UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
INSTITUTO DE BIOTECNOLOGIA
CURSO DE GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA

MARIA JULIA MAIA GONCALVES GRANATO

EXTRATO DE Salacia crassifolia ATENUA O ESTRESSE OXIDATIVO INDUZIDO
PELO ACUMULO DE LIPIDIOS EM CELULAS HepG2

PATOS DE MINAS - MG
ABRIL DE 2025



MARIA JULIA MAIA GONCALVES GRANATO

EXTRATO DE Salacia crassifolia ATENUA O ESTRESSE OXIDATIVO INDUZIDO
PELO ACUMULO DE LIPIDIOS EM CELULAS HepG2

Artigo cientifico apresentado ao Instituto de
Biotecnologia da Universidade Federal de
Uberlandia como requisito final para a obtencao
do titulo de Bacharel em Biotecnologia

Orientadora: Profa. Dra. Joyce Guerra
Coorientador: Me. Vinicius Marques Arruda

PATOS DE MINAS - MG
ABRIL DE 2025



MARIA JULIA MAIA GONCALVES GRANATO

Extrato de Salacia crassifolia atenua o estresse oxidativo induzido pelo acimulo de lipidios

em células HepG2

Artigo cientifico apresentado ao Instituto de
Biotecnologia da Universidade Federal de
Uberlandia como requisito final para a
obtencdo do titulo de Bacharel em
Biotecnologia.

Banca examinadora:

Dra. Joyce Ferreira da Costa Guerra— IBTEC — UFU
Presidente

Dra. Terezinha Aparecida Teixeira — IBTEC — UFU
Membro

Me. Bruno Quintanilha Faria—PPGCF — UFPR
Membro

Os membros da Comissdo Examinadora acima assinaram a Ata de Defesa que se encontra

no Sistema Eletrénico de Informac6es (SEI) da Universidade Federal de Uberlandia.

Patos de Minas, 25 de abril de 2025



AGRADECIMENTOS

A realizacdo deste trabalho s6 foi possivel gragas ao apoio e incentivo de diversas pessoas, as

quais sou eternamente grata.

Agradeco primeiramente a minha familia, por toda a compreensao e carinho ao lidar com a

distancia e por estarem presentes em todos 0s momentos dificeis.

Ao0s meus amigos e colegas de laboratério, principalmente aos do Laboratorio de Bioquimica e
Processos Redox, pelo companheirismo e pelos momentos de cumplicidade, que evitaram a

ocorréncia de um colapso mental.

A toda a comunidade da UFU, especialmente aos professores e funcionarios do curso de

Biotecnologia, pela exceléncia no ensino e pelo apoio constante ao longo da graduacao.

A professora Terezinha e ao Laboratério de Nanotecnologia Prof. Dr. Luiz Ricardo Goulart

Filho, pela colaboracgéo essencial no trabalho com o extrato e a espécie estudada.

As agéncias de fomento CNPq e 8 FAPEMIG, pelo apoio financeiro e pela concessao de bolsa

de pesquisa, essenciais para o desenvolvimento deste projeto.

A minha professora orientadora Joyce Guerra, pela dedicacdo, paciéncia e valiosas
contribuicdes académicas, fundamentais para a realizacao deste trabalho.



Extrato de Salacia crassifolia atenua o estresse oxidativo induzido pelo

acumulo de lipidios em células HepG2

Maria Julia Maia Gongalves Granato®, Vinicius Marques Arruda, Adilson Junior Alves
Bezerral, Frank Machado Silval, Tiara da Costa Silva>®, Diego Godina Prado*, Raoni Pais
Siqueira®, Terezinha Aparecida Teixeiral, Joyce Ferreira da Costa Guerra®”,

! Instituto de Biotecnologia, Universidade Federal de Uberlandia, Patos de Minas
38700-002, Brasil;

2 Instituto de Biotecnologia, Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia, MG,
38405-319, Brasil.

3 Instituto de Ciéncias Exatas, Naturais e Educaco, Universidade Federal do Triangulo
Mineiro, Uberaba, MG, 38025-440, Brasil

4 Instituto de Quimica, Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia, MG, 38405-
319, Brasil.

® Instituto Nacional da Propriedade Industrial, INPI, Rua Mairink Veiga, 9 - Centro, Rio
de Janeiro, RJ, 20090-910.

* Autor correspondente: joyceguerra@ufu.br

Resumo: A esteatose hepatica metabolica (MASLD) € a mais frequente das doencas cronicas
do figado no mundo e ainda ndo possui tratamento farmacoldgico aprovado. Sua patogénese é
multifatorial, sendo o estresse oxidativo o principal fator envolvido. Nesse contexto, espécies
do género Salacia tém despertado interesse devido ao seu potencial terapéutico e acgdo
antioxidante. Assim, este estudo avaliou os efeitos do extrato aquoso das folhas de S. crassifolia
(EAS) em um modelo in vitro da MASLD utilizando células HepG2 com acumulo de lipidios
induzido pela incubacdo com os &cidos graxos palmitico e oleico. A caracterizacdo fitoquimica
do EAS demonstrou a presenca de compostos bioativos, incluindo compostos fendlicos e
flavonoides e uma alta atividade antioxidante pelo método ORAC. O EAS ndo apresentou
citotoxicidade e, embora ndo tenha reduzido o acumulo de lipidios, promoveu melhora
significativa no balango redox das células, com diminuicéo dos niveis de ROS e aumento das
defesas antioxidantes, glutationa total, e atividade das enzimas superdxido dismutase, catalase
e glutationa transferase. Este € o primeiro estudo a associar S. crassifolia a modulagdo do
estresse oxidativo na MASLD, indicando seu potencial como fonte promissora de compostos
bioativos. Estudos adicionais sdo necessarios para elucidar os mecanismos moleculares
envolvidos.

Palavras-chaves: Acidos graxos; Antioxidantes; Bacupari; Espécies reativas de oxigénio;

Esteatose hepatica; Glutationa.



Abstract: Metabolic-associated steatotic liver disease (MASLD) is the most common chronic
liver disease worldwide and currently lacks approved pharmacological treatment. Its
pathogenesis is multifactorial, with oxidative stress being the main contributing factor. In this
context, species of the Salacia genus have attracted interest due to their therapeutic potential
and antioxidant activity. Therefore, this study evaluated the effects of the aqueous extract from
S. crassifolia leaves (EAS) in an in vitro model of MASLD using HepG2 cells with lipid
accumulation induced by incubation with palmitic and oleic fatty acids. Phytochemical
characterization of EAS demonstrated the presence of bioactive compounds, including phenolic
compounds and flavonoids, as well as high antioxidant activity measured by the ORAC method.
EAS showed no cytotoxicity and, although it did not reduce lipid accumulation, it significantly
improved the redox balance of the cells, decreasing ROS levels and increasing antioxidant
defenses, including total glutathione and the activity of the enzymes superoxide dismutase,
catalase, and glutathione S-transferase. This is the first study to associate S. crassifolia with
oxidative stress modulation in MASLD, indicating its potential as a promising source of
bioactive compounds. Further studies are needed to elucidate the molecular mechanisms
involved.

Keywords: Antioxidants; Bacupari; Fatty acids; Glutathione; Hepatic steatosis; Reactive
0Xxygen species

1. INTRODUCAO

A esteatose hepatica metabolica (MASLD, Metabolic dysfunction-associated steatotic
liver disease) é uma condicdo caracterizada por um acumulo maior que 5% de lipidios nas
células do figado que pode evoluir para estagios mais graves como a esteato-hepatite, cirrose e
hepatocarcinoma [1]. Ademais, essa patologia é multifatorial e estd associada a resisténcia a
insulina (R1), diabetes mellitus tipo Il e obesidade. Atualmente, é a mais frequente das doencas
cronicas do figado, com uma prevaléncia estimada em mais de 30% na populacéo global, e
aproximadamente 35% no Brasil [2,3].

O figado desempenha um papel essencial na homeostase do metabolismo lipidico, sendo
responsavel pela sintese e exportacao de acidos graxos (AG). Entretanto, a desregulacdo desse
processo leva ao acimulo de goticulas lipidicas nos hepatocitos, resultando em um aumento da
producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), disfuncdo mitocondrial e estresse no reticulo
endoplasmatico [4]. Em condicdes fisiologicas, as ROS séo neutralizadas pelo sistema de defesa
antioxidante endogeno, através da acdo das enzimas, como a superdxido dismutase (SOD), que
transforma o anion superdxido em peroxido de hidrogénio (H20:), o qual é neutralizado pela
acdo da catalase (CAT) gerando &gua e oxigénio molecular, e glutationa peroxidase (GPx) que
também decompde o0 H202 em &gua ao utilizar a glutationa (GSH) como doador de elétrons,
peroxidos organicos e xenobioticos sdo reduzidos pela glutationa S-transferase (GST) [5].

Adicionalmente, a GSH é oxidada na reacdo catalisada pela GPx a sua forma glutationa



dissulfeto (GSSG), a qual é reduzida novamente a GSH pela glutationa redutase, uma reacao
dependente do NADPH, formando um ciclo redox [6]. No entanto, o desequilibrio entre a
producdo excessiva de ROS e a a¢do das defesas antioxidantes desencadeia o estresse oxidativo,
um dos principais fatores envolvidos na patogénese da MASLD [1]. Pacientes diagnosticados
com a doenca, frequentemente apresentam niveis elevados de ROS e produtos de peroxidacao
lipidica, e alteracdo do balanco redox [7]. Essas evidéncias reforcam o papel central do estresse
oxidativo na MASLD e destacam a importancia da compreensao dos mecanismos moleculares
envolvidos, visando aprimorar estratégias de diagndstico e tratamento.

Até o momento, ndo existe tratamento farmacolégico aprovado para a MASLD. Uma
alternativa promissora para o desenvolvimento de novos agentes é o uso de compostos bioativos
derivados de plantas [8]. Os metabdlitos secundarios podem ser classificados em trés grandes
grupos, compostos fendlicos, terpenos e alcaloides e suas propriedades bioldgicas estdo
intimamente relacionadas a sua ampla diversidade estrutural [9]. Dentre os compostos
fendlicos, os polifendis se destacam por sua abundéncia e relevancia funcional, sendo
subdivididos em flavonoides e ndo flavonoides. Nesse contexto, diversas pesquisas tém
investigado suas propriedades, e ja foi demonstrado que, quando isolados, esses compostos
apresentam atividade antioxidante e antiesteatética, promovendo a reducdo do acimulo de
lipidios intracelular. Além disso, evidéncias indicam que os polifendis modulam o sistema
antioxidante celular, induzindo o aumento da atividade de enzimas antioxidantes e,
consequentemente, atenuando o estresse oxidativo [10]. Esses achados sustentam a hipotese de
gue tais compostos possuem potencial terapéutico na prevencdo e progressao da MASLD.

Nesse cenario, o Cerrado Brasileiro, o segundo maior bioma do pais, é considerado um
hotspot mundial de biodiversidade. Espécies do género Salacia (familia Celastraceae),
amplamente distribuidas na América do Sul, tém sido descritas na literatura como potenciais
fontes de compostos bioativos com propriedades antiinflamatérias e antidiabéticas [11]. Entre
as espécies deste género, Salacia crassifolia (Mart. Ex Schult.) G. Don, popularmente
conhecida como Bacupari, nativa do Cerrado brasileiro, tem sido usada na medicina tradicional
como um agente antiinflamatério, antitumoral e antimicrobiano [11,12]. Rodrigues et al [11]
determinaram a composicdo fitoquimica do extrato hexanico das folhas do S. crassifolia e
identificaram diferentes metabolitos secundarios como triterpenos pentaciclicos, flavonoides, e
esteroides, dentre outras moléculas. Além disso, os compostos testados apresentaram alta
atividade antioxidante, potencial de inibicdo da enzima acetilcolinesterase e acgéo
antimicrobiana. Em estudos adicionais, a pristimerina isolada, composto da classe dos

terpernos, combinada com o extrato bruto da S. crassifolia apresentou atividade antimicrobiana.



Outro composto isolado e testado, o flavonoide epicatequina, também apresentou atividade
contra o virus Mayaro, abrindo possibilidade para ser combinado com outras terapias antivirais
[13,14].

O objetivo deste trabalho foi determinar a composicao fitoquimica do extrato aquoso
das folhas de Salacia crassifolia (EAS) e investigar seus efeitos bioldgicos sobre a viabilidade
celular, o acimulo de lipidios e o estresse oxidativo em um modelo in vitro da esteatose hepatica

metabdlica.

2. RESULTADOS

2.1 Andlise do extrato por HPLC-ESI-MS/MS e determinacéo da capacidade antioxidante
A analise de composicdo quimica do EAS, através de HPLC-ESI-MS/MS, identificou

21 diferentes compostos (Tabela 1), classificados pela ordem do tempo de retencdo das

moléculas obtido pelo cromatograma (Figura 1). Dentre os principais achados, tem-se dois

acidos organicos, quatro terpenos e quatorze compostos fendlicos, seis dos quais pertencentes

a classe dos flavonoides, com destaque para o kaempferol, rutina e quercetina.
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Figura 1: Cromatograma obtido por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas
em tandem usando ionizacdo por eletrospray (HPLC-ESI-MS/MS) de uma amostra do extrato aquoso de S.
crassifolia. Cada pico corresponde a presenca de compostos bioativos identificados com base no tempo de retencédo
e comparacao com a literatura.



Tempo de

Composto retencio Massa Fragmento de ions (m/z) Formula
P ( (); Molecular MS/MS Molecular
min
Sorbitol 0.395 181.0745 15eV: 163, 119, 101, 89, 71, 59 CeH1406
Acido mélico 0.480 133.0142 15eV: 115, 89, 71, 59 C4HeOs
Acido citrico 0.528 191.0197 10eV: 111, 87, 85 CsHsOy
(Epi)galocatequina 15 eV: 483, 441, 423, 305, 177,
(epgalocatequina 0.863 609.1250 125 CaoH26014
Acido protocatecuico 1.061 315.0722 20 eV: 153, 152, 109, 108 C13H160s
glicosideo
Derivado de 1926 - 20 eV: 405, 289, 243, 179, 161, -
catequina ' 14,119, 113, 101, 89, 71, 59
(Epi)catequina- 15 eV:575, 467, 441, 423, 407,
(epi)galocatequina 1.961 593.1301 305, 289, 125 CaoH26013
Epigalocatequina 2.459 305.0667 20 eVv: 219, 171%’5167’ 165, 137, C15H1407
Cumaroil- hexosideo 2.742 325.0929 20 eV: 163, 119 C15H180s
Uveosideo 2.792 491.1348  20eV: 371, 311, 281, 251, 209 CarH240s
Lasiantionosideo : C19H3209
isBmero | 2.892 449.2028 20eV: 241 (HCOOH)
(Epi)catequina- 15 eV: 451, 425, 407, 289, 245,
(epi)catequina 2.912 577.1351 161, 125 CsoH26012
Lasiantionosideo . C19H3209
isomero 11 3.110 449.2028 20eV: 241 (HCOOH)
. . 15 eV: 245, 221, 205, 203, 179,
Epicatequina 3.541 289.0718 151,137, 125, 109 Ci15H1406
Diidro-vomifoliol 15eV: 387,179, 161, 119, 89, C19H320s
glicosideo formiato 3.824 4332079 71 (HCOOH)
Quercetina O-
glicosil-ramnosil- 4.390 771.1989 30 eV: 591, 505, 301, 300 C33H40021
glicosideo
Miricetina
ramnosideo- 4.457 625.1410 30 eV: 463, 317, 316, 300, 271 Co7H30017
glicosideo
Lariciresinol 4’-O- . Ca26H34011
glicosideo 4.490 567.2083 15eV: 521, 359, 329 (HCOOH)
- ., 20 eV: 385, 367, 327, 205, 298,
Vom'f?é'fr:]gt'gos'deo 4.673 431.1923 261, 223, 205, 165, 161, 119, (Clj‘(’:"gzoolj‘;
113, 101, 89, 71, 59
Quercetina xilosil- 4.856 741.1884 25 eV: 300, 161 CazHasOz0
rutinosideo
N.a 4,990 - 15eV: 387, 2977,1 271, 221, 161, B
Rutina 5.107 609.1461 30 eV: 301, 300, 271, 255, 179 C27H30016
Kaempferol-
glicosideo- 5.706 593.1512 30 eV: 285, 284, 255, 227, 151 C27H30015
ramnosideo
N.a 5.855 -- 30eV: 677, 609 --
N.a 6.188 -- - -

Tabela 1: Anotacdo dos compostos do extrato aquoso de Salacia crassifolia determinados por HPLC-ESI-MS/MS.



A capacidade antioxidante do EAS, testada em concentracdes de 2,5 a 100 pg/mL esté
representada na Figura 2. Os resultados indicam uma alta capacidade de sequestro do radical
peroxila do extrato aquoso das folhas de S. crassifolia e que o perfil da curva de decaimento da
amostra exibe um comportamento dose-dependente. Além disso, 0 EAS na concentracdo de 5,0
pg/mL foi mais eficaz em inibir o decaimento da fluoresecéncia que o antioxidante de referéncia
Trolox na mesma concentracao.

O EAS apresentou um valor médio de 7237,5 + 60,10 uM ET/g (equivalente de Trolox

por grama de extrato), revelando uma elevada capacidade antioxidante.

Controle

-
(=]
(=]

Trolox 5 pg/mL

0.75 100 pg/mL

20 pg/mL

0.50-
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T T T
20 40 60
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Figura 2: Cinética do decaimento da fluorescéncia do ensaio ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity)
durante 60 minutos na presenca de Trolox a 5 pg/mL e do extrato aquoso de Salacia crassifolia nas concentragGes
de 2,5a 100 pg/mL. Média £ DP = 7237,5 + 60,10 uM ET/g (equivalente de Trolox por grama de extrato) (n=3).

Esses resultados indicam que o EAS apresenta uma composi¢do rica em compostos
bioativos e com alta atividade antioxidante. Essa caracterizacdo é fundamental para elucidacdo

dos potenciais efeitos terapéuticos na MASLD.

2.2 Determinacao da carga lipidica intracelular

Para verificar o efeito do EAS sobre o contetdo de lipidios intracelular, foi realizada a
coloracdo com o corante Oil Red O (ORO), que apresenta afinidade por lipidios neutros,
conferindo-lhes uma coloragdo avermelhada, visualizada por microscopia optica. A anélise
quantitativa da coloragéo esta representada na Figura 3. Conforme esperado, no grupo controle
(C), a coloracéo observada foi pouco intensa. Em contraste, no grupo exposto aos acidos graxos
palmitico e oleico (FA), houve um aumento significativo na quantidade de goticulas lipidicas
intracelulares em relacdo ao grupo C. Os grupos tratados com o extrato de S. Crassifolia, apds
acumulo lipidico, nas concentragdes de 50 e 100 ug/mL (EAS50 e EAS100), ndo apresentaram
diferenca significativa em relacdo ao grupo FA, no entanto, apresentaram valores

intermediarios, semelhantes estatisticamente ao grupo controle, sugerindo uma possivel
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modulacéo do metabolismo de lipidios celular.
Em sintese, esses achados confirmam a eficiéncia da inducdo do acimulo de lipidios
induzido por acidos graxos em células HepG2 e, portanto, do modelo in vitro proposto e

indicam que o EAS pode apresentar potencial de modular o metabolismo de lipidios.
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Figura 3: Efeito do tratamento com o extrato aquoso de S. crassifolia (EAS) sobre o conteldo de lipidios
intracelular em células HepG2 com acUimulo de lipidios induzido por &cidos graxos. Fotomicrografias
representativas da coloragédo com Qil red O (ORO) e hematoxilina em células HepG2 com ampliacdo de 200x. (B)
Quantificacdo da densidade ptica a 510nm apds ensaio colorimétrico com ORO. Os dados foram expressos como
média £ DP. ** p < 0,01.

2.3 Determinacao da viabilidade celular e citotoxicidade

Para determinar o efeito do EAS sobre a viabilidade celular apds 24h de tratamento
(Figura 4), foi realizada a coloragdo com sulforodamina B (SFB). Esse corante possui alta
afinidade as proteinas, sendo a intensidade da cor proporcional as células viaveis aderidas nos
pogos. Foram testadas cinco diferentes concentragdes do extrato na auséncia (grupos controle;
grafico A) e presenca de &cidos graxos (grafico B). Apenas as concentragdes acima de 125
ug/mL apresentaram diferencas significativas em relacdo com o controle. Ja nas células tratadas
com os cidos graxos, as concentrages do EAS a partir de 100 pg/mL diminuiram a viabilidade
celular.

A citotoxicidade foi mensurada pela atividade da lactato desidrogenase (LDH) (gréafico
C), uma enzima que € liberada no meio extracelular quando ocorre danos a membrana celular.
Em comparagdo ao controle, os grupos FA e EAS100 foram significativamente maiores,

indicando um maior dano celular. Ja o grupo EAS50 apresentou uma reducéo significativa em
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relacdo ao grupo FA e com valores semelhantes ao grupo controle, demonstrando que, nessa
concentracdo, o extrato foi eficaz em reverter o dano causado pelos acidos graxos.
Assim, foi possivel determinar que na concentracdo de 50 pug/mL, o EAS ndo altera

significativamente a viabilidade celular ou apresenta citotoxicidade.
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Figura 4: Efeito do tratamento com o extrato aquoso de S. crassifolia sobre a viabilidade celular e citotoxicidade
(A) Determinagdo da viabilidade celular pelo ensaio colorimétrico da Sulforodamina B nas células HepG2 sem
inducdo do acumulo de lipidios apds tratamento com extrato por 24h. (B) Determinagao da viabilidade celular pelo
ensaio colorimétrico da Sulforodamina B nas células HepG2 com indugdo do acimulo de lipidios ap6s tratamento
com extrato por 24h. (C) Atividade da Lactato Desidrogenase (LDH) no sobrenadante celular apds 24h de
exposicao ao extrato. Os dados sdo expressos como média + DP (n =5). * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.

2.4 Quantificacdo dos marcadores do estresse oxidativo

Em um estudo prévio [15], foi demostrado que a exposicao aos &cidos graxos palmitico
e oleico, na concentragdo de 2mM, compromete a homeostase do sistema redox celular. Assim,
0 EAS foi avaliado quanto a sua capacidade de modular o equilibrio entre a producéo de ROS
e o sistema de defesa antioxidante.

Em relagdo ao conteudo total de ROS (figura 5), o grupo FA ndo apresentou diferenca

quando comparado ao controle, no entanto, o grupo EAS50 apresentou uma reducdo
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significativa em relacdo aos grupos C e FA.
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Figura 5: Conteldo total de espécies reativas ao oxigénio (ROS) ap06s 24 horas de tratamento com o extrato aquoso
de S. crassifolia em células HepG2 com acumulo de lipidios induzido por &cidos graxos. Os dados sdo expressos
como média £ DP (n = 10). * p < 0,05.

A glutationa é essencial para manter o equilibrio redox das células, por ser o principal
antioxidante celular. Os resultados (figura 6) mostram que o grupo EAS100, apresentou um
aumento significativo nos niveis de glutationa total em comparacao com os grupos C e FA. N&o

foram observadas diferencas na razdo GSH/GSSG entre os tratamentos.
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Figura 6: Efeito do tratamento com o extrato aquoso de S. crassifolia sobre o sistema glutationa em células HepG2
com acumulo de lipidios induzido por acidos graxos. (A) Conteldo de glutationa total (GSH). (B) Relacédo entre a
glutationa total e a glutationa oxidada (GSSG). Os dados sdo expressos como média + DP (n = 3). * p < 0,05,
**p<0,01, ***p <0,001.

Por fim, foram analisadas as atividades das enzimas envolvidas na defesa antioxidante
celular (Figura 7). Em relagdo a atividade das enzimas SOD (gréfico A) e catalase (grafico B),
foi observado um aumento significativo nos grupos FA e EAS50 em comparagdo com o
controle. Por outro lado, o tratamento com o EAS na concentragdo de 100 pug/mL, reduziu a

atividade de ambas as enzimas quando comparado ao grupo FA, a niveis semelhantes aos do



13

grupo controle.
De maneira semelhante, a atividade da GST (gréafico C), uma enzima envolvida na

detoxificacdo de substancias xenobidticas e enddgenas, também foi significativamente maior
nos grupos FA e EAS50 em relagdo ao controle. No entanto, no grupo EAS100, observou-se

uma reducdo significativa na atividade da GST quando comparada aos grupos C e FA.
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Figura 7: Efeito do tratamento com extrato aquoso de S. crassifolia sobre a atividade das enzimas do sistema de
defesa antioxidante em células HepG2 com acumulo de lipidios induzido por acidos graxos. (A) Atividade de
superoxido dismutase (SOD). (B) Atividade da catalase (C) Atividade de glutationa S-transferase (GST). Os dados
sdo expressos como média £ DP (n = 3). * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.

3. DISCUSSAO
No presente estudo foi investigado o efeito do extrato aquoso das folhas de Salacia

crassifolia sob um modelo in vitro da MASLD, doenca com alta prevaléncia na populagédo
mundial. Sabe-se que um dos principais fatores envolvidos em sua progressdo € o estresse
oxidativo, cujos biomarcadores foram avaliados, juntos a investigacdo da composicdo de
fitogquimicos, capacidade antioxidante e citotoxicidade do extrato. Até 0 momento, ndo ha na
literatura nenhum estudo com o extrato aquoso das folhas dessa espécie e por isso, este artigo
foi essencial para elucidar sua composicédo fitoquimica e efeitos bioldgicos.

A caracterizacdo fitoquimica de extratos de plantas medicinais é importante para a
compreensdo dos efeitos bioldgicos, uma vez que a combinacdo de metabolitos secundarios,
pode potencializar suas a¢des, devido a interagdes entre compostos e efeito sinérgico . Ademais,
o0s dados obtidos podem subsidiar a bioprospeccéo de compostos e o desenvolvimento de novos
produtos farmacoldgicos com potencial terapéutico, além de analogos semissintéticos que
retém capacidade antioxidante substancial, mas produzem efeitos adversos minimos [16].
Dentro do género Salacia ja foram descritas as composicoes de extratos de diferentes espécies,
com uma variedade de solventes e moléculas identificaveis [17-19]. No entanto, até o presente
momento sdo escassos 0s estudos que utilizaram a extracdo aquosa das folhas, mais
representativa da forma de uso popular. Nesse estudo, a analise fitoquimica do EAS revelou

uma diversidade de compostos, como polifendis (catequina, epigalocatequina, quercetina,
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miricetina, rutina e kaempferol), terpenos (vomifoliol e lasiantionosideo) e acidos organicos
(&cidos maélico e citrico). Além disso, compostos como o0 &cido protocatecuico,
lasiantionosideo, quercetina O-glicosil-ramnosil-glicosideo, quercetina xilosil-rutinosideo,
lariciresinol 4’-O- glicosideo, vomifoliol glicosideo formiato, rutina e kaempferol-glicosideo-
ramnosideo, foram identificados pela primeira vez nas folhas da espécie, indicando seu
potencial ainda inexplorado.

Por sua vez, a pristimerina, conhecido terpeno com atividade antitumoral e anti-
inflamatdria é descrito como um dos principais constituintes da S. crassifolia, tendo sido isolado
de extratos obtidos das raizes e do extrato etanolico das folhas [13,11]. Entretanto, nesta
pesquisa ndo foi identificado o composto, possivelmente devido as diferencas no método de
obtencdo do extrato. Por fim, esses achados reforcam a importancia do estudo e ampliam as
perspectivas de pesquisas desses compostos para fins terapéuticos.

A capacidade antioxidante do EAS foi analisada pelo método ORAC, técnica
amplamente utilizada para quantificar a eficacia de compostos em neutralizar radicais peroxila,
sendo considerada o "padrdo-ouro” entre 0s ensaios antioxidantes in vitro [21]. Também é um
método muito adaptavel por utilizar diferentes radicais, padrdes e tipos de amostras, além de
considerar tanto o tempo de inibigdo quanto o grau de inibigcdo da acdo dos radicais causada por
antioxidantes [22]. Baseada no Trolox, amplamente utilizado como padrao, pois seus valores
sdo proporcionais a capacidade antioxidante de um composto, a quercetina isolada apresentou
4,7 mM ET/g de atividade [16]. Dados na literatura sobre a capacidade antioxidante de S.
crassifolia ainda sdo escassos. Em um estudo anterior, foram analisados o0s extratos
hidroalcodlicos da polpa, semente e casca do fruto de S. crassifolia, e os valores obtidos foram
inferiores aos deste estudo, com a maior atividade antioxidante observada na semente [23]. Tais
diferencas podem ser atribuidas as diferencas nos métodos de extracdo empregados e a variacdo
na concentracdo de compostos antioxidantes em cada parte da planta.

O uso de linhagens celulares em pesquisas representa uma importante ferramenta devido
a sua facilidade de cultivo, conhecimento do fenotipo e reprodutibilidade dos experimentos,
além de contribuir para o principio dos 3Rs, a reducdo no uso de animais de experimentacéo e
ainda, evitar problemas éticos associados a utilizagdo de tecidos animais e humanos [24]. Nesse
contexto, células da linhagem HepG2 sdo muito utilizadas para estudos de metabolismo de
compostos naturais e sinteticos e hepatotoxicidade, por apresentar comportamento semelhante
aos hepatocitos humanos e expressar muitas funcdes hepéticas diferenciadas, como sintese e
secrecdo de proteinas plasmaticas, metabolismo de colesterol e triglicerideos, metabolismo e

transporte de lipoproteinas [25, 26].
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Diversas espécies do género Salacia demonstraram eficacia na atenuagdo do acumulo
de lipidios em estudos in vitro na linhagem T3-L1 e da obesidade em pesquisas in vivo,
principalmente por meio da regulacdo do metabolismo lipidico. Esses efeitos foram associados
a reducdo da esteatose, a inibicdo da expressdo da proteina quinase fosforilada MAPK
(PMAPK) e de fatores de transcricdo relacionados a adipogénese, bem como a ativacao da via
AMPK [27-29]. Tais evidéncias sugerem que oS compostos encontrados nos extratos de Salacia
atuam na inibicdo da lipogénese e inducédo da lipolise. No entanto, até 0 momento, ndo foram
encontrados na literatura estudos que avaliem o potencial de S. crassifolia no manejo da
obesidade ou na aplicacdo & MASLD. Nesse contexto, o presente estudo é pioneiro ao propor
essa associacdo. Apesar disso, 0 EAS ndo apresentou eficacia na reducao do conteudo lipidico
intracelular na linhagem HepG2 nas concentracfes testadas, indicando a necessidade de
investigacOes adicionais para elucidar seus efeitos sobre o metabolismo lipidico.

De acordo com a norma ISO 10993-5 da Organizacao Internacional de Padronizacéo
[30], um extrato s6 é considerado citotoxico quando diminui a viabilidade celular para valores
inferiores a 70%. Dessa forma, o EAS ndo demonstrou citotoxicidade significativa e na
concentracdo de 50 pg/mL, reduziu a liberacdo de LDH para o sobrenadante a niveis
semelhantes ao controle, sugerindo uma normalizacdo da integridade celular. Resultados
semelhantes foram observados por Carneiro et al [31], que relataram a auséncia de
citotoxicidade e genotoxicidade em testes em células da medula éssea de murinos. Por outro
lado, estudos prévios demonstraram que a espécie apresentou eficacia na inibicdo do
crescimento de linhagens tumorais, cepas bacterianas e virus [11-13]. Tais variacdes nos efeitos
biolégicos podem estar relacionadas as diferencas na composicdo quimica entre os extratos,
especialmente a presenca e concentracdo de compostos fendlicos e terpenos.

Arruda et al [15], demonstraram que células HepG2 submetidas ao tratamento com 0s
acidos graxos palmitico e oleico na concentracdo de 2 mM, apresentaram aumento significativo
do dano oxidativo em proteinas e lipidios. No entanto, neste estudo néo foi observado aumento
significativo nos niveis de ROS ap0s o tratamento com o0s &cidos graxos. Esse resultado pode
ser atribuido & curta meia-vida dessas espécies reativas, o que dificulta sua deteccdo em
determinados contextos experimentais. Além disso, 0 ensaio de deteccdo de ROS, é um método
de deteccdo de ponto final, refletindo apenas a concentracao das espécies reativas no momento
da analise. Nesse contexto, o tratamento com o EAS na concentragéo de 50ug/mL foi capaz de
reduzir o nivel de ROS, os mecanismos envolvidos podem estar relacionados ao efeito
antioxidante direto do extrato evidenciado pelo ensaio ORAC e ainda por um aumento nas

defesas antioxidantes celulares.
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A glutationa é um tripeptideo formado pelos aminoécidos glutamato, cisteina e glicina,
encontrada em altas concentra¢fes no figado, especialmente no citosol e nas mitocondrias [6],
fundamental no sistema de defesa antioxidante celular, atuando na conjugacdo com diversas
moléculas para neutralizacdo de espécies reativas. Neste estudo, observou-se um aumento
significativo dos niveis de GSH apds o tratamento com 100 pg/mL do EAS. A GSH é
sintetizada nas células pela enzima y-glutamilcisteina sintetase ( y-GCS) e desempenha um
papel fundamental na regulacdo celular em eventos que culminam em apoptose ou necrose,
estando intimamente relacionada as respostas de citotoxicidade e ao estresse oxidativo [32].

Em estudo in vivo conduzido por Nam et al [33], a aplicacdo de SOD exoOgena
demonstrou melhora na MASLD por meio da ativacdo da via AMPK (proteina quinase ativada
por AMP). Esse efeito ocasionou um aumento da expressao da proteina PGC-1a, responsavel
por regular a biogénese mitocondrial, e na reducéo da proteina fosforida FoxO1 (pFoxO1), a
qual reduz a expressdo de genes ligados a lipogénicos, modulando o metabolismo lipidico.
Como consequéncia, observou-se uma resposta anti-inflamatéria, antioxidante e antiapoptotica,
sugerindo um potencial efeito protetor da SOD na fisiopatologia da MASLD. No presente
estudo foi observado um aumento na atividade de SOD e também das enzimas catalase e GST,
relacionada a detoxificacdo celular através da conjugacdo da GSH a uma variedade de
compostos eletrofilicos enddgenos e exdgenos para formar compostos menos ativos
quimicamente [34], evidenciando uma maior atividade do sistema de defesa antioxidante.

Evidéncias crescentes na literatura mostram que polifendis, especialmente da classe dos
flavonoides sdo relacionados a via de sinalizacdo do Nrf2 (nuclear factor erythroid 2-related
factor 2), principal fator de transcri¢do envolvido na manutencdo do balanco redox, mediada
pelo elemento de resposta antioxidante (ARE), que por sua vez promove a regulagao positiva
da expresséo da y-GCS e das enzimas de fase Il do sistema de defesa antioxidante endogeno,
dentre elas SOD, CAT e GST, melhorando assim a resposta antioxidante celular, impedindo
que ocorra a deplecéo da concentracdo intracelular de GSH e reduzindo os danos mediados pelo
estresse oxidativo durante a progressao da MASLD [35,36]. Esses compostos, portanto, séo
considerados candidatos promissores na busca por novas estratégias terapéuticas para a doenca.
Em conjunto, os efeitos do EAS sobre os niveis de ROS, glutationa e atividade das enzimas do
sistema de defesa antioxidante celular, associados a sua composicao fitoquimica, sugerem uma
possivel ativacdo da via NRF2/ARE.

Em suma, os resultados deste estudo indicam que o extrato aquoso das folhas de S.
crassifolia possui diferentes metabdlitos secundarios, especialmente polifendis, com alta

atividade antioxidante sem apresentar efeito citotoxico em células HepG2. Embora o tratamento
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com o EAS ndo tenha reduzido o contetdo intracelular de lipidios pode-se pressupor que atenua
a progressdo da MASLD ao melhorar o estado redox celular. Esses achados reforcam a
importancia de estudos das espécies utilizadas na medicina tradicional, além de identificar pela
primeira vez, novos compostos bioativos na espécie e fornecer subsidios para a bioprospeccao.
No entanto, ainda sdo necessarios mais estudos que elucidem o papel desses compostos nos
mecanismos moleculares envolvidos na MASLD. Tais estudos poderéo confirmar o potencial

terapéutico da espécie para disturbios metabolicos.

4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Obtencéao das amostras e preparo do extrato

As folhas de S. crassifélia foram coletadas na regido de Patrocinio, MG (18°55'16.9"S
46°59'51.2"W). Foi realizado o cadastro no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimonio
Genético e do Conhecimento Tradicional Associado — SisGen, sob 0 numero A6A598B. A
metodologia de extracdo aquosa das folhas foi desenvolvida com base nas informagdes de uso
popular associado a medicina tradicional que consiste na infusdo das folhas em agua aquecida.
Para tanto, as folhas foram congeladas, liofilizadas, trituradas e submetidas a infusdo em agua
em banho-maria a 72°C, durante 10 minutos. Posteriormente, foi realizada a filtracdo a vacuo
e 0 extrato bruto foi liofilizado e armazenado a 4 °C.

4.2 Andlise do extrato por HPLC-ESI-MS/MS e determinacéo da capacidade antioxidante

O extrato aquoso da espécie foi analisado por cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a espectrometria de massas em tandem usando ionizacdao por eletrospray (HPLC-ESI-
MS/MS). A amostra foi solubilizada em uma solucdo de agua:metanol (7:3), filtrada em filtro
de membrana de nylon de 0,22 um e injetadas no cromatografo liquido (Agilent Infinity 1260),
acoplado a um espectrémetro de massas Q-TOF de alta resolucdo (Agilent 6520 B) com uma
fonte de ionizacéo por eletrospray (ESI). A separacdo cromatografica foi realizada usando uma
coluna Agilent InfinityLab Poroshell HPH-C18 (2,1 x 50 mm, 2,7 pum), com uma fase movel
composta por (A) agua acidificada com 0,1% (v/v) de &cido férmico e (B) metanol. O gradiente
de eluicdo iniciou com 10% B (0 min), atingindo 98% B entre 0 e 15 min, e 100% B de 15a 17
min, com vazdo de 400 pL min'. Os parametros de ionizagdo utilizados foram: pressdo do
nebulizador de 58 psi, vazao de gas de secagem de 8 L min' a 220 °C e voltagem capilar de
4,5 kVa. Andlises de espectrometria de massas em tandem (MS/MS) foram realizadas com
energias de colisdo de 5, 10, 15, 20, 25 e 30 eV. Os dados foram processados utilizando o

software MassHunter®, que prop6s formulas moleculares para 0s compostos com base em
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valores de m/z. A anotagdo dos compostos foi realizada considerando valores de m/z de alta
resolucdo, com margem de erro abaixo de 10 ppm, anélise de fragmentos e comparacdo com a
literatura. Além da literatura cientifica, a identificagdo dos compostos foi complementada pela
consulta a bancos de dados como PubChem, HMDB e Metabolomics WorkBench.

A capacidade antioxidante do EAS foi determinada pelo indice ORAC (Oxygen Radical
Absorbance Capacity), a partir da adaptacdo de metodologias descritas na literatura [38-40].
Este método se baseia na medicdo do decaimento da fluorescéncia da fluoresceina mediante
interacdo com o radical peroxil, o qual é gerado pela reagdo do AAPH [dicloreto de 2,2*-azobis
(2-amidinopropano)] com o oxigénio molecular.

Para a construcdo da curva de calibragdo, Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8- &cido
tetrametilcromano-2-carboxilico), um anadlogo da vitamina E, foi utilizado como antioxidante
de referéncia. O ensaio foi realizado em microplaca de 96 pocos, onde foram adicionados, a
amostra diluida, tampé&o fosfato-salino (PBS) ou padrdo, fluoresceina, seguidos por periodo de
incubacédo de 15 minutos. Posteriormente, foram adicionados o radical AAPH e a fluorescéncia
lida a 485 nm (excitacdo) e 535 nm (emissdo) por 1 hora, minuto a minuto em fluorimetro
VICTOR™ X3. Os valores do indice ORAC foram calculados pela Area sob a curva (AUC) do
padrdo e da amostra. O valor ORAC final foi determinado a partir da equacéo de regressdo entre
a concentracdo de Trolox e a AUC liquida e expressas como equivalentes de Trolox (M) por
grama de extrato.

4.3 Cultura de células da linhagem celular HepG2, inducdo do acumulo dos lipidios e
tratamento com extrato

As células da linhagem HepG2, derivadas de um hepatoblastoma humano, foram obtidas
no Banco de Células do Rio de Janeiro. A inducdo do acumulo de lipidios foi realizada de
acordo com o protocolo descrito por Arruda et al [15]. Em um primeiro momento, as células
foram incubadas durante 24 horas com meio DMEM low glucose (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium) suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB) e 1% de antibidtico, em estufa
umidificada a 37°C e 5% de CO2. Em seguida, foram lavadas com PBS a 37°C e incubadas
novamente com meio DMEM sem adi¢do do SFB e antibidtico, por mais 24 horas. Apos a
privagéo de soro, as celulas foram incubadas com uma solugdo com os acidos graxos oleico e
palmitico na proporgéo de 2:1, com concentragdo final de 2,0mM em meio enriquecido com
albumina sérica bovina (BSA) livre de acidos graxos a 4,5% por 24 horas. As células do grupo
controle foram incubadas somente com a solugéo veiculo.

Ap0s a sobrecarga lipidica, as células foram lavadas com PBS e incubadas com o extrato
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aquoso (EAS), diluido em DMEM, nas concentracdes finais de 50 e 100pug/mL (EAS50 e
EAS100) por 24h.

4.4 Determinacéo da carga lipidica intracelular

Para a quantificacéo dos lipidios intracelulares, as células foram lavadas com PBS e em
seguida fixadas com solugéo de paraformaldeido 4% tamponado. Apos repetidas lavagens com
agua destilada, uma solucdo de corante Oil Red O (ORO) (0,5% em isopropanol) foi adicionada
aos pocos e mantida por 50 min. Posteriormente, a solucdo corante foi retirada e outras trés
lavagens foram feitas com &gua destilada e uma lavagem adicional com isopropanol 60% para
minimizagdo do background causado pelo corante. Para anélise quantitativa, as células coradas
foram incubadas com isopropanol para solubilizacdo do ORO, cuja densidade éptica foi
determinada a 510 nm. As células foram coradas com Hematoxilina de Meyer e as
fotomicrografias foram entdo obtidas em microscopio 6ptico de contraste de fase invertido
(EVOS™ XL Core) acoplado a camera digital em ampliagéo de 200 vezes.

4.5 Determinacdo da viabilidade celular e citotoxicidade

O efeito do EAS na viabilidade celular foi determinado pelo método de coloracdo com
sulforodamina B (SFB) [41]. As células foram semeadas em placas de 96 pocos e apés a inducao
do acumulo de &cidos graxos, foram lavadas com PBS e incubadas com o extrato diluido em
diferentes concentrac@es finais (0, 50, 75, 100, 125 e 250 pg/mL) em meio DMEM por 24h.
Posteriormente, acrescentou-se solucdo gelada de acido tricloroacético (TCA) a 50% para
fixac&o das celulas. As placas foram incubadas por uma hora a 4°C e em seguida, lavadas em
agua corrente. Apo6s secagem, foi adicionado a solucdo de SFB a 0,04% diluida em agua
destilada em cada poco e incubado em temperatura ambiente por uma hora. Terminada a
incubacdo, os pocos foram lavados em solucdo de acido acético a 1% para retirada do corante
ndo ligado. Apds secagem completa, adicionou-se solucao tris base a 10mM para solubilizacéo
do corante ligado, os poc¢os foram lidos em leitor de microplacas a 510nm.

Para a determinacdo da citotoxicidade e dano celular, a atividade da lactato
desidrogenase (LDH) foi mensurada por kit comercial (Invitrogen™). Para esse proposito, as
células HepG2 foram tratadas com o EAS diluido em meio DMEM livre de vermelho de fenol,
por 24 horas e o0 sobrenadante foi entdo coletado e utilizado no ensaio.

4.6 Quantificacdo dos biomarcadores do estresse oxidativo

Com o intuito de investigar os efeitos do EAS sobre o sistema de defesa antioxidante
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celular, foram determinados o contetdo de ROS total, os niveis de glutationa total (GSH) e
oxidada (GSSG), atividade da superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e da glutationa S-
transferase (GST).

O contetdo de ROS total foi quantificado utilizando um kit comercial (Invitrogen™)
que se baseia na desatilagdo da sonda por esterases intracelulares e em contato com as ROS, se
oxida e emite fluorescéncia. Para a analise, a sonda Carboxy-H.DCFDA foi adicionada aos
pocos de uma placa de 96 pocos. Apos 30 minutos de incubacdo a 37°C, ao abrigo da luz, a
intensidade de fluorescéncia foi determinada em espectro de excitacdo 495 e emissao de 529nm.

Para avaliar os niveis de glutationa total e oxidada, foi utilizado o ensaio cinético
proposto por Rahman et al [42]. Brevemente, as células coletadas foram solubilizadas em
tampdo de extracdo (0,1% Triton-X e 0,6% de acido sulfossalicilico em tampao de fosfato de
potassio 0,1 M (KPE) contendo &cido etilenodiamino tetra-acético 5 mM (EDTA)). Ap0s trés
ciclos de congelamento-descongelamento, as células foram centrifugadas e o sobrenadante
usado no ensaio. As amostras foram adicionadas a uma microplaca de 96 pogos, seguidas pela
adicdo da mistura de trabalho (KPE, DTNB e glutationa redutase) e de NADPH (0,16 mg/mL)
e leitura das absorbancias a 405 nm a cada 30 segundos durante 5 minutos. Para a determinacgéo
de GSSG, foram adicionadas ao homogenato celular uma solucdo de 2-vinilpiridina (1:10) e
trietanolamina (1:6) para correcdo do pH. Apds 1 hora de incubacdo, as amostras foram
analisadas conforme descrito acima. Sais de glutationa oxidada e reduzida foram usados para a
construcdo das curvas padrao.

Para a determinacdo da atividade da SOD, foi utilizado 0 método proposto por Madesh
e Balasubramanian [43]. As células apds coletadas, lisadas e centrifugadas, foram transferidas
para uma microplaca de 96 pocos, a qual acrescentou-se tampéo fosfato 50mM com 1mM de
EDTA, solucdo de MTT 1,25mM e pirogalol 10mM diluido em &gua acidificada com HCI
10mM. Apds 5 minutos de incubacdo em estufa, a 37°C, acrescentou-se DMSO e foi realizada
a leitura em comprimento de onda a 570nm.

A atividade da catalase foi determinada pelo método cinético proposto por Grilo, et al
[44] que se baseia na decomposicdo do H20. pela enzima monitorada durante 2 minuto por
espectrofotometria a 240 nm.

A atividade da GST, enzima envolvida na detoxificagdo de Xxenobidticos, foi
determinada pelo método adaptado de Habig, et al [45]. Adicionou-se a amostra em placas UV
de 96 pogos e 0 mix de reagdo, contendo uma solugédo com CDNB (1-Cloro-2,4-dinitrobenzeno)
20mM, glutationa reduzida 40mM e tampéao fosfato de potassio 100mM com 0,1% de Triton

X-100. Por fim, foi realizada leitura cinética a cada minuto por 10 minutos a 340nm.
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Todas as analises foram realizadas em triplicada. Os resultados foram normalizados pela
concentracdo total de proteinas, determinada pelo método de Bradford [46] e expressos como

unidade (U) por mg de proteinas.

4.7 Anélise estatistica

A normalidade dos dados foi verificada através do teste de Shapiro-Wilk.
Posteriormente, dados que apresentaram distribuicdo normal e homogeneidade entre as
variancias, no teste de Brown-Forsythe, foram submetidos a analise de variancia univariada
ANOVA one-way seguida pelo teste de Tukey. Dados ndo paramétricos foram analisados pelo
Teste de Kruskal-Wallis com pos teste de Dunn. Diferencas foram consideradas significantes
para p < 0,05. Todas as analises foram realizadas utilizado o software GraphPad Prism versao
8.4.3 (San Diego, California, EUA).
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Titulo: O titulo do seu manuscrito deve ser conciso, especifico e relevante. Deve identificar se
0 estudo relata dados de ensaios clinicos (em humanos ou animais) ou se € uma revisao
sistematica, meta-analise ou estudo de replicacdo. Ao incluir nomes de genes ou proteinas,
deve-se usar o nome abreviado, em vez do nome completo. N&o inclua formas abreviadas ou
curtas do titulo, como um titulo resumido ou cabegalho.

Lista de Autores e AfiliacBes: Os nomes completos dos autores devem ser fornecidos. As
iniciais de quaisquer nomes do meio podem ser adicionadas. O formato padréo
PubMed/MEDLINE é usado para afiliagfes: informacfes completas de endereco, incluindo
cidade, CEP, estado/provincia e pais. Pelo menos um autor deve ser designado como autor
correspondente. Os enderecos de e-mail de todos os autores serdo exibidos nos artigos
publicados. E responsabilidade do autor correspondente garantir que o consentimento para a
exibicdo dos enderecos de e-mail seja obtido de todos os autores. Se um autor (que ndo seja o
autor correspondente) ndo desejar que seus enderecos de e-mail sejam exibidos dessa forma, o
autor correspondente devera indicar isso durante a revisdo. Apds a aceitacdo, nenhuma
atualizacao dos nomes ou afiliacGes dos autores sera permitida.

Resumo: O resumo deve ter no méximo 200 palavras. O resumo deve ser um Unico paragrafo
e seguir o estilo de resumos estruturados, mas sem titulos: 1) Contexto: Coloque a questao
abordada em um contexto amplo e destaque o prop6sito do estudo; 2) Métodos: Descreva
brevemente os principais métodos ou tratamentos aplicados. Inclua quaisquer nimeros de pré-
registro relevantes e espécies e linhagens de quaisquer animais utilizados; 3) Resultados:
Resuma as principais descobertas do artigo; e 4) Concluséo: Indique as principais conclusdes
ou interpretagcdes. O resumo deve ser uma representacdo objetiva do artigo: ndo deve conter
resultados que ndo sejam apresentados e fundamentados no texto principal e ndo deve exagerar
as principais conclusdes.

Palavras-chave: De trés a dez palavras-chave pertinentes devem ser adicionadas apos o
resumo. Recomendamos que as palavras-chave sejam especificas para o0 artigo, mas
razoavelmente comuns na area tematica.

Secbes do Manuscrito de Pesquisa

Introducdo: A introducdo deve situar brevemente o estudo em um contexto amplo e destacar
sua importancia. Deve definir o proposito do trabalho e sua importancia, incluindo as hipdteses
especificas que estdo sendo testadas. O estado atual da area de pesquisa deve ser revisado
cuidadosamente e as principais publicagdes citadas. Destaque hipéteses controversas e

divergentes quando necessario. Por fim, mencione brevemente o objetivo principal do trabalho
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e destaque as principais conclusdes. Mantenha a introducdo compreensivel para cientistas que
trabalham fora do tema do artigo.

Resultados: Forneca uma descricdo concisa e precisa dos resultados experimentais, sua
interpretacdo, bem como as conclusdes experimentais que podem ser tiradas.

Discussao: Os autores devem discutir os resultados e como eles podem ser interpretados a luz
de estudos anteriores e das hipoteses de trabalho. Os resultados e suas implicagdes devem ser
discutidos no contexto mais amplo possivel, e as limitacdes do trabalho devem ser destacadas.
Direces futuras de pesquisa também podem ser mencionadas. Esta se¢do pode ser combinada
com Resultados.

Materiais e Métodos: Devem ser descritos com detalhes suficientes para permitir que outros
reproduzam e desenvolvam os resultados publicados. Novos métodos e protocolos devem ser
descritos em detalhes, enquanto métodos bem estabelecidos podem ser descritos brevemente e
citados apropriadamente. Forneca o nome e a versdo de qualquer software usado e deixe claro
se 0 codigo de computador usado esta disponivel. Inclua quaisquer cddigos de pré-registro.
Conclusoes: Esta se¢do ndo € obrigatoria, mas pode ser adicionada ao manuscrito se a discussao
for extraordinariamente longa ou complexa.

Material de fundo

Contribuicdes dos Autores: Espera-se que cada autor tenha feito contribui¢fes substanciais
para a concepcao ou design do trabalho; ou para a aquisicdo, analise ou interpretacdo de dados;
ou para a criacdo de um novo software usado no trabalho; ou que tenha redigido o trabalho ou
0 revisado substancialmente; E que tenha aprovado a versdao submetida (e a versdo
substancialmente editada pela equipe do periddico que envolva a contribui¢do do autor para o
estudo); E que concorde em ser pessoalmente responsavel pelas proprias contribui¢fes do autor
e por garantir que questdes relacionadas a precisdo ou integridade de qualquer parte do trabalho,
mesmo aquelas nas quais o0 autor ndo esteve pessoalmente envolvido, sejam adequadamente
investigadas, resolvidas e documentadas na literatura.

Para artigos de pesquisa com varios autores, um breve pardgrafo especificando suas
contribuigdes individuais deve ser fornecido. As seguintes declaragcbes devem ser usadas:
"Conceitualizacdo, XX e YY; Metodologia, XX; Software, XX; Validagdo, XX, YY e ZZ;
Analise Formal, XX; Investigacdo, XX; Recursos, XX; Curadoria de Dados, XX; Reda¢do —
Preparacdo do Rascunho Original, XX; Redacdo — Revisao e Edi¢do, XX; Visualizagdo, XX;
Supervisdo, XX; Administracdo do Projeto, XX; Aquisicdo de Financiamento, YY".
Financiamento: Todas as fontes de financiamento do estudo devem ser divulgadas. Indique

claramente as bolsas que recebeu para apoiar o seu trabalho de pesquisa e se recebeu fundos
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para cobrir os custos de publicagdo. Observe que alguns financiadores ndo reembolsaréo as
taxas de processamento de artigos (APC) se o financiador e 0 nimero da bolsa ndo estiverem
identificados de forma clara e correta no artigo. As informac6es de financiamento podem ser
inseridas separadamente no sistema de submissdo pelos autores durante a submissdo do seu
manuscrito. Essas informacdes de financiamento, se disponiveis, serdo depositadas no FundRef
se 0 manuscrito for finalmente publicado.

Agradecimentos: Nesta secdo, vocé pode reconhecer qualquer apoio fornecido que néo esteja
coberto pelas secdes de contribuicdo ou financiamento do autor. Isso pode incluir suporte
administrativo e técnico, ou doacBes em espécie (por exemplo, materiais usados em
experimentos).

Conflitos de Interesse: Os autores devem identificar e declarar quaisquer circunstancias ou
interesses pessoais que possam ser percebidos como influenciadores da representacdo ou
interpretacdo dos resultados de pesquisa relatados. Se ndo houver conflito de interesses, por
favor, declare "Os autores declaram ndo haver conflito de interesses".

Referéncias: As referéncias devem ser numeradas em ordem de aparecimento no texto
(incluindo legendas de tabelas e figuras) e listadas individualmente ao final do manuscrito.
Recomendamos preparar as referéncias com um software de bibliografia, como EndNote |,
ReferenceManager ou Zotero, para evitar erros de digitacao e referéncias duplicadas.

CitacOes e referéncias em arquivos suplementares sdo permitidas desde que também aparecam
no texto principal e na lista de referéncias.

Todas as Figuras, Esquemas e Tabelas devem ser inseridas no texto principal proximas a
primeira citacdo e devem ser numeradas seguindo o numero de apari¢do (Figura 1, Esquema 1,
Figura 2, Esquema 2, Tabela 1, etc.).

Todas as Figuras, Esquemas e Tabelas devem ter um titulo e uma legenda explicativos curtos.
Todas as colunas da tabela devem ter um titulo explicativo. Para facilitar a edicdo de tabelas
maiores, fontes menores podem ser usadas, mas ndo menos que 8 pt. Os autores devem usar a
opcao Tabela do Microsoft Word para criar tabelas.

As imagens de células e western blots devem ser grandes o suficiente para que as caracteristicas

relevantes sejam visualizadas.



