (TAKEBAYASHI et al., 2010; ZHAO et al., 2008).
Harpagohytum procumbens

No Brasil, a espécie H. procumbens ¢ conhecida popularmente como “garra-do-diabo”
e/ou “unha-do-diabo”, nomes dados em fun¢do do aspecto ramoso e lenhoso do fruto, provido
de barbas semelhantes a garras. A raiz da espécie é comumente comercializada sob o nome
farmacéutico de Harpagophyti radix.

H. procumbens € uma planta herbdcea perene origindria do deserto de Kalahri, das
estepes da Namibia, Botswana e Africa do Sul, no sendo, portanto, uma planta nativa do Brasil.

Além disso, ndo sdo encontrados relatos de ocorréncia da espécie no Brasil. A espécie ocorre
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entre as latitutes 15 e 30° em Namibia, Botswana, Africa do Sul, Angola e, em menor propor¢io,
em Zambia, Zimbabwe e Mozambique. A planta cresce tipicamente em dreas de baixa
precipitacdo anual (150-500 mm/ano) tais como solos arenosos vermelhos do Deserto de
Kalahari. A abundancia e a visibilidade da planta dependem fortemente da precipitagdo. A
espécie é mais abundante em dreas abertas e desgastadas, j4 que ndo compete bem com
gramineas e tem uma distribuicdo agregada.

Harpagophytum procumbens tem sido usado ha muito tempo para tratar uma variedade
de condig¢des inflamatdrias, incluindo artrite reumatéide degenerativa, osteoartrite e tendinite.
Trabalhos anteriores sugerem sua capacidade de atenuar vdrios componentes da cascata
inflamatoéria, incluindo a via NF-xB, que promove a sintase de 6xido nitrico induzivel (iNOS)
(Huang et al. 2006; Kaszkin et al. 2004), importantes mediadores de citocinas (IL-1p), IL-6 e
TNF-0) e enzimas para a sintese de prostaglandinas, como ciclooxigenase-1/2 (COX-1/2)
(FIEBICH et al. 2012). Harpagoside, harpagide, 8- p-cumaroilharpagida e metabdlitos
relacionados, bem como glicosideos fenilpropandides foram implicados como efetores
antiinflamatorios primdrios (ABDELOUAHAB E HEARD 2008; ZHANG et al. 2011;
MNCWANGI et al. 2012; GEORGIEYV et al. 2013).
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Abstract

Introduction: Cyanobacteria are organisms capable of producing a high number of bioactive molecules,
known as cyanotoxins. Among the cyanotoxins, microcystins stand out, compounds with hepatotoxic
potential. Studies claim that the most common and most toxic isoform among microcystins is
microcystin-LR. One of the most frequently detected properties of microcystins is their ability to
generate cellular oxidative stress. Thus, the present study is a bibliographic research about the
biochemical mechanism of free radical generation caused by Microcystin LR. Methodology: for the
preparation of this review, a survey was carried out in the national and international literature. The
inclusion criteria for the construction of this work were original and review articles that addressed the
ability of microcystin LR to generate oxidative damage. Results: Once they enter the body,
microcystins accumulate in the liver,so that toxicity is associated with specific inhibition of protein
phosphatase 1 and 2A (PP1 and PP2A), leading to disruption of cell integrity. Studies prove that MCs
produce oxidative stress in vitro and in vivo and that they can act as tumor promoters. Conclusion:
there is a possible relationship between cellular oxidative stress caused by microcystin. Thus,
cyanobacterial blooms represent a threat to the health of several animals, including man, however,
further studies on the topic addressed are needed.

Keywords: Free radicals; Cyanotoxins; Toxicity.

Resumo

Introdugdo: Cianobactérias sdo organismo capazes de produzir um alto nimero de moléculas bioativas,
conhecidas como cianotoxinas. Dentre as cianotoxinas destaca-se as microcistinas, compostos com
potencial hepatotéxico. Estudos afirmam que a isoforma mais comum e mais téxica entre as
microcistinas é a microcistina-LR. Uma das propriedades das microcistinas mais frequentemente
detectadas € a sua capacidade de gerar estresse oxidativo celular. Desse modo, o presente estudo trata-

se de uma pesquisa bibliogrifica acerca do mecanismo bioquimico de geragdo de radicais livres
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ocasionado pela Microcistina LR. Metodologia: para a elaboracdo desta revisdo foi realizado um
levantamento na literatura nacional e internacional. Os critérios de inclusdo para construcdo desse
trabalho foram artigos originais e de revisdo que abordavam a capacidade da microcistina LR gerar o
dano oxidativo. Resultados: As microcistinas, uma vez que entram no organismo, se acumulam no
figado, de modo que a toxicidade estd associada a inibi¢a@o especifica da proteina fosfatase 1 e 2A (PP1
e PP2A), levando a interrup¢do da integridade celular. Estudos comprovam que as MCs produzem
estresse oxidativo in vitro e in vivo e que podem atuar como promotores tumorais. Conclusao: existe
uma possivel relagdo entre o estresse oxidativo celular ocasionados pela microcistina. Assim, as
floracdes de cianobactérias representam uma ameaca a saide de diversos animais, inclusive o homem,
no entanto, se faz necessario mais estudos acerca do tema abordado.

Palavras-chave: Radicais livres; Cianotoxinas; Toxicidade.

Resumen

Introduccién: Las cianobacterias son organismos capaces de producir un elevado nimero de moléculas
bioactivas, conocidas como cianotoxinas. Entre las cianotoxinas destacan las microcistinas,
compuestos con potencial hepatot6xico. Los estudios afirman que la isoforma mas comin y més téxica
entre las microcistinas es la microcistina-LR. Una de las propiedades de las microcistinas detectadas
con mayor frecuencia es su capacidad para generar estrés oxidativo celular. Asf, el presente estudio es
una investigacién bibliografica sobre el mecanismo bioquimico de generacién de radicales libres
causado por Microcystin LR. Metodologia: para la elaboracién de esta revisién se realizé un
relevamiento en la literatura nacional e internacional. Los criterios de inclusién para la construccién
de este trabajo fueron articulos originales y de revisién que abordaron la capacidad de la microcistina
LR para generar dafio oxidativo. Resultados: una vez que ingresan al cuerpo, las microcistinas se
acumulan en el higado, por lo que la toxicidad se asocia con la inhibicidn especifica de la proteina
fosfatasa 1 y 2A (PP1 y PP2A), lo que conduce a la alteracion de la integridad celular. Los estudios
demuestran que los MC producen estrés oxidativo in vitro e in vivo y que pueden actuar como
promotores de tumores. Conclusién: existe una posible relacién entre el estrés oxidativo celular
causado por microcistina. Por lo tanto, las floraciones de cianobacterias representan una amenaza para
la salud de varios animales, incluido el hombre, sin embargo, se necesitan mas estudios sobre el tema
abordado.

Palabras clave: Radicales libres; Cianotoxinas; Toxicidad.

1. Introduction

Climate change is transforming ecosystems and their composition across the planet. In recent years,
studies have indicated eutrophication, increased CO2 levels and global warming as responsible for the
frequency, intensity and duration of cyanobacterial proliferation in different ecosystems worldwide (Rastogi, et
al, 2014).

Eutrophication is considered one of the main events that affect water bodies and, consequently, water
parameters. The eutrophication process interferes with the physical and chemical characteristics of the water
and can mediate profound changesin the qualitative and quantitative conditions of aquatic communities. In this
way, several problems are induced, such as the proliferation of toxic algae, known as cyanobacteria (Carpenter,
2005; Dhanam, et al, 2016).

Cyanobacteria are prokaryotic and photosynthetic microorganisms present in the most diverse
terrestrial environments. Planktonic representatives are of special interest, as a result of ecological success and
competitive strategies, they are among the pioneer organisms of terrestrial life and present themselves to the
present day, producing a range of secondary metabolites that increasingly arouse scientific interest (Carmichael,
1994; Carmichael & Boyer, 2016). Cyanobacteria were pioneering organisms on primitive Earth, and the
oxygen produced through photosynthesis for the cyanobacteria contributed to the formation of the ozone layer.

However, these microorganisms are currently known for their potentially toxic flowering, causing problems for

55



water treatment and being of potential risk to human health (Szlag, et al, 2015).

Known as cyanotoxins, the metabolites produced by cyanobacteria in natural concentrations are toxic
to plants, invertebrates and vertebrates, including humans. Those, in turn, comprise several classes, with
different mechanisms of action and their own characteristics (Chorus, 2000).

The accelerated growth of cyanobacteria and the formation of blooms lead to a potential increase in
the concentration of toxins in the water, which represents a serious risk to public health. Toxins, produced by
cyanobacteria, can cause changesin the taste, odor of water, and cause toxicity in aquatic biota, which can lead
animals to death from liver failure and the development of cancerous tumors. They can also accumulate in the
tissues of fish intended for human consumption. In addition, the long-term effects of cyanotoxins in humans are
still unclear (Carmichael & Boyer, 2016; Janssen, 2019; Metcalf & Codd, 2020).

In the case of cyanotoxins, liver toxins, such as microcystins (MCs), are the most abundant and widely
studied natural toxins (Teneva, et al., 2016). More than 90 variants of CM have been detected (Pearson, et al,
2010), among which microcystin-LR (MC-LR) is the most widely distributed and toxic (Gupta, et al., 2003;
Rastogi, et al., 2014). It is known that MC-LR is a hepatotoxin that acts in the intense inhibition of intracellular
serine / threonine phosphatases 1 and 2A (PP1 and PP2A) (MacKintosh, et., 1995). Because of this inhibition,
an imbalance of cell phosphorylation occurs, culminating in a cell signaling disorder (Humpage & Falconer,
2003; Sotton, et al., 2012). In addition, it can cause oxidative stress due to the intracellular excess of reactive
oxygen species (ROS) considered, therefore, another important mechanism of hepatotoxicity MC-LR (Ma, et
al., 2017). Studies reveal that apoptosis induced by MC-LR is possibly mediated by the mitochondrial pathway
where ROS and transcription factor such as NF-kB and p53 may be involved (Fu, et al., 2005; Feng, et al., 2011;
Ji, et., 2011).

In these terms, the present study aimed to collect and summarize detailed and available data on the
occurrence of

cyanotoxins worldwide and the human and animal intoxications associated with cyanotoxins. Seeking to
provide an in-depth analysis, which this information providers of its toxic potential, as well as providing a
discussion of its toxicity in the activity related to the generation of reactive oxygen species and consequently

generation of cellular oxidative damage, in order to understand the risks to human health caused by MCs.results.

2. Methodology

This research can be considered of the conceptual-theoretical type because it focuses on conducting a
systematic literature review, followed by a structured analysis of the contents published on the subject. An
inductive analysis method is adopted because, based on the information collected in the publications, their
analysis and classification, the logical structureon the topics that involve the theme presented follows an
inference criterion. Systematic literature review is a reliable research approach due to its comprehensiveness
and explicit presentation of the means and results obtained. Compared to the traditional review, it includes a
clear statement of the purpose of the review, a thorough search for publications, a critical evaluation of themain
publications and the possibility of replicating the research method. (Pai, et al., 2004).

In the present study, was carried out with a search for articles in the Pubmed, Science Direct, SciELO
databases, between the months of April 2020 and June 2021, using the descriptors according to the theme. Thus,

the research of articles was divided into 2 parts, of which the objective would be to list the information more
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precisely for each survey, with the keywords:1) “Oxidative Stress”; “Cyanotoxin” and ‘“Microcystin”: to
conduct a literature survey that addressed the biochemical mechanisms of cellular oxidative stress and the
toxicology of cyanotoxins. 2) “Cyanotoxin and Oxidative Stress” and “Microcystin and Oxidative Stress”: to
obtain studies that addressed the relationship of cyanotoxins with cellular oxidativestress.

The articles were selected after reading the title and abstract, and the inclusion criteria were: articles
published any year dealing with cyanotoxins and oxidative stress, and from 2010 to 2021 on the relationship of

oxidative stress and microcystins, available in full and that dealt with the theme.

3. Cyanobacteria

Cyanotoxins

Cyanotoxins are toxins produced by some species of cyanobacteria in fresh or salt water. These toxic
substances can be stored in the cell's cytosol and are released if cell lysis occurs, they are classified as
hepatotoxins (microcystin and nodularin), neurotoxins (anatoxin-a, homoanatoxin-a and saxitoxin), cytotoxins
(cylinderspermopsin) and dermatoxins (lingbiatoxin) (Carmichael & Boyer, 2016) (See Table 1). Some of the
most important roles that cyanotoxins can play for the algae that produce them are to prevent the herbivore, as
they can function as allopathic substances and even as signaling molecules between species and individuals
(Carmichael, 1994; Svircev, et al., 2017). Some of these toxins, which are characterized by their rapid action,
causing death by respiratory arrest after a few minutes of exposure, have been identified as neurotoxic alkaloids
or organophosphates. Others act less quickly and are identified as hepatotoxic peptides or alkaloids. Theseare
the two main groups of cyanotoxins that can be classified as: neurotoxins and hepatotoxins (Azevedo, 1998;

Andrinolo, et al., 1998).

Table 1: Classification as to the pharmacological action and chemical structure of the main cyanotoxins.

ACTION STRUCTURE TYPE
Hepatotoxins Cyclic Peptides Microcystin
Nodularin
Alkaloid Cylinderspermopsin

Dermatotoxins | Lipid and Carbohydrate | Lipopolisacaride

Neurotoxins Alkaloid Saxitoxin
Anatoxin-a
Homoanatoxin-a
Anatoxin-a (S)

Source: Authors.

Hepatoxoxins

The main hepatotoxins characterized so far are cyclic hepatapeptides known as microcystins and
pentapeptides designated as nodularins. The general structure of microcystins is D-Ala-X-D-MeAsp-Z-Adda-
D-Glu-Mdha, where X and Zare the two variable L amino acids, D-MeAsp is D-erythro metilaspartic acid and
Mdha is N-methyl -hydroalanine (See Figure 1 - A) (Carmichael, 1994; Meriluoto, et al., 2016; Bouaicha, et
al., 2019).

Nodularins (NODs) are cyclic pentapeptide hepatotoxins with the overall ciclo structure (-d - erythro
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- B - methylAsp (iso - bond) -1 - Z - Adda - d - Glu (iso - bond) -2 - (methylamino) -2 Acid (Z) - dehydrobutyric)
(See Figure 1 - B) (Meriluoto,et al., 2016). NODs share many structural and functional properties with MCs,
the primary without two aminoalkanoic acid residues and showing a substitution of the N-methyl-hydroalanine
residue with N-methyl-hydrobutyrine. The second aminoalkanoic acid residue (Z) is 1-Arg within the frequently
occurring nodularin-R (also referred to as “nodularin” without suffix) (Meriluoto, et al., 2016).

The qualitative variations observed in the two L amino acids in microcystins are used to designate their
different variants, for example, microcystin-LR (leucine-arginine); -RR (arginine-arginine); -YA (tyrosine-
alanine). Adda, is 3-amino-9-methoxy-2,6,8-trimethyl-10-phenyl-deca-4,6-dienoic acid, which is also present
in nodularins and has been determined to be responsible for the biological activity of these hepatotoxins
(Meriluoto, et al.,2016; Bouaicha, et al., 2019 ).

Hepatotoxins reach hepatocytes through bile acid receptors and promote a disorganization of the
intermediate filaments and actin filaments, which are polymers of proteins that are part of the cytoskeleton
(Yan, et al., 2020). This disorganization leads to a retraction of the hepatocytes, causing loss of contact between
them and the cells that form the sinusoidal capillaries. Consequently, the liver loses its architecture and develops
serious internal injuries. The loss of contact between the cells creates internal spaces that are filled by the blood
that begins to flow from capillaries to these locations (Carmichael, 1994; Yan, et al., 2020).

Through the study of the mechanisms of action of these hepatotoxins, it was demonstrated that several
microcystins and nodularins are potent inhibitors of type 1 and 2A eukaryotic cell protein phosphatases. These
toxins are recognized as potent liver tumor promoters (Yan, et al., 2020; Takai, et al., 2018).

Nodularins have stronger tumor initiation and promotion activities compared to MCs. this will stem
from its smaller ring structure, allowing easier ingestion by hepatocytes (Carmichael, et al., 1994).

Like MCs, NODs also induce the assembly of reactive intracellular oxygen species, causing

peroxidation of lipids, proteins and DNA (Zegura, et al., 2011).

Figure 1: Structural formula of hepatotoxins, A - Microcystin and B - Nodularine.
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Cylindrospermopsins (CYNs) also are considered hepatotoxins, but they're guanidine alkaloids,
produced by a series of cyanobacterial genera (Li, 2012). Currently, five CYN analogs are known, namely,
CYN, 7 - epi - CYN and seven - deoxy - CYN (See Figure 2) and therefore the two recently characterized
congeners, 7 - deoxidesulfo - CYN and seven - deoxidesulfo -12 - acetyl - CYN (Wimmer, et al., 2014). The
structures of CYN and 7-epi- CYN have repeatedly undergone name changes, with each at some point being
called CYN. at the present, 7- (S) -CYN is considered the most toxin produced by Cylindrospermopsis
raciborskii. supported the reassessment of absolutely the C-7 configuration of the isolated CYN, revised
synthesis, and asymmetric synthesis, absolutely the configuration of all asymmetric CYN centers, 7 - epi - CYN
and seven - deoxy - CYN were established. it had been concluded that the names remain an equivalent as they
were assigned (Meriluoto, etal., 2016).

CYN is a strong inhibitor of protein synthesis. The liver is its main target, with four successive stages
of pathological alterations in: inhibition of protein synthesis, membrane proliferation, accumulation of fat
droplets and cell death (Moreira, et al., 2013).

Studies show that exposure to CYN led to a decrease in the decreased glutathione (GSH) content in
rat hepatocytes.

This reduction has been attributed to the inhibition of GSH synthesis (Moreira, et al., 2013; Runnegar, et al.
2002).

Norris et al., 2002, suggested that the activation of CYN by cytochrome P450 is of fundamental
importance in its mechanism of action. Initiation of CYN by cyt-p450 results in increased toxicity; therefore, it
is regarded as a progenotoxic substance (Kinnear, 2010). In addition, oxidative stress can play a significant role
in CYN toxicity in vitro (Gutiérrez-Praena, et al., 2011a), and in vivo Gutiérrez-Praena, et al., 2011b).

In general, CYN appears as a toxic molecule with wide reach. It disturbs various organs and metabolic
pathways, bothdirectly and after some metabolic alteration. The absence of a particular objective for CYN

hinders further efforts to comprehend its potent toxicity and classify appropriate exposure limits (Meriluoto, et

al., 2016).

Figure 2: Structural formula of cylindropemopsin.
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Among all cyanotoxins, the most common type of poisoning involving cyanobacteria is related to the
presence of hepatotoxins in water bodies. Hepatotoxins act mainly on liver cells, where, by different
mechanisms, they mediate the destruction of liver cells, leading all tissues to necrosis and intrahepatic
hemorrhage, which results in the animal's death in a few hours in acute doses. In addition to acting on the liver,
hepatotoxins can accumulate in other organs, such as kidneys, stomach, lung, brain, gonads and heart

(Mohamed, et al., 2020).
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Neurotoxins

Neurotoxins belong to three chemically distinct families, anatoxin-a and homoanatoxin-a, which
mimics the effect of acetylcholine; anatoxin-a (s), which is an anticholinesterase, and saxitoxins, which block
the sodium channels of nerve cells (Andrinolo, et al., 2008). Neurotoxins are produced by species and lineages
included in the genera: Anabaena, Aphanizomenon, Oscillatoria, Trichodesmium and Cylindrospermopsis
(Buratti, et al., 2017; SvirCev, et al., 2017).

Anatoxin-a (ANTX) and homoanatoxin-a (HANTX) are effective neurotoxins, created by several of
cyanobacterial species. ANTXs contaminate the lakes and rivers and have been linked to several animal deaths.
ANTX is characterized by a very fast death factor for animals that have consumed toxic cyanobacteria.

More ANTX derivatives have additionally been identified in samples at different concentrations.
ANTX and HANTX undergo quick chemical decay in nature; the main degradation products constitute dihydro
and epoxy analogs (Stevens & Krieger, 1991).

Anatoxin-a was the first cyanobacterial toxin to be chemically and functionally defined, it is a low
molecular weight secondary amine, (1 - [(1R, 6R) -9-azabicyclo [4.2.1] non-4- en-5-yl] ethanone) (See Figure
3 - A). This neurotoxic alkaloid is a potent postsynaptic neuromuscular blocker and cholinergic receptors. This
action occurs because anatoxin-a binds irreversibly to acetylcholine receptors, as it is not degraded by
acetylcholinesterase (Devlin, et al., 1997; Andrinolo & Sedan, 2015; Chen & Blatchley, 2020).

In this way, it acts on cholinergic synapses, activating the nicotinic receptors of the postsynaptic cell.
The postsynaptic cell may be another neuron that will respond with the start of a nerve impulse or a muscle or
effective glandular cell that will respond to the presence of contraction or anatoxin-inducing discharge,
depending on the case. Unlike acetylcholine, anatoxins-a will not be deactivated by acetylcholinesterase, so that
the activation signal remains "on". Accordingto their action at the synaptic level, mammalian poisonings are
characterized by intense muscle contractions and abundant salivation. Muscle cells continue to be stimulated,
causing muscle contractions, fatigue and paralysis (Devlin, et al., 1977; Andrinolo & Sedan). Signs of poisoning
by this toxin in wild and domestic animals include imbalance, muscle fasciculation, wheezing and seizures.
Death occurs due to respiratory arrest and occurs from a few minutes to a few hours, depending on the dosage
and previous food consumption. Clinical signs of intoxication show progression of muscle fasciculation,
decreased movement, exaggerated abdominal breathing, cyanosis, convulsion and culmination with death

(Azevedo, 1998; Kubickova, et al., 2019).

Another neurotoxin, later characterized, which shows the same signs of anatoxin-a poisoning, plus
intense salivation, was designated as anatoxin-a (s). This neurotoxin has an action mechanism similar to
anatoxin-a, as it inhibits the action of acetylcholinesterase, preventing the degradation of acetylcholine bound
to receptors. Anatoxin-a (s) (See Figure 3 - B) binds tothe enzyme and does not allow its interaction with
acetylcholine. As acetylcholine is not deactivated, it remains in the synaptic space for a longer time, acting on
nicotinic receptors. Thus, the result is similar to that described for anatoxin-a (Andrinolo & Sedan, 2015).
Another main group of toxins, the most common intoxications involving cyanobacteria are hepatotoxins, which
are slower in action, causing death between a few hours and a few days, due to intrahepatic hemorrhage and
hypovolemic shock. The signs observed after ingesting these hepatotoxins are prostration, anorexia, vomiting,

abdominal pain and diarrhea (Azevedo, 1998; Andrinolo & Sedan, 2015; SvirCev, et al., 2017). The species
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already identified as producing these hepatotoxins are included in the genera Microcystis, Anabaena, Nodularia,
Oscillatoria, Nostoc and Cylindrospermopsis (Carmichael, 1994; Koker, et al., 2017; Kubickova, et al., 2019).

Another type is the saxitoxins (STXs), which are powerful neurotoxic alkaloids, manufactured by
marine eukaryotic dinoflagellates and prokaryotic freshwater cyanobacteria. They constitute a notable example
of toxins that are manufactured byorganisms belonging to various kingdoms of life (Dittmann, et al., 2012). In
freshwater conditions, STXs are mostly linked to the filamentous cyanobacteria of several genera, including
Aphanizomenon, Dolichospermum (Anabaena), Lyngbya, Cylindrospermopsis, Raphidiopsis, Scytonema,
Geitlerinema, Cylindrospermum and Phormidium (Borges, et al., 2015).

Saxitoxin (STX) was the first analog to be identified (Schantz, 1975). Saxitoxin and its analogs (STXs)
are composed of a 3,4-peridropurine tricyclic system and have two guanidinium groups. The STX molecule can
be replaced in multiple positions (See Figure 3 - C).

Currently, 57 STXs are described. Dependent about their chemical forms, STXs can be categorized
into several groups, including carbamoyl toxins (C), descarbamoyl toxins (dc), N-sulfocarbamoyl toxins (G),
gonyautoxins (GTX) and deoxidecarbamoyl toxins (LW) (Wiese, et al., 2010; Meriluoto, et al., 2016).

STXs are powerful neurotoxins. They are blocking voltage-gated sodium ion channels in neuronal
cells, working on the extracellular sides by interacting with a neurotoxin receptor referred to as site 1
(Nakagawa, et al., 2019). Recently, it was discovered that STX also binds to the potassium and calcium channels
(Llewellyn, 2006; Catterall, 2015).

Consumption of STXs by humans is leading to the syndromes known as paralytic mollusk
poisoning (PMP). Inserious cases, PMP causes death from lung failure. From the marine environment, about
2,000 cases of human poisoning from shellfish and fish use are reported annually with a mortality rate of roughly
15%. An antidote or detox route is still not clear (Meriluoto, et al., 2016).

STXs accumulate in all aquatic food webs in marine environments. Usual vectors for STXs are filter
mollusks like mussels and oysters, but are also transported by non-traditional vectors such as fish, crabs or

snails to the terrestrial biota, including human beings, is caused by case PMP (Deeds, 2008).

Figure 3: Structural formula of Neurotoxins: A - Anatoxin-a; B- Anatoxin-a (S) and C- Saxitoxin.
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Source: Meriluoto (2007).

4. Cyanotoxins And Health

The increase in the population of cyanobacteria when it occurs in aquatic communities, is called
flowering. The consequence is that higher concentrations of toxic cyanobacteria are responsible for producing
high concentrations of cyanotoxins that can induce and mediate the death of fish and other animals, including
man, through the consumption of contaminated water or organisms. Therefore, the study of cyanotoxins is

important for public health (Carmichael, 1994; Melaram, 2020).
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These toxins, when present in water used for domestic supply, fishing or leisure, can reach human
populations and cause adverse effects such as gastroenteritis, hepato-enteritis and other diseases of the liver and
kidney, cancer, skin irritations, allergies, conjunctivitis, problems with vision, muscle weakness, breathing
problems, choking, convulsions and death, depending on the type of toxin, concentration and contact route.
(Carmichael, 1994; Huisman, et al., 2018; Melaram, 2020) (See Table 2).

In recent years, cyanotoxins have been the subject of many studies, because they are soluble in water
and pass throughthe conventional system that use common treatment adsorbents and, therefore, this type of
treatment is unlikely to provide an efficient elimination of cyanotoxins. It is commonly understood that in most
species, most toxins remain within healthy cells and are only released in lysis, which can be a consequence of
natural senescence, changes in environmental conditions or during corrective practices, such as the use of
algaecide in the process treatment (Teixeira, et al., 2020).

Many countries have defined their health recommendations according to the provisional guidance of
the World HealthOrganization, which was set at 1.0 ug / L for microcystin-LR (Jang, et al., 2003). Therefore,
the main concern withcyanotoxins is related to the presence of these toxins in reservoirs destined for public
supply (Wood, 2016; Abbas, et al., 2020).

Human exposure and possible cyanotoxin poisoning are causally related to cyanobacterial cell
proliferation and lysis. So, intoxication can occur in different ways: when drinking contaminated water, during
the recreational use of water,especially in the presence of blooms, through contact with the skin and also when
drinking water unintentionally; inhaling aerosol particles, potentially possible during showers, when playing
water sports; consumption of exposed food and by hemodialysis, if the water is not treated properly (Carmichael
& Boyer, 2016; Huisman, et al., 2018).

Thus, cyanotoxins can have a toxic effect on humans and other animals, even in small
concentrations. Among themost known types of toxins, they can be classified according to their mechanism of
action into hepatotoxic, which are microcystins and nodularins; neurotoxic, represented by anatoxin-a,
homoanatoxin-a, anatoxin-a (s) and a large group called saxitoxins; cytotoxic, cylinderspermopsin; and
dermatotoxins, which are lipopolysaccharide toxins, common to several species of cyanobacteria. There are still
other toxins not common: aplysiatoxin, debromoaplysiatoxin and lyngbiatoxin-a, with distinct actions, such as

dermatotoxic, tumor-promoting and gastric irritants, but not yet fully elucidated (Malik, et al., 2020).
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Table 2: Cyanotoxins, genera and symptoms after exposure.

Toxin Producing Bodies Symptoms of acute exposure Referéncias
Microcystins Anabaenopsis, Anabaena, Prostration, pilo erection, (Falconer et al., 1983; Rinehart
Aphanizomenon, anorexia, nausea, vomiting, et al., 1988;
Aphanocapsa, abdominal pain, diarrhea, renal Turner et al. 1990;
Arthrospira, damage; hepatotoxic, Fumour Lawton and Codd, 1991;
Fischerella, prompters, hyppvolemlc shock Sivonen et al., 1991;
Gloeotrichia, and intrahepatic hemorrhage. Fawell et al., 1993;
R Death (in
Hapalosiphon, . . Yu, 1994;
Merismopedia, some cases)/immediate Yoshida et al., 1997;
Microcystis, up to 24 h. Jochimsen et al., 1998;
Oscillatoria, Mahakhant et al., 1998;
Pleurocapsalean, dos Vieira et al., 2003; Ballot,
Phormidium, 2004,
Planktothrix, Botha et al., 2004,
Radiocystis, Ballot et al., 2005;
Synechococcus, Carey et al., 2007;
Snowella, Fiore et al., 2009;
Synechocystis, Chen et al., 2015;
Woronichinia Spoof and Catherine, 2017).
Nodularins Nodularia Prostration, pilo erection, (Sivonen et al., 1989;
Nostoc anorexia, vomiting, abdominal Soong et al., 1992;
pain, diarrhea, hypovolemic Ressom et al., 1994;
shock and intrahepatic Carmichael and Boyer, 2016;
hemorrhage. Spoof and Catherine, 2017).
Hepatotoxic,
tumour promoters;
carcinogenic..
Anatoxin —a Anabaena, Progressive paralysis, strong (Lippy and Erb, 1976;
Aphanizomenon, abdominal breathing, cyanosis, Devlin et al., 1977;
Arthrospira, convulsion, Tingling in fingers Carmichael and Gorham, 1981;
Cylindrospermum, and Sykora and Keleti, 1981;
Microcystis, toes; dizziness, convulsions; Carmichael et al.,1985;
Oscillatoria, paralysis, muscle Fawell and James, 1994;
Planktothrix, fasciculatior?, g,aSpi“g death Fitzgeorge et al., 1994; Ressom
Raphidiopsis, from asphyxiation. Death (in etal., 1994:

Tychonema(bourrellyi).

some cases)/
immediate up to 1-2 h.

Sivonen and Jones, 1999;
Ballot, 2004;
Ballot et al., 2005;
Van Apeldoorn et al., 2007;
Shams et al., 2015; Carmichael
and Boyer, 2016).

Anatoxin-a (S)

Anabaena lemmermannii,
A. flos-aquae,
A. spiroides.

Progressive paralysis, muscle
weakness, decreased respiratory
rate, Hyper salivation, diarrhea,

exaggerated
abdominal breathing,
cyanosis, convulsions. Death
and survival time of 10-30 min.

(Dillenberg and Dehnel 1960;
Mahmood and Carmichael,
1987,

Matsunaga et al., 1989;
Carmichael et al., 1990;
El Saadi and Cameron 1993;
Stewart, 2004;

Van Apeldoorn et al., 2007;
Ardoz et al., 2010).

Cylinderspermopsin Anabaena Nausea, vomiting, bloody (Byth, 1980;
Aphanizomenon, diarrhoea, kidney Bourke et al., 1983; Hawkins et
Chrysosporum, damage, headache, al., 1985;
Cylindrospermopsis dehydration, convulsions, Ohtani et al., 1992;
raciborskii, intense salivation. Death occurs Liet al., 2001;
Lyngbya, from respiratory failure. Schembri et al., 2001;
Oscillatoria, Raphidiopsis, Svrcek and Smith, 2004; Spoof
Sphaerospermopsis, et al., 2006;
Umezakia. Seifert et al., 2007).
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Source: Authors.

5. Microcystin And Oxidative Stress

Microcystins are hepatotoxins composed of a cyclic heptapeptide with more than 100 isoforms with
different toxicities (Puddick, et al., 2014). Being produced by several genera of cyanobacteria, including
Microcystis and Anabaena (Schreidah, et al., 2020). These toxins are considered to be very potent and widely
distributed cyanotoxins, occurringworldwide. Microcystins have a strong affinity with serine / threonine protein
phosphatases due to their cyclic heptapeptide structure, thus acting as potent inhibitors of the eukaryotic protein
phosphatase families PP1 and PP2A, leading to cell apoptosis. Through this mechanism, microcystins induce
oxidative stress in the cell. (Carmichael, 1994; Campos & Vasconcelos, 2010; Greer, et al., 2017).

Since microcystins are recognized for their ability to cause acute poisoning, which can lead vertebrate
animals, including humans, to severe liver changes, causing damage and culminating in tissue failure
(Carmichael, 1994; Svircev, et al., 2017).

Microcystin-LR (MC-LR) is the most common and most toxic isoform (See Figure 4) among
microcystins, with leucine and arginine in positions 2 and 4, respectively (Ding & Nam Ong., 2003). The lethal
dose for 50% of the exposed individuals (LD50) for mice is quite low, approximately 60 ug L', therefore

considered highly toxic (Jang, et al., 2003).

Figure 4: General structure of microcystins (MCs) and an overview of their structure, observing diversity. R1 =
H or CH3; R2=H or CH3; R3 = H, CH3 or C3H60OH; R4 = H, CH3 or COCH3; X and Z = variable L-amino

acids.
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One of the characteristics of microcystins is the presence of the B-amino acid Adda. This amino acid
has the ability to increase the overall hydrophobicity of the microcystin molecule and another unsaturated amino
acid, Mdha, acts as an additional receptor (Bouaicha, et al., 2019). Adda plays an important role in

hepatotoxicity, since the removal or saturation of Adda dramatically reduces the toxicity of microcystin-LR.
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Adda C-7 geometric isomers in microcystins -LR and RR proved to be essentially non-toxic, but the substitution
of the Adda C-9 methoxy group with acetoxy or hydroxy groups has been studied and is not able to reduce
toxicity (Harada, et al., 2004).

A biochemical characteristic of MC toxicity is the production of ROS. The generation of ROS has been
reported in in vitro systems, in human liver cells (Nong, et al., 2007), in fish cells (Pichardo, et al., 2007),
lymphocytes (Zhang, et al., 2008). And human erythrocytes (Sicinska, 2006), as well as in several in vivo
studies in mice and rat liver, heart and reproductive system (Ding, et al., 2001; Weng, et al., 2007; Wei, et al.,
2008; Li, et al., 2008; Qiu, et al., 2009).

The generation of ROS is intrinsically related to mitochondrial metabolism and can lead to cell death
due to necrosisor apoptosis. Likewise, it is believed to be involved in a number of pathologies, such as impaired
heart blood pumping functionand diseases in the liver and kidneys. (Weng, et al., 2007; Wei, et al., 2008; Qiu,
et al., 2009).

The mechanisms of ROS production mediated by MC and cell injury are poorly understood (Wei, et
al., 2008). Studies have reported for the first time the increase in Ca 2 + in the mitochondria of rat hepatocytes
in culture, as the first eventthat precedes apoptosis induced by MC-LR (Ding & Ong, 2001).

After the beginning of the permeability of the carrier membrane, three important cellular events may
occur (i) elevation of the ROS formation, (ii) loss of the mitochondrial membrane (MMP) potential and (iii)
release of mitochondrial apoptotic factors, such as cytochrome c, triggering the execution of apoptosis
(Lemasters, et al., 1998).

Another plausible mechanism for the generation of ROS is the increase in the activity of NADPH
oxidase. Thus, positive regulation of CYP2E1 mRNA, an isoform of cytochrome P450 that exhibits NADPH
oxidase activity, concomitant with oxidative stress in HepG?2 cells induced by MC-LR, was verified. In addition,
other molecules have been reported to be related to MC-LR-mediated mitochondrial dysfunction and oxidative
stress (Nong, et al 2007).

The pro-apoptotic proteins of the BCL-2 family, including Bax and Bak, normally act on the
mitochondrial membraneto promote the permeabilization and release of cytochrome C and ROS, important
signals in the cascade of the apoptosis mechanism. Thus studies indicate that the pro-apoptotic proteins Bax and
Bid were positively regulated in hepatocytes in vivo of mouse liver after oxidative stress induced by MC-LR.
This positive regulation of proteins was concomitant with the loss of mitochondrial membrane potential and
cell apoptosis. Pro-apoptotic proteins are known to associate to create pores in the mitochondrial membrane,
therefore, capable of inducing permeabilization of the outer membrane. In addition to Ca 2 + and CYP2EI
(membrane protein expressed at high levels in the liver), these proteins are important in oxidative stress induced

by MC-LR and cellular apoptosis (Campos & Vasconcelos, 2010). (See Figure 5).
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Figure 5: Suggested pathways for MC absorption, toxicity, biotransformation and excretion in animal cells.
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Likewise, Wei et al., 2008 found that the activation of the JNK protein affects some crucial enzymes
of energy metabolism and leads to MC-LR-induced mitochondrial dysfunction. MC-LR has also been shown
to interact directly with isolated rat kidney mitochondria. The toxin led to a strong decrease in the
transmembrane potential as a result of the inhibition of redox complexes (Zareba, et al., 2007).

Microcystins can also increase oxidative stress by changing the antioxidant concentrations. It is known
that reduced glutathione (GSH) is the main intracellular antioxidant with various biological purposes. GSH can
participate as an indirect antioxidant or directly. In the first instance, GSH serves as a substrate for GSH
peroxidase to minimize hydrogen peroxide. Additionally, GSH acts directly as a free radical hunter to react with
OH, HOCI, peroxinitrito, ER and carbon-centeredradicals. Therefore, the depletion of GSH often accompanies
the generation of ROSs (Halliwell & Gutteridge, 1989).

In the second situation, GSH can be combined with xenobiotics and plays a significant role in the
metabolic pathway that leads to detoxification. Cellular GSH are also known to be important for the regulation
of the cytoskeleton organization. Disturbance of cellular redox status by depletion of intracellular GSH has been
shown to interrupt microfilament structures in human fibroblasts (Kletsas, et al., 1998). Cellular GSH was also
found to be rapidly depleted within 30 minutes of exposure to microcystin (Runnegar, et al., 1987).
Preprocessing of mice with GSH shielded from the lethality of microcystin (Hermansky, et al., 1991).

It was later shown that microcystin can conjugate solution with GSH and cysteine in cell-systems that
and below in vivo circumstances through the Mdha portion of the microcystins (Kondo, et al., 1992). This
conjugation reaction can occur under enzymatic activity by glutathione S-transferase (GST) (Pflugmacher, et
al, 1998). In line with the observation above, it isalso possible to verify that there has been an early reduction
in intracellular GSH amounts following exposure to microcystin incultured rat hepatocytes. Astoundingly, the
GSH level increased significantly later, possibly due to the cell's identity-protectionmechanisms. A precursor
of GSH, significantly increased intracellular levels of GSH and decreased cytotoxicity induced by microcystin,
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and changes in the cytoskeleton. In contrast, butionin-sulfoximine (BSO), a specific inhibitor of GSH synthesis,
improved cellular susceptibility to microcystin-induced cytotoxicity and cytoskeletal changes (Ding, et al.,
2000). Consequently, all the evidence above suggests that GSH plays a crucial role in detoxifying cyanobacterial
toxins.

Thus, the proliferation of cyanobacteria poses a serious threat to the aquatic environment. Because
microcystin may be causing cell death for at least three routes. First, microcystin can change the antioxidant
balance through early depletion of GSH, subsequently intracellular oxidative stress and oxidative injury and
cell death. Second, microcystin can disrupt mitochondrial ETC, followed by ROS production and membrane
permeabilization. After membrane permeabilization, mitochondrial cytochrome ¢ and Ca2 + are released. Then,
calpain and Ca2-dependent protein kinase II + calmodulin are activated, which ultimately leads to cell death.
Third, microcystin causes cell protein phosphorylation and leads to cell death in a less explicit mechanism. (See

Figure 6).

Figure 6: A proposed model of cell events induced by microcystin.
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As shown in the image above, it is possible to understand that when the production of free radicals
exceeds the antioxidant defense capacity of organisms, there is an imbalance between the production of reactive
species and the biological system in its ability to immediately detoxify reactive oxygen intermediates or repair
the resulting damage, which can cause toxic effects through the production of peroxides and free radicals that
damage all components of the cell, including proteins, lipids and DNA.

Due to the relevance of oxidative stress in the toxicity of MC, antioxidant compounds can be
considered in the prevention of animals exposed to the toxin. The compounds have been shown to extinguish
free radicals, decrease oxidative stress and reduce histological damage to organisms exposed to MC (Prieto, et

al., 2008).
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6. Conclusion

MC are potent hepatotoxins with genotoxic properties. They are strong inhibitors of the serine /
threonine phosphatases PP1 and PP2A. This is probably the main mechanism of action of these toxins through
which it alters cellular metabolism and triggers a cascade of events that lead to necrosis or apoptosis of animal
cells. MC regulates the activity of protein kinases by directly inhibiting PP1 and PP2A. This can have a strong
impact on the activity of phosphoproteins, DNA repair systems and gene expression. On the other hand, the
cyclic peptide appears to interact with the mitochondria of animal cells, triggering oxidative stress and
apoptosis. In addition, the molecule can be inactivated in cells in a process that involves conjugation with
glutathione. MC toxicity is a multi-path process and, regardless of recent achievements, the molecular
mechanisms underlying MC toxicity remain elusive and a lack of knowledge persists regarding specific
interaction proteinsand the target of MC with the signaling pathways that trigger the cell response and the
toxicity pathways of the cell injury.

Therefore, it is necessary to further study able to bring more information related to the capacity of

microcystin generate cellular oxidative damage.
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AVALIACAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL E DA ATIVIDADE
ANTI-INFLAMATORIA DE TURNERA SUBULATA (Chanana) COMPARADO A
HARPAGOHYTUM PROCUMBENS (Garra do diabo) NO COMBATE AO ESTRESSE
OXIDATIVO

RESUMO

A Turnera subulata é uma planta medicinal substancial usada na medicina popular para tratar
varias doencas, mas pouco conhecida no meio cientifico. No entanto a Harpagophytum
procumbens ja € bastante estudada. O presente estudo teve como objetivo avaliar os teores de
fendlicos, flavonoides e antocianinas a fim de verificar a capacidade antioxidante e a atividade
anti-inflamatéria (in vitro) das amostras de plantas de 7. subulata e H. procumbens extraidas
em diferentes técnicas com solvente aquoso. Os resultados obtidos revelaram que o teor de
fenolicos totais de 7. subulata nas diferentes técnicas (soxhlet = 135,7 +0,1; ultrassom= 123,8
+2.5 e evaporador rotativo= 131,0 +0,1 mg/g) foram sugestivamente superiores aos demais
extratos. Uma forte propriedade antioxidante foi observada para os extratos de 7. subulata. A
capacidade antioxidante total obteve uma correlacdo positiva com o teor de antocianinas para
T. subulata (R?>=0,9541, p=0,0000). O estudo de atividade anti-inflamatéria foi observado em
extratos para ensaio de desnaturacdo de proteinas (in vitro) os extratos exibiram um melhor
potencial antidesnaturante para 7. subulata (Soxhlet=66,2+0,1; Ultrassom= 65,9+0,9
rotaevaporador=53,6+1,5 ug/ml.). Eventualmente, esses resultados justificaram que os extratos
aquosos de T. subulata apresenta grande potencial antioxidante e anti-inflamatorio. Desse
modo, extratos de T. subulata poderiam ser candidatos promissores para o desenvolvimento
produtos eficiente e de baixo custo.

Palavras Chaves: Radicais livres. Plantas medicinais. Inflamacao.
ABSTRACT

Turnera subulata is a substantial medicinal plant used in folk medicine to treat various diseases,
but little known in the scientific community. However, Harpagohytum Procumbens is already
well studied. The present study aimed to evaluate the levels of phenolics, flavonoids and
anthocyanins to verify the antioxidant capacity and anti-inflammatory activity (in vitro) of plant
samples of 7. subulata and H. procumbens extracted using different techniques with aqueous
solvent. The results obtained revealed that the total phenolic content of 7. subulata in the
different techniques (soxhlet = 135.7 £0.1; ultrasound = 123.8 +2.5 and rotary evaporator =
131.0 £0.1 mg/ g) were suggestively superior to the other extracts. A strong antioxidant
property was observed for 7. subulata extracts. The total antioxidant capacity was positively
correlated with anthocyanin content for 7. subulata (R2=0.9541, p=0.0000). The study of anti-
inflammatory activity was observed in extracts for protein denaturation assay (in vitro) the
extracts showed a better antidenaturing potential for 7. subulata (Soxhlet=66.2+0.1;
Ultrasound= 65.9+0 .9 rotaevaporator=53.6+1.5 pg/ml.). Eventually, these results justified that
the aqueous extracts of 7. subulata have great antioxidant and anti-inflammatory potential.
Thus, extracts of T. subulata could be promising candidates for efficient and low-cost product
development.
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1. INTRODUCAO

Espécies reativas de oxigénio (ERO), metabdlitos parcialmente reduzidos de oxigénio que
possuem fortes capacidades oxidantes, sdo deletérios para as células em altas concentracoes,
mas em baixas concentracoes, tem fungdes de sinalizagdo complexas. As espécies reativas de
oxigénio formadas como subprodutos do metabolismo celular normal sdo necessdrias para
manter a homeostase e a sinalizacdo celular (Arfin et al., 2021).

Além do metabolismo celular, eles sdo gerados por oxidases especificas da membrana
plasmética em resposta a fatores de crescimento e citocinas € servem cOmo mensageiros
secundérios em vias de sinalizacdo especificas e desempenham um papel na regulacdo da
expressao génica (Thannickal & Fanburg, 2000). As células possuem um sistema de defesa para
manter as EROs em niveis fisiologicamente normais, ou seja, enzimas chamadas antioxidantes,
responsaveis por transformar os radicais livres em moléculas estdveis e menos danosas, cujo
comprometimento pode levar a um estado de estresse oxidativo (Halliwell, 2007).

O termo “estresse oxidativo” refere-se a um sério desequilibrio entre a produc¢do de EROs
e as defesas antioxidantes. Sies (1997) definiu-a como “um disturbio na atividade pro-oxidante-
antioxidante equilibrio em favor do primeiro, levando a danos potenciais™. Tal dano ¢ muitas
vezes chamado de “dano oxidativo”. Matthew Whiteman e Hillewell (2004) definiu o dano
oxidativo como “o dano biomolecular causado pelo ataque de ERO sobre os constituintes dos
organismos vivos” (Halliwell & Whiteman, 2004).

O estresse oxidativo pode resultar de niveis diminuidos de antioxidantes, por exemplo,
mutagdes que afetam as atividades de enzimas de defesa antioxidante, como Cu, Zn, SOD ou
GSH-Px, ou toxinas que esgotam as defesas antioxidantes. Por exemplo, muitos xenobidticos
sdo metabolizados por conjugacdo com GSH; altas doses podem esgotar o GSH e causar
estresse oxidativo, mesmo que o xenobidtico ndo seja ele préprio um gerador de espécies
reativas. Deficiéncias em minerais dietéticos (por exemplo, Zn2+, Mgz+, Fex+, Cuz+, Se) e/ou
antioxidantes também podem causar estresse oxidativo; Aumento da produgdo de espécies
reativas, por exemplo, pela exposi¢ao de células ou organismos a niveis elevados de O ou a
outras toxinas que sao eles proprios espécies reativas (por exemplo, NO>) ou sao metabolizados
para gerar espécies reativas ou ativacdo excessiva de sistemas “naturais” que produzem tais
espécies (por exemplo, ativacdo inadequada de células fagociticas em doengas inflamatdrias

cronicas) (Halliwell & Whiteman, 2004).
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Ja o dano biomolecular que pode ser causado pelo ataque direto de espécies reativas
durante o estresse oxidativo. As consequéncias do estresse oxidativo podem incluir. A
adaptacdo da célula ou organismo pela regulacio positiva dos sistemas de defesa, que podem:
(a) proteger completamente contra danos; (b) proteger contra danos até certo ponto, mas nao
completamente; ou (c) "superproteger” (por exemplo, as células sdo entdo resistentes a niveis
mais altos de estresse oxidativo impostas posteriormente). A lesdo celular envolve dano a
qualquer ou a todos os alvos moleculares como, lipidios, DNA, proteina, carboidrato, entre
outros. Danos as biomoléculas podem resultar de altera¢des relacionadas ao estresse oxidativo
nos niveis de fons (por exemplo, Cax+) ou ativagcdo de proteases, por exemplo, e morte celular.
A célula pode: recuperar-se do dano oxidativo reparando-a ou substituindo as moléculas
danificadas, ou pode sobreviver com dano oxidativo persistente ou dano oxidativo,
principalmente ao DNA, pode desencadear a morte celular, por apoptose ou necrose (Halliwell
& Whiteman, 2004).

Sabe-se que o estresse oxidativo é sempre acompanhado de inflamagdo e estdo
intimamente relacionados e tipicamente envolvidos em distirbios celulares. A inflamacdo €
uma resposta de defesa do corpo humano a estimulos agressivos, envolvendo reacdes
bioquimicas, fisioldgicas e imunoldgicas para localizar, inativar e destruir o agente agressor,
além de promover cicatrizacdo e reparo tecidual (Alzoubi at al., 2019; Chung et al.,
2018). Durante o processo inflamatdrio, varias vias celulares desempenham um papel crucial
na recuperagdo e manuten¢do do equilibrio homeostético. Nesse processo, a participacdo dos
macréfagos no sistema imunoldgico é fundamental para a ativacdo das vias inflamatorias e na
liberacdo de mediadores inflamatdrios especificos (Freeman, et al., 2014).

Os anti-inflamatérios ndo esteroides (AINEs) sdo wusados diariamente e
indiscriminadamente no tratamento de doencas inflamatérias em todo o mundo (Norris et al
2017). No geral, os AINEs podem causar efeitos colaterais devido ao seu mecanismo de
acdo. Os principais efeitos adversos incluem sangramento gastrointestinal, alteracdes nas
funcdes cardiovasculares e renais e outras complicacdes, como hemorragia e até morte (Shal et
al., 2018). Apesar da diversidade de anti-inflamatérios no mercado farmacéutico, nenhuma
formulacao oferece baixa toxicidade e minimos efeitos adversos. Essa situagdo estimula a busca
por novas moléculas visando drogas mais seguras e com baixos efeitos colaterais para o
tratamento  da  inflamacgao (Sochocka, et al 2017;Kalivarathan et  al.,
2017;https://www.mdpi.com/1420-3049/27/3/1084/htm - Bll-molecules-27-01084 Sen Li et al
2020).
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Na busca por moléculas menos téxicas e com eficiente atividade antioxidante e anti-
inflamatoria, os polifendis que sdao provenientes de plantas sdo considerados como excelentes
alternativas. Desse modo, podem ser usados para resistir ao estresse oxidativo. Polifendis sao
apresentados na forma de compostos fenélicos como flavonas, flavondides, acidos fendlicos e
outros. Muitos tipos de polifendis e metabdlitos derivados de polifendis sdo eficientes na
reducdo do estresse oxidativo e da inflamacdo (Se Li, et al., 2021).

Nesse contexto, compostos fendlicos de plantas (por exemplo, flavondides, 4cidos
fendlicos, ligninas) t€m sido descritos quanto as suas diversas atividades farmacoldgicas,
incluindo efeitos antioxidantes, anti-inflamatérios, hepatoprotetores e antimicrobianos
(Kisiriko et al. 2021). Os polifendis sao objeto de estudos para o desenvolvimento de novos
farmacos devido a sua inibicao direta ou indireta ou ativagdo de importantes alvos celulares e
moleculares, por meio da modulacdo da expressdo de mediadores inflamatérios (Al et al.,
2020).

Com base nisso, estudos tém se concentrado em avaliar a biodiversidade vegetal como
reservatorio composto para fins terapéuticos, além de elucidar atividades medicinais atribuidas
pela tradi¢ao popular (Fitzgerald et al., 2020; Kisiriko et al., 2021).

Nesse contexto, Turnera subulata (familia Turneraceae) que é uma espécie com ampla
distribuicdo em regides tropicais e subtropicais do mundo, tendo como principal centro de
diversidade a América tropical. Ocorre, preferencialmente, em ambientes abertos, na Caatinga
e Restinga, inclusive associadas a locais perturbados pela acdo antropica. (Kumar et al., 2005).

Tal espécie € amplamente utilizada na medicina popular devido as suas propriedades
farmacoldgicas, como atividade anti-inflamatdria, hipoglicemiante, antifiingica e antioxidante.
(Kumar et al., 2005; Galvez et al., 2006; Nascimento et al., 2006; Brito et al., 2012). Estudos
fitoquimicos com espécies do género Turnera revelaram a presenca de flavanois, alcaldides,
taninos, glicosideos cianogénicos, dcidos graxos, triterpendides e varios compostos fendlicos
relacionados as suas bioatividades (Kumar et al., 2005; Szewczyk & Zidorn, 2014).

Virios estudos relatam o uso de plantas da familia Turneraceae para tratamento de
processos inflamatérios (Montanher et al., 2007; Park et al., 2018). Em relacdo a T. subulata,
seus efeitos anti-inflamatdérios t€ém sido descritos principalmente pela inibicao da producao de
citocinas (Souza et al., 2016). Em estudo, Luz et al. (2019) mostraram a capacidade dos extratos
de T. subulata em inibir direta e indiretamente a trombina, promovendo poucos efeitos
colaterais. Esses dados sdo relevantes, pois esse fator de coagulagdo também estd relacionado

a uma resposta inflamatoria (Luz et al., 2019).
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Assim, estudos sobre o potencial antioxidante e anti-inflamatério dessa espécie vegetal
sdo relevantes para propor uma associacdo entre o perfil fitoquimico e seus efeitos
farmacoldgicos.

Além da Turnera subulata, uma outra espécie de vegetal que possui um potencial anti-
inflamatério e antioxidade bastante considerdvel. Mas, no entanto, ndo € tipica de regido
tropical. Tal vegetal é bastante conhecida e utilizada no mundo todo, trata-se da
Harpagophytum procumbens, conhecido popularmente como “garra do diabo” e/ou “unha-do
diabo”.

A Harpagophytum procumbens é uma planta herbicea perene origindria do deserto de
Kalahri, das estepes da Namibia, Botswana e Africa do Sul, ndo sendo, portanto, uma planta
nativa do Brasil. Além disso, ndo sdo encontrados relatos de ocorréncia da espécie no Brasil
(Ministério da Saude, 2015).

A Harpagophytum procumbens, que foi introduzido no mercado como fitoterapico, é um
analgésico a base de planta com efeitos anti-inflamatérios, € comumente usada para tratar
inflamacdes como dores musculoesqueléticas e reumatismo (Chantre2000; Denner et al.,
2007). Como mecanismo de acdo € possivel verificar o papel do Harpagophytum
procumbens na ciclooxigenase (COX) onde foi demonstrado em diferentes estudos (Anauate et
al., 2010; fiebich et al., 2012). Por exemplo, em um estudo de Abdelouahab e Heard (2008), foi
demonstrado que o uso de componentes ativos de Harpagophytum procumbens reduziria a
expressdao de COX-2 em pele suina recém-excisada (Abdelouahab & Heard, 2008). O ensaio
de sangue total de doadores sauddveis demonstrou que Harpagophytum procumbens inibe
indistintamente a atividade da COX-1 e COX-2, 37,2 e 29,5%, respectivamente (Anauate et al.,
2010). Outros estudos para descobrir os alvos moleculares do anti-inflamatério H.
procumbens afirmam que o H. procumbens previne a indug¢do da expressdo génica pro-
inflamatoria bloqueando a via AP-1 (Fiebich et al, 2012). Em outro estudo, foi revelado que o
uso de Harpagophytum por oito semanas pode melhorar a dor nas costas entre 50% e 70%, e
também, seu efeito na dor no quadril e no joelho foi maior do que a dor nas costas (Chrubasik
et al., 2003).

Muitos estudos ja examinaram o mecanismo bioquimico e papel terapéutico do H.
procumbens no tratamento de varias doencas a exemplo da osteoartrite (Chantre, et al 2000;
Chrubasik et al 2003; Fiebich,2012) evidenciando que o Harpagophytum procumbens possui,

de fato, efeito no combate a doengas oxidantes e inflamatdrias.
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Levando em comparagio, o mesmo nao ocorre com a Turnera subulata que trata-se de um
vegetal pouco estudado, ndo havendo pesquisas claras para avaliar o papel da Turnera subulata
em comparag¢do com um vegetal com potencial ja esclarecido.

Desse modo, esse estudo teve como objetivo comprovar a capacidade antioxidante e a
atividade anti-inflamatéria de Turnera subulata comparando-a com a Harpagophytum
procumbens, demonstrando sua efetividade no combate ao estresse oxidativo e a inflamacdo.
Evidenciando-se assim, a capacidade de uma planta nativa do nordeste brasileiro ser utilizada

como um produto natural e um importante vegetal no combate ao estresse oxidativo.

2.0 METODOLOGIA
2.1 Amostragem

As folhas da Turnera subulata, foram coletados no municipio de Massaranduba/PB
(7°08°37”S e 35°46°37”W) (Figura 1 A) com elevagdo de 491m, Sitio Cachoeira de Pedra
D’agua (Figura 1 B). A amostragem foi coletada as 10:21 hora do dia 21/01/2020, de forma
manual, com temperatura ambiente variando em torno de 28+2°C (Figura 2 A). Apds coleta, o
material foi levado a laboratorio, retiradas as folhas para lavagem em &4gua corrente e
posteriormente em dgua destilada, na sequéncia foram secas em estufa a 40°C, e pesadas a cada
1 hora até estabilizacdo do peso (Figura 2 B). Em seguida, armazenadas em sacos herméticos

para anélises posteriores.

Figura 1: A) Localizagdo do municipio de Massaranduba no mapa da Paraiba. B) Geolocalizagdo do
Sitio Cachoeira de Pedra D’agua

7°08'37°S 35°4637' W

A)
Fonte: A: https://pt.wikipedia.org/wiki/Massaranduba_(Para%C3%ADba)
B: https://www.google.com.br/maps/place/Massaranduba,+PB
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Figura 2: A) Turnera subulata; B) Folhas de T. subulata.

= Zih ¢

A)

Fonte: Autora (2020)

E as raizes de Harpagophytum procumbens foram obtidas em sua versdo comercial para
chd, sob a forma de raizes secas, adquiridas do grupo Rocha Saide (TM Rocha Comércio e

Exportacdo) (Figura 3).

Figura 3: Forma comercial do cha de Harpagohytum procumbens; B) raizes de H. procumbens.

A)
Fonte: Autora (2022)

2.2 Extragdo dos bioativos

A extracdo foi realizada em trés técnicas: Soxhlet, Evaporacdo rotativa e técnica
ultrassonica. Em todas as técnicas usou-se apenas a dgua destilada como solvente. As condicdes
de operacdo foram obtidas a partir da literatura. Na extracdo utilizou-se a razdo 10 ml de
solvente/g de folha (7. subulata) ou raiz (H. procumbens). O extrato obtido de cada tipo de
extracdo foi armazenado a -25°C em freezer (Marca FRICON) e em seguida foi liofilizado por

48 horas a vacuo de 0,12mbar em liofilizador Christ — Alfa 1-2 LD plus (Marca Nova Analitica).

2.2.1 Soxhlet

Na extragdo Soxhlet utilizou-se a razao 200ml de solvente para 20g de folha ou raiz,

sendo conduzida a 100°C. O tempo de extracdo foi de 6 ciclos de 1 hora cada, totalizando 6
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horas de extragdo (Figura 4). Ao fim dos ciclos, as amostras foram congeladas a -25°C para

posterior liofilizacdo. (Szewczyk e Zidorn, 2014).

Figura 4: Extragdo de bioativos 7. subulata em Soxhlet; B) Extracdo de bioativos de H. procumbens

em Soxhlet.

= \_-gql ‘.‘
A

Fonte: Autora (2022)

2.2.2 Ultrassom

Na extracdo por ultrassom utilizou-se a razdo 200ml de solvente para 20g de folha ou
raiz, foi realizada em aparelho de cavitagc@o ultrassonica, modelo Altsonic Clean 3pa Alt, com
frequéncia do ultrassom de 40 Hertz. A operacao foi conduzida a 60°C durante 1 hora. Ao fim,
as amostras foram filtradas em filtro de papel e congeladas a -25°C para posterior liofilizacao

(Castejon et al. 2018) (Figura 5).

Figura 5: A) Aparelho de ultrassom Alt Sonic Clean; B) Extracdo de bioativos de T. subulata em ultrassom.
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Fonte: Autora (2022)

2.2.3 Evaporador Rotativo

No evaporador rotativo, os extratos foram agitados continuamente por rotagdo, a 60°C
por 1 hora, ndo houve remocao do solvente (d4gua) em forma de vapor. O extrato foi filtrado,
em filtro de papel e em seguida congelados a -25°C para posterior liofilizacao (Figura 6).

Figura 6: A) Aparelho de evaporacio rotativa; B) Extracéo de biotivos de 7. subulata em evaporador
rotativo.

Fonte: Autora (2022)

2.3 Determinacdo de Fendlicos Totais

Os teores de fenodlicos totais foram determinados pelo método de Folin-Ciocalteu de
acordo com a literatura (Waterhouse, 2006). A amostra em po, ap0s liofiliza¢ao, foi pesada 1,0
g e diluida em 50mL de dgua. Na aliquota do extrato foi adicionado o reagente Folin—Ciocalteu,
adicionado agua destilada e deixado em repouso por 5 minutos. Apds 5 min, adicionou-se
solugdo saturada de carbonato de s6dio. Seguida de agitacdo manual e repouso em banho-maria
a 40°C por 30 minutos, apds o periodo determinado foi resfriado a temperatura ambiente, e a
amostra foi medida a 765 nm, em espectrofotometro UV-Vis (Agilent Tecnologies Cary 60
UV-Vis). Todas as amostras foram realizadas em triplicatas. O 4cido galico foi usado como

padrdo de referéncia (Waterhouse, 2006).

2.4 Determinacdo de flavonoides e antocianinas

Os teores de flavonoides e antocianinas foram determinados segundo o método de Francis
(1982). Foi pesado 1g da amostra liofilizada, e adicionado 10mL da mistura etanol-HCL. Logo

apos, fol macerado por um minuto em tubo Falcon e incubado em geladeira por 24 horas para
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obtencdo do extrato. Apds as 24 horas, a amostra foi filtrada em algodao e completada para o
volume de 10mL da mistura etanol-HCL. Em seguida foi realizada a leitura em
espectrofotometro UV-Vis (Agilent Tecnologies Cary 60 UV-Vis) a 374nm para determinagdo
de flavonoides e 535nm para determinag@o de antocianinas. Todas as amostras foram realizadas

em triplicatas. (Francis, 1982).

2.5 Capacidade antioxidante total

A capacidade antioxidante total (CAT) de todos os extratos de T. subulatae H.
procumbens foi estimada pelo método do fosfomolibdato. A 0,1 ml de cada extrato vegetal, 1
mL de solugdo reagente (4cido sulfirico 0,6 M, fosfato de sdédio 28 mM e molibdato de amo6nio
4 mM) foi adicionado e misturado completamente. Em seguida, as misturas reacionais foram
cobertas com papel aluminio e mantidas em banho-maria por 75 minutos a 80°C. Apds a
incubacdo, as amostras foram deixadas atingir a temperatura ambiente e, finalmente, as
absorbancias foram registradas em 695 nm em espectrofotometro UV-VIS (Agilent
Tecnologies Cary 60 UV-Vis). O 4cido ascérbico foi usado como padrdo. A capacidade

antioxidante foi calculada usando a seguinte férmula (Equacao 1) (Saravanan et al., 2020):

Capacidade Antioxidante (%) = Abs. do controle — Abs. da amostra x 100 (Eq. 1)
Abs. do controle

O método do fosfomolibdato é quantitativo, uma vez que a capacidade antioxidante total
€ expressa em equivalentes de acido ascorbico (Umamaheswari et al 2008). A atividade
antioxidante total foi expressa em porcentagem, sendo os extratos comparados ao acido

ascorbico na concentragao de 100 ug/mL, que foi considerado como 100 % (Araujo et al 2020).

2.6 Atividade anti-inflamatoria in vitro

O ensaio de desnaturacdo de proteinas foi realizado para todos os extratos de 7.
subulata e H. procumbens. A solucao composta de 2,8 mL de solugao salina tampao fosfato, 2
mL de amostra teste (0,5uL) e 0,2 mL de albumina de ovo de galinha . Acido acetilsalicilico
foi usada como controle positivo (droga padrao) e dgua destilada como controle negativo. Todas
as misturas foram incubadas a temperatura ambiente durante 15 min e depois aquecidas a 70°C

durante 10 min. Posteriormente, as amostras foram resfriadas até a temperatura ambiente e, em
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seguida, as absorbancias foram lidas em 660 nm. A inibi¢do da desnaturacdo da proteina foi

estimada usando a seguinte equacao (Equacgdo 2) (Saravanan et al., 2020):

Porcentagem de Inibig@o (%) = Abs.Controle — Abs. Amostra x 100 (Eq.2)
Abs. Controle

A atividade anti-inflamatéria foi expressa em porcentagem, sendo os extratos
comparados ao acido acetilsalicilico na concentra¢ao de 100 pg/mL, que foi considerado como

100 % (Araujo et al 2020).

2.7 Estatistica

Todos os experimentos foram realizados em triplicata, e os resultados foram expressos
como média + DP (desvio padrdo). A correlagdo entre todas as analises foi realizada por meio
de correlagdo de Sperman, e o coeficiente de correlacdo (R* calculado). Todas as andlises e

graficos foram realizados usando o Software Statistica 12.

3.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

A extracdo de compostos bioativos com solvente € uma operacao cldssica recomendada
para muitos processos industriais, principalmente na industria farmacéutica. O interesse em
drogas derivadas de plantas levou a uma maior preocupacdo por métodos de extracdo
superiores, que pudessem permitir a obtencdo do mdximo rendimento dos constituintes
bioativos em um curto tempo de processamento com baixo custo € mais natural possivel, ou
seja com a minima toxicidade. O conteudo total de polifendis extraidos depende
significativamente da natureza do solvente, bem como do método utilizado (Moharrami &
Hashempour, 2021).

Considerando o potencial dos vegetais para diversos fins terapéuticos, neste estudo, dois
diferentes extratos de duas espécies de plantas (7. subulata e de H. procumbens) foram
avaliados a capacidade antioxidante total e a atividade anti-inflamatéria, bem como as
concentracdes de substancias bioativas tais como, fendlicos totais, flavonoides e antocianinas.

As plantas medicinais cont€ém uma quantidade notdvel de bioativos a exemplo dos
polifendis. Polifendis tais como, flavonoides e dentre estes as antocianinas sempre

desempenham um papel vital na promog¢do e manutencdo da boa saide (Olssom, 2004).
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Diferentes tipos de antioxidantes de origem vegetal sempre foram drogas potenciais em
tratar e reduzir o risco de varias doengas, como inflamacao aguda e cronica e formagdo de tumor
(Matés & Sanchez-Jiménez, 2000).

Substancias antioxidantes a base de plantas sempre t€ém a capacidade de eliminar
espécies reativas de oxigénio que podem causar danos ao DNA, lipidios e proteinas. Os
antioxidantes podem destruir células cancerosas iniciando a apoptose ou afetando as atividades
enzimadticas ou inibindo a expressdo de oncogenes. Para avaliag¢do da eficiéncia antioxidante de
uma substancia endégena, um método de ensaio especifico por si s6 ndo serd suficiente porque
os antioxidantes podem ser polares ou ndo polares; eles podem eliminar radicais doando um
elétron ou fons de hidrogénio, que podem proteger os mecanismos de defesa antioxidantes.
Assim, vdrias técnicas tém sido utilizadas para determinar o potencial antioxidante dos extratos.

(Rahman, 2015).

3.1 Teor de Compostos Fendlicos Totais

Os extratos apresentaram uma boa quantidade de compostos fenodlicos, tanto os de 7.
subulata quanto os de H. procumbens. No entanto, em compara¢do com todos os extratos, 0s
extratos de 7. subulata em soxhlet (135,7 £0,1 mg/g) e evaporador rotativo (131,0 £0,1 mg/g)
tiveram as maiores quantidade de compostos fendlicos. E de H. procumbens o valor mais
significativo foi a extragdo no evaporador rotativo (127,6+1,1 mg/g) (Tabela 1 e Grafico 1). Os
compostos fendlicos e seus derivados presentes nas plantas sdo responsdveis por propriedades
terapéuticas (Muslim et al 2012). Assim, os maiores teores fendlicos em geral enfatizam a
importancia medicinal da planta selecionada. Esses bioativos naturais desempenham um papel
vital na prevencdo e tratamento de malignidades (Jafari et al., 2014). Diferentes bioatividades
de compostos fendlicos sdo responsdveis por propriedades quimiopreventivas como
anticarcinogénicos, antioxidantes e anti-inflamatérios. (Wu-Yang Huang et al 2009).

Os valores do teor de fendlicos no presente estudo variaram ligeiramente em relacio aos
da literatura. Isso pode ser devido a variacdo geografica ou métodos de extracdo, que podem

alterar a quantidade de fendlicos (Panche et al., 2016).

Tabela 1: Média e desvio padrdo da concentracéo de bioativos em mg/g.

Extrato de planta Teor de fendlicos Teor de Flavonoides Teor de Antocianinas (ANT)
totais (FEN) totais (FLA)
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T. subulata (Soxhlet) 135,7 +0,1 0,55+0,01 0,05+0,0

T. subulata (Ultrassom) 123,8 £2.,5 0,49+0,0 0,04+0,0
T. subulata (Evaporador) 131,0+0,1 0,53+0,0 0,05+0,0
H. procumbens (Soxhlet) 87,2+0,6 0,55+0,0 0,04+0,0
H. procumbens (Ultrasson) 92,3+1,8 0,55+0,0 0,04+0,0
H. procumbens (Evaporador) 127,6+1,1 0,54+0,0 0,04+0,0

Fonte: Autora (2022)

Grifico 1: Teor de compostos fendlicos (mg/g) de T. subulata e H. procumbens nas diferentes técnicas de
extracdo (soxhlet, ultrassom e rotaevaporador)
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Fonte: Autora (2022)

3.2 Teor de Flavonoides

A concentracdo de flavonoides de todos os extratos de 7. subulata e H. procumbens foi
determinada segundo Francis (1989). A quantidade de flavonoides presentes em todos os
extratos variou de 0,55+0,01 mg/g a 0,49+0,0 mg/g (Tabelal e Grafico 2) apresentando valores
similares entre os dois vegetais. Considerando que todos os extratos contém uma quantidade
similar de teor de flavonoides. A variagdo de concentracdo de teor de flavonoides depende da
natureza da polaridade dos solventes utilizados para a extracdo (Rahman, 2015). O solvente
utilizado para todos os estratos foi 0o mesmo, a 4gua. A fracao flavonoide presente nos diferentes
extratos da 7. subulata apresenta correlacdo significativa com o teor de fendlicos totais
(R?=0,9609; p =0,0000) (Gréfico 3). Diferentes relatos da literatura indicam uma correlagio
linear do contetddo de fendlicos totais e flavonides (Shrestha-Dhillion; 2006).

Moléculas de flavonoides sdo importantes componentes antioxidantes que sdao
responsaveis por desativar os radicais livres com base em sua capacidade de doar dtomos de
hidrogénio aos radicais livres. Eles também tém caracteristicas estruturais ideais para a

eliminacao de radicais livres (Amarowicz, 2006).
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Grifico 2: Teor de compostos flavonoides (mg/g) de T. subulata e H. procumbens nas diferentes técnicas de

extracdo (soxhlet, ultrassom e rotaevaporador)
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Fonte: Autora (2022)

Grafico 3: Grifico da analise de correlagdo de Sperman, correlacionando positivamente o teor de compostos
fendlicos (mg/g) com o teor de compostos flavonoides (mg/g) para 7. subulata.
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Fonte: Autora (2022)

3.3 Teor de Antocianinas

Os valores de teor antocianinas para 7. subulata e H. procumbens, de modo geral, foram

similares. Para T. subulata no soxhlet e no evaporador rotativo foram iguais (0,05mg/g),

havendo uma pequena diminuicao apenas no ultrasssom (0,04mg/g), quanto a H. procumbens.

nao houve diferenca entre as técnicas utilizadas (0,04mg/g) (Grafico 4).

Os estudos cientificos disponiveis comprovam os efeitos benéficos da presenca de

antocianinas em vegetais na preven¢ao de doencas (Pascual-Teresa & Sanchez-Ballesta 2008;
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Seifu et al., 2012; Khoo et al., 2017). Pois mesmo apds a ingestdo de altas doses de antocianinas
e derivados ndo foram observados efeitos negativos, demonstrando sua seguranca (Clifford,
2000). Diversos estudos abordam os principais beneficios para a saide das antocianinas em
diferentes tipos de patologias, incluindo saide ocular, doengas cardiovasculares, antiobesidade,
antidiabéticos, efeitos antimicrobianos, atividades anticancerigenas e distdirbios
neurodegenerativos (Shim et al., 2012; Alvarez-Suarez et al., 2014; Jankowski et al., 2000;
Genskowsky et al 2015; Chen et al., 2015; Rehman et al 2017).

Grafico 4: Teor de antocianinas (mg/g) de T. subulata e H. procumbens nas diferentes técnicas de extragio
(soxhlet, ultrassom e rotaevaporador).
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Griafico 5: Grifico da andlise de correlagdo de Sperman, correlacionando positivamente o teor antocianinas
(mg/g) com a capacidade antioxidante total (ug/ml) para 7. subulata.
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Fonte: Autora (2022)

Os resultados de correlacdo mostraram uma correlagdo positiva do teor de antocianinas
com a capacidade antioxidante total (R?=0,9541, p=0,0000) (Grifico 5), evidenciando seu
potencial antioxidante. Narayan et al. (1999), descrevem que as antocianinas sdo um potente
antioxidante comparado com antioxidantes cldssicos como alfa tocoferol (vitamina E) (Narayan

et al., 1999).

3.4 Capacidade Antioxidante Total

A capacidade antioxidante total foi testada para todos os extratos de 7. subulata e para
H. procumbens. Por se tratar de um método quantitativo, o dcido ascorbico foi utilizado como
padrdo. Os resultados indicaram que o extrato extraido em evaporador rotativo apresentou o
maior teor de capacidade antioxidante (92,940,1 pg/ml) entre os extratos de 7. subulata (Tabela
2).

A capacidade antioxidante total aumentou proporcionalmente ao conteido total de
antocianinas para T. subulata. Desse modo, houve uma correlagio positiva significativa (R*=
0,9541; p< 0,0005) entre a capacidade antioxidante total e a concentracdo de antocianinas
(Grafico 3). Os resultados de capacidade antioxidante total indicaram que os extratos de 7.
subulata, seja no evaporador rotativo (92,9+0,1ug/ml) no soxhlet (85,6+0,1ug/ml) ou no

ultrassom (81,3+0,11ug/ml) resultaram em maior capacidade antioxidante total do que os
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extratos de H. procumbens (Tabela 2). Nos dltimos tempos, vdrias pesquisas revelaram a forte
relacdo entre a capacidade antioxidante total e as antocianinas, endossando a importancia dos
polifendis como uma biomolécula antioxidante (Rao et al, 2010).

De acordo com relatérios recentes, as moléculas de flavonoides em plantas medicinais
desempenham um papel importante na manutencio da estabilidade da oxidagdo lipidica em
associacdo com a atividade antioxidante (Sarian et al., 2017). Neste estudo, os extratos T.
subulata com maiores teores de fendlicos totais (135,7+0,1mg/g; 123,8+2,5mg/g;
131,0+£0,1mg/g) tiveram maior capacidade antioxidante (Rotaevaporador=92,9+0,1;
Soxhlet=85,6+0,1 e ultrassom=81,3+0,1 pg/ml) (Gréfico 6). A capacidade antioxidade total de
H. procumbens foi relativamente inferior comparados aos de 7. subulata
(Rotaevaporador=55,2+2,1; Soxhlet=50,5+0,1 e ultrassom=44,1+3,3 pug/ml) (Grafico 7). As
variacOes nas capacidades antioxidantes dos extratos podem ter sido devidas ao potencial redox
do conteido de fenol, que poderia atuar como sequestrador de radicais livres, doador de

hidrogénio, oxigénio, inibidores, quelantes de metais e agentes redutores (D. Amic, 2003).

Tabela 2: Média e desvio padrdo da concentragdo de bioativos de valores de rendimento em pg/ml.

Extrato de planta CAT ANTI

T. subulata (Soxhlet) 85,6+0,1 66,2+0,1
T. subulata (Ultrassom) 81,3+0,1 65,9+0,9
T. subulata (Evaporador) 92,9+0,1 53,6%1,5
H. procumbens (Soxhlet) 50,5+0,1 44,.9+1,0
H. procumbens (Ultrasson) 44,1433 66,5+1,6
H. procumbens (Evaporador) 55,2+2,1 32,1+0,3
Legenda:

CAPACIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL (CAT)
ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA (ANTTI)
Fonte: Autora (2022)
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Grifico 6: Grifico dos valores (ug/ml) da Capacidade Antioxidante Total para 7. subulata.
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Grafico 7: Grafico dos valores (ug/ml) da Capacidade Antioxidante Total para H. procumbens.
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3.5 Atividade Anti-inflamatéria (in vitro)

As propriedades de vérios metabodlitos secundérios de plantas t€ém sido extensivamente
estudadas, principalmente devido as suas propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias
(Zaynab, 2018; Yang et al., 2020; Goéral et al., 2020). Assim, este estudo avaliou a capacidade
antioxidante total e da propriedade anti-inflamatéria em modelo in vitro para 7. subulata e H.

procumbens.
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A desnaturacdo de proteinas é uma razao bem definida para o processo inflamatério. O
potencial da atividade anti-inflamatéria de todos os extratos de 7. subulata e H. procumbens
para inibir a desnaturacao de proteinas foram estudados. Os resultados observados indicaram
que todos os extratos exibiram um melhor potencial antidesnaturante para 7. subulata
(Soxhlet=66,2+0,1; Ultrassom= 65,9+0,9 rotaevaporador=53,6+1,5 ug/ml.) (Tabela 1 e Grafico
8) quando comparado a H. procumbens no Soxhlet (44,9+1,0 ug/ml) e Rotaevaporador
(32,1£0,3 pg/ml) e iguais para o método de Ultrassom (66,5+1,6 ug/ml) (Tabela 1 e Grafico
9).

Grafico 8: Grafico dos valores (ug/ml) da Atividade Anti-inflamatéria para T. subulata.
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Grifico 9: Grifico dos valores (ug/ml) da Atividade Anti-inflamatdria para H. procumbens.
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Harpagohytum procurmbens
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Fonte: Autora (2022).

Estudos sobre os mecanismos reguladores das respostas inflamatorias revelaram que a
inflamacdo pode retardar a cicatrizacao e, em situagdo cronica, também pode desempenhar um
papel importante no aparecimento de cincer e outras doencas cronicas (Furman et al.,
2019). Portanto, o uso de anti-inflamatérios ndo esteroides para supressdao da inflamacgado é
prevalente, apesar de varios efeitos adversos, como sangramento gastrointestinal e ulceras (Lee
e Katz, 2021). Por outro lado, evidéncias crescentes sugerem que produtos naturais, como
extratos vegetais, devido a sua fitocomposi¢ao, podem diminuir processos inflamatérios (Nunes
et al., 2020; Shin et al., 2020; Puangpraphant et al., 2022;).

Estudos evidenciam que com relacdo a fitocomposic¢do, destaca-se que os compostos
fendlicos sdo a principal classe entre os metabdlitos secundarios presentes no género Turnera
(Szewczyk e Zidorn, 2014). E que a presenca de flavonoides em extratos de 7.
subulata possivelmente estd relacionada as condi¢des climdticas do bioma caatinga brasileiro,
local de coleta, onde a alta exposi¢do a radiacdo solar favorece a biossintese de compostos
fendlicos (Rempelos et al., 2018).

As propriedades anti-inflamatdrias observadas com tratamentos com extratos de 7.
subulata estdo correlacionadas com a presenca de flavonoides, o que aponta para o
envolvimento desses compostos na inibicdo da sintese e atividade de diferentes mediadores pro-
inflamatdrios (Serafini et al., 2010). Além disso, os flavonoides sdo relatados como moléculas

com baixa citotoxicidade (Serafini et al., 2010; Chang et al., 2019).
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De acordo com a composi¢do quimica, varios mecanismos de a¢do podem estar associados
aos efeitos imunomoduladores observados com extratos aquosos de folhas de 7. subulata. Um
mecanismo sugeriu que o efeito anti-inflamatério desta espécie pode ser devido a capacidade
dos extratos de folhas de modular as vias de sinalizacdo bloqueando a resposta inflamatéria em
macréfagos RAW 264.7. Esse efeito também diminui a secre¢do de TNF-o e IL-1,
aumentando o bloqueio de RAGE e CD40 como principais mecanismos de acdo (Souza et al.,
2016).

Estudos mostram que extratos de 7. subulata como produtos naturais ativos possuem
efeitos inibitdrios sobre a secre¢do de mediadores pré-inflamatérios, que também podem estar
associados aos grupos fendlicos detectados na composi¢ao quimica do extrato. De acordo com
os estudos, a combinag¢do de polifendis tem efeitos sinérgicos na atividade biologica (Zhang et
al., 2019; Sharma et al., 2019; Giordano et al., 2020).

Além dos efeitos imunomoduladores demonstrados em estudos, vale ressaltar que Luz et
al. (2019) mostraram a capacidade dos extratos de 7. subulata em inibir a trombina, a principal
protease na cascata de coagulacio, que desempenha um papel na resposta inflamatoéria (Foley
e Conway, 2016). A trombina pode sinalizar a expressdo de citocinas pré-inflamatorias, como
IL-1PB e IL-6, e moléculas de adesdo celular, promovendo ativacdo leucocitéria e proliferacao
de fibroblastos, além de contribuir para o recrutamento de leucécitos (Foley e Conway, 2016;
Palhares et al., 2016). Os estudos com extratos de folhas de T. subulata demonstraram efeito
inibitorio direto sobre a trombina e indireto através do cofator II da heparina, corroborando o
efeito dos extratos no processo inflamatério (Luz et al., 2019).

No geral, esses resultados suportam estudos etnofarmacolégicos, que descrevem o uso de
flores e folhas do género Turnera na medicina popular para tratar doencas inflamatdrias
(Szewczyk e Zidorn, 2014). Dados experimentais indicam o efeito imunomodulador de extratos
aquosos e hidroalcodlicos de flores e folhas de 7. subulata através da inibicao da secrecdo de
citocinas inflamatdrias e aumento dos niveis de citocinas anti-inflamatérias IL-10. Apesar dos
escassos dados na literatura sobre extratos da espécie 7. subulata, € possivel sugerir sua acao
anti-inflamatoria.

De modo geral, os resultados fornecem evidéncias cientificas que apoiam o uso de folhas
de T. subulata na medicina popular no combate ao estresse oxidativo celular e distirbios

inflamatdrios, que podem ser aplicadas como uma alternativa para auxiliar nesse tratamento.
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4.0 CONCLUSAO

Neste estudo, pudemos demonstrar a quantificagdo de compostos fendlicos totais e
flavonoides e de antocianinas presentes em diferentes extratos aquosos de 7. subulata e H.
procumbens. Esses extratos servem como sequestrantes ou inibidores de radicais livres, talvez
atuando como oxidantes primdrios. Que também inibiu a desnaturacdo da proteina, de forma
eficaz. Assim, infere-se que os extrato aquoso de 7. subulata concentragdes de metabdlitos
secunddrios significativos e com boa atividade antioxidante e anti-inflamatéria sdo excelentes
candidatos para o desenvolvimento de antioxidantes e anti-inflamatdrios potentes e de baixo

custo.
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