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RESUMO

O envelhecimento humano esta associado ao risco de desenvolvimento de doengas cronicas
degenerativas. Entre as doencgas que acometem os idosos, destacam-se as que comprometem a
visdo. O dano nos fotorreceptores, nesse periodo, contribui para a deficiéncia visual em uma
variedade de doencas da retina. A mais severa delas ¢ a degeneracao macular relacionada a
idade (DMRI). Essa doenga ¢ a principal causa de defici€éncia visual e cegueira em idosos em
todo o mundo e ¢ associada a fatores de risco como: poluicdo, obesidade, tabagismo,
hipertensao e exposi¢ao a luz. Esses fatores de risco levam a geragdo excessiva de espécies
reativas de oxigénio (EROs), que causam estresse oxidativo. O estresse oxidativo desempenha
um papel crucial na patogénese dessa doenca. Soma-se a isso a ativacdo do sistema
imunolégico que estimula a produgdo de citocinas inflamatorias, a angiogénese, danos de
proteinas e DNA, apoptose e por fim a morte dos fotorreceptores e perda progressiva da visao.
Sendo assim, minimizar esses danos oxidativos e inflamatorios € uma estratégia a ser
considerada para essa doenga. Algumas investigagdes sugerem que moléculas bioativas,
encontradas em alimentos, como compostos fenolicos e alcaloides, participariam do processo
de redugdo dos danos aos fotoreceptores e melhorariam a condi¢ao visual. Dessa forma, o
presente estudo investigou o efeito antioxidante e anti-inflamatdrio do extrato etandlico de
tucuma (Astrocaryum aculeatum) em um modelo experimental in vitro de DMRI. O modelo
de DMRI induzida por Paraquat em células ARPE-19 foi escolhido para avaliar os potenciais
efeitos antioxidantes e anti-inflamatorios do extrato. Neste modelo, as células foram tratadas
com 50pg/ml do extrato etandlico de tucuma por 24h e expostas a 30uM de Paraquat por 6h.
O extrato na concentragdo utilizada nao foi toxico e melhorou a viabilidade das células e foi
eficiente em prevenir necrose ¢ apoptose, danos oxidativos € moleculares. Nos testes para
avaliar os marcadores de inflamagdo o extrato apresentou efeitos anti-inflamatoérios por
modular a atividade das purinas, prevenindo a morte celular. Além disso, o extrato reduziu
significativamente a expressdo das citocinas pro-inflamatoérias (IFN, IL-6, IL-2 ¢ TNF) e
estimulou as anti-inflamatorias (/L- 10 e IL-4). Assim, verificamos que o extrato alcoolico de
tucuma apresenta efeitos antioxidantes e anti-inflamatérios no modelo estudado, sugerindo
que esse fruto amazonico € um composto natural promissor na terapéutica de doencas
cronicas como a DMRI.

Palavras-chave: Antioxidante. Anti-inflamatéorio. Tucuma. Envelhecimento. Visdo.



ABSTRACT

Human aging is associated with the risk to develop chronic degenerative diseases. Among the
diseases that are common in the elderly population, eyesight impairment is the most
prominent. Damage to photoreceptors in this stage of life plays a key role in vision disorders
in an array of retina diseases. The most severe being age-related macular degeneration
(AMD). It is the main cause of visual impairment and blindness in the elderly population
worldwide and is associated to risk factors such as pollution, obesity, smoking, high blood
pressure, and light exposure. These risk factors lead to the development of unmanageable
reactive oxygen species (ROS) that cause oxidative stress. Oxidative stress plays a crucial part
in the pathogenicity of this disease. In addition to the activation of the immune system that
stimulates the production of inflammatory cytokines, angiogenesis, DNA and protein damage,
apoptosis, and ultimately the death of photoreceptors and progressive vision loss. Thus,
minimizing oxidative and inflammatory damage is a strategy to be considered against this
disease. A number of studies suggest that bioactive molecules such as phenolic and alkaloid
compounds, which are found in food, could be part of the process of reduction of damage to
photoreceptors and improve visual condition. Therefore, the present study investigated the
antioxidant and anti-inflammatory effects of Tucumd (Astrocaryum aculeatum) ethanolic
extract in an experimental model of AMD. The model of Paraquat-induced AMD in ARPE-19
cells was chosen to assess the potential antioxidant and anti-inflammatory effects of the
extract. In this model, cells were treated with 50pug/ml Tucumd extract for 24h and then
exposed to 30uM Paraquat for 6h. The extract concentration used showed no cell toxicity,
improved cell viability, and efficiently prevented necrosis, apoptosis, molecular and oxidative
damage. The extract showed anti-inflammatory effects in tests that assess inflammatory
markers because it modulates purine activity. Also, the extract significantly reduced the
expression of pro-inflammatory cytokines (IFN, IL-6, IL-2 and TNF) and stimulated anti-
inflammatory cytokines (IL- 10 e IL-4). Thus, we verified that Tucuma alcoholic extract has
antioxidant and anti-inflammatory effects in the studied model, what suggests that this
Amazon fruit is a promising natural compound in the therapy of chronic diseases such as
AMD.

Keywords: Antioxidant. Anti-inflammatory. Natural Product. Aging. Vision.
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1 INTRODUCAO

O envelhecimento humano esta associado a uma série de alteragdes metabolicas dos
6rgdos e sistemas fisiologicos que levam ao aparecimento de disfungdes cronicas
degenerativas (DATTA et al., 2017; KAM et al., 2019). Entre as doengas cronicas que mais
acometem os idosos estdo as que comprometem a visdo, tais como: a catarata, a degeneracao
macular relacionada a idade (DMRI), o glaucoma e a retinopatia diabética (RD) (ILOKI-
ASSANGA et al., 2015; LEWIS et al., 2015; DATTA et al., 2017).

A DMRI ¢ a principal e mais comum causa de perda visual irreversivel em individuos
com idade igual ou superior a 60 anos nos paises em desenvolvimento, como o Brasil
(BAHADORANI; SINGER, 2017; HANDA et al., 2019). E clinicamente caracterizada pelo
aparecimento de pequenos depositos branco-amarelados chamadas de drusas e por alteragdes
nas células do epitélio pigmentar da retina (EPR) (ROZING et al., 2019). Essa doenca
manifesta-se sob duas formas principais: a forma seca, sem neovascularizacdo e a forma
exsudativa, neovascular, com efeitos deletérios (YONEKAWA; MILLER; KIM, 2015;
DATTA et al., 2017).

A etiologia da DMRI ainda ndo esta completamente esclarecida. Estudos sugerem que
as reacoes fotoquimicas originadas no EPR tornam suas estruturas extremamente suscetiveis
aos danos causados pelo acimulo de moléculas oxidantes e pelo processo inflamatorio, ja que
a retina ¢ um dos tecidos com maior taxa metabdlica do corpo humano (DATTA et al., 2017).
Além disso, algumas investigacdes sugerem que a poluigdo, o tabagismo, a
hipercolesterolemia, a hipetensao arterial e a exposicao a luz potencializam os danos na retina
(KIM et al., 2010; ROZING et al., 2019).

Nessa situacdo, a resposta inflamatdéria occorre com o objetivo de remover as
moléculas oxidantes e promover a reparacdo do tecido danificado (DATTA et al., 2017).
Segundo Natoli e colaboradores (2017), nesse processo acontece acumulo de macréfagos na
retina e no espago sub-retiniano, bem como, a expressao de citocinas inflamatodrias, agravando
a perda visual.

Soma-se a isso a sinalizagdo purinérgica, que tem uma atividade fundamental no
processo inflamatdrio. Essa fungdo ¢ particularmente desempenhada pela participagdo de
biomoléculas, tais como os nucleotideos de adenina, 5’-trifosfato de adenosina (ATP), 5-
difosfato de adenosina (ADP) e 5’-monofosfato de adenosina (AMP) e seu derivado o

nucleosideo de adenosina (CORSO et al., 2016).
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Esse aumento na concentragdo de ATP ndo estd envolvido apenas na sinalizagdo entre
os diferentes tipos de células, mas, altos niveis ATP no meio extracelular e promovem
neurodegeneragdo retiniana potencializando o dano nesse tecido (SHEN et al., 2005;
FLETCHER, 2010; CORSO et al., 2016).

Considerando os fatores de risco, bem como, o estresse oxidativo € o processo
inflamatoério, investigar tratamentos alternativos que reduzam ou minimizem e€sses processos
danosos sdo relevantes. Alguns pesquisadores sugerem que produtos naturais ricos em acido
ascorbico, a-tocoferol e carotenoides poderiam trazer beneficios a visdo, diminuindo a
progressio da doenga (SOUZA-FILHO et al., 2013; GARCIA-MONTALVO; MATIAS-
PEREZ, 2015).

Nesse sentido, o fruto nativo da Amazonia Brasileira, Tucuma (Astrocaryum
aculeatum) ganha destaque pois apresenta uma matriz quimica rica em vitamina A, acidos
graxos, carotenoides (alltrans- B-caroteno, 13-cis-B-caroteno, all-trans-a-caroteno, trans-f3-
criptoxantina), catequinas e quercetina (BONY et al., 2012; SOUZA-FILHO et al., 2013).

O tucuma ¢ amplamente utilizado na medicina tradicional pelas comunidades
ribeirinhas amazonicas com o objetivo de tratar doengas cronicas. Alguns poucos estudos
sugerem o potencial anti-inflamatério (SAGRILLO et al., 2015), antimicrobiano (JOBIM et
al., 2014), anticarcinogénico (SOUZA-FILHO et al., 2014), e atividades antioxidantes
(CABRAL et al., 2020). No entanto, nao se tém estudos descrevendo os efeitos desse fruto
em doengas que comprometam a visao.

Portanto, considerando que a DMRI ¢ a principal causa de perda visual na populagao
idosa, que ndo possui um tratamento eficaz disponivel e a sua etiologia ainda nao esta
elucidada, investigar produtos naturais com potencial terapéutico ¢ de extrema valia,
objetivando proporcionar uma melhora na acuidade visual e na qualidade de vida dos

individuos acometidos pela doenga.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Investigar o efeito antioxidante e anti-inflamatorio do extrato etandlico de tucuma

(Astrocaryum aculeatum) em um modelo experimental in vitro de DMRI.

1.1.2 Objetivos especificos

e Realizar e escrever uma revisao bibliogréfica.

e Preparar o extrato do fruto e identificar os compostos presentes na matriz quimica do
extrato etanolico do tucuma;

e Estudar a citotoxicidade do extrato de tucuma nas células do epitélio pigmentar da
retina;

e Investigar o efeito antioxidante no modelo experimental de DMRI;

e Verificar a capacidade de prevenir danos moleculares do extrato;

e Analisar a atividade anti-inflamatéria do extrato no modelo estudado.
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2 JUSTIFICATIVA

Dentre as doengas que acometem idosos, a DMRI est4 entre as mais frequentes. E a
principal causa de cegueira na populagdo acima de 55 anos (ROZING et al., 2019). Sua
prevaléncia aumenta com a idade, chegando a afetar até 27,9% da populacdo com mais de 80
anos. Estima-se que 196 milhdes de pessoas serdo afetadas pela doenga até 2020, chegando a
atingir 288 milhdes no ano de 2040 (WONG et al., 2014; LANA et al., 2017).

Em nivel global, a DMRI seca e exsudativa representaram 5,6% de todas as causas de
cegueiras no ano de 2015, e 4% do comprometimento da visao moderado e grave, tornando-se
a quarta causa principal de cegueira e terceira causa principal de comprometimento visual
moderado a severo (LANA et al., 2017).

A perda irreversivel da visdo ¢ altamente incapacitante em varias areas, como: fisicas,
sociais € emocionais dos acometidos pela doenga, levando a uma necessidade maior da
utiliza¢do dos recursos de saude e a alta carga de custo social (CRUESS et al., 2008). Sua
deteccao precoce e o tratamento sdo fundamentais para aumentar a probabilidade de manter a
acuidade visual. No entanto, apesar do crescimento das opg¢des de tratamento para esta
doenga, ndo ha terapia curativa disponivel no mercado (GARCIA-LAYANA et al., 2017).

Além disso, os mecanismos da patogénese da DMRI ainda estdo mal definidos. Na
verdade, a natureza multifatorial da doenga, a complexidade do sistema visual e o enigma dos
processos de envelhecimento humano tornam a DMRI uma patologia complexa, na qual o
diagnostico precoce e correto ¢ ponto chave para a qualidade de vida do idoso
(KHANDHADIA; CHERRY; LOTERY; 2012).

Algumas evidéncias indicam que o dano oxidativo e o processo inflamatorio
desempenham um papel importante na DMRI. Entretanto, ainda ndo ha consenso a respeito
(BELLINI; FREITAS, 2008; DATTA et al., 2017). Soma-se a isso o fato de que o sistema
purinérgico possa estar associado ao desenvolvimento da DMRI, por estar diretamente ligado
ao dano tecidual que leva a morte dos fotorreceptores (CORSO ef al., 2016).

Algumas investigacdes descritas na literatura sugerem que compostos naturais com
capacidade antioxidante e anti-inflamatéria participariam do processo de melhora da doenga,
sendo capazes de prevenir e minimizar os efeitos para a visdo (KUBOTA et al., 2010; BONY
et al., 2012; GARCIA-MONTALVO; MATIAS-PEREZ, 2015; PAN et al., 2016
BONADIMAN et al., 2017).
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Sendo assim, o tucuma fruto nativo da Amazonia Brasileira, amplamente utilizado na
medicina tradicional e na culindria ribeirinha, poderia apresentar efeitos sobre as células do
EPR, melhorando a condi¢ao visual dos individuos acometidos pela doenga. O tucuma
apresenta uma matriz quimica rica em molécula bioativas capazes de reduzir ou minimizar o
processo oxidativo e inflamatdério, podendo assim, melhorar a viabilidade celular
(BONADIMAN et al., 2021)

Assim, este estudo contribuird para o desenvolvimento de novos alvos terapéuticos
capazes de diminuir e ou evitar a progressao da DMRI, uma vez que esta doenca ¢ uma das
causas responsaveis pelo comprometimento da visdo nos idosos e ainda ndo apresenta

tratamento eficaz disponivel no mercado.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 ASPECTOS ANATOMICOS E ENVELHECIMENTO OCULAR

A visdo ¢ um dos sentidos mais importantes do ser humano. Ela ¢ anatomicamente
formada pelo globo ocular que possui forma esférica, sendo constituido pela cdrnea,
cristalino, iris, humor aquoso e humor vitreo (Figura 1). Sua por¢ao interna é organizada em
trés camadas semelhantes: a retina, a coroide e a esclera (PARIER; SOUBRANE, 2008;
HELENE; HELENE, 2011).

Figura 1 - Aspectos Anatomicos da visao

Fonte: Adaptado de National Eye Institute (NIH), 2017.

A retina ¢ subdividida em dez camadas, da mais externa a mais interna da seguinte
maneira: EPR, fotorreceptores, membrana limitante externa (MLE), camada nuclear externa
(CNE), camada plexiforme externa (CPE), camada nuclear interna (CNI), camada plexiforme
interna (CPI), camada de células ganglionares (CCG), camada de fibra nervosa (CFN) e
membrana limitadora interna (MLI). A regido central da retina conhecida como a macula tem
um pequeno po¢o no centro da fovea central (LANDRUM et al., 2001; ARUNKUMAR;
GORUSUPUDI; BERNSTEIN, 2020).

Os fotorreceptores (cones e bastonetes), sdo responsaveis pelo processamento da
informagao visual. Ligado a eles, encontra-se o EPR que consiste em uma unica camada de
células responsaveis pela manutengdo e funcionamento dos fotorreceptores (STRAUSS, 2005;

JAGER; MIELER; MILLER, 2008; BRITO, 2008).
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Sendo assim, o EPR desempenha um papel fundamental na manutencdo da fungdo
visual. Participa na “reciclagem” dos fotorreceptores e fagocitose dos segmentos externos dos
fotorreceptores, permitindo a sua constante renovagdo (STRAUSS, 2005; RATTNER;
NATHANS, 2006). Sua alta capacidade fagocitica ocorre durante toda a vida. Como
consequéncia, tem-se o acumulo de agregados proteicos e lipidicos (lipofuscina) no interior
das células do EPR durante o envelhecimento. A lipofuscina funciona como
fotossensibilizador, gerando EROs (SPARROW; BOULTON, 2005; BRITO, 2008;
BELLINI; FREITAS, 2008), contribuindo para a disfun¢ao do EPR.

No processo de envelhecimento humano algumas lesdes na visdo podem passar
despercebidas, como as que acometem a cdrnea, que € mais externa, mas qualquer disfuncao
que atinge o EPR ¢ grave e pode levar a perda visual. Elas muitas vezes sdo progressivas e
nao possuem tratamento (BELLINI; FREITAS, 2008; ARUNKUMAR; GORUSUPUDI;
BERNSTEIN, 2020).

Adicionalmente, durante o envelhecimento o tamanho da pupila diminui e também
fica mais lenta nas respostas a escuridio ou a luminosidade intensa. Por outro lado, o
cristalino torna-se esbranquicado, menos flexivel e levemente opaco, resultado do
agrupamento de componentes proteicos da lente, que pode levar a catarata. Apesar desta ja
impactar negativamente na vida do idoso, a DMRI ¢ uma das doengas mais importantes dos
olhos associadas ao envelhecimento (PESCOSOLIDO et al., 2016).

E importante salientar que, varios estudos tém mostrado que a diminui¢éo da acuidade
visual provocada pelo envelhecimento fisiologico, por si s0, ja reduz a estabilidade postural e
aumenta significativamente o risco de quedas e fraturas em idosos. Além disso, interfere nas
atividades diarias e na saide mental, podendo ser um fator de risco para depressdo e
comorbidades (PESCOSOLIDO et al., 2016).

Dessa forma, as doengas visuais podem levar a uma necessidade maior da utilizagao
dos recursos de satde publica e a alta carga de custo social (CRUESS et al., 2008). Por esses
motivos, a detecgdo precoce e o tratamento sao fundamentais para aumentar a probabilidade

de manter a visdo boa e funcional.

3.2 DEGENERACAO MACULAR RELACIONADA A IDADE E ASPECTOS
EPIDEMIOLOGICOS

No mundo, no ano de 2015 a DMRI representava 5,6% de todas as causas de
cegueiras, ¢ 4,0% do comprometimento da visio moderado e grave (LANA et al., 2017).

Somente nos Estados Unidos (EUA), essa doenca chega a acometer 11 milhdes de pessoas
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com idade superior a 40 anos (KEIN; CHOU, 2011; PRADELLA ef al., 2016). Na Franca, a
DMRI ¢ considerada a principal causa de cegueira na populagdo com idade igual ou superior a
50 anos, com uma prevaléncia de 8,5% e podendo chegar a 27,9% em pessoas acima de 75
anos (LE-TIEN, 2008; PRADELLA ef al., 2016).

Por outro lado, para o Brasil ndo existem dados estatisticos epidemioldgicos oficiais,
no entanto, em uma meta-analise realizada por Wong e colaboradores no ano de 2014, os
autores demostram que a incidéncia seria de aproximadamente 7,5% a 10% da populacao
brasileira. Fez parte dessa meta-analise um estudo realizado em Londrina-PR, que aponta a
prevaléncia de DMRI em 13% na populacao acima de 60 anos.

Além disso, outro estudo realizado em Pernambuco, apontou que de 25 a 30% da
populagcdo com mais de 60 anos apresenta diagnostico para DMRI (SANTOS et al., 2005).
Outra investigagao realizada em Santo André-SP analisou prontuarios de pacientes idosos que
frequentavam um hospital dos olhos e os autores concluiram que 7,8% dos pacientes
apresentavam diagnéstico para DMRI (SERRA et al., 2016).

Além do mais, pesquisadores sugerem que essa doenca possa afetar cerca de 27,9% da
populacdo mundial. Atingindo 196 milhdes de individuos no ano de 2020, chegando a atingir

288 milhdes no ano de 2040 (WONG et al., 2014; LANA et al., 2017).

3.3 DEGENERACAO MACULAR RELACIONADA A IDADE: ETIOLOGIA E
FISIOPATOLOGIA

A DMRI foi inicialmente descrita em 1903 por Oeller (OELLER, 1904). Em 1926,
Junius e Kunt a apontaram como a principal causa de cegueira em pessoas com mais de 55

anos (AVILA, 2003; MITCHELL ef al., 2018).
A patologia, manifesta-se sob duas formas principais: a forma seca ‘“sem
neovascularizacao” e a forma exsudativa “neovascular”, associada a formac¢do de cicatriz

fibrovascular e a processo sero-hemorragico da retina (National Eye Institute, 2017) figura 2.
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Figura 2 - Retinografia de retina
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Legenda: A-Retina Normal; B- DMRI seca; C- DRMI geografica (tardia); D- DMRI umida
Fonte: Adaptado de National Eye Institute, 2017.

Na forma seca, ocorre atrofia da rede coriocapilar e do EPR a ela associada. Também
ha surgimento da drusas ou drusen que sdao os primeiros sinais da doenga. Clinicamente, as
drusas tipicas aparecem como focais, esbranquigados amarelas e profundas na retina. O
tamanho das drusas ¢ variavel, ficando entre 20-100um (DATTA et al., 2017; HANDA et al.,
2019). E possivel observar a formagdo de drusas na figura 2b.

Na forma exsudativa (figura 2), ocorre a formagao de neovasos da coriocapilar, que
rompem os tecidos, invadindo a retina, onde podem sangrar e exsudar. Ja nos estagios tardios
da doenca, forma- se um tecido fibroso (cicatriz) na regido macular, com o consequente
decréscimo da visdao central (BELLINI; FREITAS, 2008; CANOVAS et al., 2009).

Os principais fatores de risco para a DMRI ¢ a idade, etnia caucasiana,
atEROsclEROse, tabagismo, alimentacdo e exposicao a luz (American Academy of
Ophatalmology, 2015). Entretanto, entre todos esses fatores, o tabagismo ¢ o fator
modificavel mais relevante, e sua interrupcdo reduz o risco de doenca (SCHMIDT-
ERFURTH et al., 2014; American Academy of Ophatalmology, 2015).

Durante toda a vida e mais abundantemente no envelhecimento, na retina e no EPR
ocorrem reagdes fotoquimicas que tornam essas estruturas extremamente suscetiveis aos
danos causados pelo estresse oxidativo. O processo de oxidacdo, por sua vez, gera moléculas
instaveis, as EROs, que sdo altamente reativos com os tecidos oculares subjacentes. Desta
forma, sugere-se que esses processos de oxi-reducdo estdo associados diretamente na génese
da DMRI (BELLINI; FREITAS, 2008).

Soma-se a isso o processo inflamatorio cronico que pode ser gerado pelo excesso de

moléculas oxidantes e que predispdem o organismo a perda da homeostase. No entanto a
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fisiopatologia da doen¢a ainda ndo esta bem clara (American Academy of Ophatalmology

2015).

3.3.1 Sintomas e diagnostico

Segundo Medina e Mufioz (2011), os idosos acreditam que seus problemas visuais sdo
normais e ocorrem devido ao processo natural de envelhecimento. Como muitos deles nao
buscam ajuda ou até mesmo ndo sabem o grau e qual doenca visual os acometem, e muitas
vezes chegam ao atendimento com um comprometimento avangado da visdo, identificar e
acompanhar esses individuos acaba se tornando um desafio para os servigos de saude
(MEDINA; MUNOZ, 2011).

Na DMRI os sintomas, no inicio da doenga, ocorrem devido o comprometimento
macular. O paciente relata diminui¢cdo da sensibilidade ao contraste: tem a impressao de falta
de luz para ler ou escrever, as imagens podem parecer embagadas ou amareladas; ocorre a
diminuicdo da acuidade visual, percep¢do de linhas retas como deformadas ou onduladas e
mancha sombreada central (BELLINI; FREITAS, 2008). No entanto, os principais sintomas
sdo a piora da visdo central e a distorcao da visdao (BRASIL, 2016). Na figura 3 ¢ possivel

observar uma figura representativa da visao normal e visao comprometidade pela DMRI.

Figura 3 — Comparacad entre visao normal e visao de um paciente com DMRI

Fonte: Adaptado do instituto nacional da visdo —NIH (2017)

Segundo a Portaria do Ministério da Satde N°18 de julho de 2018, o diagnostico pode
ser realizado pela biomicroscopia do segmento posterior, mas exames complementares como
a retinografia fluorescente (RF) e a tomografia de coeréncia optica (OCT) sdo importantes

para confirmar, classificar e monitorar a doenca (BRASIL, 2018).



25

O OCT, detecta e avalia alteragdes internas na retina que outros exames nao permitem
identificar. Este exame possibilita verificar a presenga de drusas, alteragdes pigmentares,
crescimento de novos vasos, bem como lesdes e medidas da espessura da retina. A RF, por
sua vez, mostrar se hd novos vasos sanguineos na macula e/ou had vazamento de corante para
determinar se um individuo tem DMRI umido (National Eye Institute, 2017; American
Academy of Ophthalmology, 2015).

As alteragdes maculares que podem ser encontradas, incluem drusas, alteracdes
pigmentares do EPR, hemorragia e exsudatos duros intra- ou sub-retinianos, descolamento
sEROso da retina, descolamento do EPR, lesdes fibroticas e atrofia geografica. Os principais
sintomas sdao a piora da visdo central e a metamorfopsia (BRASIL, 2016).

Além dos achados oftalmoscopicos, o diagnostico clinico ¢ corroborado pela
ocorréncia de baixa da acuidade visual (AV). Os pacientes com a forma seca inicialmente
apresentam sintomas leves, com AV borrada e alteracdo na percepcao de contraste. Com o
passar do tempo, as areas de atrofia do EPR podem progredir, levando a baixa visual
acentuada com escotoma central. J& os pacientes com a forma exsudativa apresentam
diminuicdo da AV com velocidade de progressao varidvel. Nos casos de membranas
neovasculares sub-retinianas hemorragicas, por exemplo, a diminuicdo da AV costuma
ocorrer de forma aguda (CUGATI et al., 2007; BELLINI; FREITAS, 2008; BRASIL, 2018).

Além disso, segundo a Portaria do Ministério da Saude (N°18 de julho 2018) apos o
diagnostico os pacientes sao classificados de acordo com o padrdo internacional do AREDS
(Age-Related Eye Disease Study) publicado no ano de 2001 e simplificada pelo consenso da
Academia Americana de Oftalmologia:

a) sem DMRI (AREDS categoria 1): caracterizada por nenhuma ou poucas drusas
pequenas (tamanho inferior a 63 micra de didmetro);

b) DMRI leve (AREDS categoria 2): caracterizada por combinacdo de multiplas
drusas pequenas, poucas intermedidrias (63-124 micra de didmetro) ou anormalidades do
EPR;

c) DMRI intermediaria (AREDS categoria 3): caracterizada por drusasintermediarias
extensas, pelo menos 1 drusa grande (igual ou superior a 125 micra de didmetro) ou atrofia
geografica ndo envolvendo o centro da fovea;

d) DMRI avancada (AREDS categoria 4): caracterizada por pelo menos uma das
condi¢des abaixo (sem outras causas): - atrofia geografica do EPR e coriocapilar envolvendo
o centro da fovea; DMRI exsudativa (maculopatia neovascular), definida como

neovascularizagdo de coroide, descolamento sEROso ou hemorrdgico da retina
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neurossensorial ou do EPR, exsudatos lipidicos (fendmeno secundario de extravasamento
vascular de qualquer fonte), proliferacdo fibrovascular sub-retiniana ou sub-EPR e cicatriz
disciforme.

Considerando essa classificagdo, alguns protocolos terapéuticos podem ser utizados
com o objetivo de minimizar os sintomas da doenca, no entanto ndo existe disponivel uma

alternativa terapéutica que evite a progressao da doenga (BELLINI; FREITAS, 2008).

3.4 TRATAMENTO

Até inicio do século XX, ndo havia, praticamente, nenhum tratamento satisfatério para
a DMRI exsudativa. Estudos iniciados naquela década, revelaram resultados favoraveis por
meio da fotocoagulacao com laser em lesdes pequenas bem delimitadas que poupassem a area
foveal (Macular Photocoagulation Study Group, 1990; Macular Photocoagulation Study
Group, 1993). Entretanto, os resultados eram ainda escassos nos casos de comprometimento
foveal, devido ao risco de decréscimo da visdo apos o tratamento (BELLINI; FREITAS,
2008).

Ja em meados dos anos 90, surgiu uma nova modalidade de tratamento laser, chamada
terapia fotodindmica com verteporfirina (substdncia fotossensivel), que ficou conhecida
mundialmente por PDT, sua sigla em inglés, sendo esse utilizado até hoje (BELLINI;
FREITAS, 2008).

Atualmente no Brasil, segundo a Normativa do Ministério da Saude N° 18 de julho de
2018, a terapia apresenta potencial melhora da visao. O tratamento esta baseado na aplicacao
de farmacos na cavidade vitrea que bloqueiam a atividade do fator de crescimento endotelial
vascular A (VEGF-A), inibindo a permeabilidade vascular e a angiogénese. A agao dos
farmacos dura em torno de 4-6 semanas, estabilizando a AV e, em cerca de 1/3 dos casos,
melhorando-a. Como terapia ndo medicamentosa deve ser utilizada a fotocoagulagdo a laser e
a terapia fotodinamica. Como terapia medicamentosa intravitrea, recomenda-se utilizar:
Pegaptanibe sodico, Ranibizumabe, Bevacizumabe, Aflibercepte e algumas terapias
combinadas (Corticosteroides intravitreos associados a antiangiogénicos, PDT associada a
antiangiogénicos e Radioterapia associada a antiangiogénicos (BRASIL, 2018).

A DMRI seca, que acomete 90% dos individuos, ndo tem uma terapia curativa
disponivel no mercado. No entanto, evidéncias cientificas tém sugerido que a suplementagdo
alimentar com substancias antioxidantes (dcido ascorbico, a-tocoferol e carotenoides) pode

trazer beneficios, diminuindo a progressdo da doenga para as formas mais avangadas
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(SCRIPSEMA et al., 2015, GARCIA-MONTALVO; MATIAS-PEREZ, 2015;
MANIKANDAN; THIAGARAJAN, 2016). Além disso, um dos mais importantes trabalhos
ja realizados, o AREDS, sugere que a combinagao diaria de 500 mg de Vitamina C, 400 UI de
Vitamina E, 15 mg de betacaroteno, 80 mg de 6xido de zinco e 2 mg de o6xido cuprico,
diminui o risco de progressdo para a forma avancada da DMRI (Aged-Related Eye Disease

Study Research Group, 2001).

3.5 ESTRESSE OXIDATIVO: UM POTENCIAL MECANISMO ENVOLVIDO NA
DEGENERACAO MACULAR RELACIONADA A IDADE

O estresse oxidativo ¢ uma situacdo fisiopatologica definida por um desequilibrio
entre as defesas antioxidantes e a producao de EROs (HALLIWELL, 2007; BUENO, 2015).
As EROs sao subprodutos da respiracdo celular e sdo importantes para sinalizagdo redox
(FINKEL, 2011). Existem, também, fatores ambientais importantes na producdo de EROs,
como: radia¢do ionizante, luz ultravioleta, metais pesados, agentes quimicos e maus habitos
alimentares (HALLIWELL, 2007; SHEBIS et al., 2013).

O estresse oxidativo pode danificar lipidios, proteinas, moléculas de DNA e RNA
(CROSS et al., 1987) e tem sido associado a varias doencas, como a DMRI (ICHIISHI et al.,
2016). Mas, a producdo de EROs também ¢ importante para uma resposta inflamatdria
eficiente em casos de infecgdes. Nessa situagdo as EROs sdo liberadas principalmente de
neutréfilos e mondcitos em resposta aos padrdes moleculares associados a patdogenos
(PAMPs). E uma parte crucial da fagocitose e é mediada por nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato (NADPH) oxidase (NOX) (ROZING et al., 2019).

Em um estado fisiolégico de homeostase o EPR exige uma alta demanda metabdlica
que produz altos niveis de EROs, para permitir que aconteca transdu¢do de sinal e o individuo
possa enxergar. Para atender essa demanda esse tecido recebe um dos mais altos fluxos
sanguineos no corpo. Como resultado, o EPR ¢ exposto a pressdes parciais de oxigénio de 70
a 90 mm Hg (DATTA et al., 2017).

Devido a essa necessidade, o EPR ¢ um tecido com uma grande quantidade de
mitocondrias, que sdo a principal fonte de EROs (JAGER et al., 2008; DATTA et al., 2017).
Durante o processo de envelhecimento as mitocondrias produzem mais dessas moléculas
tornando as células mais susceptiveis aos danos oxidativos (DATTA et al., 2017).

Soma-se a isso, o fato de que o EPR realiza a fagocitose de rotina de aproximadamente

30.000 segmentos externos de receptores, acumulando um material fluorescente, chamado
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lipofuscina (ERSHOV; BAZAN, 2000). Durante esse processo, ocorre a formagdo de mais
EROS, como o perdxido de hidrogénio (H202) (MICELI et al., 1994; TATE et al., 1995).

Ainda, o processamento da luz para a visdo gera de forma adicional mais moléculas
oxidativas ou a foto-oxida¢do, gerando ainda mais danos para as células do EPR (BEATTY et
al., 2000). Taylor e colaboradores (1990 e 1992) mostraram uma ligacdo epidemiologica
importante da exposi¢do a luz solar e o risco de DMRI.

Segundo Datta e colaboradores (2017), os maus habitos, como, tabagismo e uma
alimentacdo rica em gorduras, sdo importantes fatores de risco para essa doenga, pois
potencializam a produc¢do de substancias “maléficas” no organismo humano.

Como exemplo, existem os trabalhos desenvolvidos ainda nos anos 90 por Pauleikho ff
et al (1990) e Holz et al (1994), onde os autores sugerem que o acumulo de lipideos e o
colesterol desempenham um papel de suma relevancia para o desenvolvimento da DMRI.
Essa razao foi confirmada por Van Leeuwen e colaboradores no ano de 2018.

Sendo assim, o estresse oxidativo parece ter um papel fisiologico potencialmente
patologico para o desenvolvimento e evolu¢do da DMRI. Nesse contexto, componentes
dietéticos e melhora de habitos poderiam contribuir positivamente para a desaceleracao do

envelhecimento ocular e desenvolvimento de doengas como a doenga.

3.6 MODULACAO DA INFLAMACAO COMO ASPECTO FISIOPATOLOGICO DA
DEGENERACAO MACULAR RELACIONADA A IDADE

A inflamagdo ¢ a resposta do organismo ao dano ou lesdes nas células ou tecidos
(NATOLI et al. 2017). Pesquisadores sugerem que a disfungdo imunologica ¢ um dos
mecanismos associados ao desenvolvimento da DMRI (NATOLI et al. 2017; DATTA et al.,
2017). Em um estudo realizado com camundongos, foi observado que em resposta aos danos
oxidativos na retina, ocorre um acimulo de macrofagos na retina e no espaco sub-retiniano,
bem como, a expressao de citocinas inflamatorias e ativacdo da via das caspases (CRUZ-
GUILLOTY et al., 2013).

Além disso, fagdcitos mononucleares sub-retinianos ou interleucina-1f (IL-13) podem
contribuir para a perda de fotorreceptores no estagio final da doenca (EANDI ef al., 2016).
Nessa situagdo fagocitos mononucleares ativados podem resistir € acumularem no EPR,
estimulando a produ¢do do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), que leva a danos nas

células do EPR levando a perda de fungdo do mesmo (EANDI ef al., 2016). Soma-se a isso o
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recrutamento dos macréfagos na coroide com o objetivo de fagocitar os depositos devido a
formagdo e ao acimulo das drusas (CHEREPANOFF et al., 2010).

No ano de 2012, Bhutto e colaboradores, descreveram que ocorre degranulacdo de
mastocitos na coroide de todas as fases da DMRI, e eles podem liberar enzimas proteoliticas
que levam a degradagdo da membrana de Bruch, morte do EPR, morte celular de
coriocapilares, e afinamento da coroide durante o desenvolvimento da doenga.

Além disso, alguns estudos sugerem que no EPR, a inflamacdo envolve a imunidade
inata do complemento e inflamassoma (NLRP3). O inflamassoma s3do complexos
multiproteicos que detectam o perigo celular e implementam defesa imune inata através da
ativacdo de interleucinas pro-inflamatdrias IL-1pB e IL-18 (MARTINON et al., 2002), e
recentemente inativagao da IL-33 (CAYROL; GIRARD, 2009), também, auto-ativa a caspase
1 e também pode ser ativado pelo estresse oxidativo, que ¢ uma possivel via de patogénese da
DMRI (DOSTERT et al., 2008).

A ativacdo descontrolada do NLRP3 pode, ainda, estar associada a autofagia
(maquinaria de autolimpeza de uma célula) - um desequilibrio no sistema de autofagia pode
levar ao acumulo intracelular de moléculas toxicas e na geragao de mais EROs - o que pode
desencadear a ativagao progressiva desse processo (LEVINE et al., 2011; CHEN; XU et al.,
2015).

Assim, evidéncias sugerem que os principais agentes estimuladores dos processos
inflamatdrios na visdo estao associados ao acimulo de lipofuscina no tecido e componentes
de drusen, que desencadeiam a ativacdo do NLRP3, como consequéncia a ativacdo de
interleucinas pré-inflamatdrias e a capase 1. Essa ativacdo pode aumentar o Ca* intracelular,
promovendo a perda do potencial de membrana mitocondrial (TRIANTAFILOU et al., 2013;
KAUPPINEN et al., 2016; DATTA et al., 2017) e degradacao da mebrana celular
promovendo a liberagdo de ATP para o meio extraceular (DI VIRGILIO, 2020)

3.7 SINALIZACAO PURINERGICA

A sinaliza¢do purinérgica foi descrita em 1972, apds um estudo que demonstrou que
o ATP também tinha a fun¢do de transmissdo em nervos inibidores adrenérgicos e nao
colinérgicos. Mais tarde também foi identificado como um cotransmissor em todos o0s
nervos periféricos do sistema nervoso central (SNC) (BURNSTOCK 1972; PELEGRIN
2020).
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O sistema purinérgico envolve uma rede de sinaliza¢cdo nos tecidos, que forma uma
importante via de modulagdo tanto inflamatoria quando imunoldgica. Além disso, tem
funcdo importante na dor, agregagdo plaquetaria, tromborregulacdo, vasodilatagdo
proliferacao e morte celular (PELEGRIN 2020).

Essas fungdes sdo particularmente desempenhadas pela participagdo de biomoléculas
como os nucleotideos de adenina (ATP, ADP ¢ AMP) e seu derivado nucleosidico adenosina
(Ado). Ambos, ATP extracelular e adenosina, sdo controlados por algumas ectoenzimas, em
especial pela ecto-nucleosideo trifosfato difosfohidrolase (E-NTPDase) e a adenosina
desaminase (ADA), ancoradas a membrana extracelular onde também estdo os
purinoreceptores (CORSO et al., 2016).

Os purinoreceptores compreendem o local onde as biomoléculas sdo acopladas para
realizagcdo da transdugdo do sinal e efetivagdao das suas fungdes. Sao divididos em receptores
de adenosina P1 (RP1), com quatro subtipos (Al, A2, A2A e A3) ligados a proteina G
(PELEGRIN, 2020). Os purinoreceptores de nucleotideos ionotrépicos P2 (RP2), sdo dividos
em dois subgrupos, ionotropicos (P2X) e metabotropicos (P2Y). Os receptores P2Y
apresentam-se na forma de oito subtipos de clones (P2Y1, 2, 4, 6, 11, 12, 13 e 14), cujo
agonistas sao as pirimidinas e as purinas, receptores acoplados a proteina G. Os P2X
apresentam uma estrutura diferencial - formada por duas alfa-hélices transmembrana ligadas
por uma longa alga extracelular - sendo composto por sete subunidades clonadas e
sequenciadas (P2X1-7), amplamente dispostos nos neurdnios centrais e periféricos, e tem
como agonista principal o ATP (PELEGRIN, 2020).

Atualmente, sabe-se que o ATP ¢ uma importante molécula de sinalizagao de curto
prazo na neurotransmissao, neuromodula¢ao e neurossecrecdo. Também influéncia a longo
prazo na proliferagao, diferenciagdo e morte celular no desenvolvimento e regeneragao dos
tecidos (BURNSTOCK, 2007; PELEGRIN, 2020).

Na retina, o ATP e a adenosina atuam como neuro e gliotransmissores e contribuem
para sinalizacdo e a comunicagdo entre os fotorreceptores ¢ EPR (REICHENBACHA;
BRINGMANNB., 2016). Os fotorreceptores, neurdnios, células gliais, e as células RPE
expressam os receptores P1 e P2 (HOUSLEY et al., 2009). O ATP extracelular contribui para
a neurotransmissdo excitatoria rapida ativando receptores P2X ionotrépicos, que sdo
expressos pela maioria das classes de neurdnios da retina (HOUSLEY ef al., 2009; WARD et
al.,2010; REICHENBACHA; BRINGMANNB., 2016).

A Ado ¢ um nucleosideo formado pela ligagdo de uma adenina e uma ribose, presente

no meio extracelular e também age como sinalizadora na via das purinas (DI VIRGILIO,
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2020). Esse nucleosideo ¢ um sinalizador de dano celular, mediando agdes anti- inflamatorias
e sendo uma importante molécula imunossupressora; desempenhando também um papel
protetor através da liberacdo de neurotransmissores; atua no estimulo a migracao celular, da
reducdo da apoptose, necrose e proliferagdo celular; inibe a agregacao plaquetaria e atua como
vasodilatador, exercendo assim a fun¢do de regulacdo enddgena da imunidade inata e defesa
nas lesdes teciduais extensas associadas a inflamacao (BOURS et al., 2006; DI VIRGILIO;
VUERICH, 2015) .

Segundo Corso e colaboradores (2016), na retina, os nucleotideos de adenina estdo
envolvidos ndo apenas na sinalizagdo entre os diferentes tipos de células, mas niveis elevados
de ATP no meio extracelular promovem neurodegeneracao retiniana.

A degeneragdo fotorreceptora na retina ¢ uma caracteristica importante da DMRI, onde
ocorre uma liberagdo em massa de ATP das células da retina induzida por extravasamento de
sangue. Esse ATP extracelular desencadeia apoptose de c€lulas fotorreceptoras por ativagao
de P2X7 (NOTOMI et al., 2013). Além disso, a resposta ao dano envolve a ativagcdo das
caspases, especialmente a Caspase-1 e, ainda promove a liberagdo de mediadores
inflamatdrios, a ativagdo do dominio de ligagdo do (NOD-like) receptor contendo motivo de
repeticdo rica em leucina e dominio pirina, que tem papel importante na resposta imune (DI
VIRGILIO, 2017; YOUNG; GORECKI, 2017).

Sendo assim, elucidar os mecanismos pelo quais o tucuma poderia frear ou prevenir
danos na retina, modulando a sinalizagdo purinérgica e evitando a apoptose dos

fotorreceptores ¢ de suma importancia.

3.8 TUCUMA

O tucuma (Astrocaryum aculeatum M.), pertence a familia Arecaceae, ¢ uma espécie
nativa da América do Sul, crescendo principalmente no Brasil, Bolivia, Suriname e na
Venezuela (BONY et al., 2012).

Os frutos do tucuma apresentam drupas ovoides lisas (5-6 cm de didmetro, 70-75 g de
peso) com epicarpo (casca), mesocarpo (polpa) e endocarpo (semente) que variam de amarelo
a laranja escuro e vermelho (MAIA et al., 2014; MATOS et al., 2019), como pode ser visto

na figura 4.
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Figura 4 - Fruto do Tucuma

Fonte: Bonadiman 2021.

O tucumad ¢ uma fruta amplamente distribuida na biodiversidade amazonica e ¢
tradicionalmente consumido pela populagdo ribeirinhana na culindria ¢ na medicina
tradicional (BONADIMAN et al., 2021). E popularmente consumida in natura, utilizado no
preparo de sorvetes, doces e licores alcoolicos (SHANLEY et al., 2011).

Essa fruta apresenta uma matriz quimica rica em compostos bioativos, entre eles,
vitamina A (75% de todos os carotendides), 6mega-3, 6 ¢ 9, carotenoides (all-trans-f-
caroteno, 13-cis-B-caroteno, all-trans- a-caroteno, trans-criptoxantina, f-caroteno, y-caroteno
e O-caroteno), catequinas e quercetina (BONY et al., 2012; SOUZA-FILHO et al., 2013;
MATOS et al., 2019). Os carotendides encontrados na casca dos frutos de tucuma sdo o f-
caroteno (geralmente o principal carotenoide), seguido pelo y-caroteno e o-caroteno (MATOS
et al., 2019). Além disso, Aguiar (1996) mostrou que o 6leo extraido do tucuma consiste em
74,4% de acidos graxos essenciais (AGEs) e 25,6% de AGEs e ¢ rico em acidos graxos
omega-3, 6 ¢ 9. Esses compostos poderiam trazer beneficios para saide humana.

Bony et al. (2012) demonstraram as propriedades anti-inflamatorias do 6leo de tucuma
em macrofagos J774 in vitro e em um modelo de camundongo tratados com endotoxina, bem
como em um modelo agudo e cronico de inflamagao pulmonar.

J& um estudo realizado por Baldissera e colaboradores (2017), sugere-se que as
propriedades anti-inflamatorias sdo provavelmente mediadas por &acidos graxos e pela
presenca de compostos antioxidantes, como carotendides e moléculas anti-inflamatdrias,
como os esterois.

Em um experimento realizado por Sagrillo et al. (2015), o extrato de tucuma foi capaz
de reduzir os efeitos citotoxicos do perdxido de hidrogénio nos linfocitos humanos, sugerindo

alguns efeitos citoprotetores desse fruto.
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Carneiro et al. (2017) relataram que o 6leo de tucuma apresentou efeito antigenotdxico
em macréfagos de ratos estimulados por doxorrubicina.

Além disso, Cabral et al, (2020), demostraram que extrato de tucumi inibiu a
proliferagdo de macréfagos, aumentou as defesas antioxidantes e reduziu os niveis de estresse
oxidativo, além disso, modulou genes relacionados a resposta inflamatoria.

No entando, ainda, sdo existem estudos que relatam o efeito do tucuma em células do
EPR, assim, este estudo contribuird para a investigagdo de novos alvos terapéuticos capazes
de minimizar ou evitar a progressao da DMRI, uma vez que esta doenga € uma das principais

causas pela perda visual severa em idosos.

4 METODOLOGIA

4.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Este estudo caracteriza-se como uma pesquisa experimental in vitro, no qual as células
do epitélio pigmentar da retina (linhagem ARPE-19), obtidas da American Type Culture
Collection (ATCC), foram cultivadas em estufa de CO, a 37C° com meio de cultura
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino
(SFB), 1% de antibidtico penicilina/estreptomicina e antifungico anfotericina B, conforme
Peres e Curi (2005) e as instrugdes do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ).

O modelo experimental utilizado no estudo foi desenvolvido de acordo com artigo
previamente publicado Bonadiman et al., 2017. O Paraquat foi utilizado como agente
estressor, por estimular a producdo EROs no meio e danificar as células, simulando uma
condicao de DMRI grave.

Nesse estudo, as células ARPE-19 foram previamente tratadas com extrato de Tucuma

por 24 horas e apos expostas ao Paraquat na concentracao de 30 uM por 6 horas.

4.2 EXTRATO

Para a realiza¢do desse estudo, o projeto foi cadastrado e autorizado pelo Conselho de
Administragdo do Patrimonio Genético (numero SisGen AOSES9B).

Os frutos maduros de tucuma foram adquiridos no Mercado Publico de Manaus-AM
/Brasil em novembro/2017. O extrato etanolico foi preparado conforme descrito por Souza-

Filho et al. (2013) com modificagdes.
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O extrato utilizado nesse etsudo foi desenvolvido utilizando a casca e a polpa do fruto,
tanto a casca quanto a polpa foram removidas manualmente das frutas frescas, trituladas e
colocadas em frascos de ambar contendo uma solugdo absoluta de etanol, na propor¢do de 1:
5. A extragdo foi realizada durante 4 dias com agitagdo uma vez ao dia; subsequentemente, 0s
homogenatos foram filtrados através de papel Whatman N°. 1. O etanol foi removido usando

um evaporador (30-40 ° C a 115 rpm). Os extratos foram entdo liofilizados e armazenados a —
20C.

4.2.1 A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

O perfil fenolico do extrato foi determinado e quantificado por CLAE acoplado ao
detector de espectrofotometria de massa (HPLC-DAD-MS), com auto-amostrador SIL-
20AHT, bomba LC-20ADT, desgaseificador DGU-20A3R, integrador CBM-20A e um
detector UV-Vis SPD-M20A DAD, forno CTO-20A e coluna C-18 (4,6 mm x 250 mm)
embalada com particulas de 5 pm de diametro.

Os parametros para analise foram ajustados usando modos de ions negativos, com
espectros adquiridos em uma faixa de massa de m / z 50 a 1200. Os valores 6timos dos
parametros ESI-MS foram os seguintes: tensdo capilar, 4500 V; temperatura do gas de
secagem 215 ° C; fluxo de gas de secagem, 10,0 L / min; pressao de gas de nebulizagao 5,0
Bar; RF de colisdao, 150 Vpp; tempo de transferéncia 70 Is e armazenamento pré-pulso, 5 Is.
Foram realizadas experiéncias automaticas de MS / MS ajustando os valores de energia de
colisdo da seguinte forma: m / z 100, 20 eV; m / z 500, 30 eV; m / z 1000, 35 eV, usando
nitrogénio como gas de colisdo. Os dados do MS foram processados usando o software Data
Analysis 4.0 (Bruker Daltonics, Alemanha). As fases mdveis foram A: acido acético a 2%
(pH 2,0) e B: metanol: acido acético: agua destilada a 18: 1: 1, seguindo o gradiente de
eluicao de: 0 min: 20% de B, 0-25 min: 50% de B, 25 min: 20% de B, 30 min: 20% de B (fim
da corrida), na taxa lenta de 0,8 mL / min. Os picos foram identificados por compara¢ao com
o tempo de reten¢dao e o espectro de massa obtido na biblioteca de software e obtido pelos
padrdes internos. Os tempos de retengdo foram os seguintes: acido galico; 3,7 min; catequina,
5,6 min; acido cafeico, 8,2 min; rutina, 13,9 min; quercetina, 20,1 min; e luteolina, 22,0 min.

Os padrdes utilzidos foram da Sigma ®. As amostras foram testadas em triplicata.



35

4.3 VIABILIDADE CELULAR E PERFIL OXIDATIVO

4.3.1 Viabilidade Celular

4.3.1.1 MTT

No ensaio do MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide), o
sal de tetrazolium, hidrossolivel e de coloracdo amarelada, ¢ facilmente incorporado por
células viaveis, que reduzem este composto a formazam. Ao ser reduzido, o MTT ¢
convertido em sal de formazan, insolivel em agua e de coloracdo roxo-azulado, que fica
armazenado no citoplasma celular, sendo posteriormente solubilizado, pela adigdo do DMSO
(dimetilsulfoxido) e quantificado colorimetricamente, através de espectrofotometria em um
comprimento de onda de 560 nm, sendo o valor da absorbancia proporcional ao nimero de

células viaveis (FUKUI et al., 2010).

4.3.1.2 Apoptose e necrose

A apoptose e necrose foram avaliados por citometria de fluxo pelo Kit FITC Annexin

V e lodeto de Propidio (PI), conforme as instrugdes do fabricante (BD Biosciences).

2.3.1.3 Morfologia

A morfologia celular foi examinada através das imagens obetidas no microscépio

eletronico Nikon Eclipse Ts2 - 4 - /0,13, WD16, por contraste de fase.

4.3.2 Perfil Oxidativo

4.4.2.1 Diclorofluoresceina diacetato (DCFH-DA)

O ensaio fluorimétrico da 2,7 diclorofluoresceina diacetato (DCFH-DA) baseia-se na
capacidade desta substdncia ser desacetilada por esterases citosOlicas para
diclorodihidrofluoresceina (DCFH), produto ndo fluorescente, que por sua vez, ¢ convertido
por espécies reativas para diclorofluoresceina (DCF) que, enfim, pode ser facilmente

visualizada por sua forte fluorescéncia a 525nm quando excitada a 488nm.
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Esta técnica ¢ comumente utilizada para ver o conteudo de espécies reativas (mais
sensivel para perdxido de hidrogénio) que sera diretamente proporcional a intensidade da
fluorescéncia que, por sua vez, fornece uma medida indireta da taxa total de espécies reativas,
bem como do potencial antioxidante do extrato ou substancia que esta sendo testada através
da avaliagdo do nivel de estresse oxidativo da amostra frente ao controle do estudo
(ESPOSTI, 2002; HALLIELL e WHITEMAN, 2004).

O reagente utilizado neste teste, a DCFH-DA ¢ uma sonda ndo fluorescente que
atravessa facilmente a membrana celular, permitindo assim, a efetivacdo deste ensaio (BASS

et al., 1983).

4.3.2.2 Peroxidagado lipidica (TBARS)

A lipoperoxidacdo (LPO) pode ser definida como uma cascata de eventos bioquimicos
resultantes da agdo dos radicais lvres sobre os lipideos insaturados das membranas celulares,
gerando principalmente radical lipidico, radical alcoxila e radical peroxil, levando a grave
alteracdo da membrana celular, causando perda da fluidez, alteracao da funcao secretora e dos
gradientes i0nicos transmembrana (NELSON COX, 2011).

As alteragdes nas membranas levam a transtornos da permeabilidade, alterando o
fluxoidnico e o fluxo de outras substancias, o que resulta na perda da seletividade para entrada
e/ou saida de nutrientes e substancias toxicas a célula, alteracoes do DNA, oxidagdo da LDL e
comprometimento dos componentes da matriz extracelular (proteoglicanos, coldgeno e
elastina) (OHKAWA, OHISHI, YAGI, 1979).

A geracdo de RL e a LPO sdo reagdes extremamente rapidas, que sdo, geralmente,
mensuradas pelos seus produtos, principalmente as substancias reativas ao acido
tiobarbitarico (TBARS), entre as quais o malondialdeido ¢ o principal. A formagdo de
malondialdeido, pela quebra de acidos graxos poliinsaturados, ¢ um conveniente método para
se determinar o grau de peroxida¢do lipidica, sendo uma ferramenta para o monitoramento
das propriedades antioxidantes de qualquer substincia, sendo assim, a avaliagdo da
peroxidacdo lipidica foi mensurada através do ensaio TBARS, de acordo com Jentzsch et al.

(1996).
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4.3.2.3 Oxido Nitrico

O teste do 6xido nitrico detecta a presenga de nitrito organico na amostra. O nitrito €
detectado e analisado pela formagdo de uma coloragdo rosada quando o reagente de Griess ¢
adicionado a amostra contendo NO. A sulfanilamida do reagente de Griess ¢ responsavel
pela formagao de sais de diazonio a partir do nitrito da amostra. Quando o azo-composto (N1-
naftiletilenodiamino-bicloridrato) interage com os sais de diazonio, € a coloracdo rosa surge

na amostra. O teste ¢ lido em absorbancia a 540nm em espectofotometro (CHOI et al., 2012).

4.3.2.4 Superoxido

O ensaio de determina¢do do radical Superdxido foi utilizado para determinar as
concentragdes de anion superoxido na amostra (MORABITO et al., 2010). O teste baseia-se
na formacao do sal de formazam via reagao entre o Cloreto de Nitrobluetetrazoliun (NBT) e o
anion radical superéxido (O2-). Utilizado para determinar as concentragdes de Superdxido na

amostra. Esse teste € medido em absorbancia a 550 nm.

4.3.2.5 Picogreen

A citotoxicidade/viabilidade celular sera avaliada através do reagente Quant-iT™

PicoGreen® dsDNA Reagent (Invitrogen®), de acordo com Cadona et al (2014).

4.4 SINALIZACAO PURINERGICA E INFLAMACAO

4.4.1 Sinalizacao Purinérgica

4.4.1.1 Mensuracdo da hidrolise do ATP em ADP e AMP

A mensuracao da hidrdlise foi verificada pela atividade das ectoenzimas E-NTPDase e
ecto-5’-nucleotidase, utilizando o método de Pilla et al. (1996) adaptado por Lunkes et al.
(2003).

Os testes realizados imeditamente apds o término o tempo de tratamento. Foi
preparado uma solug¢do de incubacdo utilizando-se cloreto de sddio (NaCl) 1,2M, glicose

60mM, cloreto de potassio (KCl) 50mM, tris-hidrocloreto (Tris-HCL) 500mM (pH 7.4),
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cloreto de calcio (CaCly) 50mM e agua destilada. Para cada 20uL de amostras foi adicionado
160uL da solucdo de incubagdo, procedeu-se a incubacdo em banho seco a 37°C por 10min,
apos foi adicionado 20uL do substrato (ATP/ADP 10mM) em cada amostra e procedeu-se a
incubagdo por mais 60min a 37C, apds este periodo adicionou-se 100uL de acido
tricloroacético (TCA) 15%, o qual permite a parada da reagdo. E procedeu-se a coloragdo,
utilizando 30uL da amostra e 300uL de verde malaquita com leitura da absorbancia em
630nm.

Para a determinacdo da atividade da ecto-5’-nucleotidase, preparou-se solugao de
incubacao similar da E-NTPDase, substituindo o CaCl, 50mM por cloreto de magnésio
(MgClz) 100mM e utilizou-se como substrato o AMP 20mM.

Para ambas as determinag¢des de hidrolise dos nucleotideos utlizou-se as médias das
absorbancias multiplicadas pelo fator de corre¢ao do fosfato (FCF), e divididas pelo tempo de
incubacdo, volume e concentracdo de proteinas. Ao final os resultados foram expressos em

nmol pi/min/mg de proteina.

4.4.1.2 Desaminac¢do da adenosina

Foi realizada pela avaliagdo da atividade da ADA, onde a atividade ¢ determinada
atr