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RESUMO

Himatanthus sucuuba (Spruce ex Mill. Arg.) Woodson (Apocynaceae), € uma arvore
medicinal proveniente da Amazoénia conhecida popularmente como sucuuba ou sucuba. Suas
cascas desidratadas sdo comercializadas em feiras e mercados. E utilizada como analgésico,
antibacteriano, tratamento de JUlceras, antifingico, anti-helmintico, antidepressivo,
anticancerigeno e imunoregulador. A pesquisa com H. sucuuba tem como objetivo analisar a
acao protetora do extrato hidroalcoolico das cascas frente a toxicidade do paraquat em
Drosophila melanogaster, assim como a atividade antioxidante e adquirir o perfil quimico do
extrato. A fim de estudar as atividades de radicais livres in vitro do extrato utilizou-se o método
de eliminacdo de radicais DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), e método de eliminacdo de
radicais ABTS (2,20-azino-bis (acido 3-etilbenztiazonila-6-sulfénico), fez-se os ensaios para
fendis totais e fendlicos totais, tendo como referéncia o &cido géalico e acido ascoérbico. O perfil
fitoquimico foi realizada por meio da Cromatografia de Camada Delgada (CCD),
Espectrometria de Massas (EM) e por Prospeccao Fitoquimica. Os ensaios biologicos foram
realizados no modelo animal Drosophila melanogaster frente a toxicidade do agrotéxico
paraquat pelos biomarcadores: citrato sintase, acetilcolinesterase, lactato enzimatico, proteina
carbonilada e obteve-se a avaliagdo do estresse oxidativo. O extrato SMMHi apresentou
31,981 yg/mL de inibicdo frente ao radical DPPH e frente ao radical ABTS 49,512 yg/mL. Os
teores de fendlicos e flavonoides totais foi de 43,33 mg GAE/g e 44,09 GAE/g. O perfil quimico
analisado por Cromatografia de Camada Delgada apresentou resultados positivos para
taninos, terpenos, fendis, derivados fenilpropanoides e indicou a atividade antioxidante. A
prospeccao fitoquimica SMMHi analisada por EM mostrou picos mais intensos sugestivos de
plumericina e acido 4,5 dicafeoilquinico. Os ensaios bioldgicos apresentaram resultados
significativos nos tratamentos realizados contra o envelhecimento e o estresse oxidativo. A
planta Himatanthus sucuuba indicou potencial terapéutico, frente as injarias induzidas pelo
paraquat em Drosophila melanogaster.

Palavra-chave: Himatanthus sucuuba, estresse oxidativo, protecéo, Drosophila
melanogaster



ABSTRACT

Himatanthus sucuuba (Spruce ex Mill. Arg.) Woodson (Apocynaceae) is a medicinal tree from
the Amazon, popularly known as sucuuba. Its dehydrated bark is sold at fairs and markets. It
is used as an analgesic, antibacterial, ulcer treatment, antifungal, anthelmintic, antidepressant,
anticancer and immunoregulator. The research with H. sucuuba aims to analyze the protective
action of the hydroalcoholic extract of the bark against the toxicity of paraquat in Drosophila
melanogaster, as well as the antioxidant activity and acquire the chemical profile of the extract.
In order to study the free radical activities of the extract in vitro, the DPPH (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl) radical scavenging method was used, as well as the ABTS (2,20-azino-bis (3-
ethylbenzthiazonyl-6-sulfonic acid) radical scavenging method, and tests were carried out for
total phenols and total phenolics, with gallic acid and ascorbic acid as the reference. The
phytochemical profile was carried out using Thin Layer Chromatography (TLC), Mass
Spectrometry (MS) and Phytochemical Prospecting. Biological tests were carried out on the
animal model Drosophila melanogaster against the toxicity of the pesticide paraquat using the
following biomarkers: citrate synthase, acetylcholinesterase, enzymatic lactate, carbonylated
protein and an assessment of oxidative stress. The SMMHi extract showed 31.981 yg/mL
inhibition against the DPPH radical and 49.512 yg/mL against the ABTS radical. The total
phenolic and flavonoid content was 43.33 mg GAE/g and 44.09 GAE/g. The chemical profile
analyzed by thin layer chromatography showed positive results for tannins, terpenes, phenols,
phenylpropanoid derivatives and indicated antioxidant activity. SMMHi phytochemical
prospecting analyzed by MS showed more intense peaks suggestive of plumericin and 4,5
dicafeoilquinic acid. The biological tests showed significant results in the treatments against
aging and oxidative stress. The Himatanthus sucuuba plant showed therapeutic potential
against paraquat-induced injuries in Drosophila melanogaster.

Keywords: Himatanthus sucuuba, oxidative stress, protection, Drosophila melanogaster
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1 INTRODUCAO

De acordo com Viegas Jr, Bolzani & Barreiro (2006) a convivéncia e o aprendizado
com os mais diferentes grupos étnicos trouxeram valiosas contribuicdes para o
desenvolvimento da pesquisa em produtos naturais, do conhecimento da relacdo intima
entre a estrutura quimica de um determinado composto e suas propriedades biologicas e
da interrelacdo animais/insetos-planta (YAGI et al., 2020). Estudos sugerem que
compostos extraidos de plantas amazoénicas possuem acao terapéutica (YAMAGUCHI,
SOUZA, 2020). Dentre as plantas estudadas, a sucuuba (Himatanthus sucuuba) possui
atividade: analgésica, antibacteriana, antifingica, anti- helmintica, combate a leishmaniose,
anti-inflamatoria, antidepressiva, imunoregulador, citotoxico e genotéxico (SILVA et al.,
2021). No entanto, recentes estudos sugerem outros efeitos bioldgicos, tais como protecéo
contra infeccdo por bactérias ou fungos, depressdo, estresse oxidativo, citotoxico para
células cancerigenas (SILVA et al., 2021). Porém, estudos in vivo perante a toxicidade do
paraquat e o tratamento dos animais com extratos da planta Himatanthus sucuuba ainda
nao foi devidamente estudada para verificar a agao protetora da planta.

Drosophila melanogaster € considerada umas das ferramentas in vivo mais eficazes
para analisar funcdes de genes de doencas humanas (BIER, 2005; BOTAS, 2007;
DORONKIN; LAWRENCE, 2008). D. melanogaster, mosca da fruta, por causa de seu ciclo
de vida mais curto, vias de sinalizacdo altamente conservadas e menor redundancia
funcional provou ser um modelo animal complementar para doengcas humanas (MORAN et
al., 2013). Quase 75% dos genes humanos associados a doencas sao homologos de
Drosophila, um modelo ideal para estudar doencas humanas (BIER, 2005; SINGH; IRVINE,
2012; CUTLER et al., 2015).

Este estudo teve como finalidade avaliar o efeito protetor do extrato da Himatanthus
sucuuba em Drosophila melanogaster, mensurando o0 estresse oxidativo e o perfil

bioenergéticos deste modelo animal.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Doencas relacionadas ao estresse oxidativo e a disfuncdo mitocondrial
Os mecanismos de geracdo de radicais livres ocorrem, normalmente, nas

mitocondrias, membranas celulares e no citoplasma (KOURY; DONANGELO, 2003). A
mitocéndria, por meio da cadeia transportadora de elétrons, é a principal fonte geradora de
radicais livres (GREEN; BRAND; MURPHY, 2004). As Espécies Reativas de Oxigénios
(EROs) sao formadas principalmente por radicais livres (RL), que sdo moléculas em que o
ndmero de elétrons ndo esta pareado na sua 6rbita externa e pelo peroxido de hidrogénio
(H202), que néo possui elétrons desemparelhados na ultima camada, mas tem vida longa,
sendo extremamente deletério porque participa da reacdo que produz radicais hidroxilas
(OH-) (ARAUJO, 2012).

O estresse oxidativo € um dos principais mecanismo com varias doencas e do
envelhecimento. Naturalmente, esse fenbmeno aumenta com a idade e afeta varios
processos vitais do corpo. Muitos pesticidas (paraquat, rotenona e maneb), causam a
formacdo das Espécies Reativas de Oxigénios EROs, sugerindo a etiologia das doencas
degenerativas (SINGH et al., 2004).

As mitocbndrias desempenham o0s papéis mais proeminentes no metabolismo
celular, produzindo ATP através da fosforilacdo oxidativa e regulando uma variedade de
processos fisioldgicos. A disfuncdo mitocondrial € a principal causa de varias doencas
metabdlicas e neurodegenerativas. As mitocdndrias intactas séo criticas para o seu bom
funcionamento (WEI, et al., 2020). As mitocéndrias também desempenham um papel
importante em muitos outros processos fisioldégicos, como a regulacdo do apoptose,
homeostase do Ca2+, geracao de espécies reativas de oxidacao e resposta ao estresse do
reticulo endoplasmatico. A disfuncdo mitocondrial pode afetar qualquer 6rgao do corpo em
gualquer idade e é uma causa primaria de doencas metabdlicas, relacionadas com o
envelhecimento e de doencas neurodegenerativas.

As mitocOndrias intactas estdo mecanicamente relacionadas com a funcéo
mitocondrial. Assim, a quantificagdo correta da massa mitocondrial intacta é muito
importante para avaliar a funcdo mitocondrial. A citrato sintase (CS), presente em quase
todas as células vivas, funciona como uma enzima limitante de velocidade na primeira
etapa do ciclo do acido citrico (CAl et al., 2020). A enzima citrato sintase esta localizada na
matriz mitocondrial e, portanto, pode ser usada como um marcador enzimatico quantitativo
da massa mitocondrial intacta (WEI, et al., 2020). A citrato sintase, uma enzima limitadora

da etapa do ciclo tricarboxilico (KREBS, 1970) esta localizada na matriz mitocondrial das
18



células eucaridticas, pelo que pode ser utilizada como um marcador quantitativo da
presenca de massa mitocondrial intacta (SRERE, 1971).

A lactato desidrogenase (LDH) é um grupo de isoenzimas oxidoredutase que
catalisa a reacao reversivel entre piruvato e lactato (KHAN, et al., 2020). O proprio lactato
um metabolito sem saida, metabolizado apenas pela lactato desidrogenase. A extensao e
a direcdo dessa reacdo sédo determinadas pela razdo livre [NAD *]J/ [NADH]H *] do
citoplasma com a qual o lactato e o piruvato estdo quase em equilibrio. O piruvato € uma
encruzilhada da maioria das principais vias de degradacao e sintese, mas estd presente
em cerca de um décimo da quantidade de lactato. Informacdes sobre o contetdo de lactato
e de seu parceiro redox piruvato provavelmente fornecerdo mais informacfes sobre o
estado metabdlico do tecido do que as medicdes de lactato isoladamente (VEECH, 1991).
Devido a posicdo central do lactato e do seu parceiro redox piruvato, como metabolito
terminal da glicélise no citosol e o substrato inicial para o para o ciclo mitocondrial do &cido
tricarboxilico. Nas mitocdndrias, o piruvato impulsiona a producédo de ATP por fosforilacéo
oxidativa e multiplas vias Biosintética que cruzam o ciclo do &cido citrico (GRAY;
TOMPKINS; TAYLOR, 2013).

A carbonilacdo de proteinas estd associada a uma variedade de doencas
metabdlicas, sindromes e condicdes, incluindo envelhecimento, diabetes, doencas
cardiacas e neuropatias. A carbonilacdo da proteina € quimicamente e ndo enzimética, de
modo que os alvos da carbonilagdo dependem do ambiente oxidativo da célula, abundancia
e proximidade com EROs. Em células altamente oxidativas, como os macrofagos, as ROS
produzidas pelo sistema NADPH oxidase podem levar a quantidades significativas de
aldeidos lipidicos que modificam covalentemente enzimas e proteinas enddgenas
(DRECHSEL,; PATEL, 2009). Devido a predominancia da carbonilacdo nas proteinas
musculares de contracdo rapida de ratos, esse tipo de musculo pode sofrer disfun¢cdo como
resultado da carbonilagdo. As vias que podem ser afetadas nas fibras glicoliticas de
contracao rapida incluem a fosforilagdo oxidativa, o ciclo do acido citrico e o metabolismo
dos acidos graxos (CURTIS et al., 2012). Niveis elevados de carbonilacéo leva a disfuncao
mitocondrial, e acredita-se que isso desempenhe um papel nos defeitos metabdlicos
associados ao estresse oxidativo (AKAGAWA, 2021).
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A acetilcolinesterase (AChE) é a enzima responsavel por hidrolisar o
neurotransmissor acetilcolina (ACh) nas sinapses colinérgicas (LAZAREVIC-PASTI et al.,
2017). Nestas sinapses a ACh atua transmitindo a mensagem de um neurdnio a outro. As
sinapses colinérgicas estdo amplamente distribuidas no sistema nervoso central (SNC) e
periférico (SNP), sendo importante para a manutencdo de inimeras funcgdes fisioldgicas
humanas (WESTFALL; WESTFALL, 2006). Existem varios farmacos que apresentam
como alvo as sinapses colinérgicas, podendo agir na enzima AChE, inibindo-a ou
reativando-a. Como também, atuar em receptores de ACh como agonistas ou antagonistas.
Os agonistas receptores nicotinicos de ACh podem melhorar, enquanto os antagonistas
do receptor prejudicam o mecanismo (FERREIRA-VIEIRA et al., 2016). Os farmacos que
apresentam como mecanismos de acetilcolinesterasicos ou colinérgicos indiretos. A AChE
guando bloqueada é incapaz de hidrolisar a ACh, assim, este neurotransmissor tende a
transmissao colinérgica. Os farmacos que bloqueiam a AChE no SNP, como por exemplo
a neostigmina, s&o utilizados na constipacdo atbnica (RACCHI, 2004). Diante da
importancia da importancia da AChE como alvo para moléculas bioativas, a avaliacdo do
potencial que compostos apresentem em inibir ou reativar a AChE tem grande relevancia

para o desenvolvimento de novos farmacos ou pesticidas (COLOVIC, et al., 2013).

2.1.1 Cancer
Outrora, a pesquisa do cancer foi conduzida quase exclusivamente em sistemas

baseados em mamiferos, variando de cultura de tecidos de animais inteiros. Pouco tempo
atrds, no entanto, a mosca-da-fruta tem sido cada vez mais usada como modelo animal.
Numerosos estudos mostraram que Drosophila e humanos tém vias de transducéo de
sinal altamente conservadas. Por exemplo, a via de sinalizagdo do proto-oncogene Ras
foi elucidada pela primeira vez estudando o desenvolvimento de células fotorreceptoras
no olho de Drosophila a mais de 20 anos (WASSARMAN; THERRIEN; RUBIN, 1995).
Dependendo do tipo e natureza do cancer, os mecanismos subjacentes da proliferacao
anormal sdo variados e muitas vezes permanecem indefinidos (GEISSLER; ZACH,
2012). Portanto, o0s potenciais terapéuticos provavelmente dependem de uma
compreensao detalhada dos tipos individuais de cancer. Consideravelmente, mecanismo
moleculares subjacentes a tumorigénese e metastase pode provavelmente ser sondada
com eficiéncia em D. melanogaster, a mosca-da-fruta ndo € capaz de modelar muitos
tipos de tumores que sdo comuns em humanos, como aqueles relacionados a tecidos

especificos (por exemplo, ovario, prostata ou cancer de mama) (PANDEY; NICHOLS,
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2011). Porém, contribui para a descoberta de terapias relevantes para canceres de
sangue, como a leucemia, contribui também com pesquisas sobre a evolucdo clonal,
microambiente tumoral, resisténcia a drogas anticancerigenas e caquexia do cancer
(ENOMOTO; SIOW; IGAKI, 2018). No qual alguns estudos experimentais com D.
melanogaster indicaram plantas com potencial terapéutico anticancer como a planta
Luehea divaricata (Malvaceae) conhecida como acoita-cavalo-mitido (FELICIO et al.,
2011); a planta Petroselinum sativum (Apiaceae) tem o home popular com salsa, cheiro,
salsa- de-cheiro e cheiro-verde (ALAKILLI, 2010).

2.1.2 Doengas cardiovasculares
Com o envelhecimento, o desempenho cardiaco diminui progressivamente e o

risco de doenca cardiaca, uma das principais causas de mortalidade, aumenta
drasticamente. Drosophila melanogaster através do seu coracdo vem determinar a
relevancia e a utilidade do 6érgdo para desvendar os mecanismos subjacentes ao
envelhecimento cardiaco (NISHIMURA; OCORR; BODMER; CARTRY, 2011). Apesar de
seu pequeno tamanho, o coracdo de Drosophila também é adequado para a analise de
mudancas na expressdo génica em coracbes de moscas jovens versus velhos. Por
exemplo, o declinio dependente da idade no desempenho cardiaco descrito
anteriormente é paralelo a diminuicéo relacionada a idade nos niveis de RNA cardiaco do
homologo de Drosophila do KCNQ1 humano, que codifica uma subunidade alfa do canal
de potassio e de uma subunidade do canal de potassio sensivel ao ATP (KATP)
(AKASAKA; OCORR, 2009; OCORR, et al., 2007). Nos seres humanos, 0 KCNQ1 esta
envolvido na repolarizacdo miocardica e alteragbes na funcdo deste canal estédo
associadas a um risco aumentado de arritmia e morte subita cardiaca (JENTSCH, 2000).
Nas Drosophilas os niveis de expressao cardiaca de KCNQ séo reduzidos com a idade, e
a deficiéncia de arritmia relacionada a idade e um aumento da suscetibilidade a disfungéo
cardiaca induzida por estimulagéo (OCORR et al., 2007).
2.1.3 Doenca de Alzheimer
Um exemplo de doencas neurodegenerativas é a doenca de Alzheimer. No qual a
Doenca de Alzhemieer (DA) foi descrita pela primeira vez como “deméncia pré-nilo” em
1906 pelo psiquiatra alem&o Alois Alzheimer. Em 1901, Alzheimer observou uma
paciente de 50 anos, que parecia sofrer com perda progressiva das fungdes cognitivas
(compreensdo e memoéria, comportamento imprevisivel etc.) (TERRY & DAVIES, 1980).

Conforme Terry & Davies (1980), o Dr. Alzheimer relatou caracteristicas proeminentes
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do disturbio: havia placas senis (SPs), emaranhados neurofibrilares (NETS), bem como
atrofia cerebral, assim como muitos mecanismos propostos tentam explicar a patogénese
da DA, que é caracterizada por neurodegeneracdo, perda neuronal e atrofia,
particularmente nos lobos temporal e parietal do cérebro.

As principais caracteristicas patologicas da DA sdo oligbmeros e proteinas
amiloides tdxicas extraneuronais, emaranhados neurofibrilares intraneuronais que
consistem em tau hiperfosforilada, metabolismo da glicose cerebral diminuido em regiao
especifica, disfuncéo sinaptica e disfuncdo mitocondrial (HEPPNER et al., 2015).

A partir dos estudos moleculares da DA dentro desses 30 anos, muitos tipos de
fatores causais, como a proteina precursora de amiloide (APP), presenilinl e 2 (PSENL1,
2), foram isolados (BENILOVA; KARRAN; STROOPER, 2012). Entre elas, acredita-se
que o APP seja uma das moléculas-chave para a formacédo de DA. A neuroinflamacao
ocorre quando ha dano tecidual causado principalmente por compostos neurotoxicos, o
gque gera um conjunto de reacdes dinamicas e complexas com consequéncias
protetoras e nocivas (PAYAO et al., 2012).

2.1.4 Esclerose lateral amiotroéfica
A Esclerose Lateral Amiotréfica (ELA) é uma doenca neurodegenerativa

progressiva caracterizada pela perda de neurbGnios motores superiores e motores
inferiores. Estudos de um modelo de Drosophila melanogaster para cada um dos genes
da ELA podem contribuir para descobrir 0 mecanismo fisiopatolégico da ELA e encontrar
alvos da terapia modificadora da doenca (AZUMA et al., 2018; LAYALLE, et al., 2021). A
causa da ELA é uma mutacao de expansao de repeticdo hexanucleotidica no gene 72
(c9orf72) do quadro de leitura aberta do cromossomo 9, descoberta pela primeira vez em
2011 (RENTON et a., 2011). Além dos transgenes de repeticdo pura, que produzem RNA
repetido e proteinas de repeticdo de dipeptideo (DPRs), modelos somente de RNA e
modelos de DPR foram gerados para desvendar as contribui¢cdes individuais do RNA e
de cada proteina de repeticdo de dipeptideo para a toxicidade C9orf72. A tratabilidade
genética incomparavel, a capacidade de estudar os efeitos dependentes da idade em
um contexto de organismo inteiro in vivo e o0 estabelecimento de modelos de
comprimento de repeticdo mais longos tornam a Drosophila um modelo poderoso para
explorar ainda mais 0s mecanismos subjacentes aos distlurbios do espectro da ELA
(SHARPE, 2021). Dado a ocorréncia da inflamacao no desenvolvimento da ELA, fez com
gue pesquisadores tratassem mosca-das-frutas com plantas como Withania somnifera

(Salanaceae) e Mucuna pruriens (Fabaceae), representando uma estratégia
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farmacoldgica valiosa para neutralizar a progressao da doenca.

2.1.5 Doenca de Parkinson
A ligagdo entre o estresse oxidativo e a degeneracdo neuronal dopaminérgica é

ainda apoiada pela modelagem dos aspectos motores da Doenca de Parkinson em
animais com toxinas que causam estresse oxidativo, incluindo 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridina (MPTP), rotenona, dicloreto de 1,1’-dimetil-4-4’-bipiridinio (paraquat) e 6-
hidroxidopamina (6-OHDA) (DIAS; JUNN; MOURADIAN, 2013). A Andlise de tecidos
humanos fornece evidéncias de que o0 estresse oxidativo pode contribuir para a
patogénese dos neurbnios dopaminérgicos no cérebro com DP (GOOD; OLANOW,
PERL, 1992).

2.2 Paraquat

Os pesticidas sdo amplamente utilizados para proteger a producao de alimentos e
atender a demanda global de alimentos, mas também s&do poluentes ambientais
onipresentes, causando efeitos adversos na qualidade da agua, na biodiversidade e na
saude humana. Poluicdo ambiental causada por 92 ingredientes ativos em 168 paises
(TANG et al, 2021). A necessidade de aumentar a produtividade, a falta de
disponibilidade de terras agricolas e vérias outras razées levaram ao uso desenfreado de
pesticidas em todo o mundo. Embora o uso de pesticidas tenha fomentado a revolucao e
aumentado a seguranca alimentar e a produtividade, também teve efeitos desastrosos
sobre 0 meio ambiente (GILBERT; EDWIN, 2021).

Existem diferentes maneiras pelas quais os humanos sdo expostos a pesticidas;
essas exposicoes também diferem em suas intensidades, que somam seus efeitos
diferenciais. Trabalhadores envolvidos em industrias de agrotéxicos, transporte desses
produtos quimicos perigosos, agricultores, vendedores de frutas e hortalicas e

consumidores ficam expostos a diferentes concentracdes de agrotoxicos
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(TANG, 2021). Tem-se que a exposicao a pesticidas esteja ligado a varios disturbios de
saude (Tabela, 1).

Tabela 1 Doencas relacionadas a contaminacdes de pesticidas.

Doenca Referéncia
Linfoma de Hodgkin LATIFOVIC et al., 2020
Doenca de Parkinson Ll etal., 2021
Doenca de Alzheimer, Cancer NUDELMAN, 2019
Infertilidade de homens e mulheres ASCHERIO; A SCHWARZSCHILD, 2016
Fibrose pulmonar SHARMA, et al., 2019
Danos genéticos SANDOVAL-INSAUSTI et al., 2021
TDAH CHIANG, MAHALINGAM, FLAWS, 2017
Espectro autista HE et al., 2022
Doencas nos rins HERNANDEZ et al., 2017
Danos no figado YIN et al., 2021
Malformagéo de feto KALLIORA et al., 2018
Doencas cardiacas YU; MALLAPATY; MILLER, 2018
Alergias SHRESTHA et al., 2019

Fonte: A autora (2023).

De acordo com Weidel & Rosso, 1882, o Paraquat (PQ) foi descrito pela primeira
vez em 1882, sendo suas propriedades redox foram descobertas em 1993 por Michaelis e
Hill (1933). Naquela época, era usado como um indicador de oxidag¢do- reducédo porque
uma doacédo de elétrons para o ion PQ (PQ?") forma um monocétion de radical livre
estavel, na auséncia de oxigénio molecular (02), (PQ**) com uma cor violeta ou azul
(MICHAELIS & HILL, 1933 (Figura 1).

Figura 1 Dicloreto de Paraquat

CHB‘—‘N+\ / \ KN+“‘CH3

[2CI-]

Fonte: A LOCK & WILKS (2010).
O Paraquat € um ion 1,1-dimetil-4,4-bipiridinio (IUPAC, CAS RN [4685-14-7]),
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também conhecido como ion 1,1-dimetil 4, 4-bipiridildiilio (Figura 1). O Paraquat é
geralmente formulado como sal dicloreto (também conhecido como metil viologénio. Os
nomes comerciais das formulagées de dicloreto de Paraquat incluem Crisquat®, Cyclone®,
Dextrone X®, Esgram® Efoxon®, Goldquat®, Gramoxone®, Herbaxon®, Katalon®,
Osaquat®, Super®, Pilarxone®, R-Bix®, Speeder®, Starfire®, Sweep®, Total®, Weedless® (A
LOCK; WILKS, 2010). O Paraquat afeta os pulmdes, coragdo, rins, cornea, glandulas
suprarrenais, pele, sistema digestivo e sistema nervoso central (WESSELING et al., 2001).

A exposicdo de longo prazo foi usada para estudar a patogénese de doencas
neurodegenerativas (MUFFAT et al., 2008). Nos ultimos 5 anos, a ligacao entre exposicao
a pesticidas e DA foi consideravelmente reforcada, enquanto a compreensao basica da
neuropatologia associada a pesticidas aumentou (TANG, 2021). Varios estudos revelaram
danos oxidativos significativamente altos e sistemas de defesa antioxidante diminuidos em
animais tratados com Paraquat, bem como em modelos in vivo como a mosca da fruta
Drosophila melanogaster, um modelo animal da doenca de Alzheimer (TSUDA & LIM,
2018; DUAVY et al., 2019; MALTA et al., 2022).

De acordo com McCune & Johns (2002), por meio do conhecimento tradicional
sobre plantas e o seu uso medicinal para determinados sintomas e/ ou complicacdes
causadas por doencas, pode-se ter sucesso ha selecdo de espécies vegetais com
atividade antioxidante igual ou proximas a substancias puras e conhecidas pelas suas

propriedades antioxidantes.

2.3 Modelo animal Drosophila melanogaster

A histéria do uso de D. melanogaster na modernidade ciéncias biolégicas € muito
rica, abrangendo mais de 110 anos (MORGAN, 1910). Thomas Hunt Morgan, apelidado
de ‘pai’ da Drosophila, explorou este organismo para estudar hereditariedade, resultando
no Prémio Nobel de Fisiologia ou Medicina em 1933. Anos depois, seu aluno Hermann
Muller venceu o Prémio Nobel de Fisiologia ou Medicina em 1946 com o estudo do efeito
dos raios-x na dire¢cao genes e cromossomos usando Drosophila como organismo modelo
(ROUSH, 1995.

A utilizacdo da mosca-da-fruta DM como modelo para estudo de mecanismos
moleculares envolvendo doencas neuroldgicas e doencas degenerativas como constam
na literatura (SUDATI, 2012; BONINI; FORTINI, 2003; FLATT, 2020). Como é o caso do
uso da mosca para determinar a eficacia de pesticidas (RICHARDSON et al., 2019). Desta

forma pode-se determinar a toxicidade dos pesticidas e a protecdo de compostos
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organicos e inorganicos de origem natural ou ndo. (BIER, 2005).

Na tabela 2, consta vantagens e desvantagens do uso de Drosophila melanogaster
como organismo para a doengas degenerativas (PRUBING; VOIGT; SCHULZ, 2013). As
Caracteristicas da DM que a torna um modelo alternativo excelente para pesquisas € o
seu tamanho reduzido, facil manipulacédo, ciclo de vida curto, dimorfismo sexual, e
similaridade de genes envolvidos com doencas humanas (PAULA, et al., 2012). Esse
organismo tem potencial em descobertas interessantes e relevantes a respeito do cancer,
comportamento, desenvolvimento,
envelhecimento, alimentos e nutricdo (STAATS et al., 2018; REICHERT, 2017;

WATANABE; RIDDLE, 2019; PANDEY; NICHOLS, 2011).

imunidade, doencas degenerativas, evolucéo,

Tabela 2 Vantagens e desvantagens do uso de Drosophila melanogaster como modelo
para doencas neurodegenerativas.

Vantagens Desvantagens
> Sem problemas éticos/ sem > A anatomia cerebral, o sistema
restricbes de acordo com as leis de cardiovascular e o0s sistemas
protecao animal; respiratérios diferem

substancialmente dos humanos;

» Facil e barato de manter em grandes » Nenhuma medida facil de
quantidades, tempo e manuseio comportamento complexo;
econdmico;

» A manipulacdo genética é rapida e

barata (3 meses, < $ 500 por
transgene);

Apenas medidas basicas de declinio
cognitivo;

» Abundéncia de recursos/estoques As vezes, ma conservacdo das
disponiveis (por exemplo, biblioteca proteinas/funcé@o da proteina;
de RNAI de todo o genoma);
» Tempo de geracao curto (~10 dias), Manutencdo apenas como culturas
vida util curta (2—-3 meses) vivas, nenhuma conservacao
=>» facil de usar para telas; permanente (por exemplo, estoques
congelados) possivel;
» Genoma totalmente sequenciado e Sistema imunolégico menos
anotado; complexo e adaptativo como nos
vertebrados;
» Boa conservacao das vias basicas de Os efeitos das drogas no organismo

sinalizag&o e processos celulares em
geral;

podem diferir fortemente (por
exemplo, conversdo de pré-toxinas
em toxinas no figado).
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> Baixa redundancia/nimero reduzido
de genes pardlogos em comparacao
com vertebrados;

» Provavelmente melhor organismo
multicelular analisado/compreendido;

» QOrganismo mais complexo
comparado a C. elegans e levedura;

» Cromossomos balanceadores
permitem a manutengdo de
mutacdes/trangenes sem
genotipagem.

Fonte: PRURING; VOIGT; SCHULZ (2013)

2.4 Atividades terapéuticas das plantas amazonicas
O uso das plantas medicinais € uma pratica milenar, fazendo parte da evolucao

humana, sendo considerada o primeiro recurso terapéutico da sociedade devido ao seu
potencial farmacolégico, o que vem impulsionando cada vez mais o mercado farmacéutico
ao longo dos anos (ABILIO, 2011).

As tradicdes populares de uso de plantas medicinais, na Amaz6nia, representam um
importante ponto de encontro entre permanéncias e rupturas culturais, estabelecidas desde
0S primeiros contatos intertribais e interétnicos e consolidadas no entrecruzamento das
principais matrizes presentes no processo de formacdo do povo brasileiro (RIBEIRO,
1995).

De acordo com Pereira (2021), as plantas medicinais nativas da Amazonia possuem
propriedades anti-inflamatérias, antissépticas, cicatrizantes, tratamento para vermes,
tratamentos para doencas da pele, diminui a febre, age contra a inflamacgfes, tratam
doencas neurodegenerativas, diminuem o colesterol, fortalecem o sistema imunolégico,

regulam a pressao arterial e 0s niveis de acucar no sangue, tratam feridas cutaneas.

2.5 Plantas que combatem o envelhecimento e o0 estresse oxidativo

As plantas medicinais séo utilizadas para varias finalidades como: o tratamento da
enxaqueca, neuroprotecdo, efeito ansiolitico, antiansiedade, antidepressivo, sedativo,
anticonvulsionante, prevencao e terapia de doengas neurodegenerativas (RAJAPAKSE &
DAVENPORT, 2019; AGUIRRE-HERNANDEZ et al, 2010; HATTESOHL et al.,
2008; GASIOROWSKI, 2011). Um exemplo disso é o acafrdao (Crocus sativus L.) que

desempenha um papel importante contra o estresse oxidativo e a combate ao
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envelhecimento. Pesquisas envolvendo o acafrdo como indicam-no como potente
antioxidante na protecao de doencas cardiovascular e cardiotoxicidade induzida por drogas
(SU et al.,, 2021) combate de doencas digestivas (ASHKTORAB et al.,, 2019), tém
propriedades antidepressivas de moléculas isoladas como a crocina (SIDDIQUI et al.,
2022), ajuda na melhora da depressao, ansiedade e outros transtornos mentais (SHAFIEE
et al., 2018).

De acordo com Giorgetti, Negri & Rodrigues (2007) em seu estudo de reviséo,
salientaram que do ponto de vista fitoquimico, os constituintes quimicos mais recorrentes
nas plantas em estudos foram os flavonoides, alcaloides, acidos fendlicos, taninos e 6leos
essenciais. Conforme relatado em diversos artigos, essas substancias exercem atividade no
SNC (KHATAMI et al., 2020; MUKHERJEE, 2007).

Flavonoides tém propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias (DEVI et al.,
2021). Os papéis potenciais dos flavonoides mostram efeitos anticonvulsivos e sedativos,
tém o efeito de proteger contra a neurodegeneracdo do SNC e atividade antidepressiva
(DINIZ et al., 2015; FERREYRA; RIUS; CASATI, 2012).

Os triterpenos pentaciclicos também apresentaram atividade no SNC (HUSSAIN
et al., 2012; GONZALEZ et al., 2021).

Os alcaloides do tipo matrino exercem um efeito antinocepitivo através de varios
mecanismos de acao (YIN; ZHU, 2005), como um aumento na ativacdo do sistema
colinérgico (COSTA et al., 1986; DUSSOR et al., 2004). Os alcaloides possuem, portanto,
atividade farmacoldgica e podem ser relevantes no tratamento de distarbios cognitivos,
incluindo um aumento da func¢éo colinérgica no SNC (HOWES; HOUGNTON, 2003).

Os polifendis protegem os neurdnios do estresse oxidativo com efeitos de
antioxidantes naturais, assim como as vitaminas E, vitamina C e flavonoides. Os efeitos
neuroprotetores foram demostrados no modelo da doencga de Parkinson, modelo da doenca
de Alzheimer e modelo de AVC (ZHAO, 2009).

Os taninos mostraram um efeito anticonvulsivos (KABUTO, YOKOI, MORI, 1992;
ALIYU et al., 2014).

Oleos essenciais podem ser Uteis para tratar alguns tipos de problemas mentais
e/ou sintomas através de seus efeitos de atuagcdo no SNC (UMEZU, 2013). Com efeito
sedativo e anticonvulsionante (FREIRE, MARQUES, COSTA, 2006; MANDEGARY;
SHARIFIFAR; ABDAR, 2013).

Produtos naturais extraidos de plantas demostraram serem inibidores de

28



acetilcolinesterase como a Fisostigmina (alcal6ide) extraido das sementes de fava- de-
calabar (Physostigma venenosum), terpenoides como encontrados no 6leo essencial de
Salvia lavandulaefolia Vahl como o 1-8 cineole é um composto aromético aquiral de muitas
plantas, e a-pinene (monoterpeno) constituinte da S. Lavandulaefolia Vahl. Inibidores de
acetilconesterase como a fisostignina (alcaloide) extraido das sementes de fava-de-calabar
(Physostigma venenosum) tém seus estudos consolidados a respeito da inibicdo
enzimética (MAMBRO; SOUZA, 2022). Terpenos encontrados no 6leo essencial de Salvia
lavandulaefolia Vahl 1-8 cineole (monoterpeno, éter ciclico), e a-pineno (monoterpeno,
composto quimico biciclico terpeno) (ABEYSINGHE et al., 2020; PORRES-MARTINEZ et
al., 2014). Tarazerol (triperpenpoide pentaciclico) da Clitoria ternatea L. Obtidos das raizes
da planta inibe a AChE (MUS et al., 2022). Timosaponina, uma saponina esteriode de
Anemarrhena asphodeloides Bunge isolados do rizoma (LEE; JUNG; KIM, 2009). A
Pimppinella anisoides V Brig. Do seu 0leo essencial obteve-se trés moléculas isoladas
como o limoneno (terpeno ciclico insaturado), trans-anetol (fenilpropanoide) e sabineno
(monoterpeno biciclico) que mostraram inibicdo da AChE (YAGI et al., 2020).

2.6 A espécie vegetal Himatanthus sucuuba

2.6.1 Taxonomia da espécie Himatanthus sucuuba
A espécie botanica Himatanthus sucuuba, do género Himatanthus, da familia

Apocynaceae, € uma planta nativa da regido Amazénica. Na Figura 2, conhecimento
taxondmico detalhado da planta em estudo.

Figura 2 Representacdo taxondmica da planta Himatanthus sucuuba e suas
respectivas caracteristicas fenotipicas. Crédito da figura Universidade Federal de
Roraima - UFRR, com adaptacdes

\ 4
Divisdo
\ / Magnoliophyta
Classe
Magnoliopsida
Ordem
Gentianales
Familia
Apocynaceae
Género
Himatanthus

Espécie
Himatanthus sucuuba

Reino
Plantae

Fonte: UFRR (2023)
2.6.2 Familia Apocynaceae

A familia Apocynaceae compreende cerca de 355 géneros e 3700 espécies
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espalhadas pelo mundo, mas principalmente em areas tropicais (MORALES, 2005).
Dentro desta familia, os principais géneros sdo Rauwolfia, Catharanthus, Allamanda,
Atrophantus e Himatanthus, que demonstraram ser U(teis para ejaculacdo precoce,
infeccdes do trato urinério, picadas de cobra, diarreia, asma, dor de dente, infec¢cbes de
pele e cicatrizacao de feridas, entre outras coisas (BHADANE et al., 2018).

A distribuicdo geografica da familia Apocynaceae consiste em ocorréncia no Brasil,
Colémbia, Estados Unidos da América, Australia, Franga, México, Espanha, Alemanha,
Africa do Sul, Canada, Venezuela, Pert, Bolivia, Guiana, Equador, Guiana Francesa,
Panama, Suriname e México (Figura 3) (REFLORA, 2022).

Figura 3 Registros georreferenciados da familia Apocynaceae

Fonte: GBIF (2021); REFLORA (2022).
A Distribuicdo geogréfica no Brasil consiste na regido Norte (Acre, Amazonas,

Amapa, Para, Rondbnia, Roraima, Tocantins); Nordeste (Alagoas, Bahia, Ceara,
Maranhao, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte, Sergipe); Centro- Oeste
(Distrito Federal, Goias, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso); Sudeste (Espirito Santo,
Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sado Paulo); Sul (Parana, Rio Grande do Sul, Santa
Catarina). Illhas oceéanicas ocorréncias confirmadas: Fernando de Noronha (GBIF, 2021,
REFLORA, 2022).

Os dominios Fitogeograficos estdo na Amazbnia, Caatinga, Cerrado, Mata
Atlantica, Pampa e Pantanal. Tipo de Vegetacado: area antrOpica, caatinga (stricto sensu),
campinarana, campo de altitude, campo de varzea, campo limpo, campo rupestre,
carrasco, cerrado (lato sensu), floresta ciliar ou galeria, floresta de igapd, floresta de terra
firme, floresta de varzea, floresta estacional decidual, floresta estacional perenifélia,
floresta estacional semidecidual, floresta ombrdfila (floresta pluvial), floresta ombrofila
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mista, manguezal, palmeiral, restinga, savana amazobnica, vegetacdo aquatica e
vegetacao sobre afloramentos rochosos (PLUMEL, 1991; REFLORA, 2022).

2.6.3 Género Himatanthus
Himatanthus Wild, ex Schult. (Apocynaceae) € um género que compreende cerca

de 9 espécies e arbustos, e estdo amplamente distribuidos na América Central e América
do Sul, particularmente no Brasil (SOARES et al., 2015).

As arvores pertencentes ao género Himatanthus fazem parte da familia
Apocynaceae. Himatanthus é um género Neotropical caracterizado por apresentar folhas
alternas aglomeradas no apice dos ramos, coléteres na axila dos peciolos e na base das
bracteas florais, petaldides e deciduas; corola hipocrateriforme, convoluta sinistrorsa;
estames adnatos a base do tubo da corola, anteras totalmente férteis e livres da cabeca do
estilete, gineceu hemi-sincarpico composto por 2 carpelos, cabeca do estilete cilindrica com
2 apéndices apicais arredondados, ovario semi-sincarpico composto por 2 carpelos,
cabeca do estilete cilindrica com 2 apéndices apicais arredondados, ovario semi-infero
sem disco nectarifero, e 2 foliculos opostos, lenhosos, com sementes de alas concéntricas
(REFLORA, 2022). Nao é endémico no Brasil e a as ocorréncias confirmadas distribuida
no pais sdo nas seguintes regifes: regido Norte do pais (Estados do Acre, Amazonas,
Amapa, Para, Rondbnia, Roraima e Tocantins), regido Nordeste (Alagoas, Bahia,
Ceara, Maranhédo, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte e Sergipe), Regido
Centro-oeste (Distrito Federal, Goias, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso) e Regido Sudeste
(Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro e Sdo Paulo) e Regido Sul (Parand) (FFB,
2023).

Os dominios fitogeograficos do género Himatanthus € muito diversificado pode- se
encontrar as plantas do género na Amazonia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica, Pampa e
Pantanal (REFLORA, 2022). O género possui ocorréncia geografica além do Brasil,
Colébmbia, Venezuela, Perl, Bolivia, Guiana, Equador, Guiana Francesa, Panama4,
Suriname e México (GBIF, 2022) (Figura 4).
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Figura 4 Registros georreferenciados do Género Himatanthus Will ex Roem.
& Schult

Gerado © contriby Map , © OpenMapTiles, GBI

Fonte: GBIF (2021).
De acordo com Linhares (2013) o género Himatanthus Will ex Roem. & Schult.
(Apocynaceae) apresentou problemas nomenclaturais e com isso houve a revisdo do
género com inclusdo e exclusdo de algumas espécies e recentemente o género possui 9
espécies descritas na tabela abaixo:
Tabela 3 Quantitativo de espécies pertencentes ao género Himatanthus. *Espécie

sindbnima da planta Himatanthus sucuuba
Espécies do género Himatanthus

Himatanthus articulatus (Vhal) Woodson*

Himatanthus attenuatus (Benth.) Woodson

Himatanthus bracteatus (A. DC.) Woodson

Himatanthus drasticus (Mart.) Plumel

Himatanthus obovatus (Mull Arg.) Woodson

o g1 | W N| P

Himatanthus phagedaenicus (Mart.) Woodson
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7

Himatanthus revolutus (Huber) Spina & Kinoshita

8

Himatanthus semilunatus Markgr

9

Himatanthus tarapotensis (Schum. Ex Markgr.) Plumel

Fonte: REFLORA (2022); LINHARES (2013).

comuns encontrados nas suas folhas, casca, e latex, e estes tém demonstrado ter

propriedades anticancerigenas, anti-inflamatérias e anti-helminticas (BFG, 2015; WOOD

Triterpenos, alcaloides, flavonoides e iridoides sdo compostos quimicos mais

et al., 2001; SILVA et al., 2016; SILVA et al., 1998).

2.6.4 Himatanthus sucuuba
Himatanthus sucuuba (Spruce) Woodson, sinbnimo Himatanthus articulatus (Vhal)

Woodson é uma arvore tropical que cresce entre 8 a 15 m de altura. As sementes sao

aladas, brancas, redondas, membranosas de até 7 cm de diametro e o caule apresenta 30-
40 cm de diametro (Figura 5) (REBOUCAS, 2013). Pertencente a familia Apocynaceae, €

uma arvore de grande porte, nativa da regido Amazodnica e conhecida popularmente como

sucuuba, sucuba, janauba, timporna, subcuba, janaguba ou janajuba (SPINA, 2004;

REBOUGCAS et al., 2013).

Figura 5 Aspectos botanicos da planta Himatanthus sucuuba

+% Sua casca tem aspecto ** As flores s&o brancas

Fonte:
2022: 1

rugoso e exsuda um
latex, com aspecto
leitoso produzido
quando qualquer érgao
da planta é fraturado
ou ferido.

de base amarela em
forma de sino,
contétm  compostos
volateis que exalam
um odor
caracteristico.

% Os frutos apresentam
forma de duplo foliculo
contendo sementes
aladas, de coloragao
verde quando imaturos e
marrom escuro quando
maduros.

uma
cor verde brilhante com
aproximadamente de

<+ Suas folhas tém

25 a 30 cm de
comprimento e 7 a 9
cm de largura.

SPINA, 2004; REBOUCAS et al., 2013; LARROSA; DUARTE, 2005; REFLORA,

magens: Internet.

Em algumas comunidades da floresta tropical, o latex € usado para tratar diferentes

anormalidades da pele como ulceras, picadas de cobra, feridas na pele, dor lombar, febre,
gastrite, diabete, hérnia, herpes, Gtero, inflamacéo etc. (HERRERA-CALDERON et al.,

33



2021; CALERO-ARMIJOS et al., 2020). Na figura 6, pode-se observar outras indicacdes
terapéutica da planta Himatanthus sucuuba.

Figura 6 Atividades terapéuticas da planta Himatanthus sucuuba e
suas respectivas partes da planta como o latex, folhas e cascas.

Analgésica A Imunoregulador A
=)
2 Antibacteriana Anti-inflamatdria
3 A A
% ~
2] o - & P e
§ Antifangica | /;ptllelshmamca A
8 > 4
B Anti-helmintica ~ Antiftngico A
A
—— Antidepressiva A ) Anticancer A

Legenda: A Latex A Folhas A Cascado caule
Fonte: YAMAGUCHI, SOUZA, 2020; SILVA et al., 2021.

Os compostos que constituem a planta foram elucidados como (1) acetato de
lupeol, (2) plumericina, (3) isoplumieirida, (4) lupeol, (5) plumeirida, (6) uleina, (7)
acido vanilico, (8) amarina, ©)] cis-poliisopreno, (20) fulvoplumierina (11)
isoplumerina, (12) iso-uleina, (13) &cido y-dihidro-plumbericinico, (14) cinamato de
lupeol, (15) cinamato de y-amarina, (16) allamandicina, (17) biochanina A, (18)
dihidrobiochanina A, (19) dalbergioidina, (20) naringerina, (21) ferreirina, (22)
dihidrocajanina, (23) pinoresinol lignana, (HERRERA-CALDERON et al., 2021;
WALTENBERGER et al., 2011; SILVA et al., 2016. SILVA et al., 1998; VALE et al., 2014).

A espécie H. sucuuba, distribui-se em paises com a Guiana, Suriname, Guiana
Francesa, Panama, Colémbia, Venezuela, Bolivia, Pert, Equador e Panama. No Brasil, a
ocorréncia geografica pode ser dividida em regifes. Regido Norte: Acre, Amazonas,
Par4, Ronddnia, Roraima, Tocantins, Amapa. Regido Nordeste: Bahia, Maranhao, Rio
Grande do Norte, Ceara, Piaui, Sergipe. Regidao Centro-oeste: Distrito Federal, Mato
Grosso, Mato Grosso do Sul e Goias. Regido Sudeste: Minas Gerais. Regido Sul: Parana
(REFLORA, 2022; GBIF, 2022) (Figura 7).
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Figura 7 Registros georreferenciados da planta Himatanthus sucuuba

Fonte: GBIF (2021); PLUMEL (1991).
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL
- Avaliar o efeito protetor do extrato das cascas da Himatanthus sucuuba (Sucuuba)
em Drosophila melanogaster frente a toxicidade ocasionada pelo paraquat e obter o

perfil quimico das cascas.

3.2 ESPECIFICOS
- Produzir extrato hidroalcoolico a partir das cascas de Himatanthus sucuuba;
- Avaliar os compostos metabdlicos secundarios presentes no extrato das cascas de
Himatanthus sucuuba;
- Verificar as substancias ativas do extrato das cascas de Himatanthus sucuuba
através de espectrometria de massa;
- Determinar as atividades antioxidante do extrato das cascas de Himatanthus
sucuuba;
- Estabelecer a atividade neuromuscular de Drosophila melanogaster a partir da
aplicacé@o do extrato das cascas de Himatanthus sucuuba no tratamento a toxicidade
do paraquat, e
- Analisar o perfil bioenergéticos neuromuscular de Drosophila melanogaster.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Fluxograma do procedimento experimental
A metodologia adotada para este trabalho encontra-se estruturada, mostrando as

etapas da pesquisa pelos métodos quimicos e bioldgicos, descritas no fluxograma
apresentado pela Figura 8.

Figura 8 Fluxograma aplicado para a pesquisa com as cascas de H. sucuuba
comercial
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Fonte: A autora (2023)

4.2 Aquisicao do material vegetal
O material vegetal comercial utilizado na obtencdo dos extratos de H. sucuuba foi

adquirido no Mercado Municipal Adolpho Lisboa, conhecido como “Mercadao”, localizado
proximo ao Rio Negro, no centro de Manaus na Rua dos Barés, capital do Estado do
Amazonas. As cascas obtidas para analise foram tratadas, trituradas e armazenadas em

frascos no freezer (Figura 9).

37



Figura 9 Amostras vegetais da planta Himatanthus
sucuuba. (A) Pacote com cascas de sucuuba; (B)
Cascas; (C) Cascas trituradas

Fonte: A autora (2022)

O estudo foi registrado e autorizado no Sistema Nacional de Gerenciamento do
Patrimbnio Genético Tradicional Associado — SISGEN para acesso ao patrimoénio

genético com o n° A934F97.

4.3 Preparagao dos extratos
Inicialmente foi usado alcool 70%, na proporcédo de 3 gramas do material vegetal

(cascas secas trituradas) para 15 mL do alcool para adquirir 0 extrato hidroalco6olico
(SMMHi). O extrato foi adquirido utilizando a lavadora ultrassénica (Eco- Sonics Q 3.0
Q25) por 20 minutos a temperatura de 30°C (triplicata). Apds os 20 minutos filtrou-se a
solucdo e acrescentou mais solvente, por fim trés ciclos na lavadora ultrassénica foram
necessarios para obtencéo do extrato. O rendimento do extrato SMMHi foi expresso em
porcentagem (Tabela 4). Além disso, com o intuito de garantir a conservac¢ao do produto,
manter-se-a o extrato em pequenas aliquotas refrigeradas.

Tabela 4 Rendimento dos extratos secos e triturados ap6s extracdo com 0s seus
respectivos solventes _
Extrato (3g) Rendimento (%)

SMMHi 16 %
Fonte: A autora (2022)

4.4 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)
O extrato SMMHi foi analisado por cromatografia em camada delgada utilizando-se

cromatoplacas de aluminio com gel de silica SiliaPlate TLC ALuminium Backed TLC
(SILICYCLE). As condi¢cOes de preparo das solugbes extrativas, os sistemas de eluicao,
procedimentos e reveladores foram preparados conforme Wagner & Bladt (1996), as

polaridades dos sistemas avaliados sofreram ajustes de acordo com o fator de retencao
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(Rf), parametro mais importante a ser considerado em CCD. 10 mg de cada amostra foram
diluidas em 1 ml de metanol. A amostra diluida foi aplicada em placas (5cm x 5cm) em
forma de banda com o auxilio de capilar de vidro com afericdo de 10 uL. Verificou-se os
seguintes metabdlitos secundarios: flavonoides, compostos fendlicos, alcaloides, taninos,
flavanona, terpenos, taninos e policetidios.

Os sistemas de solventes dos metabdlitos ajudaram na revelacdo dos compostos
da amostra. Diante das analises obteve-se o perfil fitoquimico das amostras vegetais da H.
sucuuba constituida nas cascas do caule. O sistema utilizado para a amostra foi de acordo
com a pesquisa da classe de metabdlitos secundarios ja pesquisados. A analise por CCD
foi realizada no laboratério de Quimica de Produtos Naturais da Universidade Federam do
Amazonas — UFAM. Os cromatogramas obtidos foram registrados e as placas
cromatograficas foram reveladas com os reveladores quimicos: DPPH, FeCls, NP/PEG,
vanilina sulfdrica, anisaldeido, sulfato cérico, Dragendorff, os reveladores fisicos 254 nm e

UV 366 nm foram através do equipamento CAMAG TLC Visualizer.

4.5 Espectrometria de Massas
No LABCEM (Laboratério de Cromatografia e Espectrometria de Massas) — UFAM, a

solucao do extrato hidroalcoolico (SMMHi) foi preparada em MeOH HPLC. Aliquota (10 pL)
da solucéo estoque foi posteriormente transferida para vals contendo 1mL de MeOH. Por
fim, 10 uL da solucéo diluida (10 ppm) foi analisada por insercao direta no espectrémetro de
massas. Equipamento: espectrometro ion trap LCQ FleetTM da marca Thermo Scientific®.
Fonte de ionizacdo APCI, nos modos de ionizacao positivo e negativo. Programa: Xcalibur
2,0 (Thermo Fisher Scientific, San Jose, EUA).
4.6 Prospeccéo fitoquimica

As Analises qualitativas de fenois, taninos, anticioaninas, antocianidinas, flavonoides,
leucoantocianidinas, catequinas, flavanonas, leucoantocianidinas, flavonas, flavondis,
flavanonas, flavanonois, xantonas, alcaldides, quinonas e cumarinas presentes no extrato
hidroalcoolico das cascas da planta, no qual realizou- se conforme o protocolo descrito por
Matos, 2009.

[“_112: Teste para fendis: Tomou-se o tubo nimero 1 e junte trés gotas de solucao alcodlica

de FeCl3. Agitou bem e foi observado qualquer variacdo de sua cor ou
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formacéo de precipitado abundante, escuro. Comparou-se com um teste em branco, isto
€, usando apenas agua e cloreto férrico.

- Coloracao variavel entre azul e o vermelho é indicativo da presenca de fendis,
quando o teste “branco” for negativo.

- Precipitado escuro de tonalidade azul indica a presenca de taninos pirogalicos
(taninos hidrolisaveis) e verde, a presenca de taninos flobabénicos (taninos condensados
ou catéquicos).

lﬂl‘a’ Teste para antocianinas, antocianidinas e flavonoides: Tomou-se o0s tubos de

nameros 2,3 e 4, acidificou um deles a pH 3, alcalinizou-se outro a pH 8,5 e o terceiro tubo
a pH 11. Observou-se qualquer mudanca da coloragéo do material.

- Aparecimento de cores diversas indica a presenca de varios constituintes, de acordo com
a tabela 5.

Tabela 5 Testes avaliativos dos compostos secundarios: antocianinas, antocianidinas,
flavonas, flavondis, xantonas, chaconas, auronas, flavonois

. Cor do meio

Constituintes Acido ) Alcalino &> Alcalino @19
Antocianinas e
Antocioanidinas Vermelho Lilas Azul-parpura
Flavonas, - -
Flavonois e
Xantonas Amarelo
Chaconas e -
Auronas Vermelho Verm. purpura
Flavonois - - Verm. laranja

Obs.: Nas misturas com varios constituintes reativos, a presenca de um pode mascarar a cor indicativa
da presenca de outro. * pH das solucdes.

Jﬂl‘i Testes para leucoantocianidinas, catequinas e flavonas: Tomou-se 0s tubos

numerados 5 e 6, acidulou-se o primeiro por adi¢cdo de HCI até pH 1-3 e alcalinizou- se o
outro com NaOH até pH 11. Aqueceu-os com auxilio de uma lampada de alcool durante
2-3 minutos, cuidadosamente. Observou-se qualquer modificacdo na cor, por
comparagao com os tubos correspondentes usados no teste anterior.

- Aparecimento ou intensificagdo de cor indica a presenca de constituintes

especificados na tabela 6.
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Tabela 6 Testes avaliativos dos compostos secundarios: leucoantocianidinas,
catequinas (taninos catéquicos) e Flavonas

o Cor do meio
Constituintes Acido @ Alcalino €5
Leucoantocianidinas Vermelha -
Catequinas (Taninos -
catéquicos) Pardo-amarelada

Flavonas .

Verm. laranja
Obs.: No caso de presencga de ambos, um constituinte pode mascarar a cor indicativa de outro. * pH
das solucdes

lﬂl i Teste para flavonois, flavanonas, flavanondis e xantonas: Adicionou-se ao tubo

de numero 7 alguns centigramas de magnésio granulado ou em fita e 0,5 mL de HCI
concentrado. Aguardou-se o término de reacdo indicada pelo fim da efervescéncia e
observe, por comparacdo mudanca na cor da mistura da reagdo nos tubos 5 e 7
(acidificados).

- Aparecimento ou intensificacdo de cor vermelha é indicativo da presenca de

flavonais, flavanonas, flavanondéis, e/ ou xantonas, livres ou seus heterosidios.

]ﬂl L Teste para confirmacdo de catequinas: Umedeceu-se bem a madeira de um

palito de fésforo no extrato hidroalcoolico. Fez-se evaporar o solvente e reumedeceu- se
uma face do palito com HCI concentrado, com auxilio de um bastao de vidro. Aqueceu-se
o palito por 2-3 minutos ao calor de uma chama de alcool, evitando que ele fique tostado.
Observou-se se houve aparecimento de coloracao no lado acidulado do palito.

- Cor vermelha ou pardo-avermelhada confirma a presenca de catequinas
indicada no teste de catequina.

NOTA EXPLICATIVA: No caso de extratos escuros, as modificacbes de cor
nestes testes ndo podem ser bem observadas. Aplique os mesmos testes, portanto, no

extrato diluido com etanol ou parcialmente descorado pelo carvao ativo.

L} X Teste para saponinas: Tomou-se 2 mL da solucéo do extrato hidroalcéolico e

agitou-se fortemente, por dois a trés minutos e observou-se a formacéo de espuma.
- Espuma persistente e abundante (colarinho) indica a presenca de saponina

(heterdsides saponinicos).
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]ﬂ L Teste para alcaloides: Tomou-se 2 tubos com 2 mL do extrato cada e adicionou- se

1 mL do reagente Dragendorff e no outro tubo 1 mL do reagente de Mayer. Observe a
formacéao do precipitado caracteristico.

- Precipitado flosculoso, pesado em pelo menos dois tubos € indicativo de
alcaloides. Obs.: Os alcaloides que precipitam facilmente com reagentes de Hager podem

ser separados sob a forma de picratos, a partir de extrato aquoso &cido.

]ﬂx‘iTeste para quinonas: Separe 5 mL de solu¢do etérea em um tubo de ensaio.

Adicionou-se ao tubo 2 mL de solucdo 6 mol/L de NH4OH, agitou-se bem a mistura e
deixou-se separar as duas fases. Observou-se o0 aparecimento de coloracdo na fase
aquosa.

- Cor vermelha na camada aquosa alcalina indica a presenca de quinona,
especialmente antraquinonas hidroxiladas na solucdo e seus heterosidios no extrato

hidroalcéolico.

X Teste para presenca da cumarina: Gotejou-se a amostra no papel filtro e em

seguida, aplicou-se uma gota de solucao de hidréxido de potassio (10%). A mudanca de

coloracéo, indicaria a presenca de compostos fendlicos.

4.7 Atividade antioxidante
4.7.1 Ensaio do potencial antioxidante de extratos da casca da planta

Himatanthus sucuuba através do sequestro do DPPH* em microplaca de Elisa

Investigacé@o do potencial antioxidante do extrato através do sequestro do DPPH em
microplacas de 96 pocos. Na solucdo DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) sobre a
atividade antioxidante foi feito de acordo com Peixoto et al., 2018. O ensaio de sequestro
de radicais livres de DPPH foi realizado a fim de avaliar a capacidade de sequestro do
extrato de casca de H. sucuuba pela reducdo de DPPH. Preparou-se a solucdo DPPH,
com 1mg de DPPH em 12 mL de metanol (CLAE), e apos foi pipetado 270 yL do reagente
DPPH, (100 pM) e misturados com 30 pL retirados das solucdes de cada extrato
microdiluidas (diluido em MeOH grau CLAE — concentragdo 1 mg/ml). As microdiluicdes
(100-0,78 pg/mL), foram realizados em 100 uL de DMSO em seguida incubadas e mantidas
sob reacdo por 30 minutos, sob protecdo da luz, foram utilizados metanol (grau CLAE),
como branco e a solucdo de DPPH, como controle negativo. A reacao colorimétrica foi
ocasionada pela oxirreducdo, onde o radical DPPH, que apresenta coloracdo violeta é

reduzido, alterando a coloracéo da
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mistura para amarelo. A leitura da absorbancia foi realizada no comprimento e onda de
515 nm em leitor de microplacas. Os valores das absorbancias foram convertidos em
porcentagem da capacidade de sequestro (%CS oprpH), determinada pela seguinte
equacao:

Abs
%CSpppe = 100 x 100

amostra

Abs controle

Onde, %CS prpH € percentagem de estabilizacdo, AbScontrole € @ absorbéancia inicial da
soluc@o e Absamostra € @ absorbancia da mistura reacional em 30 minutos (DPPH +
amostra).

4.7.2 Ensaio do potencial antioxidante de extratos da casca da planta

Himatanthus sucuuba através do sequestro do ABTS * em microplaca de Elisa

De acordo com os autores Torres et al., (2017); Santos et al., (2022), o ensaio de
atividade antioxidante envolveu a eliminacdo do radical cation ABTS ** que foi adaptado
para ser realizado em microplacas de 96 pocos, gerado a partir da oxidagdo de 2,2’-
azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico (ABTS).

A solucdo ABTS* foi preparada utilizando 5 mg de ABTS e 6 mg de Persulfato de
potassio e diluida em 5 mL de 4gua destilada. As amostras foram preparadas com 1mg de
cada extrato em 2 mL de DMSO totalizando 8 amostras para andlise. A solu¢cdo ABTS™* foi
ajustada 0,7 Onm * 0,05nm em espectrofotdmetro a 754 nm. Utilizou-se 270 uL do reagente
(100 pM) e adicionou-se 30 pL de extrato (diluido em MeOH grau CLAE — concentracao
1mg/mL) no pog¢o microdiluidas em 100 yL de DMSO. As microdiluigbes (100 a 0,78
Mg/mL). A determinacdo da porcentagem de ABTS foram realizadas em triplicatas, em
seguida encubadas e mantidas sob reacdo por 20 minutos, sob prote¢do da luz, foram
utilizados metanol (grau CLAE), como branco e a solucdo de ABTS, como controle
negativo. Apos incubacdo a 30°C, a absorbancia foi lida a 734 nm em um
espectrofotdmetro (Kasuaki UV-VIS) e comparada com uma curva de padrdo acido galico.
A absorbancia da reacdo foi mensurada a 734 nm a atividade de eliminacdo do radical
ABTS foi calculada de acordo com a capacidade do sequestro expressadas com
porcentagem (%CS asts), conforme a férmula abaixo:

AbS amostra

%CS =100 — ——x 100
% ARTS Abscontrole *
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Onde, %CS agTs € percentagem de estabilizacdo, AbScontrole € @ absorbancia inicial
da solucéo e Absamostra € @ absorbancia da mistura reacional em 20 minutos (ABTS +

amostra).

4.8 Determinacdo do teor de Fendis e flavonoides totais dos extratos das
casscas da planta Himatanthus sucuuba

4.8.1 Fendlicos totais
Os compostos fendlicos incluem mais de oito mil estruturas quimicas que podem

ser classificados pelo nimero e arranjo de seus atomos de carbono, sendo divididos em
pelo menos dez grupos, a saber: fendis simples, &acidos fendlicos, cumarinas,
isocumarinas, naftoquinonas, xantonas, estilbenes, antraquinonas, flavonoides e ligninas
(CROZIER, et al., 2009). O método mais utilizado € o Folin Ciocalteu para fendélicos para
fendlicos presentes em vegetais, padronizada por Singleton e colaboradores (1999).
Pesou-se 1 mg de extrato vegetal e/ ou padrao (acido galico). Adicionou-se 50 pL
de FOLIN diluido (1:10). Preparou-se respectivos brancos: 4gua destilada + extrato vegetal
(ou padrao) + carbonato. Incubacéao por 8 minutos. Adicionou-se 4,5 mL de carbonato de
sédio (0,4%). Aguardar 2 horas, incubando no escuro (ler 30 minutos e 1 hora). Ler
absorbancia em 740 nm. Calculo da absorbancia deve ser feito através de regra de trés:

Absorbancia do padrédo = 100%
Absorbancia da amostra = x

4.8.2 Flavonoides totais

A determinacdo de flavonoides totais foi realizada, segundo metodologia utilizada
por Chang e colaboradores (2002).

Primeiramente, o extrato foi diluido em etanol na concentracdo de 1mg/mL. Em
seguida, foi adicionado 30 yL de cada extrato e/ ou padrdo de quercetina (diluida em etanol
80% na concentracdo de 0,1 mg/mL) e 90 pL de etanol 95% em cada cavidade de
microplaca (colocar para leitura). Logo apés, foi adicionado 6 uL de cloreto de aluminio a
10% e 6 pL de acetato de potassio 1M, ambos diluidos em agua destilada. Para finalizar,
adicionou-se mais 168 uL de agua destilada. E para o branco, foram utilizados 30 uL de
extrato e/ ou padrao quercetina e 270 uL de etanol. A placa entéo, foi incubada por 30

minutos em temperatura ambiente e, em seguida, foi feita a
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determinacdo da absorbancia da leitura no comprimento de onda de 405 nm, em leitor
ELISA. O ensaio foi realizado em triplicata.

Os resultados foram obtidos utilizando-se, primeiramente, a diferenca das
absorbancias das amostras e do padréo pela absorbancia dos respectivos brancos. Logo

apos, foi calculada a determinacéo da concentracao de flavonoides:

Diferenca extrato

Determinagao de flavondides: .
eterminacao efavon()l es Média da diferenga do x

padrao

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo e apresentados em
tabela.

4.9 Atividade bioenergética neuronal e muscular de Drosophila melanogaster exposta
ao extrato de Himatanthus sucuuba e agrotoxico paraquat

4.9.1 Cultura de Drosophila melanogaster

Os estoques de Drosophila melanogaster linhagem selvagem Canton-S foram
mantidos em ambiente climatizado a 25 +/- 1°C com 70-80% de umidade e fotoperiodo de
12/12hs. A alimentacéo para D. melanogaster foi composta de meio enriquecido de farinha
de milho (6,5%), levedura (6,5%), agar (1%) e metil-p-hidroxibenzoato (3%) (DEPETRIS-
CHAUVIN et al., 2017). Para os experimentos, 0s animais serdo alimentados em 4 grupos:
(@) Grupo Controle (CTRL), contendo a alimentacdo padrdo para D. melanogaster; (b)
Alimentacédo padrao suplementada com extratos de H. sucuuba; (c) Alimentacdo padréo
com 200 pg/mL de Paraquat (PQ) (SOUZA et al.,, 2019); e (d) Alimentagdo padrao

contendo extratos de H. sucuuba e 200 ug/mL de PQ.

4.9.2 Teste de Sobrevivéncia e Escalada

Para o teste de sobrevivéncia, cada tubo contendo as condi¢fes de alimentacéo
como descrito no item 4.9.1, juntamente com o0s animais foram monitorados por 30 dias
até os animais morrerem. Por outro lado, a atividade de escalada sera mensurada como
descrita por Benzer (1967), usando um experimento de contracorrente (INAGAKI et al.,
2009). Os resultados serdo obtidos mediante o indice de fototaxia (ZIEGLER et al., 2015).
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4.9.3 Avaliacao do perfil bioenergético

A formacdo de ATP via respiracdo celular esta diretamente relacionada com a
atividade metabdlica desempenhada pela mitocondria (CHISTIAKOV et al., 2014). Para
mensurar o perfil bioenergético (térax) frente as condicbes descritas no item 4.9.1, os
ensaios foram realizados espectrofotometricamente e os resultados normalizados pela
concentracao de proteinas da amostra (SPINAZZI et al., 2012; BRADFORD,1976).

4.9.4 Citrato sintase (CS)

A enzima citrato sintase (CS) catalisa a condensacéo de acetil coenzima A (acetil-
CoA) e oxaloacetato em citrato e coenzima A com grupo tiol (CoA-SH), a primeira etapa
do Ciclo de Krebs (SHEPHERD & GARLAND (1969). Para o ensaio, utilizou-se 10 ug de
proteina em tamp&o Tris-HCI 0,1 M contendo 0,3 mM Acetil-CoA, 0,1 mM Acido 5',5'-
Dithiobis-2-nitrobenzdico (DTNB) e 0,10 % Triton X-100. Os ensaios foram mensurados

espectrofotometricamente (SRERE, 1969).

4.9.5 Lactato enzimético

Quinze torax (dissecados e armazenados a -20°C em inibidor de protease) foram
macerados e homogeneizados em tampéo fosfato de sédio 0,1 M pH 7,4. O
homogeneizado foi centrifugado a 10000xg por 10 min a 4°C e o sobrenadante coletado.
O conteudo de lactato foi medido pelo método da lactato oxidase. A reagdo (5 min) foi
iniciada adicionando 10 pL de amostra a 0,2 mL de tampao de ensaio, de acordo com as
instrucdes do fabricante (Labtest, Brasil, cat. n°® 138-1/50). A absorbancia foi monitorada
espectrofotometricamente a 550 nm usando um Espectrofotdmetro Varian Modelo Cary
50MPR (Varian Ltd., Melbourne, Australia). Cada amostra foi processada em quintuplicata
e os valores de absorbéancia foram expressos em mg/dL de lactato por quantidade total de

prote ina na amostra.

4.9.6 Avaliacao do estresse oxidativo
4.9.6.1 Proteina carbonilada

O conteudo de proteina carbonilada frente as condigfes descritas no item 4.9.1 foi
baseado na incubacdo da amostra (0,5 mg de proteina) em 2,4-dinitrofenil hidrazina por 1h,
posteriormente, a proteina sera precipitada em acido tricloroacético (TCA) (20%), o pellet
lavado duas vezes em acetona e dissolvido em tampéao Tris-HCI 2 mM (pH 7,4, contendo

2% de SDS). A absorbancia resultante de tal condicdo sera
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verificada em 370 nm, a qual expressara nmoles de carbonila / mg de proteina (WOLFF,
1994).

4.9.6.2 Atividade da acetilcolinesterase (AChE)

Para a realizacdo de tal experimento, apds dissecar as amostras em PBS
suplementada com glicose, sera feito a quantificacdo da concentracdo proteica e a
atividade de acetilcolinesterase determinada espectrofotometricamente (ELLMAN et al.,
1961).

4.10 Quantificacao de proteinas
A concentracdo de proteinas foi determinada pelo ensaio de Bradford, utilizando
albumina do soro bovino (BSA) como padrao (0,05 — 0,5 mg/mL) (BRADFORD, 1976).

4.11 Analise estatistica utilizada para os experimentos com D. melanogaster

Os dados apresentados serdo as médias +/- S.E.M. N médias no numero de
Drosophila melanogaster por grupo usado em cada experimento. As andlises estatisticas
serdo realizadas utilizando One-way ANOVA para multiplas comparacfes, tendo como
suporte o software GraphPad Prism 7 (San Diego, CA, USA). Os resultados serao
considerados estatisticamente significativos quando P<0,05 (*P<0,05; **P<0,01;
***P<0,001) e ns para P>0,05.

4.12 Analise Estatistica
Os dados estatisticos gerados correspondem a média de trés repeticdes (n=3) +
desvio padrdo da média adotando analise de variancia (ANOVA). Todas as analises foram

realizadas usando o programa GraphPad Prism (San Diego, CA, USA), versao 9.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Para os perfis em CCD das cascas de H. sucuuba, foram testadas diferentes fases
moveis até o devido sistema (Tabela 7), que apresentou separacdo dos componentes. As
cromatoplacas obtiveram suas revelacdes em diferentes reagentes apropriados que
produzem cor caracteristica em cada tipo de substancia, auxiliando em uma melhor

determinacao das classes das substancias contidas no extrato.

Tabela 7 Sistemas de solventes otimizados quanto a polaridade

Extrato Sistema de solventes otimizados (Elui¢fes)

Hidroalcoolico AcOEt — HCOOH — AcOH — H20 (100:11:11:26)

AcOEt = Acetato de etila; HCOOH = Acido formico; AcOH = Acido acético; Hex = Hexano; H20 = Agua.
Fonte: A autora (2022).

5.1.1 Extrato hidroalcoéolico

O extrato hidroalcéolico foi aplicado na placa cromatografica. Fase mével: acetato
de etila, &cido formico, acido acético, hexano, &gua (100:11:11:26). A amostra
hidroalc6olica revelada com o revelador DPPH sugere-se a atividade antioxidante do
extrato SMMHi (Figura 10A). ApoOs exposicdo da placa do extrato hidroalcoolico luz
ultravioleta (UV — 254 nm) observou-se Rf com o valor de 0,64. A cor visualizada pelo olho
humano é por conter substancias cromoforas (sistemas conjugados), pois absorvem
radiacdo UV e tornam-se fluorescentes (indicativo de liga¢gdes insaturadas conjugadas ou
pares de elétrons livres) (Figura 10 B). A luz UV 366 nm apresentou correspondéncia
significativa (Figura 10 C). A revelacdo quimica com vanilina sulfarica apresentou
resultados significativos para taninos condensados (Figura 10 D) (WAGNER;
BLADT,1996). O teste com a reagdo com cloreto férrico, indicativo de fendis e compostos
enolizaveis (Figura 10 E), no extrato revelado com o anisaldeido observou-se Rf no valor
de 0,54, cromatograma observado na luz visivel (ALEXANDRE; ROCHA, 2017). O extrato
SMMHi indicou a possivel presenca de terpenos ou esteroides devido a formacdo de
bandas neste revelador (Figura 10 F) (WAGNER; BLADT,1996).
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Figura 10 Perfil cromatogréfico do extrato hidroalc6olico de Himatanthus sucuuba.
Placas reveladas com (A) DPPH, (B) UV 254, (C) UV 366, (D) Vanilina sulfarica, (E)
Cloreto férrico, e (F) Anisaldeido

Fonte: A autora (2022).

5.2 Espectrometria de massas
O extrato hidroalcéolico das cascas de Himatanthus sucuuba (SMMHi) foi analisado

por espectrometria de massas e os dados obtidos foram utilizados para sugerir o perfil
guimico e as possiveis substancias presentes nas cascas. Duas varreduras completas
foram obtidas APCI-MS (+) (Figura 11) e APCI-MS (-) (Figura 12). Conforme a literatura foi
possivel sugerir 2 compostos com peso molecular relacionado e a fragmentacdo das
substancias (Tabela 8). Apesar dos espectros de massa do extrato hidroalcéolico das
cascas da sucuuba apresentarem outros ions majoritarios, ndo foram sugeridas, pois nao
houve correspondéncia com dados da literatura. Contudo, pode-se obter 2 substancias:

uma lactona terpénica (plumericina) e 1 acido clorogénico (acido 4,5-dicafeoilquinico).
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Figura 11 Espectro de massa do extrato das cascas de Himatanthus sucuuba APCI —
MS (+)
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Fonte: A autora (2023).

Figura 12 Espectro de massa do extrato das cascas de Himatanthus sucuuba APCI -
MS (-)
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Fonte: A autora (2023).
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Tabela 8 Substancias propostas para o extrato hidroalc6olico das cascas de H. sucuuba

por Espectrometria de massas

Substancia Quimica MM m/z Fragmentacéao
FM (g/mol) Dalton m/z Modo | Intensidade
Dalton
Plumericina 290,27 201 230, 258 + 98%
C15H1406
Acido 4,5-dicafeoilquinico | 516,45 g/mol 515 353, 162 - 100%
C25H24012

Legenda: FM = Formula molecular, MM: massa molecular, m/z= massa/carga. Fonte: A autora (2023).

Os picos observados da fragmentacao da plumericina corresponde com a literatura
230, 258 Daltons (POPOV; HADJIEVA, 1983). Assim, como o pico majoritario de 291
Daltons. No &cido 4,5-dicafeoilquinico o pico majoritario 515 e seus fragmentos 353 e 162
Daltons correspondem com a literatura (GRUNENNVALDT et al., 2020).

Até o momento, as substancias como o acido 4,5-dicafeoilquinico e o acido quinico
ndo foram indicados ser um constituinte da espécie Himatanthus sucuuba. No entanto, o
acido 4,5-dicafeoilquinico foi isolado das espécies vegetais, Hedera helix (TRUTE;
NAHRSTEDT, 1997), Ainsliaea fragrans (WANG; LIU, 2007), e Tussilago farfara (WU et
al., 2015). A plucericina foi encontrada em muitas plantas medicinais, inclusive no género
Himatanthus Wild, nas espécies Himatanthus tarapotensis (GUERRA et al., 2022),
Himatanthus sucuuba (ABDEL-KADER et al., 1997), Himatanthus fallax (CASTILHO et
al., 2007), Himatanthus drasticus (ABDEL-KADER et al., 1997), Himatanthus bracteatus
(FIGUEIREDO et al., 2017), Himatanthus phagedaenicus (VELOSO; NAGEM; OLIVEIRA,
1999). Outras espécies do género Himatanthus Wild ainda ndo passaram por uma

prospeccéo fitoquimica preliminar dos constituintes fitoquimicos.

5.2.1 Plumericina
Na figura 13, podemos observar o espectro de massas m/z 291[M+H] * e seus

fragmentos m/z 258, 230. Sugerindo a substancia iridoide plumericina (POPOV;,
HANDJIEVA, 1983). A férmula molecular da plumericina corresponde a CisHi1406 € sua

massa molecular é de 290,27 g/mol.
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Figura 13 Fragmentacdo do pico m/z 291 [M+H] + do extrato hidroalc6olico das cascas
da H. sucuuba referente a plumericina
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Fonte: A autora (2023).
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A plumericina € uma lactona terpénica, um produto natural que € fruto de pesquisas

com o intuito de adquirir seu potencial farmacolégico. Muitos estudos indicam algumas

atividades terapéuticas da substancia (Tabela 9).

Tabela 9 Atividade terapéutica da substancia plumericina

Atividade terapéutica Bioensaio Referéncia
Previne a inflamacao intestinale o Células IRC-6 RAPA etal., 2019
estresse oxidativo Camundongos machos CDI

Antimicobacteriana

Cepas de M. tuberculosis

KUMAR et al., 2013

Antifangica Candida albicans, C. krusei,
C. glabrata, C. tropicalis e SHARMA et al., 2011
Cryptococcus neoformans
SAENGSAI et al.,
Antibacteriana Enterococcus

faecalis e Bacillus subtilis

2015

Inflamag&o intestinal

Células IRC-6
Camundongos machos CDI

RAPA et al., 2021

Antifangica

Colletotrichum
gloeosporioides

HARON et al., 2013

Combate o carcinoma cervical

Células cancerosas Bu25TK
e HelLa

SUN et al., 2016

Fonte: A autora (2023).
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5.2.2 Acido 4,5-dicafeoilquinico
O ion [M + H] ~ no espectro EPCI-MS (-), foi observado em m/z 515, que

corresponde ao acido 4,5-dicafeoilquinico, um fragmento de ion em m / z 353 atribuido
a[M—-H-162] -, com a perda de 162 u correspondente ao acido cafeico e um fragmento
em m/z 161 [M — H — 354] ~ correspondente a eliminacdo da fracdo acido clorogénico
(MERFORT; WENDISCH ,1987; LIMA et al., 2017). Sua férmula molecular &€ C2sH24012€
sua massa molecular corresponde a 516,45 g/mol (Figura 14).

Figura 14 Fragmentagdo do pico 515 [M-H] — do extrato hidroalc6olico das cascas de
H. sucuuba referente ao acido 4,5-dicafeoilquinico
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Fonte: A autora (2023).

O acido 4,5-dicafeoilquinico ou 4,5-diCQA pode ser encontrado no cha verde
(Camellia sinensis), soldado galante (Galinsoga parviflora), chapéu de couro (Echinodorus
grandiflorus), arnica (Arnicae flos), cha branco (Camellia sinensis) e alecrim (Rosmarinus
officinalis), que € amplamente consumido no Brasil e em outros paises (MEINHART, et al.,
2017). O 4,5-diCQA nédo consta como substancia isolada do género Himatanthus, no
entanto, constitui em espécies da familia Apocynaceae como € o caso da espécie
Mandevilla dardonoi (LINS et al., 2018), espécie Alstonia boonei (OKOYE; NWOKOYE;
OKOYE, 2022), espécie Adhatoda vasica (KUMAR et al., 2011), espécie Adrosgraphis
paniculata (GAO et al., 2008), e outras semelhantes. Estudos indicam que o acido 4,5-

dicafeoilquinico pode ter potencial terapéutico conforme listagem na tabela abaixo:
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Tabela 10 Atividades terapéuticas da substancia 4,5 dicafeoilquinico

Atividade terapéutica Bioensaio Referéncia
Inibicdo de cancer de préstata Células LNCaP e PC-3  LODISE et al., 2019
Anti-inflamatorio Células RAW264.7 JANG et al., 2021
Alivio da osteoartrite Ratos Wistar JANG et al., 2022
Inibicdo da a — glicosidase Levedura PTP1B CHEN, et al., 2014
Anti - HBV Células HepG 2.2.15 ZHAO et al., 2014
Anti-HIV Método DeCIPhR HEYMAN et al., 2015
Neuroprotetor Ratos Wistar DA SILVA, 2017

Fonte: A autora (2023).

Tomados em conjunto, as atividades descritas acima do 4,5-diCQA indicam
potenciais opc¢les terapéuticas para o uso desta molécula como terapia, bem como
terapias combinadas para o manejo clinico de doencas (LODISE et al., 2019).

5.3 Prospeccéao fitoquimica
De acordo com os resultados obtidos pelo rastreio fitoquimico do extrato
hidroalcoolico da casca da planta Himatanthus sucuuba revelaram a presenca de fendis,

terpenoides, taninos galicos; saponinas e antraquinonas néo foram detectados (Tabela 11).

Tabela 11 Analise dos metabdlitos do extrato hidroalc6olico de H. sucuuba

Composto fitoquimico Observagéo
Saponinas -
Fenois +
Taninos -
Quinonas -
Alcaldides +

Antraquinonas -

Terpenoides +

Taninos galicos +

Legenda: (-) ndo detectado; (+) detectado. Fonte: A autora (2023).
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A figura 15, comprova a presenca de taninos galicos na amostra do extrato das
cascas de H. sucuuba avaliadas, a partir da mudanca visual de coloracdo nos tubos de
ensaio.

Figura 15 Reacles de identificacdo de taninos galicos (A),
tlerpenoides (B), fendis (C), alcaloides (D

— -

- \ U
e T

Fonte: A autora (2023).

A presenca dos metabolitos secundéarios apresentados pela prospeccao
fitoquimica da planta Himatanthus sucuuba enquadra com a literatura para a presenca de
alcaloides (VALE et al., 2014; HERRERA-CALDERON, 2021), taninos (SANTOS et al.,
2013), terpenoides (HERRERA-CALDERON, 2021) e taninos galicos (SANTOS et al.,
2013). Alcaloides podem ter efeito farmacoldgico e terapéutico como antimicrobiano, anti-
helmintico, anti-inflamatoério, expectorante, reumatismo, analgésico dentre outras
aplicacbes (MOLOUDIZARGARI et al., 2013). Os taninos hidrolisaveis tém o potencial

nutracéutico. Ja4 os galotaninos e elagitaninos apresentam diferentes propriedades
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bioquimicas que resultam em varios beneficios para a saude, por exemplo, antidiabético,
antimutagénico, antimicrobiano, todos os taninos sdo associados a capacidade
antioxidante (WALL-MEDRANO, 2015). Os terpenoides possuem uma ampla gama de
atividades biolégicas e farmacoldgicas como tratamento na osteoporose (BELLAVIA et
al., 2021), efeito antibacteriano, anti- inflamatorio, analgésico, ansiolitico e antidepressivo
(ARJMAND; HAMBURGUER; DASTAN, 2022; LU et al., 2023). A ingestdo de compostos
fendlicos em concentracbes adequadas pode apresentar efeitos promissores na
prevencao de doencas como a obesidade, diabetes, Parkinson, Alzheimer, entre outras
(ARAUJO et al., 2021).

5.4 Determinagdo de compostos fenolicos e flavonoides totais das cascas de
Himatanthus sucuuba

A espécie Himatanthus sucuuba em estudos anteriores indicou a presenca de
compostos fendlicos e flavonoides no latex, nas cascas e nas folhas (REBOUCAS et al.,
2013; HERRERA-CALDERON et al., 2021). A analise do extrato hidroalcoolico das cascas
de H. sucuuba indicou teores de fendis e flavonoides totais (Tabela 12).

Tabela 12 Teor de compostos fendlicos totais e compostos flavonoides totais do
extrato das cascas de H. sucuuba

Analise Teor
Compostos fendlicos totais 43,33 mg GAE/g
Compostos flavonoides totais 44,09 mg GAE/g

Legenda: mg GAE/g: miligramas de acido galico equivalentes a gramas de extrato vegetal. Fonte: A
autora (2023).

A quantificacdo dos fendlicos totais (43,33 mg GAE/g de extrato) e o teor de
compostos flavonoides totais (44,09 mg GAE/g de extrato), mostrou um contetdo
semelhante em plantas da Amazdénia como Byrsonima japurensis (59,4 mg GAE/g de
extrato), Calycophyllum spruceanum (60,2 mg GAE/g de extrato), Maytenus guyanensis
(58,7 mg GAE/g de extrato) (VARGAS et al.,, 2016), Bactris gasipaes (30 mg GAE/g de
extrato) (SANTOS et al., 2015), e semente de Rourea gardneriana (54,11 mg GAE/g de
extrato) (MONTERO et al., 2018).

5.5 Atividade antioxidante frente ao radical DPPH, radical ABTS
O resultado da atividade antioxidante do extrato das cascas de Himatanthus

sucuuba foi feita in vitro e estado descritos na tabela 13.
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Tabela 13 Atividade antioxidante quantitativa frente ao radical DPPH e radical
ABTS do extrato das cascas da planta Himatanthus sucuuba

Teste Média de inibicéo (%)
DPPH 31,981 yg/mL!?
ABTS 49, 512 yg/mL?2

Legenda: 1 Expresso em % de inibicdo do radical DPPH; 2 Expresso em % de inibi¢cdo do radical
ABTS. Fonte: A autora (2023).

O ensaio ABTS € baseado na geracdo de um ABTS azul/iverde que os
antioxidantes podem reduzir, enquanto o ensaio DPPH é formado diminuindo o
DPPH/roxo para 1,1-difenil-2-picrilhidrazina/amarelo. Estudos com ensaios DPPH e ABTS
com plantas amazonicas como Byrsonima japurensis (8,4 yg/mL), Calycophyllum
spruceanum (7,5 yg/mL e 5 yg/mL), Maytenus guyanensis (28,4 yg/mL e 8,2 yg/mL),
Passiflora nitida (49,9 yg/mL e 38,5 yg/mL) e Ptychopetalum olacoides (29,7 yg/mL e 8,7
yg/mL) (VARGAS et al.,, 2016) demostraram diferentes atividades de eliminagdo dos
compostos naturais dependendo da fonte para metabolismo secundario. Nossos
resultados mostraram 31,981 yg/mL para DPPH e 49,512 yg/mL para o ensaio ABTS, um
impacto significativo para as cascas de Himatanthus sucuuba em comparacdo com as

plantas amazdnicas descritas.

5.6 Toxicidade do extrato de H. sucuuba no desenvolvimento de Drosophila
melanogaster

Durante o estagio de pupa, o formato do corpo de uma mosca pode ser
convenientemente  descrito pela proporcdo axial de sua cuticula (AR,
comprimento/largura). Nossos resultados demostraram proporgdes referentes as
concentracfes do extrato de H. sucuuba na alimentacéo de larvas de D. melanogaster por

cinco dias (Figura 16).
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Figura 16 Razé&o axial nas pupas de D. melanogaster
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Legenda: o formato do corpo de uma pupa pode ser descrito pelo comprimento(L)/
largura (W). Os valores representaram a médiax SEM de cinco experimentos. Os
resultados foram considerados estatisticamente significativos quando *p<0,05, **
p<0,01, ****p<0,0001: a versus CTRL, b versus 0,05 mg/mL, ¢ versus 0,075 mg/mL, d
versus 0,1 mg/mL, e versus 0,125 mg/mL. Fonte: A autora (2022).

Nossos resultados revelam os diferentes tratamentos propostos e influenciaram no
desenvolvimento larval e formacao da cuticula das moscas com valores de concentracao
do extrato das cascas de H. sucuuba com valores acima de 0,1 mg/mL, como o teor de
0,125 mg/mL. Inferiu-se que os resultados apresentados ndo apresentaram alta toxicidade
para as moscas. A dose segura de 0,1 mg/mL do extrato hidroalcéolico das cascas de

Himatanthus sucuuba demostrou seguranca na agéo do extrato e seus constituintes.

5.7 Taxa de sobrevivéncia de moscas expostas a diferentes concentracdes do extrato
das cascas de Himatanthus sucuuba
Moscas alimentadas com diferentes concentracbes do extrato de Himatanthus

sucuuba exibiram uma diminuicdo significativa na sobrevivéncia até dia 30 do
experimento. A capacidade locomotora de dietas de D. melanogaster suplementadas com
extratos vegetais foi realizada durante 30 dias, mas os dados com efeitos antioxidantes

(0,1 mg/mL) foram significativos aos 15 dias (Figura 17).
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Figura 17 Concentracdo do extrato das cascas de H. sucuuba no
desenvolvimento de D. melanogaster

1004 ®
'

80-

%

C*
e*** ok
60 z e i o+
1
30

e* a
? e** b*

L}
0 5 10 15 20 25

dias

e CTRL m 005 A 0075 v 01 e 0,125 o 025

( J
H. sucuuba (mg/mL)

Os valores representaram a médiat SEM de cinco experimentos. Os resultados
foram considerados estatisticamente significativos quando *p<0,05, ** p<0,01,
**+*n<(0,0001: a versus CTRL, b versus 0,05 mg/mL, ¢ versus 0,075 mg/mL, d versus
0,1 mg/mL. Fonte: A autora (2022).

Ao investigar o efeito toxico do extrato das cascas de H. Sucuuba pode-se indicar a
baixa toxicidade durante a ingestdo das concentracdes dos extratos. No entanto, a medida
gue a concentracdo aumenta, aumenta-se o risco de maior intoxicacdo pelo consumo do
extrato. Moura e colaboradores (2020) avaliaram a citotoxicidade e/ ou a mutagenicidade
da planta Himatanthus drastica em camundongos que ndo apresentou sinal de intoxicagao

com a dose limite de 2.000 mg/kg.

5.8 Atividade locomotora (teste de escalada)

O teste de escalada no dia 15 diferiu do controle apresentado diferencas
significativas em relacdo as concentracdoes de extrato de H. sucuuba versus (*p>0,05,
**p>0,01) (Figura 18).

A toxicidade é verificada através da mortalidade e do efeito do extrato no sistema
locomotor das moscas. A mortalidade é verificada de acordo com o nidmero de moscas

guando estdo em contato com diferentes concentracdes do extrato, enquanto a deficiéncia
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sob o aparelho locomotor € indicativa de uma possivel lesédo incapacitante (LUNA et al.,
2021).

Figura 18 Atividade de escalada de D. melanogaster alimentadas com
dieta suplementada com H. sucuuba
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Legenda: As moscas foram alimentadas com dieta padrdo ou dieta padréo
suplementada com extrato de H. sucuuba em diferentes concentra¢des (0,05 — 0,025
mg/mL). Os valores representaram a médiaz SEM de cinco experimentos. Os
resultados foram considerados estatisticamente significativos quando *p<0,05, **
p<0,01: a versus CTRL, b versus 0,05 mg/mL. ¢ versus 0,1 mg/mL. Fonte: A autora
(2022).

Para mensurar o efeito toxico dos extratos de H. sucuuba foram testadas diferentes
concentracdes (0,05 -0,25 mg/mL) e apenas 0,1 mg/mL apresentou efeito protetor contra o
envelhecimento e o estresse oxidativo celular ap6s 15 dias. Posteriormente, a intoxicacao
por PQ foi usada como modelo de dano celular para andlise do efeito de protecéo
muscular do extrato de H. sucuuba. A pesquisa com Drosophila melanogaster ajuda na
relevancia terapéutica da exposicdo de extratos/ isolados de plantas, particularmente na
investigacéo da toxicidade, ou seja, na seguranc¢a do uso da planta medicinal (PERVEEN
et al., 2021).

5.9 Anadlises bioldgicas
As analises para o perfil bioenergético foram mensuradas pelo lactato enzimatico e
pelo citrato sintase. A avaliacdo do estresse oxidativo foram mensuradas pela proteina

carbonilada, atividade de acetilcolinesterase (AChE), quantificacdo de proteinas.

5.9.1 Lactato enzimaético
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A suplementacdo de PQ induziu atividade enzimatica de lactato. A enzima lactato €
uma enzima chave do metabolismo energético no corpo, catalisando a reducédo do
piruvato a lactato. Seu potencial foi investigado devido a relevancia desta enzima e a
capacidade de destacar o metabolismo oxidativo neuromuscular que depende do lactato
derivado dos neurbnios motores onde eles estdo mais abundantes no tecido
neuromuscular. A exposicdo ao PQ aumentou a atividade da enzima lactato e o tratamento

com extrato da planta H. sucuuba impediu a mudanca (Figura 19).

Figura 19 Concentracdo de lactato no térax de D. melanogaster
alimentados com dieta suplementada com PQ e/ou H, extrato de H.

sucuuba
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Legenda: Os valores representaram a médiat SEM de cinco experimentos
independentes. Os resultados foram considerados estatisticamente significativos quando
*p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001: a versus CTRL, versus PQ. Fonte: A autora (2022).

Em Drosophila melanogaster, as células neuromusculares, metabolizam o lactato,
gue sao secretados e absorvidos pelas células do tecido muscular. Contudo, a glicélise
astrocitica remove a glicose do endotélio e gera lactato, destinado ao ciclo do citrato e a
cadeia respiratéria nas mitocondrias (VOLKENHOFF et al., 2015). No entanto, niveis
elevados de lactato sdo um biomarcador valioso de degeneracdo neuromuscular
relacionada a disfuncdo mitocondrial detectada nas doencas que envolvem o
envelhecimento (HARRIS et al., 2016; HUSSEINY et al., 2022). Neste estudo, a ingestao
de PQ por D. melanogaster aumentou significativamente a concentragcao de lactato no

térax, efeito prevenido pela ingestédo do extrato das cascas de H. sucuuba.

5.9.2 Atividade de acetilcolinesterase (AChE)
Os niveis de AChE expostos ao paraquat sdo elevados. A exposicdo ao extrato de

H. sucuuba com paraquat restaurou a AChE atividade aos niveis encontrados em moscas
no grupo controle. O grupo com extrato de H. sucuuba também obteve dados significativos

em comparacao ao grupo controle (Figura 20).
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Figura 20 Atividade de AChE em térax de D. melanogaster alimentados
com dieta suplementada com PQ e/ou extrato de H. sucuuba
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Legenda: Os valores representaram a médiax SEM de cinco experimentos
independentes. Os resultados foram considerados estatisticamente significativos
quando *p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001: a versus CTRL, versus PQ. Fonte: A autora
(2022).

Adicionalmente, nossos resultados mostraram que a exposi¢do ao PQ aumentou
a atividade da acetilcolinesterase (AChE), melhorou a hidrélise da acetilcolina e
reducdo da contragdo muscular nas membranas das células musculares. Dieta
suplementada com H. sucuuba demostraram efeito protetor na atividade da AChE
contra danos causados pela intoxicacdo por PQ, conforme relato por Carmo et al.,
2021).

Produtos naturais extraidos de plantas tém demonstracdo acao inibitéria da
acetilcolinesterase, como a fisostigmina (alcaloide) extraido das sementes de
Physostigma venenoso, terpenoides encontradas no oOleo essencial de Salvia
lavandulaefolia, tarazerol (triperpenpoide pentaciclico) obtido das raizes de Clitori
ternatea, bem como timosaponina, um esteroide saponina das raizes de Anemarrhena
asphodeloides (ABEYSINGHE et al., 2020; YAGI et al., 2020).

5.9.3 Citrato sintase
A exposicéo PQ induziu atividade do citrato sintase (CS), uma enzima do Ciclo de

Krebs que pode indicar conteddo mitocondrial ou melhora em varios tecidos
mitocondriais. Porém, moscas alimentadas com H. sucuuba apresentaram 0 mesmo

efeito fisiolégico com animais de controle (Figura 21).
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Figura 21 Atividade de citrato sintase em torax de D. melanogaster
alimentados com dieta suplementada com PQ e/ou extrato de H. sucuuba
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Legenda: Os valores representaram a médiax SEM de cinco experimentos
independentes. Os resultados foram considerados estatisticamente significativos
quando *p< b 0,05, ** p<0,01, *** p<0,001: a versus CTRL, versus PQ. Fonte: A autora
(2022).

A funcédo normal do metabolismo ilustra a importancia do delicado equilibrio entre
processos oxidante e antioxidante. Contudo, compostos naturais ou sintéticos podem
induzir estresse oxidativo, um mecanismo classico de dano celular e disfuncédo da doenca
(FROHNET; BEMLOHR, 2013; SCIALO et al., 2020). Nossos resultados mostraram que 0
PQ melhorou um ciclo redox no térax de D. melanogaster que aumentou a atividade do
citrato sintase (CS, uma enzima do Ciclo de Krebs indicativo de conteddo mitocondrial)
como efeito protetor contra o ambiente redox celular da producédo de ATP e maior estresse
oxidativo (HOSAMANI; BELANGER et al., 2011). Em estado restaurado, H. sucuuba na
concentragdo de 0,1 mg/mL por 15 dias demonstrou um efeito significativo no estresse

oxidativo, conforme evidenciado pelos niveis de proteina carbonilada e atividade de CS.

5.9.4 Teor de proteina carbonilada
PQ influenciou um ciclo redox intracelular que melhorou o estresse oxidativo no
musculo pela proteina carbonilada dos animais. Além disso, a dieta suplementada com H.

sucuuba foi capaz de bloquear o ciclo redox de EROs pelo PQ (Figura 22).
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Figura 22 Teor de proteina carbonilada
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Legenda: Os valores representaram a médiaxt SEM de cinco experimentos
independentes. Os resultados foram considerados estatisticamente significativos
quando *p< b 0,05, ** p<0,01, *** p<0,001: a versus CTRL, versus PQ. Fonte: A autora
(2022).

Finalmente, com base neste estudo, propusemos o uso de D. melanogaster na
triagem inicial de prospectivos amazOnicos extratos na protecdo neuromuscular,
principalmente apds a exposicao cronica de PQ. Além disso, esses resultados indicam mais

pesquisas nos possiveis compostos que podem estar relacionados a esta atividade.
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6. CONCLUSOES

A técnica CCD foi eficaz na separacdo mostrando as bandas indicativas de
terpenos, taninos galicos, fendis, derivados de fenilpropenoides do extrato das cascas da
planta H. sucuuba.

Este trabalho mostrou a capacidade da atividade antioxidante do extrato das
cascas da planta H. sucuuba (SMMHi). Os teores de compostos fendlicos e flavonoides
totais foram relativamente baixos.

As concentracfes de paraquat aumentam o risco do desenvolvimento de doencas
relacionadas ao envelhecimento e o estresse oxidativo devido ao periodo de exposicéo ao
agrotoxico prejudicando o organismo, no entanto, o extrato hidroalcéolico de H. sucuuba
ajudou no bloquei da acdo do agrotoxico no tecido muscular das moscas.

A pesquisa realizada para a atividade de protecdo neuromuscular foi desenvolvida
com o extrato SMMHi comprovou a atividade de protecdo contra o envelhecimento e o

estresse oxidativo.

Estudos futuros devem ser realizado com Drosophilas ou outros modelos animais,
juntamente com sucuuba para pesquisas de doencas humanas, como diabetes, doencas

neurodegenerativas e doengas cardiovasculares.
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Abstract

The Amazon rainforest is an essential source of scientific knowledge, so several
research groups seek to understand the role of Amazonian compounds in diseases.
Among the vast flora, Himatanthus sucuuba has a variety of therapeutic purposes and
is used for the first time in the neuroprotection induced by Paraquat (PQ) in Drosophila
melanogaster. In our study, we carried out phytochemical assays with the
hydroalcoholic extract of H. sucuuba, revealing qualitatively classes of secondary
metabolites and quantitatively total phenols (43.33 mg GAE/g extract-1), total
flavonoids (44.09 mg GAE/G Extract- 1) and antioxidant activity via DPPH and ABTS.
Furthermore, exposure of adult D. melanogaster (wild strain, Canton Special) to PQ
for 15 days caused increased oxidative stress, as evidenced by elevated levels of
protein carbonyls, lactate, and acetylcholinesterase and citrate synthase activities.
However, the diet supplemented with H. sucuuba (0.1 mg/mL) for 15 days prevented
damage from oxidative stress triggered by PQ. Our study aims to demonstrate the
protective effect of H. sucuuba extract on D. melanogaster exposed to PQ. Based on
our results, we suggest that extracts from the bark of H. sucuuba can prevent or
minimize human diseases caused by oxidative stress. Therefore, further studies on the
mechanisms involved in such activities will be necessary.

Keywords: Drosophila melanogaster; Neuroprotection; Antioxidants; Amazonian
plants.
Resumo

A floresta amazénica € uma importante fonte de conhecimento cientifico, por isso,
diversos grupos de pesquisa buscam compreender a atuacdo de compostos
amazonicos nas doencas. Dentre a vasta flora, Himatanthus sucuuba apresenta uma
variedade de fins terapéuticos, sendo aqui, utilizada pela primeira vez na
neuroprotecao induzida pelo Paraquat (PQ) em Drosophila melanogaster. Em nosso
estudo, realizamos ensaios fitoquimicos com o extrato hidro alcodlico de H. sucuuba
revelando qualitativamente classes de metabdlitos secundarios e quantitativamente
fendis totais (43,33 mg EAG/g extrato-1 ), flavonoides totais (44,09 mg EAG/G Extrato-
1) e atividade antioxidante via DPPH e ABTS. Ainda, a exposi¢cao D. melanogaster
adultas (linhagem selvagem, Canton Special) ao PQ por 15 dias causou elevado
estresse oxidativo, como evidenciado pelos elevados niveis de proteinas
carboniladas, lactato e atividades de acetilcolinesterase e citrato sintase. Entretanto,
a dieta suplementada com H. sucuuba (0.1 mg/mL) por 15 dias impediu os danos do
estresse oxidativo desencadeados pelo PQ. O nosso estudo visa demonstrar o efeito
protetor do extrato de H. sucuuba em D. melanogaster exposta ao PQ. Baseados em
nossos resultados, sugerimos que 0s extratos provenientes das cascas de H. sucuuba
podem prevenir ou minimizar doencas humanas causadas pelo estresse oxidativo,
para tanto, demais estudos relacionados aos mecanismos envolvidos em tal acéo
serao necessarios.

Palavras-chave: Drosophila melanogaster; Neuroprotecdo; Antioxidantes; Plantas
amazonicas.
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Resumen

La selva amazonica es un importante manantial de conocimientos cientificos, por eso

diversos grupos de investigacion buscan comprender la accion de los compuestos
amazodnicos sobre las enfermedades. Entre la extensa flora, el Himatanthus sucuuba
tiene una variedad de efectos terapéuticos y, en este caso, se utilizé por primera vez
en la neuroproteccion inducida por el Paraquat (PQ) en Drosophila melanogaster. En
este estudio, se realizaron ensayos fitoquimicos con el extracto hidroalcohdlico de H.
sucuuba mostrando cualitativamente las clases de metabolitos secundarios y
cuantitativamente los fenoles totales (43,33 mg EAG/g Extracto-1), los flavonoides
totales (44,09 mg EAG/G Extracto-1) y la actividad antioxidante por DPPH y ABTS.
Por otra parte, la exposicion de adultos de D. melanogaster (cepa salvaje, Canton
Special) frente al PQ por 15 dias, causé un alto estrés oxidativo, como muestran los
niveles elevados de proteinas carboniladas, el lactato y actividades de
acetilcolinesterasa y por el citrato sintasa. Ademas, una dieta suplementada con el
extracto de H. sucuuba (0,1 mg/mL) por 15 dias evito los dafios por el estrés oxidativo
provocado por el PQ. Nuestro estudio es demostrar el efecto protector del extracto de
H. sucuuba en D. melanogaster sometida al PQ. De acuerdo nuestros resultados,
sugerimos que los extractos de la cascara de H. sucuuba podran prevenir o minimizar
las enfermedades del ser humano causadas por el estrés oxidativo.

Palabras clave: Drosophila melanogaster; Neuroproteccion; Antioxidantes; Plantas
de la Amazonia.
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